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Introduccion y Objetivas 3

1. MEMBRANAS BIOLOGICAS.

La membrana plasmatica v el resto de membranas celulares cumplen un papel
muy importante para la vida v supervivencia de las células Entre otras funciones, las
membranas bioldgicas no sélo suponen una barrera fisica altamente selectiva con el
medio externo, sino que tambien permie el intercambio de energia, matena e
informacidn entre las células y el medio que las rodea. Ademdas, otras membranas
separan el mnterior celular en compartimentos u organulos (en encariotas, el nicleo,
las mitocondrias, los cloroplastos, el reticulo endoplasmico v el aparato de Golgl,
entre otros) v constituyen el medio dptimo para la actividad de diversas proteinas,
como enzimas, receptores, canales ¥ sistemas de transporte que controlan el flujo de
nutrientes, productos de desecho e iones hacia el interior v exterior celular
(MMcElhaney, 1575, Haydon, 1975, Quim v Chapman, 19800 A nivel de la
membrana tienen lugar multitud de procesos biogquimnicos vitales, como por glemplo
el transporte de electrones v la fosforilacidn oxidativa en la membrana mitocondrial
interna, la fotosintesis en las membranas internas de los cloroplastos, los impulsos
nerviosos que se transmiten a través de las membranas de las células nerviosas o la
comunicacion intercelular que tiene lugar mediante la interaccidn de ciertos ligandos

con los receptores de membrana de las células diana.

Las membranas bioldgicas poseen una unidad estructural donde los lipidos,
las proteinas y los carbohidratos que forman partte de la misma se disponen
asimetricamnente (Op den Kamp, 1979 Las moleculas lipidicas tienen la capacidad
de moverse lateralmente en las membranas bioldgicas, lo cual proporciona fluidez v
flexibilidad a la misma (Finger v Micholson, 1972, Chapman, 19753 La unidad
estructural de la membrana es la bicapa lipidica ¥ su composicién puede variar entre
celulas diferentes e ncluso entre los distintos compartimentos u orgamilos en una
misma celula. Ademas la capa interna y externa de las membranas tienen una

composicidn diferente (Figora I10.

Los componentes basicos de las membranas bioldgicas son los lipidos, las
proteings v los carbofidratos. Los lipidos junto con las proteinas constituyen la casi
totalidad de la masa de las membranas biologicas. Las moléculas lipidicas v proteicas

que constituven la membrana se mantienen uridas por interacciones no covalentes de
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caracter cooperativo. Los carbohidratos se encuentran unidos a los liptdos v proteinas

de la membrana de forma covalente Finminen v col, 1994)

Supeifce extema
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Figura L1. Modelo esiruciural de mosaico fluide de una membraha bioldgica. 5e pueden
chservar 1oz distintos compeonentes de 1a membrana como son los lipides, las proteinas v los glucidos.
En ¢l caso de lamembrana plasmatica, la superficae externa de la bicapa se encuentra en contacto con
el medio extracelular, mientras que 1a superficae interna da hacia el citplasma. En el caso de las
rwembranas de los organul oz celulares, 13 superhae extemna de 13 bicapa contacta con el atoplasma,
muieniras que la superficie interna lo hace con la matriz o medio intemo de 1os mismos. Bl interior de
la membrana es una region drofobica lmda formada por las cadenas laterales lndrocaburadas de los
fnsfolipides. Las proteinas pueden ser integrales o periféricas. Las primeras se manfienen mediante
misracciones hidrofdbicas con sus cadenas laterales de aminoacdos polaes mientras que las
secundas se fyan a la superfice de la membrana mediante interaccones mas débiles Tanto las
proteinas como log Lipidos de la membrana se pueden mover laterdlmente en el plano de la bicapa. Las
moléculas de gliade se wmen 3 dgunas proteinas y lipidos v quedan expuestas en la superfice
extracelular de lamembrana. Tomada de Lehmnger v col. (15935).

Los principales lipidos de la membrana son los fostolipidos, los
esfingolipidos v el colesterol {Quinn v Chapman, 19800 Los fasfolipidos son los que
se encuentran en mavor proporcidn v diversidad (Drowhan, 19975 Poseen una cabeza
polar o hidrofilica v dos regiones hidrocarburadas apolares o hidrofébicas. A
diferencia de los fosfolipidos, los esfingelipidos derivan de la esfingosina v no del
glicerol. La esfingomielina es el principal representante de este grupo (Barenholz v
Thompson, 1999). El colesteral se distribuye de forma no uniforme en la membrana
v tiende a alterar la regularidad de la estructura de la misma, ocasionando un
mncremento en el orden de los fostolipidos de la bicapa cuando se encuentra ésta en
estado fluido v produciendo desorden cuando se encuentra en estado rigido, aunque

también puede ocasionar cambios en la permeabilidad y estabilidad de la membrana
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(Chapman y Penkett, 1266, Oldfield v Chapman, 1972, Villalain v Gdémez-
Fernandez, 1992, Robinson v col, 1995, Mutchell v col, 1998 Bhattacharya v
Haldar, 2000). La forma v la naturaleza anfipatica de las moléculas lipidicas es la
causante de que, espontaneamente, se formen bicapas en solucidn acuosa, en las que
las cabezas polares se encuentran dirigidas hacia el exterior v las colas no polares o

hidrofébicas, hacia el interior

Las profeinas se encuentran mntercaladas en la bicapa lipidica y tienen
funciones muy varadas, como la de ser transportadores, receptares v transductores
de energla entre otras. La diversidad v especializacidn funcional de las proteinas de
membrana queda reflejada en la variable composicidn y proporcion de lipidos v
proteinas en las diferentes membranas v organismos celulares Las proteinas de la
membrana se clasifican seglin su relacidn o asociacidn con la misma en profeings
mntrinsecas o ntegrales v en proteinas extrinsecas o periféricas. Las prumeras se
mantienen unidas a las membranas con gran fuerza, mediante interacciones de tipo
hidrofdbico, v para separarlas es preciso aplicar agentes agresivos para la membrana,
como por ejemplo disolventes orgénicos, detergentes o agentes caotrdpicos
(Liszewski y Atkinson, 1992; Lee, 1998) Por ctro lado, las profeinas extrinsecas o
periféricas se asocian a la membrana fijandose a su superficie y establecen con la
misma interacciones débiles, de tipo electrostatico w/o por puentes de hidrégeno
(Finnunen ¥ col, 1992 Pueden disociarse de la membrana mediante agentes o
procesos que no afectan a la misma, como agentes quelantes, cambios de pH o
soluciones salinas de alta fuerza 1dnica. Las proteinas extrinsecas o periféricas
pueden asociarse a la membrana de diferente manera: a traves de proteinas integrales
(Harrison, 1996), mediante interaccicnes con lipidos de la membrana, como ocurre
con la proteina quinasa C (Mewton, 1993}, obien a traveés de modificaciones lipidicas
en su estructura que les permite el anclaje a la membrana, como es el caso de la

proteina ras (Magee, 1999,

Los carbohidrates o ghicidos se encuentran localizados en la superficie
externa de la membrana, unidos a algunos lipidos v proteinas. Aunque el porcentaje
de carbokidratos asociados a la membrana es bajo (menor del 1084), estos
compuestos son muy importantes desde el punto de vista funcional pues la mayoria
de las moléculas implicadas en funciones de reconocimiento son glicolipidos (West,
1986; Lemieux v Bertozzi, 1998, Evans v Roger MacKenzie, 1999) También es
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posible que se encuentren implicados en funciones de proteccidn de la célula frente a

condiciones extremas, como pH bajo o enzimas de degradacion.

2. SISTEMAS MODEL O DE MEMBRANA.

Las membranas bioldgicas constituyen unos sisternas muy complejos tanto a
nivel de su estructura como de su funcién. Para poder estudiar v explicar las
propiedades de las membranas es preciso poder conocer el comportamiento fisico-
quimnico de la unidad estructural de la membrana, es decir, de la bicapa lipidica. Para
ello, se han utilizado sistemas modelo de membrana, también llamados vesiculas o
liposomas (Bangham y col., 1965, Mayer v col., 1986b), con los que se ha podido
estudiar el efecto de uno o varios tipos de lipidos en la estructura de la membrana v

su influencia sobre la funcidn de ciertas proteinas.

2.1. Vesiculas fosfolipidicas.

Las vesiculas son asoctaciones coloidales de lipidos organizadas en
estructuras cerradas. Estas vesiculas sepueden preparar a partir de mezclas de lipidos
naturales extraidos o purificados, o bien lipidos sintéticos (Bangham v col, 1965)
Exzisten cuatro grandes tipos de wvesiculas lipidicas que se obtienen mediante
diferentes técnicas Mayer vy col, 1986b): las wesictlas mudiiamelares grandes
MALV), las wesicufas wnilamelares grandes (LUV), las vesiculas unidamelares

peguefios (3UV) v las micelas (Figura 1.2)

a) Los sistemmas modelo de membrana mas simples son las vesictilas multfamelares
grandes, las cuales estin compuestas por una serie de bicapas concéntricas
separadas entre si por estrechos espacios acuosos (Bangham y col, 1965). Se
obtienen por resuspension directa de la mezcla de lipidos en el tampdn acuoso,
Estas vesiculas presentan un tamafio variable, entre 0,1-10 pm, v se suelen
emplear en estudios fisicos sobre la organizacidon de la bicapa y las propiedades
del movimiento de los lipidos en la misma. Debido a que sdlo el 10% del lipido
total se halla en la bicapa mas externa de este tipo de vesiculas, se descarta su uso

para ofros tipos de andlisis.
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b) Las vesictdas wnilamelares grandes (LTUV) se obtienen a partir de las anteriores

mediante un proceso de extrusion rapida a traves de filtros de policarbonato de
diferente didmetro. 21 e utilizan filtros de 100 nm, se chitienen vesiculas con un
tamafic entre 60-100 nm (Mayer v col., 1986a). Las LUV poseen practicamente

la migma distribucidn de lipidos en las monocapas interna v externa.

Las vesiculas wnidomelares peguefios (31U0V) se pueden formar mediante
ultrasonidos a partir de las multilamelares grandes (Huang, 1969). Presentan un
digmetro entre 25-40 nm. Drado que poseen un radio de curvatura muy pequetio,
la relacidn entre la cantidad de lipido en la monocapa externa y en la mtemna
puede llegar a ser mayor de 2:1. Debido a esta alta curvatura, las restricciones de
empaguetamiento  de los lipidos perturban sus propiedades fisicas en
comparacion con sistemas menos curvados, por 1o se descarta el uso de este tipo
de wesiculas para estudios fisicos de las propiedades de los lipidos de la

metmbrana.

e

Diametro 0,1 10pm G0 100 nm 289 nm Wariable
Obtencian Resuspension Extrusian itrasonidos Oetergentes

Figura I2. Tipos de vedculas lipidicas. 5e muestran los distintos tipos de vesiculas lipidicas que 3¢
pueden obtener, junto con su tamaio v método de obtencdn. (A) VWesiculas multilamelaes grandes
(MLYV), (B vesiculas umilamelares grandes (LUYVY, (C) vesiculas umlamel ares pequeftas (5UV) v (D)
micelas, donde ¢l fosfolipido se muestra en negro v el detergente en blanco.

d) Las mirelas se caracterizan por ser agregaciones lipidicas donde las regiones

hidrofébicas quedan enfrentadas y alejadas del medio hidrofilico que las rodea.
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Se pueden obtener tras resuspender la mezcla lipidica en un detergente. Pueden
tener tamafios variables dependiendo del lipido v del detergente utilizado. Los
detergentes utilizados para solubilizar lipidos o mncluso membranas bioldgicas
pueden ser de diferente naturaleza y entre ellos destacan el dodecil sulfato sédico

(2D3E), el Tritdn 2-100 o dertvados del polietilenglicaol.

2.2. Polimorfismo lipidico.

El polimorfismo lipidico es una propiedad caracteristica de los lipidos que les
permite organizarse en diferentes estructuras o fases cuando se encuentran en medio
acuoso (Luzzatt, 1968, Cullis y De Erugyft, 1579, Cullis y cal., 1988, Seddon, 19904,
Seddon, 19900, De Kruytf, 1997, La fase lipidica resultante depende de la forma
molecular de los lipidos, de su concentracidn en agua v de la temperatura De esta
manera, los fosfolipidos presentan mesomorfismo liotrdpico y termotrdpico, es decir,
diferentes tipos de fases en funcidn de la cantidad de agua v de la temperatura,
respectivamente. Por otro lado, cabe destacar también el hecho de que algunos

péptidos ¥y proteinas interaccionan con la membrana v afectan al polimorfismo
lipidico (Zidovetzki ¥ col., 1988; De Boeck v Zidovetzlki, 1988, Epand, 1298).

La importancia bioldgica del polimorfismo lipidico se debe a que influye de
manera significativa sobre procesos tan diversos como la formacion de vesiculas
durante la divisidn celular (de Eruijtf, 1997, la fusidn de membranas (Luzzati, 1997,
Stegel, 1999; Emnunen v Holopainen, 20000, el trafico de proteinas mediado por
vesiculas (Crawford, 1996), la formacion de dormunios de composicidn diferente al
resto de la bicapa (Edidin, 1997, Brown, 1998), la inclusidn de componentes no
lipidicos en la bicapa (Batenburg v de Eruyff, 1988), el movimiento lateral y
transversal de macromoléculas a traves de la membrana (Mikolay v col, 1983), la
estabilizacion de cormplejos proteicos de membrana (Badhale v Shah, 1999 v las
interconversicnes conformacionales necesarias para la funcidn de una proteina
(Bchwarz v col, 1997, Gofil ¥ Alonso, 1999), Fruto de esta regulacidn enzimatica se
pueden activar diferentes rutas de seflalizacion celular (Slater v col | 1994) que

controlan la expresion de diversos genes (Wigh v col,, 1998)
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2.2.1. Fases lipidicas.

Las fases lipidicas se pueden clasificar segln el tipo de red u arganizacidn de
largo alcance (lamelar o hexagonal, entre ofras), segin el orden de las cadenas
(fluidas o extendidas) v segin la curvatura de la fase (normal o inversa) La
nomenclatura mas habitual es la propuesta por Luzzati {1968). Segln este autor, en
primer lugar una letra latina mavyiscula indica el fipo de organizacion de largo
alcarce. Asi, por ejemnplo, L significa unidimensional (lamelar), H es bidimensicnal
(hezagonal), P es bidimensional oblicua, Q es tridimensional cObica vy C es
tridimensional cristalina. & continuacidn, la corformacion que adoptan las cadenas
hidrocarburadas se mdica mediante un subindice griego, de forma que o significa
conformacién desordenada (fluido), P significa conformacién ordenadas (gel) v |
significa conformacion ordenada e inclinada (gel). Ademas, la organizacidn lipidica
puede ser de tipo I, cuando los elementos estructurales estan rellenos con las cadenas
hidrocarburadas e ncluidos en una matnz polar, o de tipo I {invertidas) cuando el

disolvente acuoso esta rodeado por una matriz hidrofdbica

Las estructuras lipidicas de mayor relevancia son la fose lomelar, la fose
hexagonal v la jase cubica (Figura 1.3). Las fases lamelares o bicapas (L) son
estructuras periddicas en una dimension. Esta fase lomelar cuando se encuentra en
estado gel presenta rigidez en las cadenas acilicas de los lipidos, las cuales poseen
configuracion  todofrans, estdn  empaquetadas en una red bidimensional
cuast-hexagonal y presentan el movimiento rotacional scbre su ege longiudinal
bastante limttado (Marsh, 19200 Las cadenas acilicas pueden disponerse paralelas a
la normal de la bicapa (Ly), inclinadas (Lg-) o interdigitadas (L) En la fase lamelar
Fuiddn, cristaldiquido o liguido-desordenadn (Ly) las cadenas acilicas estan muy
desordenadas respecto a la fase gel, predominando el conformero gmiche v las
moléculas difunden en el plano de la bicapa con mayor rapidez. El area interfacial
por molécula se incrementa a pesar de que disminuye la anchura de la bicapa v

también la densidad

La fase hexagoral (H) es una estructura fluida periddica en dos dimensiones
que consiste en cilindros paralelos empaquetados hexagonalmente v con una longitad

infinita. Pueden tener dos topologias, normal (Hp) o inversa (Hyp).
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Finalmente, las fases cibicas son estructuras periddicas en tres dimensiones
() que pueden ser bicontinuas o discontinuas segin la continuidad de la porcidn

lipidica o de la acuosa a lo largo de la red tridimensional

i P,' g l‘ro_
%‘a SO
P
‘:’mﬁ" "'@.'!1" "‘«’f’.ﬁ‘ﬂ?
el

Figura 13. Disposicion molecular propuesta para las diferentes fases lipidicas, Se muestran las
fases lamelares (A) (Ly v Ly, f3se gel, L, fase cistaling, L, fase liquido-cristaling), 1a fase hexagonal
(H,) (B} vlafase cobica (C).

2,22, Forma y curvatura de los lipidos.

La forma de los lipidos es una caracteristica que refleja, entre otros, los
efectos del tamafio de las regiones polar ¥ apolar del lipido, la hidratacidn v la carga
de la cabeza polar v la formacién de enlaces de hidrdgeno Este parametro determina
la estructura adoptada por el lipido (Israelachvili v col,, 19805 Existe una relacion

evidente entre la forma del lipido v la geometria del agregado lipidico macroscdpico,
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va que se deben satisfacer las restricciones del empaquetamiento. De esta manera, los
lipidos con forma de cono invertido tenderian a formar fases micelares (de tipo I,
mientras que los lipidos con forma cilindrica formarian fases lamelares v los lipidos

con forma de cono adoptarian fases no lamelares invertidas (de tipo I (figura T4).

Por otro lado, la curvatiire es un parametro que define las propiedades
polimdrficas del lipido {Gruner, 1989, Seddon, 1990a, Seddon, 19900}, El estado del
lipido depende de dos fuerzas contrapuestas: la tendencia de la monocapa lipidica
para formar una interfase lipido-agua curvada y las restricciones impuestas por el
empaquetamiento de la cadena hidrocarburada que previenen esa curvatura. Las
curvaturas se consideran positivas cuando la monocapa forma una superficie convexa

hacia el agua vy negativas cuando esa superficie es concava (Helfrich, 1973).

FORMA,

LIPIDO FASE MOLECULAR

Detergentes

Ligofogfolipido s Sm v
K7

Micelar Cono invertido

Fosfatidilcalina
Esfingormielina “ f”F wm
Fosfatidilzserina
Fosfatidilinositol E H I:'l z {[ ::'”I: mH
Fosfatidilglicerol
Acido Fosfatidico
Cardiolipina

Eicapa Cilindro

F osfatidiletanolamina "““\
linsaturada) Y /i\\
~ Cardiglipina Ca?*
Acido Fosfatidico Ca*
~ [pH=E.0)
Acido Fosfatidico V‘Jgi
(pH=3.0) ﬁﬁﬁ Cono

Fosfatidilzserina
[pH=4 1) He=agonal (H ]

Figura I4. Fases polimérficas ¥ formas moleculares de los lipidos. Se muestran las distintas fases
lipidicas v las comespondientes formas moleculares que adoptan de los lipidos A su veg, a la
1zquierds, se citan ¢jemplos de cada caso.
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2.2.3. Estudios sobre los lipidos.

Las fransiciones entre jases pueden suceder al variar la temperatura del
sisterna. Manteniendo la temperatura constante, las transiciones de fase se pueden
mnducir por factores ambientales tales como la fuerza 1dnica o el pH. El estudio de
estas fransiciones de fase resulta muy interesante porque aporta informacion
referente a las separaciones laterales de fases o a la interaccidn entre los
cornponentes de la membrana Generalmente, se emplea la calorimetria diferencial
de barrido (D3C) para el estudio de la termodinamica v de las temperaturas de
transicion de fase La difraccion de rayos X v la microscopia electronica se utiliza
para el estudio de los cambios en la estructura v en las dimensiones de las vesiculas
lipidicas. Las técnicas espectroscdpicas, como la espectroscopia de mfrarrojo (FT-
IR}, son Utiles tambien para los estudios de transicidn entre fases ¥ de los cambios en
la dinamica lipidica. Finamente, la resonancia magnética nuclear (RMI) permite

conocer el estado en que se encuentra la mezcla lipidica en estudio.

El conocimiento de las propiedades estructurales de los lipidos, asi como de
los factores que regulan su polimorfismo y las transiciones de fase puede ayudarnos a
commprender diversos fendmenos bioldgicos muy mmportantes, como se comentod

anterionmente.

3.LA PROTEINA QUINASA C.

La proteina quinasa C (PEC) constituye una familia de quinasas que
fosforilan diversas proteinas especificamente en residuos de serina y treonina v que
participan en multitud de vias de transmisidn de sefiales en las celulas, cuya finalidad
Gltima serd la activacidn de determinados factores de transcripeidn a nivel del nicleo
celular o bien la regulacidn del citoesqueleto celular Be identificaron por primera
vez en 1977 como una quinasa citoplasmatica activada por calcio y regulada por
fostolipidos (Inoue v col, 1977). La PEC es una enzima anfitrépica, es decir, que
puede existir en forma soluble en el citosol ¥ en forma unida a la membrana. Esta
implicada en multitud de funciones fisioldgicas, ya que participa en mecanismos de

sefializacidn que conducen a la mitogénesis v proliferacidn celular, en la apoptosis,
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en la activacién plaquetaria, en el reordenamiento del citoesqueleto de actina, en la
modulacion de canales 1dnicos v en la secrecidn (Faitbuchy v col, 1983; MNishizuka,
1984, de Riemer y col, 1985, Bell, 193¢, MNishizuka, 1986, Mishizuka, 1988,
Mishizuka, 1992, Dekker v Parker, 1994, Zhang v col, 1997).

La activacién de la PEC se desencadena por diversos compuestos, como por
gjemplo factores de crecimiento, hormonas v ofras sefiales extracelulares recogidas
por distintos receptores, a través fundamentalmente de la activacidn de la fosfolipasa
, la cual hidroliza fosfolipidos de membrana como el fosfatidilinositol v produce los
segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) e inosttol trisfosfato (MNishizuka, 1938)
Los nwveles de DAG en la membrana sufren una elevacidn transitoria debido a la
accion de la fosfolipasa C (MNishuzuka, 1995). Asi, mientras el DAG queda asociado a
la membrana, el inositol trisfostato es soluble v se libera al cttosol, donde provoca el
aumento de la concentraciin de calcio, lo cual afecta a numerosos procesos
intracelulares, entre otros la migracidn de la PEC hasta la membrana para ser
activada por el DAG. Precisamente, algunas PEC se han wdentificado como una de
las principales dianas del DAG, de forma que se activan cuando interaccionan con
este compuesto (Mewton, 1993). Por otro lado, el descubrimiento de que algunas
PEC son también receptores de alta afinidad para ésteres de forbol (Castagna y col,,
19823, los cuales son moléculas promotoras de tumores (Ashendel, 1983), ha
establecido su implicacidn en los procesos de carcinogénesis vy tambien ha
proporcionado herramientas farmacoldgicas con las que manipular las PEC tanto in
vitre como en sisternas celulares (Blumberg, 1988) Esto pone de mamnifiesto la
funcidn tan importante que desempefia la PEC en los mecanismos de sefializacion
celular v, a su vez, la relevancia del estudio de esta proteina en relacién a poder

controlar estos procesos.

Para poder determinar la funcion de la PEC se han llevado a cabo numerosos
estudios acerca de la base molecular de su activacidn y regulacidn. De esta manera,
se sabe que existen distintos elementos o factores implicados en la regulacidn de la
actividad enziméatica de esta proteina como, por ejemplo, diversos cofactores
lipidicos (DAG, fosfolipidos anténicos, entre otros), el 1én calcio, el estado de
fosforilacion de la enzima, asi como su localizacion celular (Keranen v col, 1995,
Ron y Kazaniet, 1999, Dempsey v col, 2000, Newton, 20013 El campo de

investigacion de la PEXC se ha ampliado enommemente en los allimos afios, debido
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principalmente a la diversidad propia de esta familia de proteinas (con numerosas
isoenzimas distintas que ademis presentan importantes diferencias estructurales en
su regidn reguladora), ¥ al hecho de que presenten una distribucidn heterogénea en
los tejidos celulares, de forma que pueden activarse mediante distintos mediadores v
fosforilar asi a sustratos especificos en determinadas localizaciones celulares
concretas (Mishizuka, 1995, Newton v Johnson, 1998). El analisis de la estructura v
funcidn de los distmtos dominios aislados que componen la PEC, en especial los
dominios de la regién reguladora, constituye uno de los campos de investigacidn mas
desarrollados en la actualidad para el estudio del mecanismo de actiwacidn de estas

Er1ZITAS,

3.1 Isoenzimas de la PKC.

Las FE.Cs constituyen una gran familia de isoenzimas, cada una de las cuales
presenta distintas caracteristicas y propiedades. Hasta la fecha se han identificado
diez 1soenzitmas distintas en células de marnifero (Mishizuka, 1986; Wishizuka, 1995,
Mellor v Parker, 1993, MNewton v Johnson, 1998, Newton, 2001), las cuales se han
clasificado en tres grandes subfarnilias atendiendo a su estructura primaria y al

requermmiento de distintos cofactores para la regulacion de su actividad enzmmatica
(Figura I5):

- PKCs clasicas o convencionales (¢PKC): estd formada por las 1soenzimas
o, BI, PII vy (Inoue ¥ col,, 1977, Coussens v col., 1986). El gen de la PECP
puede producir, mediante un procesamiento alternative del ARN antes de la
obtencidn del ARNm, dos productos genicos con diferencias Onicamente en

su extremno carboxilo terminal (Ono y col., 1987b).

- PKCs nuevas (nPE C). mcluye las 1soenzimas g, & (Ono v col, 1987a), 1)
(Osada y col, 19907 v 8 (Osada v ool 1992).

- PKCs atipicas (aPKC): contiene las isoenzimas £ (Ono v col, 1987a), 1

(Belbiey col, 1993), cuyo homdlogo en ratdn se denomina A, y b (Valverde y
col, 1994, Johannes v col., 1994)
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Algunos autores consideran a las iscenzimas B v v de la PEC como una
subfamnilia distinta del resto, aunque otros, sin embargo, proponen que se incluyan
como una familia distinta denominada proteina quinasa D (PED) (Johannes v col,

19294, Rozengurt y col., 1995).

Ademnds, recientemente se ha caracterizado un grupo de quinasas que poseen
una estructura catalitica que comparte similitudes de secuencia importantes con el
dorminio catalitico de la PEC. Estas quinasas forman el grupo de proteinas quinasas

N (PEIN) o quinasas relacionadas con PEC (PRE) (Dekdker v col., 1995).

Eegion Eeguladora Fegion Catalitica

I, DAD ca BRI Cofactores
Esteres ie Bcaal [Fe L Sustrate
Pzl P35 DAG Ca¥
sugratn Cla Clh Clugn | 5] cd
PEC clasicas: C + + +
o, BIL BIL
BL BIL Y Wl Wi W3 L) Vi
Clnanll Cla  Cla
PEC nuevas H o + + .
8, 5 & /L
£
Lo
PEC atipicas: C * - -
g, v
FECp, w ! PED C + + -

Figura 15, Representacion esquemnatica de ILa estructura primaria de las isoenzimas de la PKC
Se muestran log distintos domimos que la forman, asi como los requernmientos de cofactores para s
regulacdn. El exremo amine termind contiens la remon reguladora con el domime pseudosusirato, ¢l
domminio C1 de umon a DAG v ésteres de forbol, &l domimino C2 de umén a fosiolipdos amomcos v
caeio v el domimo PH de umdn a fosfmnositidos. El extremo carboxilo terminal contiens la region
cataliica de la enzima conlos domimos C3 de unidn a ATP v C4 de umon a sustrato.

El grupo de las PECs cldsicas requiere fosfolipidos cargados negativamente,
DAG o ésteres de forbol, ¥ calcio para su activacion dptima. El grupo de las PECs
nrevas depende de fosfolipidos cargados negativamente v de DAG o ésteres de
forbol para su activacidn dptima v son independientes de calcio. Por Gltimo, el grupo
de las FECs atipicas s0lo requiere la presencia de fosfolipidos cargados

negativamente para su activacidn. No obstante, la PECp, a diferencia de las
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isoenzimas atipicas, requiere fosfolipidos cargados negatwamente v de DAG o
ésteres de forbol para su activacidn dptima, aunque es independiente de calcio
(Figura I.5) (Eitagawa y col, 1991, Mishizuka, 1995; Mellor v Parker, 1998; Newton
v Johnson, 1998, Newton, 2001

Desde el punto de vista estructural, todas las 1scenzimas de la PEC consisten
en una sola cadena polipeptidica donde se pueden identificar dos regiones hien
definidas: la regidn regrdadora en el extremo animo-terminal v la regidn catalitica
en el extremo carboxilo-terminal (Coussens v col, 1988), las cuales quedan
separadas por la regidn vartable V3 o bisagra (MNewton, 1993). Las principales
diferencias estructurales entre las distintas iscenzimas de la PEC se localizan

fundamentalmente en la regidn reguladora.

Las FECr cldsicas presentan cuatro dominios conservados (C1, C2, O3 v C4)
v cinco regiones variables (V1, V2, V3, V4 y V5) (Ceoussens y col, 1986) (Figura
I15). La regidn reguladora mcluye la secuencia pseudosustrato v los dominios C1 v
C2, mientras que la region catalitica presenta los dominios conservados C3 v C4 La
secuencia pseudosustrato es capaz de bloquear el dommio catalitico C4, inhibiendo
asi la actividad enzimatica (House v Kemp, 1987). El dominio C1 posee una regidn
rica en aminodcidos Cys y aparece duplicado {(Cla y C1b), siendo el responsable de
la unidn al DAG v a los esteres de forbol (Bell v Bumns, 1991). El dominio C2 de las
FE.C clasicas es de tipo I v contiene los sitios de enlace para fosfolipidos acidicos y
para Ca’t iMedkova v Cho, 19982, Corbalan-Garcia v col, 1998, Verdaguer v col,,
19992, Conesa-Zamora v col, 2000). Los dominios C3 v C4 de la regidn catalitica
poseen, respectivamente, los sitios de enlace para ATP vy para el sustrato de la

actividad enzimatica (Hanks v col | 1988 Kemp v FPearson, 1990}

Las PECs musvas son estructuralmente similares a las anteriores. Contienen
también dos dominios C1 y un dominio C2 (Figura L5), pero a diferencia de las
isoenzimas clasicas, el dominio C2 de las nuevas es de tipo II ¥ se sihla en el
extrerno amino terminal, por delante de los dominios C1 (Malesfki y Falke, 1996).
Ademas, este dominio C2 no contiene los sitios de enlace para ca’t Mewtor, 1995h;

Garcia-Garcia v col., 2001; Ochoa y col, 2001}
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Finalmente, las PEC atipicas sdlo poseen un dominio C1 (Figura 15),
denominado atipico (Ono ¥ col, 198%a) v no contienen dominio C2 {(Ohno v col,
1988; Ono v ool, 1988b). La isoenfima [ no guarda muchas similitudes con las
isoenzimas atipicas. Contiene dos dominios C1 vy un dominio de homologia con
pleckstrina {dominio PH) (Johannes v col, 1994) que parece tener un papel inhibidor
de la actividad enziméatica (Iglesias v Rozengurt, 1993).

La mitad amino-terminal de las profeings guingsas W (PEN) v las profeinas
quinasas relacionadas con g PEC (PER) (Deldker v col,, 1995) contiene un dominio
C2 sumilar al de las PE.C nuevas v una cremallera de leucma en lugar del dommio C1
(Mulkai v Ono, 1994; Palmer v col., 1995a). Estas quinasas no son sensibles a Ca’’ ni
a ésteres de forbol (Mukat y col, 1994, Palmer y Parker, 1993}, aunque debido a la
presencia  del dominio CZ2, se actwan por los fosfolipidos anidnicos
fosfatidilinositoles, como el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato v el fostatidilinositol-
3,4, 5-trisfosfato (Palmer v col,, 1995a). También, se ha comprobado que la proteina
GTPasa Rho se une y activa a la PEI en presencia de GTP (Amano y col., 1996,
Watanabe y col, 1996), lo cual destaca la importancia de las interacciones proteina-

proteina en la regulacidn de esta enzima.

3.2. Dominios conservados de las PKCs.

3.2.1. Dominio pseudosustrato.

Todas las 1soenzimas de la PEC, a excepcion de la PECW (Gschwendt y col,,
1997}, contienen un dommio pseudosustrato autoinhibitorio en la regidn reguladora
del extremo amino terminal. Este dominio mantiene a la PEC en una conformacidn
inactiva por bloqueo estérico de su sitio activo, mediante la mteraccidn con la regidn
catalitica (House v Femp, 1987, Makowdte v Rosen, 1989, Soderling v col,, 1990,
Orry col, 1992). De esta forma, para la activacién de la PEC es necesario que se
produzea el desplazamiento del dominio psendosustrato del sitio activo (Figura 1.6)
(Orr vy col, 1992). Normalmente, la activacidn de la PEC se produce mediante la
unidn de determmados efectores lipidicos a los dominios C1 y C2, aunque también
se ha descrito que clertas interacciones entre péptidos o proteinas ricas en Arg v el

dominio catalitico pueden provocar la liberacién del dominio pseudosustrato del sitio
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activo v la consecuente activacion de la enzima (Takai v col, 1979, Leventhal v

EBertics, 1993

PKC activa P —
{imembrana)
Susran
o
Peeudoousarn | c2
PKCinactiva B sagr.
{citosol)

4 C3

Figura L6. Representacion esquemdtica dela accién del dominio pseudosusirato. 5S¢ muesiran lag
conformacones inactiva v activa de la PEKC. En la conformaadn inachiva el domumo pseudosustrato
s¢ encuentra umde 3 1a regon catdlitica de 1a PEC. 4l producirse la umén de diversos efectores
Lpicos a log domimos prozmmos, el domimio pseudosustrato se Libera de la reqmon catalitica y la PEC
adoptala conformandn activa

Este dominio pseudosustrato se localiza junto al extremo amino terminal del
dominio C1 de las PE.Cs clésicas en la regidn reguladora de la proteina y consiste en
una pequefia secuencia consenso con aminoacidos de cardcter basico, situada entre
los residuos 19 v 36 en PECw (House v Eemp, 1987). Esta secuencia consenso
también existe en los sustratos de la FEXC, con la inica diferencia de que el residuo
fosforilable de los sustratos (Ber o Thr) estd sustituido por Ala en el caso del
pseudosustrato (Figura 17) (House y Kemp, 1987, Mishikawa y col, 1997} La
mutacidn de esta Ala a Ber en el pseudosustrato confiere actividad independiente de
efector en la proteina mutante (MMakowske v Rosen, 1989, Pears v col., 1990). Por
otro lado, las mutaciones de los residuos Ser o Thr a Ala en las secuencias de
reconocimiento de los diferentes sustratos de la PEC producen el mismo efecto

mhibidor que el dominio pseudosustrato (Pears v col., 1990).
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Algunos autores proponen que sdlo cuando desaparece la conformacidn
inactiva de la PEC producida por la interaccidn entre el dominio pseudosustrato v la
regidn catalitica, es posible que el dominio C1 de la PEC se pueda unir a DAG
(Oancea v MMeyer, 1958). En cambio, otros autores sostienen que primero deben
unirse el DAG v la fosfatidilserina a los dorunios C1 y C2 de la proteina
respectivamente, para que entonces se produzca un cambio conformacional que
permita la retirada del domimio pseudosustrato del sitio activo de la enzima (Newton,
1995b; Johnson y col, 20000 Ademas, se ha demostrado que una vez retirado el
psendosustrato del sitio catalitico, los residuos bésicos del mismo podrian
interaccionar con los lipidos anidnicos de la membrana para estabilizar asi el enlace

de la proteina a la membrana {Orr v Newton, 1992,

Posicidn
Isoenzima T 8 B 4 3 2 1 0 41 42 43 +4 +5
PK(Co Sustratedptime R R R R R K G S F RR KA
Pseudosustrato NRFARKGALRIUGIEKHN
PKC& Sustratedptime A R R KR K G S FF Y GG
Pseudosustrato PTMNRRGAI KQGQAK
PKCQ Sustratedptime KR R F KR Q@ GS F F Y FF
Pseudosustrato KSI1I YRRGARRMWRK

Figura I.7. Alineacion de las secuencias del deminic psendosusizato ¥ los susiratos dptimos de b
FEC. 3¢ muestran las secuencas de los domumos pseudosustratos de lag isoenmmas claseas (PECow),
nuevas (FECE) ¥ atipicas (PECO), junto con 1as secuencas de los sustratos optimios para las mismas
1soenzimas. El residuo fosfoaceptor se resalta en negnta en la posicion 0. Tomado de Wistilkawa v col.
(195971

3.2.2. Dominio C1.

Las iscenzimas clasicas v nuevas de la PEC contienen un dominio C1 que
contiene aproximadamente unos 50 residuos v se define por la presencia de dos
motivos de dedos de zine, llamados Cla y Clb (Parker v col, 1986). Cada uno de
estos dedos de zinc se caracteriza por presentar un patrdn conservado de residuos de
Cys e His (HX sCCo 54 CoLCHEL CX 5 C), el cual es el responsable de la
coordinacién de dos iones Zn®* (Hubbard v col., 1991, Quest y col,, 1992) Mediante
estudios de R v de diffaccion de rayos X se ha podido determinar la estructura
tridimensional de estos motivos C1 (Hommel v col., 1994 Zhang v col., 1995) v se
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ha observado que presentan una estructura globular formada por dos hojas B
antiparalelas, con fres v dos cadenas respectivamente, v una pequerfia hélice o en el
extrerno carboxilo terminal (Figura 1.8). Los atomos de 7n®" se localizan al final de
cada una de las hojas B, en los extremos opuestos del dominio, donde estan
coordinados por los residuos conservados de His v ayudan a estabilizar la estructura
globular del dominio. La estructura del dominio C1 es sumilar a la de los dedos de
zinc de ciertas preoteinas responsables del enlace a ADN para la regulacion
transcripcional (Berg, 19907, a pesar de que parece ser que la PEC no se une a ADN
de forma habitual (Testort ¥ col,, 1988)

Figura 1.8. Estructura del dominio Clb de Ia FEKC# Se muestra 13 estroctura tridun ensional del
domimmo Clb de la PECE umdo a PMA (Zhang v col, 19585y La molécula de PMA e encontraia
mriersa enlamembrana Log atomos de Zine se representan en rosa en arbos lados de las hojas B

Inicialmente, mediante diferentes estudios de mutagénesis v delecidn de
aminoacidos, se propuso que el dominio C1 era el sitio de unidn de ésteres de forbol
(Faibuchiy col, 1989, Ono ¥ col, 1989), lo cual se confirmd posteriormente con la
resolucidn de la estructura tridimensional del motivo Clb de la FECS complejado
cont PA (Zhang v col, 1995) Ademas, diversos estudios de unidn a ligandos

mostraron que el DAG compite con los ésteres de forbol por el enlace a la PEC
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(Sharkey v Blumberg, 1985). E1 12-miristato-13-acetato (PMA) se une a una cavidad
formada por el acoplamiento de las dos hojas B que componen el dominio (Newton,
19973 La unidn de este éster de forbol no supone grandes cambios conformacionales
en el dominio Clb e incluso parece ser que el ligando bloguea una zona hidrofilica
en la parte superior del dominio, de modo que se forma asi una regidn hidrofébica en

la superticie del mismo que permite su anclaje a la membrana (Zhang y col., 1995).

A pesar de que las 1scenzimas clasicas ¥ nuevas de la FEC poseen dos
motivos C1, numerosos estudios han demostrado que la estequiometria de la unidn
de éster de forbol a la PEC es 1.1 (Eikkawa v col, 1983, Komg v ool, 1985,
Hannun y Bell, 1986, Mosior v Newton, 1996), lo cual sugiere que la funcidn

proteica esta regulada por uno solo de los domintos C1.

Estudios recientes con dominios Cla y Clb sintetizados i witro de todas las
isoenzimas de la PEC, han puesto de manifiesto que los domimos Clb muestran
afinidades mayores por el ester de forbeol 12,13-dibutirato (PDBu) que los dominios
Cla (Iriey col, 1998) Esta 1dea estd de acuerdo con estudios previos de mutagénesis
que demostraron que los dos dominios C1 de la PECS (Cla vy C1b) no son
equivalentes v parece ser que el dominio Clb es el principal responsable de la unidn
de DAG y ésteres de forbol. En concreto, la mutacidn de un residuo conservado de
Pro en el dominio Clb de la PECS provoca la péerdida de afinidad por ésteres de
forbol, mientras que la mutacidn del residuc equivalente en el dominio Cla tiene un
efecto muy pequefio (3zallasi vy col, 1996). En cambio, estas hipdtesis no son
aplicables al resto de dominios C1 de la FPEC v asi, los dominios C1 de la PECy
tienen afinidades similares (Burns y Bell, 1991; Irte y col., 1998), mientras que en el
caso de la PECa, el dorminio Cla es el esencial para la unidn de ligando v activacidn
de la enzima v el dominio Clb no esta implicado en estos procesos Medkova y Cho,
1999, Otros experimentos llevados a cabo con ésteres de forbol han demostrado que
los dominios Cla y Clb desempefian un papel equivalente en la traslocacidn a la
membrana inducida por el PMA (Bogl v col., 1998). Estos resultados aparentemente
confradictorios con los expuestos anteriormente, apoyan la hipdtesis de que el DAG
v los ésteres de forbol tienen afinidades distintas por cada dominio C1 (Medkova v
Cho, 1999). Esta selectividad del dominio Cla de la PECwx parece deberse a su
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capactdad para penetrar en la membrana e interaccionar con el DAG que esta

parcialmente mmerso en ella (MMedkova y Chao, 1999,

El dominio C1 aislado posee un extraordinario poder de penetracidn en
cornparacion con la proteina entera, lo cual sugiere que en la proteina completa el
resto de domunios limitan el poder de penetracién de los dominios C1 Medkova v
Cho, 1999). Hay algunas evidencias que proponen gque existe cierta relacion del
dominio C1 con ofras zonas de la PEC. Asi, estudios recientes de mutagénesis
dirigida han demostrado que la mutacion del residuo de Asp53 a Ala produjo la
reduccidn en la especificidad por la fosfatidilserina en ensayos de unidn y actividad,
pero una mayor afinidad por wvesiculas, mavor actividad v mayar poder de
penetracion que la proteina tipo silvestre en condiciones de no activacidn {con
fosfatidilglicerol v en ausencia de Ca’"). Esto sugiere que el Asp55 esté implicado en

la unién del dommio Cla con ofra zona de la PECo (Bittova y col, 2001).

Las isoenzimas atipicas de la PEC contienen un dominio C1 diferente, conun
solo motivo de “dedos de zine”, el cual no es capaz de enlazar ésteres de forbel o
DAG CAlimoto vy col, 1994). 3e ha observado que este dominio C1 atipico carece de
los residuos hidrofilicos necesarios para enlazar esos ligandos especificos y formar la
superficie hudrofdbica en el sitio de umon de ligando (Mott v col, 1996} v muestra
mas homologia con el dominio Cla que con el Clb de las iscenzimas clasicas y
nuevas de la PEC (Szallasi y col, 19963 La funcion de los dommios C1 en las

isoenzimas FEC que no unen DAG o ésteres de forbol se desconoce hasta ahora.

Los dominios C1 también estdn presentes en ofras proteinas de mamifero
ademdas de en la PEC. En algunas de ellas, como las quimerinas o las proteinas Ras
liberadoras de guanilo (ras-GEF), los dominios C1 estin presentes en una sola copia
v unen esteres de forbol vy DAG (Caloca v col, 1994, Ebinu v col., 1998, Kazaniet,
20007, quedando dentro del grupo de los dominios C1 tipicos. En otros casos, como
ocurre con la proteina Raf-1 o en la quinasa supresora de Ras (ESR), ] dominio C1
no une ni DAG ni PMA | por lo que se conoce también como dominio C1 atipico
(Luo v col, 1997, Newton, 1998, Zhuo v col., 2002). TUn caso curioso es la proteina
diacilglicerol quinasa (DAG guinasa), la cual contiene un dominio C1 que

micialmente parecia ser independiente de DAG y PMA (Zakane v col, 1996,
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Mewton, 1998), aunque recientemnente se ha demostrado que interacciona con ésteres
de forbol (Bindo v col, 20010,

Por otro lado, los ésteres de forbol se pueden unir a otras proteinas ademas de
la PE.C para activarlas. De esta forma, por ejemplo, el P4 estimula la actividad de
las proteinas GAP (proteinas que activan a GTPasa) hacia la 3TPasa Rac (Ahmed y
col., 1993),

3.2.3. Dominio C2.

Wumerosas proteinas que estin implicadas en las vias de sefializacidn celular
o en el rafico de vesiculas contienen un dorminio C2. En un principio, el dominio C2
se identificd como el segundo de los cuatro dominios conservados presentes en las
1soenzimas clasicas de la PE.C (Coussens v col, 1986, Enopf v col, 1986, Ono v
col, 19873, Ono v col., 1987hb; Parker v col,, 1986) Inicialmente se propuso que este
dominio C2 era el responsable de la unidn de ca’”, va que se sabia que las
isoenzimas clisicas de la PEC eran dependientes de Ca’™ v se crefa que las
isoenzimas ruevas de la PKC eran independientes de Ca’ v carecian de este

dominio.

Posteriormente, se identifico la presencia de dominios C2 homdlogos en
multitud de proteinas relacionadas o no con las PECs Asi, se encontraron dos
dorminios C2 en la porcidn citosolica de la sinaptotagmina, una proteina integral de
membrana sensible a Ca’” que se localiza en vesiculas sindpticas (Perin v col., 1990),
Ta que tanto la PEC como la sinaptotagmina se podian enlazar a vesiculas de
fosfatidilsenina en presencia de ca®” (Bazrzi y Nelsestuen, 1987, Bazzl v Nelsestuen,
1290, Brose y caol., 1992, se pensd que el dominio C2 podria estar implicado en la
unicn a fosfolipidos acidicos dependiente de Ca’". También se identificd un dominio
C2 en el extremo amino terminal de la fosfolipasa A5 citosdlica dependiente de Ca™
(PL&yc) (Clark v col., 1991), asi como en la proteina Ras-GAP que activa a la Ras-
GTPasa (Trahey vy col, 1988) v en todas las 1scenzimas de fosfolipasas C especificas
de fosfomositidos (PLC) (Rhee w col, 1989, Eriz v col, 1990), mediante la
comparacion de secuencia con la PLAc Igualmente también se identificd un
dorminio C2 enuna proteina llamada Rabfilina-34, la cual se une a la GTPasa Rab3A

v esta implicada en el trafico de wesiculas (Shirataln vy col, 1993 Mas
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recientermnente, se han encontrado dominios C2 en otras proteinas, como por ejemplo,
en la proteina DOC2 presente en las vesiculas sinapticas (Onta v col, 1995); en la
proteina perforina presente en los granulos de secrecidn de células T citotdwicas
(Ponting v Parker, 1996, en la proteina Munc-13, al parecer implicada en la
transmision sinaptica (Brose ¥ col., 19957, en la proteina GAF1, que activa a la Fas
GTPasa (MMackawa y col, 1994}, v en una proteina R-RasGAP/GAP] activadora de
R-Fas GTPasa (Cullen y col, 1995, Tamamoto v col., 1993) Tambien se han
wentificado deminios C2 en la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3ED, la cual esta
mmplicada en la fosforilacidn de varios fosfoinositidos (Stephens v col., 1993% en la
PTEN, una fosfatasa de residuos de tirosina (Lee v col, 1999), en la proteina Nedd-4
(Plant y col., 19975 v en la proteina RIM (Wang v col., 19977, entre ofras.

Aungue inicialmente no se identificaron dominios C2 en las isoenzimas
nuevas de la PEC, las cuales son independientes de Ca’", también estén presentes en
el extremo amino terminal de las mismas, demostrando asi que no todas las proteinas
que contenfan el dominio C2 estaban reguladas por Ca®, v en las proteinas
homologas de la PEC en levaduras Posteriormente también se han identificado
dominios C2 en las quinasas relacionadas con PEC o PRE (Sossin y Schwartz, 1994,
Newton, 1995, Ponting v Parker, 1996).

Por lo tanto, la funcién mas conocida del dominio C2 es la de interaccionar
con fosfolipidos. Por ejemplo, en el caso de la PEC, el dominio C2 se une a
fosfolipidos para permitir el anclaje de la proteina a la membrana y, por tanto, su
activacién. Dicha unién puede estar mediada por Ca™, como es el caso de las PEC
clasicas (MNewton, 1998), o puede ser independiente de CaH, cotmno en las PEC
nuevas (Nalefski v Fallke, 19967, Algunos dormuinios C2 se unen a fosfatidilinositoles,
generalmente de forma independiente de Ca’" (Hurley vy Misra, 2000; Corbalin-
Garcia v col., 2003

Otra funcidn de los dominios C2 es la de intervenir en interacciones proteina-
proteina de forma dependiente o independiente de Ca’". Asi, por ejemplo, el dominio
C24 de la sinaptotagmina I se une a la sintaxina 1 de una forma dependiente de Ca®*

(L1 v ool, 1995; Ubach v col, 1998}, muentras que el domimio C2B de la misma

proteina se une a las proteinas AP-2 v B-SMAF v a canales de Ca’" de una marera
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independiente de Ca’ (Zhang v col, 1994, Fukuda vy col, 1994, Fukuda y col,
1995; Bchiavo v col, 1995, Bheng v col, 1997 Por otro lado, recientemente se ha
identificado la interaccidn entre que el dominio C2 de la PECS con la proteina GAP-
43, una proteina mmplicada en la diferenciacion neuronal (Dekker v Parker, 1997).
Otro ejerplo es el de los RACK (receptares para PELC activadas), los cuales no son
sustratos de la PE.C pero interaccionan con su dominio C2 para dirigirla a diferentes
compartimentos celulares (Mochly-Rosen, 1995, Csukat y col., 1997, Katan v Allen,
1999).

En resumen, la mayoria de proteinas con dominios C2 estan implicadas en
dos grandes procesos: la transduceidn de sefiales y el trafico a través de membrana,
Ejemplos del primer caso son las proteinas implicadas en la generacidn de segundos
mensajeros (PLAsc, PLC v FI3ED, en la fosforilacion (PEC, FRE) v desfosfonlacion
(PTEN) de proteinas o en la activacidn de GTPasas (Ras-GAP y BUDZ), mientras
que como ejermplos del segundo caso encontramos a la sinaptotagmmna, la Eabfilina-

34, 1a DOC2, la perforina o la UNC-13 (Malefski y Falke, 1996).

3.2.3.1. Estructure de los dominios C2.

La primera estructura tridimensional de un dominio C2 se obtuvo por
difraccidn de rayos X y resonancia magnetica nuclear del dominio C2 de la
sinaptotagmina I (C24) (Button v col, 1995; Shao v col, 1996). Posteriormente se
obtuvo la estructura tridimensional de la PLC-81 completa, la cual contiene un
dominio 2 en el extremo carboxilo terminal (Essen v col., 1996) En ambos casos,
los dominios C2 contienen aproximadamente unos 130 aminocdcidos y presentan una
estructura muy sirnilar, la cual consiste en ocho cadenas B antiparalelas agrupadas en
dos hojas de cuatro cadenas cada una que forman un sandwich B compacto. 3in
embargo, estos dominios C2 pueden presentar dos plegamientos topoldgicos
alternativ os, que se diferencian inicamente en las conexiones de sus cadenas (Figura
1.9 De esta forma, el dominio C2A de la sinaptotagmina I presenta una topologia
tipo I, mientras que el dominio C2 de la PLC-31 una topologia tipo II. Ambas
topologias son facilmente interconvertibles, yva que la topologia tipo I se convierte en
topologia tipo I cuando sus extremos amimo v carboxilo terminales se fusionan y se

generan nuevos extremos terminales cortando el bucle entre las cadenas Bl v P2
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(Walefski y Falke, 199€). La principal diferencia entre las dos topologias es que la
primera cadena de la topologia I ocupa la misma posicidn estructural que la octava
cadena de la topologia II, lo que desplaza el orden de las cadenas homdlogas en la
estructura primaria (Figura I.9). Aungue no estd claro por qué los dominios C2 se
presentan en dos topologias, una hipotesis propuesta podria ser que la topologia
mfluye en la orientacidn relativa del dominio C2 con respecto a sus dominios
cercarios (Malefski v Falke, 1996, Rizo v Sudhof, 1958},

Bucle 2 Bucle 1 Bucle 2 Bude 1

Bucle 3 Bude 3

@ (II)

Figura 1.9. Representaciéh esquemndfica de las dos topologias del dominio C2. Se muestran las
topologias tipo I (sinaptotasmina 1) ¥ tipo I (FLC-&1) de los domuinmios CZ. Come se puede aprecar
arnbas topologias son fAalments mterconvertibles como ge ata en el texto.

Posteriormente se obtuvieron las estructuras tridimensionales del dominio C2
de la FLA o (Perisic y col, 1998, Dessen y col., 20003, del dominio C2B de la
rabfilina (Tbach ¥ col, 1999, del dominio C24 v C2B de la sinaptotagmina 01
(Button y col, 1999, del dominio C2B de la sinaptotagmina I (Fernandez y col,,
20013 v de los dominios C2 de la PECE (Sutton v Sprang, 1992), de la PECS (Pappa
v col, 1998), de la PECo (Werdaguer v col, 1999, Ochoa y col, 2002) v de la PECs
(Ochoa v col, 2001 Asimismo, también se  definieron las  estructuras
tridimensionales de proteinas con dominios C2 como la m-calpaina (Hosfield v col,
1999, la proteina PTEN (Lee v col, 1999 v la proteina fostatidilinositol-3-quinasa
(PI3K) (Pacold v col, 2000). Las estructuras de los dominios C2 de todas estas

proteinas son también similares a las de los dominios C2 de la sinaptotagmina Iy de

la PLC-51 anteriortnents comentadas.
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En el caso de la PEC, los dominios C2 de la PECx v de la FECP presentan
topologia tipo I, los dormunios C2 de la PEXCO y de la PECe poseen topologia tipo I
Aunque no se conocen todas las estructuras de los dominios C2 de la PEC, el analisis
de la secuencia sugiere que los dominios C2 de las 1soenzimas clasicas de la PEC

adoptan la topologia tipo I, mientras que los de las soenzimas nuevas de la PEC

presentan topologia tipo IT (Malefski v Falke, 1596).

Mediante la comparacidn de las secuencias de los dominios C2 de distintas
proteinas se ha observado que la mayoria de las posiciones conservadas se localizan
preferentemnente en las ocho cadenas B, mientras que las secuencias que forman los
bucles practicamente no contienen residuos conservados (Malefski y Falke, 1996).
Ademis, se ha observado que los residuos de Pro y Gly estan concentrados en dichos
bucles, facilitando la formacidn de giros en estos tramos. En algunos dominios,
algunas secuencias entre las cadenas P son mas largas, lo cual indica que podrian
proporcionar funciones especificas a la proteina. Todo esto suglere que la
conformacion de sandwich B de los dominios C2 tiene Unicamente una funcidn
estructural (Walefsku v Falke, 199€), mientras que los distintos bucles estan
implicados en la unidn de Ca’ v fosfolipido v podrian determinar de esta forma la

especificidad funcional del dominio C2 (Verdaguer v col, 1999, Ochoa y col., 2002),

3.2.3.2. Sitio de union de Ca’ en los donminios C2.

En el dommio C24 de la smaptotagmina I se 1dentificd la presencia de un 16n
Ca’ al incubar los cristales en una disolucién con ZaCls, localizandose el sitio de
unidn en una depresion concava situada en un extremo del sindwich By formada por
los bucles B2-B3 v PE-B7 (Sutton vy col, 1995) Diversos estudios bloquimicos y
estructurales posteriores mediante RMI sugerian que al menos se unen dos 1ones
metalicos a los dominios C2, en lugar del tnico ion Ca®™ chservado en esa estructura
cristalina. Por ejemplo, estudios de RMMI con el dominio C24A de sinaptotagmina Iy
con el dorminio C2 de las 1soenzimas clasicas de la PEC mostraron que al menos se
unian dos iones Ca’" con distinta afinidad (Zhao v col,, 1996). Por otro lado, también
se pueden unir dos iones La™, andlogo de Ca’", a la PLC-81, aproximadamente en
los sitios homoélogos observados en la sinaptotagmina I (Essen v col,, 1996, Grobler

v col, 1996)
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A partir de estos estudios de EMIT v de cristalizacidn del dominio C2A de la
sinaptotagmina I se propuso el esquema de coordinacidn de ca’ (Figura 110, en el
que las cadenas laterales de diversos residuos de Asp participarian en la coordinacion
de los dos iones Ca® unidos a dicho dominio (Shao v col, 19963, el cual es valido
para ofros dommnios C2 con ambas topologias. Teniendo en cuenta la estrictura
tridimensicnal del dominio C2A de la sinaptotagmina I (Sutton y col, 1995, las
posiciones de coordinacién de Ca™ quedan situadas en los bucles B2-p3 y B6-B7 en
la topologia I o bien los bucles B1-B2 y P5-P6 en la topologia T (Malefski y Parker,
1996). El primer bucle se conoce como regidn de unidn a a1 (CBR1, en inglés),
mientras que el segundo es la regién de unién a Ca™" 3 (CBR3). Estos bucles se
aproximan entre s para acercar espacialmente una serie de residuos de Asp que son
los que especificamente interaccionan con el Ca’ (Button v col., 1993) (Figura 1107
En este modelo, los dos iones Ca’" estin relacionados entre si por un eje de simetria
pseudo-binario, v estan coordmados a los oxigenos de los grupos carboxilo de la
cadena lateral de cinco residuos de Asp de las posiciones 172, 178, 230, 232 y 238
Mientras que los residuos Asp172, Asp230 v Asp232 se coordinan con los dos 1ones
Ca ala ver, el Aspl78 v el AspZ38 sdlo se coordinan con un 1dn Ca’”" cada uno.
Cxigenos del esqueleto carbonilo o de la disolucidn intervienen también en la

coordinacion final de cada 1on.

Arpl72 [AsplIN

[Azpl54) Asmpl3l Met  [Bro)

[Asm) EHis Gly [&sn)

[Arg) Lys

Gly  [Gly)

(Thr}  Ser Bucle 3
Thr [Leu)
[Thry Phe
o A Ser [Ser)
E TE

Lrpl7E
[arpd4d) Amp23l [aspl?3)

Phe Arpl 30
[Tp) [£:p246)

Figura L10. Modelo de La estructura de los bucles de enlace a Ca’" dela sinaptotagmina I. En &l
s muestiran 1os residuos de Asp implicados en 13 coordinacon con dos iomes de Ca'". Asimismo, s
rauestran entre paréntesis log readuos correspondientes d domimo C2 de la PEC o (Werdaguer v eol,
1599, Cada uno de los bucles que intervienen en la coordinadon de Ca'"se dencminat resiones de
erlace a Ca® (CBRE). Este modelo estabasado en el descrito por Shao v col. (1596).
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Posteriortmente, con la resolucidn de la estructura tridimensional del dominio
C2 de la PECPB (Sutton v Sprang, 1998) se observaron tres iones Ca’’ unidos v que
los sitios de unién de Ca’" parecian estar hexacoordinados o heptacoordinades. En
este caso, dos de los icnes Ca® estdn coordinados de forma similar a la descrita
anteriormente en el modelo para la sinaptotagmina I, e implican a los oxigenos de las
cadenas laterales de cinco Asp (187, 193, 246, 248, 254) v de Trp247, MetlS6 v
GHu281. El sitio de unidn del tercer ién Ca’" incluye coordinacicnes con tres Asp
(248, 252 vy 254}, ademas de Ser251 v Glu2sl Figura 1.11) Para el caso de la
sinaptotagmina I, algunas evidencias sugleren que el tercer sitio solo esta ocupado a
altas concentraciones de Ca®” (Shao v col, 19963 De esta forma, la presencia del
tercer ion Ca’" depende en gran medida de la intervencién de fosfolipidos u otros
ligandos, de manera que en ausencia de un ligando aniénico externo el enlace del

tercer Ca”" es muy débil (Sutton v Sprang, 1998; Ubach v col., 1998)

Gilulgl

Gluldl

Met186 (O}

Trp247 (0}
Berlsl (OH)
Y Agplda Aepldn

Aspds

Figura 1.11. Modelo de la esiruciura de los bucles de enlace a Ca™ de Ia FECEL En él ze
muestran 1os residuos de Asp implicados en la coordinadon con tres iones de Ca¥". Este modelo esta
basado en el descrito por Sutton ¥ Sprang (15958,
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Mas recienternente se ha resuelto la estructura tridimensional del dominio C2
de la PECc unido a dos icnes Ca’ v a una molécula de un pequefio fosfolipido
soluble, llamado 1,2-dicaproil-sm-glicero-fosfoserina (DCPE)Y (Verdaguer v ool
19990 asi como la estructura tridimensional del mismo dominio unido a tres iones
ca® v a una molécula de 1,2-diacetil-sn-glicero-fostoserina (DCPA) (Figura I112)
(Ochoa y col., 2002).

Figura 1.12. Estructura iridimensional del dominio C2 de la PEKCa Se muestra ¢l dominio C2 de
la PECr en presencia de tres iones Ca™ v un fosfolipido de cadena eorta (DCPA) (Ochoa ¥ col,
2002y, Los iones Ca’ se muestran en amarillo.

En el primer caso (Verdaguer v col., 1999}, los sitios de unidn de los dos
iones Ca” corresponden a las mismas posiciones indicadas en el modelo de
sinaptotagrina I (Figura 1100 v a las de dos de los tres iones Ca’” unidos al deminio
C2 de la PELCB (Figura 1.11), va que el tercer sitio de unidn en el dominio C2 de la

PE.C estd ocupado por una molécula de agua. De esta forma, las cadenas laterales
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de cinco Asp (187, 193, 246, 248, 254) v la cadena principal de los residuos Met136
v Trp248, proporcionan seis de los siete cxigenos que coordina cada uno de los 1ones
Ca’ (Figura 1.134). Uno de los iones completa su coordinacién con el oxigeno de
una molécula de agua v el otro con uno de los oxigenos del grupo fostorilo de la

molécula lipidica DCES (Figura L 134

En el segundo caso (Ochoa y col, 2002 (Figura L 12), los sitios de unidn de
los tres iones Ca’" corresponden a las mismas posiciones indicadas en el modelo del
dominio C2 de la PECB (Figura 111} De esta forma, las cadenas laterales de cinco
Asp (187, 193, 246, 248 254y v la cadena prmcipal de los residuos hMetlse v
Trp247, proporcionan oxigenos para la cocrdinacién de los iones Ca®” (Figura
1.134). Uno de los icnes Ca®’ (Ca3) cotnpleta su coordinacidn con el oxigeno de una
molécula de agua, del residuo Arg 252 v de un grupo fosfato, el cual también
coordina a otro de los iones Ca’ (Ca2) Finalmente, el ion Ca®’ restante (Cal)
completa su coordinacidn con uno de los oxigenos del grupo fosforilo de la molecula

lipidica DCPA (Figura L134)
A B

ﬁl 1,2-dacil-ra-gocern

1,2-dceprolwa-gheern-0 —F -0 —Senna

Aspl T
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Figura [.13. Modelo de la estructura de los dominios C2 de la PKCo, en presencia de Ca®™ ¥

fosfolipido. &€ muestran los esquemas con los residuos implicados en la coordimacion de dos iones
Ca'"v DCPS (A) (Verdaguer v col, 19559 v de tresiones Ca' ¥ DCPA (B) (Ochoay col, 2002).
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Estas estructuras aclararon la relacién del Ca’" en la unién a membrana del
dominio C2 de la PEC, apoyando la hipétesis propuesta sobre la actuacion del Ca®’
como puente entre los grupos funcionales del dominio C2 de la proteina v los del
fostolipido (Swairjo v col, 1995; Corbalan-Garcia v col., 1999, en lugar de como
mductor de un cambio conformacional en la proteina capaz de desencadenar la

interaccion membrana-proteina (Mewton, 1995).

Mediante estudios de mutagénesis se ha demostrado que la unidn de un 16n
Ca’" a los residuos Asp de las posiciones 187, 193 v 246 en el dominio C2 de la
PECa es umportante para la traslocacion inicial de la proteina a la superficie de la
mernbrana, mientras que la unién del otro idn Ca® a los residuos Asp de las
posiciones 187, 246, 248 y 254 mduce un cambio conformacional que provoca la
penetracidn en la membrana y la activacidn de la PECa (Medkova v Cho, 1993a)
Otros estudios han identificado que el residuo Aspl87 interviene en la traslocacion
de la enzima a la membrana inducida por DAG, lo cual establece una nueva relacidn

funcional entre los dominios C1 y C2 de la PECa {(Conesa-Zamora ¥ col., 20000,

La presencia de los cinco residuos de Asp en el sitio de enlace a Ca™ del
dominio C2 hace que la superficie del mismo sea muy electronegativa. Por ello,

inicialmente se propuso que el enlace del Ca®

a los Asp podia provocar la
neutralizacidn de la carga negativa del dominio C2, originando asl un cambio
electrostatico que permitiera el enlace a los lipidos anwdnicos de la membrana (Zhao
v col, 1997), como ocurre en el caso del domimio C2 de la fosfolipasa C&1 (Grobler
v col, 1996). Mo obstante, las mutaciones realizadas sobre el dominio C2 de la
PECPIO para neutralizar la carga de los Asp no sdlo disminuyeron el enlace a

mernbrana sino que también redujeron la afinidad por el Ca®".

De igual modo, se pudo comprobar que el enlace a Ca’’ no producia cambios
electrostaticos con la exposicidn de residuos basicos del dominio C2 hacia la
membrana que pudieran mediar en el enlace a lipidos, ya que la mutacién de estos
residuos a aminoacidos neutros no produjo cambios en la afinidad de la FEC por la
membrana (Edwards v Newton, 1997a). La hipdtesis del cambio electrostatico tras la
unidn de Ca’" fue desechada finalmente v se propuso que la regién de la proteina que

mteracciona con la membrana debia estar localizada en el mismo sitio de enlace a
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Ca’’ 1o cual ha sido corroborado con las estructuras tridimensionales obtenidas del
dominio C2 de la FPECax en presencia de lipido comentadas anteriormente

(Werdaguer v col., 1999, Ochoa v col, 2002},

Estudios recientes realizados con el dominio C2 de la PECa, que muestra
selectividad por fosfolipidos anidnicos (Medkova v Cho, 1998b), v con el de la
fosfolipasa &, (Bittova v col., 1999}, que posee selectividad por fosfolipidos neutros
como la fosfatidilcolina, sugieren que en el caso del dominio C2 de la PECo la
formacién del puente de Ca™ en la interaccién lipido-proteina es mas importante que
el cambio confermacional inducido por Ca®* que, sin embargo, estd mas implicado

en la unidn del dominio C2 de la fosfolipasa A, a membranas (Cho, 2001).

For otro lado, se han identificado diferentes aminodcidos de naturaleza
catiénica que no se enlazan a Ca’’ pero que si son responsables del enlace de la
PECax a membranas. Asi, por ejemplo, los residuos Arg242 v Arg252 estin
implicados en interacciones electrostaticas de la PECx con membranas anidnicas,
mientras que Trp245 v Trp247 participan en la penetracidn en las membranas y en
las mteracciones hudrofdbicas resultantes (MMedkova v Cho, 1998a) Otros trabajos
han demostrado que Thr 251 y Arg216 también intervienen en la unidn de la PECaa
fosfolipidos anidnicos v que el residuo Asnl82 mterviene en la posterior activacion

de la enzima (Conesa-Zamora vy col, 20010,

Emiste una homologia significativa entre los distintos dominios C2 en cuanto
a las posiciones implicadas en la coordinacidn de Ca’’ observadas en la
sinaptotagmina I, como se desprende de la alineacidn de las secuencias de los
distintos dominios C2. No obstante, algunos de estos residuos no estan conservados
en el caso de los dominios C2 que no unen Ca’", como es el caso del dominio C2 de
la PECS o de la PECe (MNalefski v Falke, 1998) Esta diferencia plantea la
posibilidad de que el dominio C2 de las 1soenzimas nuevas de la FEC presente ya la
estructura necesaria para unir lipidos anidnicos, mientras que el de las clasicas
necesite Ca®" para estabilizarse antes de unirse a lipido (Newton v Johnson, 199%).
La resolucion de la estructura tridimensional del dominio C2 de la PECe (Ochoa v
col, 2001) ha mostrado que sdlo conserva dos de los cinco Asp presentes en la zona

de unién a Ca’" del dominio C2 de la PKCa v su funcidn es meramente estructural.
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3.2.4. Region catalitica.

La regidn catalitica se localiza en el esttremo carboxilo terminal de la PEC v
su secuencia v estructura es muy similar a la de ofras proteinas quinasas, como la
proteina quinasa A (PEA) (Parker v col, 1986) No obstante, hay determinadas
caracteristicas estructurales especificas de la familia de las PEC. Por ejermplo, en
todas las PEC existe un grupo de residuos acidicos conservados cerca de la entrada
al sitio activo, el cual podria servir para el anclaje de tipo electrostatico del dominio
pseudosustrato en esa zona, permitiendo asi la conformacidn inactiva de la enzima
(Orr y Newton, 19%4). Todas las 1soenzimas de la PEC, menos la PECH, presentan
una alta especificidad por péptidos que contienen aminocacidos basicos (Mishikawa v
col., 1997). El modelo de la estructura de la regidn catalitica de la PECPIT estd
basado en la estructura tridimensional resuelta de la regidn catalitica de la PEA
(Figura I14) (Orr y Newton, 1994). La regidn catalitica tambien parece modular la
afinidad de la PK.C por la membrana v el Ca’" (Edwards v Newton, 1997b).

La regidn catalitica esta constituida por dos dominios: el dominio C3 de
unidn de ATFE v el dominio C4 con actividad quinasa. El ATP unido al dormnio C3

es quien aporta el grupo fosfato para la fostorilacidn del sustrato en el dominio C4.

El dominio C3 contiene la zona de unidn de ATP con una secuencia
IGHGX, G KX, donde 3 puede ser cualquier aminodcido) conservada en
muchas proteinas quinasas (Femp y Pearson, 1920, Taylor ¥ col, 1990, Orr vy
Wewton, 1994, Newton, 19950} v altamente conservada en todas las isoenzimas
humanas de la FE.C. Por ejemplo, entre las 1soenzimas clasicas oy  de la PEC solo
existen cuatro aminodcidos diferentes y sdlo dos st se comparan las isoenzimas
atipicas v ¥ {. La mutacidn de este sitio de enlace a ATP inhibe por completo la

actividad quinasa (Ohno y col., 1990,

El dominio C4 contiene dos regiones, la zona de unidn del sustrato v la zona
de transferencia de fosfato. La regidn de unidn del sustrato determina la especificidad
por el mismo, aunque también se ha propuesto que la regidn de unidn a ésteres de
forbol (el dommio C1) ¥ la regidn de unidn de ATP (el dominio C3) pueden
cortribuir a la especificidad por sustrato (Pears v col, 1991} El elemento central en

la regién de transferencia de fosfato (DFQE) se encuentra altamente conservado en
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todas las 1soenzimas humanas de la PEC y en muchas otras quinasas (Taylor y col,,
1990, Eemp v Pearson, 19900 3élo las isoenzimas + v  de la PEC presentan una
pequefia diferencia, que se caracteriza por la sustifucidn de la Phe de la secuencia
consenso por una Tyr (Ono v col, 1989 Ademas, el dominio C4 contiene un
residuc fosforilable que interviene en la regulacidn de la actividad de la PEC v se
encuentra conservado en todas las iscenzimas (Parelkth y col, 2000). Este residuo es
una Thr y se localiza en el llamado bucle de activacidn a la entrada del sitio activo
En la PECw, este sitio de fosforilacidn es la Thed37 (Cazaubon y col, 1594,
mientras que en la PECE es la Thr300 (Orr ¥ Newton, 1994). En el caso de la
PECPEI, parece que cuando la Thr500 se fosforila, interacciona con los residuos
Argdes v Lysd89, localizados también en el bucle de activacidn y cercanos al
residuc Aspdes, propuesto como la base catalitica (Orr y Newton, 1994) (Figura
114},

Figura L.14. Modelo de Ia estructura de la regioh catalitica de la FEKCRBIL. Se muesira el modelo
propuesto por Orr v Hewton (1554}, donde aparecen la molécula de ATF umda (blanco), ¢l domimo
paeudosustrato (verde) conla Ala no fosforilable (narama) v el srupo de resduos addicos, mpheados
en mantener el psendosustrato en el siio achve (azul oscuro). También e muestran log readuos
Thr300 (rosay ¥ Argdas v Lysds0 (azul clare), locdizados en el bucle de activacdn.
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3.2.5. Regiones variables.
Ze pueden encontrar hasta cinco regiones variables dependiendo de la
isoenzima (Figura I1), las cuales juegan también un papel muy importante en la

regulacion v en la funcionalidad de la PEC.

La regidn variable V1 se localiza en el extremo amino terminal de la
secuencia v a veces se identifica con el dominio C2 de las iscenzimas nuevas de la
FE.C. Desempefia un papel inportante en la especificidad de la enzima por el
ustrato dMochly-Fosen v col, 1992, Johnson y col, 1996, Csukat v col, 1987,
Hundle v col,, 1997, Zhang v col, 1997). Esta regidn V1 no esta conservada en todas
las 1soenzimas, lo cual puede influir en la seleccidn del sustrato v en que cada
isoenzima tenga sustratos especificos que no puedan ser fosforilados por el resto de
miembros de la familia (Schaap y col, 1990, Pears v col., 1991, Zidovetzki v Lester,
1991). Parece ser que el enlace de las 1soenzimas nuevas de la PEC a los receptores
tipo RACHE se realiza a través de esta region V1. Fragmentos de la secuencia de esta
region V1 previenen la traslocacidn de la enzima después de ser estimuladas con
éster de forbol (Bossin y Schwartz, 1993). La proteina ENH interacciona a traves de
la regidn V1 con la PECe v la PECP (Euroda v col,, 1996),

La region V3 oregidn bisagra es una zona muy flexible (Flnt v col, 19907
que separa la regidn reguladora de la catalitica v posee una secuencia sensible a la
rotura proteolitica por una proteasa (iripsina o calpaina), sobre todo cuando la enzina
esta unida a membrana (Fishimoto v col., 1983, Huang v Huang, 1986, 3chaap v
col,, 1990, Newton, 1993). Esta proteoclisis puede generar una enzima activa de

forma constitutiva (Tapley v Murray, 1983, Melloni v col., 1988).

Finalmente, la regidn V3 es un fragmento con unos 530 ammoacidos situado
en el extremo carboxilo terminal de la PEC y que posee una funcidn reguladora
mmportante de la actividad la PEC, debido quizis a su proximidad con el dominio
catalitico (Bornancin y Parker, 1997, Edwards y Newton, 1997b) v a que contiene
dos sitios de autofostorilacidn que participan en la regulacidn por fosforilacidn de la
actividad de la PEC (Farekh y col, 2000} La gran importancia de esta region
variable V5 queda reflejada claramente en la PECP. Esta 1scenzima presenta dos

isoformas  diferentes (BI y pIO), producidas a partir del mismo gen por el
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procesamiento alternativo del AR en su maduracidn v que difieren solamente en
esta region. Esta diferencia provoca que cada una presente una regulacidn diferente
(Eeranen y Mewton, 1997) e, incluso, una localizacidn celular diferente (Eiley v
Patkzer, 1995% Estudios con la linea celular monocitica humana U937 han
demostrado que muentras la PEECRI se localiza en los microtibulos, la PECRIT se
presenta en granulos de secrecion (Kiley v Parker, 1995). Se han descrito también
diferentes interacciones proteina-proteina a través de esta regidn V35, entre las que
destacan el enlace de la PEZCPII a F-actina v el enlace de la PEECC a ASIP (proteina
de interaccidn especifica con isoenzimas atipicas de la PEC) (Blobe v col, 1996,

Izumi y col., 1998).

3.3. Regulacion de 1a PKC.

En la regulacion de la PEC intervienen multitud de factores que, basicamente,
se pueden clasificar en tres grandes niveles la unidn de la PEC a diferentes
cofactores (entre ellos, la membrana y el Ca’™, el estado de fosforilacién de la
proteina v la localizacion celular de la misma. Todos estos procesos conduciran a la
activacidn de la enzima, aunque el mecanismo por el coal se produce dicha
activacion no se conoce por completo. Ademis, cada isoenzima puede tener un
mecanismo de activacion diferente e incluso presentar multiples procesos
activadores, por lo que el estudio detallado de la regulacidn de la PELC es muy

complejo.

3.3.1. Regulacion por cofactores lipidicos.

La membrana presenta una amplia diversidad de especies lipidicas, las cuales
poseen una elevada v a veces especifica capacidad para modular la funcién biologica
de las membranas mediante distintos efectos sobre preteinas que interaccionan con

ellas de forma constitutiva o transitoria (MNewton, 1993

Como va se ha comentado antericrmente, la activacidn de la PEC requiere el
desplazamiento del dominio pseudosustrato autoinhibidor del sitio active de la

enzima Este cambio conformacional ocurre basicamnente mediante la unidn de alta
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especificidad de DAG v fosfoliptdos anidnicos a los dos dominios de unidn a
membrana de la PEC, el dominio C1 v el dominio ©2, respectivamente. & pesar de
que la unidn de ligando a cualquiera de estos dos dominios es suficiente para
localizar la proteina en la membrana con una interaccidn de baja afinidad, es
necesario que ambos dominios estén unidos a la mernbrana para que la mteraccidn
sea de alta afinidad v se produzca asi el desplazamiento del dominio pseudosustrato,
con la consecuente activacidn maxima de la enzima (MNewton, 1995, Newton, 1997,

Oancea v Meyer, 1998).

3.3.1.1. Diaciigliceroi y ésteres de forbol.

El DAG duplica la eficiencia catalitica de la enzima unida a fosfatidilserina
(Hannun v col., 1988; Mosior v Epand, 1993, Newton v Eeranen, 1994 v estinula la
activacion promovida por acidos grasos (Mishizuka, 19953 v por fosfatidilcolinas de
cadena corta (Walker v Sando, 1988) Al 1gual que el DAG, los esteres de forbol
tarnbién aurnentan la afinidad de la PKC por Ca®* (Castagna 1982; Yamanishi v col,
1983% Mo chstante, a diferencia de los DAG, los ésteres de forbol se metabolizan
mas lentamente (Mishizuka, 1986 e interaccionan mas fuertemente con la PEC
Mlosior v Newton, 1996). Son capaces de promover facilmente la formacidn de
timores v sustituir al DAG en la activacidn de la PEC (Castagna, 1982; Ashendel,
1935).

La activacidn de la PEC por DAG muestra una elevada esterecespecificidad,
la cual depende tanto del grupo principal como de las cadenas acilicas del DAG
(Rando v Kishi, 1992). La mmportancia del grupo hidroxilo se pone de manifiesto en
que la sustitucion del mismo por grupos de tipo éter, haldgeno, metilaster o tiol
producen compuestos andlogos a los DAG incapaces de activar a la PEC. De igpal
manera, los enlaces ésteres de los acidos grasos tambien son necesarios para la
actividad (Ganong v col., 1986, Molleyres v Rando, 1988), asl como la posicidn de
las cadenas acilicas, pues los isémeros 1,3-sn-DAG y 23-sn-DAG son inactivos
(Osada y col, 1990; Sanchez-Pifiera v col., 1999). De esta forma, la enzima presenta
especificidad por el isdmero 1,2-sn-DAG (Rando v Young, 1984, Boni v Rando,
1985, Nomura v col, 1986, Banchez-Piiera v col, 1999a) La longitud de las
cadenas acilicas v su grado de saturacidn también afectan al enlace v actividad de la

PECa Mediante diversos estudios biofisicos se ha demostrado que la actividad
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enzimatica se ve favorecida por perturbaciones especificas de la bicapa lipidica que
pueden estar producidas por cadenas alifaticas con insaturaciones o por grupos
principales demasiado grandes o demasiado pequefios (Israelachvilli v col, 1980,
Gruner, 1985, Rotmero y col, 1987, Sen y col, 19913 La presencia de cadenas
acilicas saturadas v largas hace que se produzcan numerosas interacciones gque
tienden a estabilizar la estructura de la bicapa, mientras que los dobles enlaces en cis,
presentes en acidos grasos como el oleico, tienen el efecto contrario. De esta forma,
los DAG con cadenas insaturadas activan mejor a la PEC, mientras que los DAG de
cadenas largas ¥ saturadas no la activan (Kishimoto y col., 1980; Mort y col., 1982,
Jiménez-Monreal v col., 1999, Micol v col, 1992, Torrecillas v col, 2001). El 1,2-
s-DAG desempefia un papel muy wnportante al aumentar la afinidad de la FEC por
la fostatidilserina (MNewton, 1993, Newton v Eeranen, 1994, Lue y col, 1995) v
pertmnite la activacidn sostenida de la enzima pues evita que el dominio

psendosustrato vuelva a enlazarse al dominio catalitico (Oancea y Meyer, 1998).

31 bien el DAG no se encuentra normalmente presente en las membranas en
reposo (Kikkawa v WNishizuka, 1986€), la estimulacion de los receptores de la
superficie celular mediante sefiales extracelulares provoca, entre ctros efectos, la
activacién de la fosfolipasa C que hidroliza distintos fosfolipidos, como el
fosfatidilinositol-4,5-bisfostato (PIP;), productendo asi DAG. No obstante, este DAG
desaparece rapidamente, aunque, en ocasiones, el nivel de DAG vuelve a aumentar
paulatinamente v persiste durante mas tiempo Esta segunda aparicion de DAG es
debida a la hudrdlisis de la fosfatidileolina mediante la misma fosfolipasa C (Lee v
col, 1991; Holbrock v col, 1992, Lassegue ¥ col., 1993, Jarpe y col, 1994). La
desaparicién mnicial del DA G producido a partir de la hidrdlisis de FIP,, se debe ala
accicn dela DAG quinasa, que convierte el DAG rapidamente a acido fosfatidico. En
cammbio, el DAG producido a partir de la fosfatidileolina es mal sustrato de la DAG
quinasa v es degradado mas lentamente por la DA G lipasa (Ford ¥ Gross, 1990; Lee
v col, 1991)

& pesar de que el dominio C1 no une Ca’’, en el caso de las isoenzimas
clasicas de la PEC parece existir una relacién sinérgica entre el Ca® v los
D AG/ésteres de forbol, va que la presencia de Ca’" aumenta la afinidad de la PEC
por fosfatidilserina, dando lugar a que se requiera mencr unidn de ligandos al

dorminio C1 para efectuar la unidn a membrana (Luo y col, 1995). Asimismo, como
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va se ha comentado, la presencia de DA G/esteres de forbol incrementa la afinidad de
la PEC por fosfatidilserina (Mewton, 1993, MNewton v Keranen, 1994, Lue v col,
19953, de modo que la cantidad de Ca’” necesaria para la activacion dependiente de
fosfatidilzering es menor (MNishizuka, 1984, Por otro lado, estudios recientes han
demostrado una importante relacién entre los dormunios C2 v C1 de la PECw
(Conesa-Zamora y col., 2000; Bolsover y col, 2003). Asi, una vez que el dominio
C2 ha enlazado Ca’" e interaccicna con los fosfolipidos de la memnbrana, el deminio
C1 de la PECx puede acceder al DAG generado en la membrana v dar lugar asi a la

forma activa de la enzima (Bolsover y col., 2003).

3.3.1.2. Lipidos anionicosy Ce .

La PEC se une a membranas con fosfolipidos anidnicos en ausencia de DAG
cort el Unico requerimiento de la carga negativa (Bazzi v Nelsestuen, 1987, Lee y
Bell, 1989, Orr v MNewton, 1992). 3in embargo, en presencia de DAG se produce un
mncremento notable de la especificidad por membranas que presentan fosfatidilserina,
cuvya afinidad aumenta en un orden de magnitud con respecto a otros fosfolipidos
anidnicos, lo cual estd acompafiado por la retirada del pseudosustrato de la regidn
catalitica v la consiguiente activacidn enzimatica (Mewton, 1993, Newton, 1985,
Newton, 1997). Diversos estudios con bicapas, monocapas ¥ micelas han demostrado
que la PEC requiere fosfatidilserina para su actividad dptima (Eaibuchi y col, 1981,
Borni y Rando, 1985, Hannun y col, 1985, Souvignet v col, 1991). Ademas
diferentes trabajos realizados con la proteina entera v con el dorminio C2 aislado de la
PECa, han demostrado que el domimio C2 estd mnplicado en el enlace a
fosfatidilserina tanto @ vive como iz vitre (Edwards v Newton, 1997a, Medkova vy
Cha, 1998b; Corbalan-Garcia y col., 1999). De hecho, se ha identificado el sitio de
enlace a fosfatidilserina en el dominio C2 de la PECo (Verdaguer y col., 1999,

Conesa-Zamora ¥ col., 2001).

Para la activacién de la PEC se observa una elevada especificidad por el
grupo de L-serina, de forma que alteraciones estereoquimicas de este grupo o la
eliminacidn de uno o mas de sus grupos funcionales, producen fosfolipidos incapaces
de activar a la PEC. Asimismo, la distancia entre el grupo fosfato v estos grupos
funcionales también es critica (Lee y Bell, 1989). Mo obstante, oftros lipidos
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aniénicos como el dcido fosfatidico, el fostatidilglicerol o el fosfatidilinositol son
capaces de reducir el mimero de moleculas de fosfatidilserina necesarias para la
actividad total de la enzima aunque con menor afinidad MNewton v Koshland, 1987,
Lee v Bell, 1991, Lee y Bell, 1992) A pesar de esta especificidad en cuanto a la
actividad de la PEC, se ha observado que la PEC se enlaza a distintos lipidos
aniénicos, mostrando sdlo el requerimiento de la carga negativa del grupo funcional
(Bazzi v Nelsestuen, 1987, Lee v Bell, 1989, Orr v Newton, 1992} De esta forma,
existen lipidos no activadeores de la PELC que son capaces de unirse a la enzima (Orr
v MNewton, 19923 Mo obstante, el dcido fosfatidico es capaz de contribuir a la
activacion v al enlace de un éster de forbol (PDBuW) a la enzima durante los procesos
de transduccion de seflales (Lee v Bell, 19393

El Ca™ incrementa la afinidad de las iscenzimas clasicas de la PEC por
lipidos anidnicos sin la intervencidn del domimo C1 (Hanmun v col., 1985, Bazz v
Melsestuen, 1987, Bazzi y Nelsestuen, 1990, MNewton y Keranen, 1994). Este
incremento de afinidad por la membrana dependiente de Ca®’ se observa en
presencia de cualquier fosfolipido anidnico, por lo que el principal requisito no es la
cabeza polar del fosfolipido sino la presencia de carga negativa (Mewton v Eeranen,
19943, De esta forma, no solo la fosfatidilserina sino también otros fosfolipidos de
caracter anionico, como el fosfatidilglicercl, el PIP; v el dcido fosfatidico, son
capaces de activar a la PKC en presencia de Ca’’ (Bazzi v Nelsestuen, 1987, Lee v
Bell, 1991; Newton, 1993} El Ca®’ también estabiliza el complejo formado entre la
proteina v el lipido (Lester v col., 19907 La presencia de Ca®* provoca la retirada del
psendosustrato del sitio catalitico, permitiendo asi la accesibilidad del DAG a su sitio
de enlace en el dominio C1 ¥ la consecuente interaccidn con la membrana (Cancea y
Meyer, 1998) La concentracion de Ca’" precisa para el enlace de la PEC a la
membrana es bastante menor que la requerida para la activacidn de la enzima. Seha
propuesto que las concentraciones de Ca®’ mayores que las necesarias para el enlace
dan lugar a un cambio conformacional en la PEC que conlleva la retirada del
psendosustrato de la regidn catalitica y la posterior activacidn (Keranen y MNewton,
1997).

En numercsos estudios de achividad de la FPEC, en presencia de
fosfatidilserina, Ca® saturante v DAG, se han obtenido curvas de tipo sigmoidal, con

coeficientes de Hill que sugieren que varias moléculas de fosfatidilsenina



42 Capifido I

interaccionan con la PEC (Hannun v col., 1985, Newton y EKoshland, 1989, Burns v
col., 1990; O v Newtor, 1992, Mosior ¥ Epand, 1993; Newton v Eeranen, 1594
En presencia de DAG, la afinidad por los sitios de la fosfatidilserina se incrementa,
por 1o que la probabilidad de que se una un mayor nimero de moléculas también
aumenta (Mewton, 1993} De hecho, estudios posteriores de interaccidn de la FECRIT
con vesiculas unilamelares grandes ha determinade que ocho moléculas de

fostatidilserina interaccionan con la enzima (Mosior y Newton, 19938).

Exzisten otros lipidos ademas de la fosfatilserina que pueden estimular la
activacion de la PEC dependiente de DAG. Por ejemplo, se ha caracterizado la
estimulacidn por dcidos grasos, sobre todo por el dcido araquiddnico (Khan y col,,
1995, asi como la estimulacién por el dcido lisofosfatidico (Bando v Chertihin,
199¢% o bien por lipidos muy acidicos como los fosfoinositoles (Mewton, 19973
Estudios recientes han demostrado que el PIP, se une al dominio C2 de la PEC en
dos lugares diferentes: una regién rica en Lys situada entre las cadenas B3 y B4, al
igual que ocurre en otras proteinas como la sinaptotagmina {Schiavo v col, 1996) o
la rabfilina {Chung v col, 1998), v la bien conocida regidn de unidn a Ca’’ v
fosfatidilserina (Corbalan-Garcfa vy col, 2003) Inicialmente se pensd que la
activacion por PIF; se debia a la capacidad de la elevada carga negativa de esta
molécula, ¥ de los fostatidilinositoles en general, para interaccionar con los sitios del
dominio C2 responsables del enlace a lipidos anidnmicos (Falmer v col., 1993b) No
obstante, se ha comprobado que la activacidn de la PEC mediante PIP; tiene lugar a
través de la region rica en Lys situada entre las cadenas B3 v B4 del dominio C2 v
que requiere un orden secuencial de acontecimientos determinado. Asi, en la FEC en
estado inactivo, este sitio de interaccién con el FIF; en el dominio C2 no esta
accesible, siendo necesario que la proteina adopte una conformacién abierta tras la
union de Ca’’ para que este fosfolipido pueda interaccionar con dicha regién rica en

Lys (Corbalan-Garcia v col., 2003),

3.3.1.3. Otros compuestos lipidicos.
Otros compuestos lipidicos como los éteres lipidicos, los retinoides o ciertos

acidos grasos insaturados puede nfluir sobre la actividad de la PEC.
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Los eéteres lipidicas antittimorales son capaces de productr apoptosis
(Diomede vy col, 1993; Mollinedo v col, 1993), aunque el mecanisamo por el cual
actian no es del todo conocido. El lugar de actuacidn mas probable de los éteres
lipidicos antitumorales es la membrana plasmatica (Kiss v Crilly, 1997). De hecho,
inhiben varias actividades muy importantes asociadas con las membranas como la
sintesis de move de la fosfatidileolina (Boggs v col, 1995), la actividad de la
Na'+K'-ATPasa (Zheng v col., 1990; Diomede v col., 1992}, la unién del factor de
crecimiento  epidérmico (Kosano vy Takatani, 1988), la liberacidn de acido
araquidonico por la fosfolipasa &, (Parker v col | 1987), la actividad de la fosfolipasa
C (Powis y col., 1992) v tambien la actividad de la PEC (Vogler v col, 1991, Gil y
col, 19963 Algunos autores proponen que la edelfosmna (prototipo de los éteres
lipidicos) inhibe la actividad de la PEC compitiendo con la fosfatidilserina por los
sitios de enlace a la PEC (Grunicke v col., 1989, Uberall v col, 1991; Daniel y col,,
1995; Gil v col, 19963 3in embargo, otros avtores han demostrado que estos eteres
son capaces de inhibir la traslocacidn de la PEC a la membrana inducida por ésteres
de forbol, de forma que relacionan su efecto mhibitorio sobre la actividad de la
enzima con su capacidad para interferir en la unidn de la PEC con componentes de
las membranas como el DAG o la fosfatidilserina (Salart v col, 1992). 3in embargo,
son rmuichas las evidencias que demuestran que estos eters no compiten con el sitio de
enlace de la PEC a DAG o a PMA (Bhojiy col, 1988, Zheng v col., 1990, Tberall v
col, 1991 Por otro lado, otros estudios han demostrado que el efecto de la
edelfosina sobre la actividad del enzima depende del modo de adicidn. De esta
forma, cuando la edelfosina se afiade en una solucidn de etanol, inhibe la actividad
de la PEC, mientras que si se aflade en liposomas conjuntamente con fosfatidilserina
v DAG el efecto es el de activacidn (Heesbeen vy col., 1991). También se observan
diferentes efectos sobre la actividad de la PEC s la enzmma esta asociada a
membranas o estid solubilizada en detergente (Heesheen y col, 19%4). Un trabajo
reciente ha demostrado que en presencia de membranas modelo con concentraciones
variables de éter se obtiene tanto activacidn como inhibicidn de la FECo (Aroca v
col, 2001). Estos resultados parecen estar relacionados con el efecto que produce las
distintas concentraciones de eter sobre la estabilidad vy la estructura de la bicapa
lipidica, va que existe una correlacion entre la solubilizacidn ¥ desestabilizacidn de

las bicapas lipidicas por efecto de elevadas concentraciones de éter con la activacidn

de la PECa (Aroca v col, 2001).
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Loz compiestos retinoides incluyen una serte de compuestos naturales
dertvados de la vitamina A como el retinol, el retinal v el dcido retinoico. La
estructura de estos compuestos es muy similar entre si v sdlo difiere en el extremo
polar. Regulan el crecimiento celular y procesos de diferenciacidn, desarrollo v
apoptosis (De Luca, 1991, Gudas, 1994). Los retinoides, a traves de los receptores
nucleares del dcido retinoico, controlan la expresion génica y la sintesis de proteinas
v estan implicados drectamente en la regulacidn de diferentes elementos implicados
en la sefializacion celular como la PEC (Fontana y col, 1986, Isakov, 1288, Hendrix
v col, 1990; Chambon, 1994; Hau v col, 1999 Por ejernplo, algunas interacciones
de los retinoides con distintas isoenzimas de la PEC participan en los mecanismo de
reversion de células malignas (Fontana ¥ col, 1986, Isakov, 1988, Cho y col, 1997
Aunque inicialmente se propuso que los retinotdes no compiten con el sitio de unidn
a ésteres de forbol de la PEC {(Cope v col, 1986), estudios mas recientes han
wdentificado que las regiones ricas en cisteinas de los dormines reguladores de Raf v
FE.C pueden actuar como receptores de retinoides (Hoyos vy col, 2000) En concreto,
el acido refinotco, por su parte, altera la localizacidn celular e inhibe la activacidn de
la PEC (Carter y col., 1298). En un reciente estudio comparativo de secuencias se ha
propuesto un posible sitio de enlace a dcido retinoico en el dominio C2 de la PECa v
se ha demostrado que el acido retinoico se enlaza a la PEC y que es capaz de inhibir
=u actividad quinasa (Radominska-Pandya v col., 200073 3in embargo aln no se sabe
hasta qué punto el efecto de los retinoides sobre la PEC es a través de las

modificaciones que éstos inducen en las membranas o 51 son efectos directos.

Algunos deidos grasos msaturados como el acido araquidénico v el acido
oleico provocan la traslocacion a la membrana (Shirat v col., 1998) v la activacion de
la PEC independiente de P o DAG (McPhail v col,, 1984, Murakami v col., 1986,
selkiguchi v col, 1987, El Touny v col, 19900, Ta que esta activacion es estimulada
por Ca’", algunos estudios sugieren la intervencidn del dominio C2 (Shinormura v
col., 1991, Chen v Murakami, 1992).

3.3.1.4. Propiedades de ln membrana.
Las propiedades estructurales de la membrana tambien ejercen una influencia

mmportante sobre la actividad de la PEC. Por ejemplo, la actividad de la FEC es



Introduccion y Objetivas 45

sensible al grado de saturacidn de las cadenas acilicas, de forma que la presencia de
insaturaciones aumentan la actividad de la enzima (Bolen y Sando, 1992) Asi,
membranas compuestas Unicamente por fosfolipidos saturados, con fosfatidilserina v
DAG, activan en menor medida a la PEC (Micol y col,, 1999, Torrecillas v col,
20013, mientras que la presencia de una msaturacidn en un fosfolipido en la bicapa,
no necesartamente fosfatidilserina, da lugar a una membrana con una mayor
capacidad de activacion de la PELC. La presencia de la msaturacion en el fosfolipido
de la membrana parece que produce alteraciones en el espaciamiento de los grupos
de cabeza en lugar de incrementar la fluidez de la membrana. Asi, por ejemplo, la
actividad de la PELC aumenta en condiciones en las que el colesterol disminuye la
fluidez de la membrana (Bolen v Sando, 1992, Slater v col, 19945

Por otro lado, el estado fisico de la membrana también influye en la actividad
de la PEC. Thilizando POPE v 1,2-s,1-POG se ha observado que, al aumentar la
concentracidn de este DAG, la actividad maxima de la FECa se chtiene cuando la
membrana se encuentra en fase fluida, situacidn en la que ademas la energia de
activacidn es menor a una determinada concentracidn de POG (Jiménez-Monreal y
col., 19997,

La presencia de lipidos que no forman fases lamelares es ofro de los factores
que influyen en la actividad de la PEC, en concreto, incrementado dicha actvidad
(Epand, 19938} De esta forma, la actividad de la PEC es sensible a la
fosfatidiletanolamina, la cual forma estructuras de membrana no lamelares a altas
fracciones molares, de manera similar al DAG (Mostor ¥ col., 1996, Senisterra v
Epand, 1993) Ze ha sugerido que la tendencia a formar fases no lamelares crea un

estado fisico en la membrana que favorece la activacidn de la FELC.

La actividad de la PEC es tarmbien sensible a la formacidn de microdominios
ricos en DAG (Dibble v col, 1996, Hinderliter v col., 1997 o dommios ricos en
fosfatidilserina (Yang vy Glaser, 1995), los cuales estimulan la actividad de la enzima.
Parece ser que la estructura de membrana correspondiente a una mezcela del complejo
DAG/osfolipido v de fosfolipido libre tiene una mayor capacidad para estimular la

actividad de la PEC que el complejo DAG/fosfolipido solo (Micol y col., 1999).
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La alteracidn de la curvatura de la membrana debido a la presencia de
cornpuestos como acidos grasos libres y DAG también puede modular la actividad de
la PEC (Goldberg v Zidovetzli, 1998). Ademas, la actividad enzimatica puede
modularese mediante moléculas que se intercalan en la membrana, como anestésicos,

alcoholes ¥ antineoplasicos (Slater ¥ col., 1993, Sanchez-FPiflera v col., 19950,

Es evidente entonces, que a pesar del hecho de que la enzima tiene sitios
especificos de enlace para el DAG y la fosfatidilserina, la localizacion y presentacidn
dptima de los mismos por parte de la membrana facilita su reconocimiento por la
FEC.

3.3.2. Regulacion por fosforilacion.

La fosforilacidn de la PEC, aparte de la presencia de cofactores, es necesaria
para su regulacidn v activacidn (Flindt v col., 1990, Newton, 1995, Patel y Stabel,
1982, Bomer v col., 1989, Zhang v col,, 1994}, De hecho, el estado defosforilado de
la enzima es tnactivo (Borner v col., 1988, Dutil v col, 1994, Eeranen y col, 1995).
Incluso la proteina purificada puede ser inactwada mediante tratarmiento con

fostatasas (Pears y col., 1992).

La PEC recién sintetizada es inactiva v estd asociada a la fraccidn celular
mnscluble en detergente (Borner v col., 1989). La fosforilacidn de tres posiciones en
=u extremo carboxilo terminal de la region catalitica, concretamente en unos residuos
de Thr v Ser conservados, es necesaria para la adquisicidn de una conformacidn
cataliticamente competente v soluble en el citosol (Keranen y col., 1995, Tsutakawa
v col, 1995). Una de esas posiciones constituye un stio de transfosforilacion y se
localiza en el llamado bucle de activacion cercano a la entrada del sitio activo (sitio
de fosforilacidn del bucle de activacidn), mientras que las ofras dos son sitios de
autotostorilacién que se localizan en una zona hidrofébica de unos 19 aminocacidos

de la region Vi,

Concretamente, el primer suceso necesario para la activacion de la PE.C es la
transfostorilacién del sitio del bucle de activacidn. En el caso de las isoenzimas

clasicas de la PEC, este sitio se corresponde con la Thrd97 para la PECa (Cazanbon
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v col, 1994) v a la Thr500 para la PECPO (O y Newton, 1994 Este sitio de
fosforilacidn parece que interviene en la alineacidn correcta del sitio catalitico de la
enzima para su activacidn (Knighton v col, 1991; Keranen v col., 1995, Tsutakawa v
col, 19953 Modelos estructurales propuestos para la PECo y la PECP sugieren una
funcion del sitio de fosforilacion en el bucle de activacidn equivalente al de la PEA,
donde también estd conservado en la posicidn de la Thrda7 (Orr v Newton, 1994,
Srintvasan v col., 1996} La responsable de esta fosfonlacion parece ser la proteina
quinasa dependiente de fosfatidilinositoles (PDE1) v puede fosforilar a las
isoenzimas clasicas de la PELC, como la PECa v la FEECRII (Dutil v col., 1998), a las
isoenzimas nuevas, como la PECS (Le Good vy col, 1998) v a las 1soenzimas

atipicas, como la PECC (Le Good y col, 1998, Chou y col., 1998)

El siguiente paso de la activacion de la FEC, tras la fosforilacidn del bucle de
activacién mediada por la PDE-1, supone la autofosforilacion de los ctros dos sitios
localizados en la region V3, lo cual conduce a una enzima cataliticamente
competente. Estos dos sitios se corresponden con la Thré38 (Bornacin y Parlker,
1996y v Sers57 (Bornacin y Patker, 1997) para la PECa, v para la PECBEI con la
Thred 1 (Threéd2 para la PEECRID (Flint v col, 1990) v la Ser660 (Eeranen v col,
1295, Tsutakawa v col., 1995 Se ha demostrado que el primero de estos sitios de
autofosforilacidn es fundamental para la actividad enzimatica de la FEZCBII (Feranen
v col., 1995}, de la PEECPI (Zhang v col, 1994) v de la PECS (L1 v col., 1997). En el
caso de la PEECuo, a pesar de que la fosforilacidn de la Thré38 no es necesaria para su
actividad catalitica, s{ tiene un efecto estabilizador y favarece la conformacion
cerrada de la regidn catalitica, 1o cual es importante para la duracidn de la actividad v
la velocidad de desfosforilacion de la enzima (Bornacin y Parker, 1996). El segundo
de estos sitios de fosforilacidn en la PECPII (Ber66d) es umportante para el
plegamiento correcto de la enzima v tiene una funcidn reguladora de la unidn de
sustrato, ATP v Ca’’ (Edwards v MNewton, 1997b). La fosfordlacién del mismo
residuc en la PEECo (3er65T) es importante, sin embargo, para mantener a la enzima
completamente fosforilada en una conformacion cerrada que es resistente a

fosfatasas (Bornacin y Parker, 1997).

e ha comprobado, mediante la comparacidn de las secuencias de

aminoacidos, que todas las 1scenzimas de PEC presentan tres residuos conservados
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equivalentes a los sitios de fosforidlacidn de la PECw v la PECP, excepto las
1soenzimas atipicas FE.C y C, las cuales presentan en lugar del residuo equmvalente a
la Berésl, un residuo de Glu (Hotmann, 1997, Bornancin v Parker, 1997). Por ofro
lado, la 1soenzima PELC tiene los tres sitios fosforilables, pero el residuo equivalente

a la Thr300 esta reemplazado por una Ser v la Ser660 por una Thr (Hofmann, 1597,

A pesar del elevado grado de conservacidn de estos sttios de fosforilacidn,
existen diferencias en cuanto a la regulacidn y relevancia de estas fosforilaciones en
las 1soenzimas nuevas y atipicas de la PEC. Por ejernplo, cuando la FECH es
expresada en bacterias, a pesar de que el sitio de fosforilacidn en el bucle de
fosforilacién (Thr05) v el de la regidn hidrofdbica del extremo carboxilo terminal
(Berecl) estan desfosforilados, la enzima retiene parte de su actividad catalitica.
Ademnas tambien se ha demostrado que el residuo Thr505 no es necesario para la

actividad de esta enzima (Stempka v col, 1997

Aparte de estos sitios de fosfonlacion comunes, pueden existir otros no
conservados que proporcionan mecanismos de regulacidn especifica para distintas
isoenzimas de la PEC. Asi, se ha demostrado que la PECS puede fosforilarse en
residuos de Tyr (entre ellos la Tyr1&87) en respuesta a numerosos estimulos (L1 y col,
1994 Haleemn-3mith v col., 1995, Soltoff v Tolker, 1993, Denning ¥ col., 1996, Li v
col, 199¢;, Song v col., 1998) v que todas las iscenzimas pueden fosforilarse en
residuos de Tyr en respuesta a estrés oxidativo producido por el H,Q,, lo cual lleva a

una activacidn prolongada de la PEC (Eonishi y col., 1997).

3.3.3. Regulacion por localizacion.

Las isoenzimas de la PEC se localizan en distintos compartimentos
subcelulares, como se puede deducir de distintos analisis mumunocitoquimicos
(Jaken, 1996). La localizacién especifica de la PEC probablemente sea crucial para
mu capacidad de responder eficientemente a segundos mensajeros v para estar
preparada para acceder a los distintos sustratos de forma rapida Mewton, 1997). En
este sentido se ha observado que la PEC puede interaccionar con diferentes

preteinas, que no son sustratos de la misma, v que dichas interacciones pueden tener
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un papel importante en la localizacién intracelular v funcidn de las distintas

izoenzimas de la FEC (Mochly-Fosen v col., 1991a; Mochly-Fosen v col., 1991k

Un ejemplo de este tipo de proteinas es el de los RACKE (receptores para
quinasas C activadas), un grupo de proteinas que se unen a la conformacion activa de
la PEC (Mochly-Rosen y col, 19%91a; Mochly-Rosen y col, 1991b). Estas proteinas
se enlazan a las isoenzimas de la PEC activadas de manera selectiva v saturable, sin
que la presencia de sustrato para la PEC tenga un efecto inhibidor (Mochly-Rosen v
col, 1991a). Be ha demostrado quela interaccidn de la PEC con los RACK ocurre, al
menos en parte, a través del dominio C2 (Mochly-Rosen y col., 1992; Mochly-Rosen
v ool 1995; Rony col, 1995; Csukal v col., 1997). Se han identificado dos de estas
proteinas, el RACK1 v el EACK?Z (B’ -COP), las cuales incrementan la capacidad de
la PEC de fosforilar sustratos. El RACK]1 interacciona especificamente con la
PECPI (Fon v col, 1994, Ron v col., 19953 De hecho, el péptido analogo a la
regidn del dominio C2 de la PECP que interacciona con este RACK], bloguea la
traslocacidn de la PEC a la membrana plasmatica inducida por ésteres de forbol (Ron
v col, 1995). For ctro lado, el RACK?Z (' -COF) interacciona especificamente con la
PECs (Csukat y col., 1997). Otras proteinas cuyas caracteristicas son similares a las
de las proteinas RACKE son la proteina permnuclear ¥ la F-actina. La primera
interacciona con la proteina C gquinasa (PICE1L) de localizacidn perinuclear v se
enlaza al fragmento catalitico de la PECa (Staudinger v col., 1995), mientras que la
F-actina se enlaza selectivamente al dominio C1 de la PECe (Preleeris v ool 1996)

Por ofro lado, las isoenzimas inactivas de la PEC interaccionan con
receptores de quinasas C inactivas {proteinas RICK) (Mochly-Rosen v Gordon,
1993%. Entre estas proteinas RICE encontramos proteinas relacionadas con el
citoesqueleto como la proteina 14-3-3 (3diao v col, 1993} v la farmilia de las
proteinas de anclaje de la quinasa A CAKAP), que también se enlazan a las

1soenzimas de la FE.C regulando su localizacion subcelular (Dell'Aqua v col., 1998)

El enlace alternativo de las proteinas RACE v EICK a las 1scenzimas de la
PEC se debe a que ruientras que la PE.C en conformacidn mactiva expone el sitio de
enlace a las RICE, en presencia de activadores de la PEC,| la conformacidn cambia y

el sitio de enlace a las RACKE queda expuesto (Mochly-Fosen v Gordon, 1998)
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También se ha identificado un grupo de proteinas llamadas STICE que
mnteraccionan con la PEC como sustratos v cuya fosforilacion regula su asociacion
con la PEC. En este grupo se incluyen las proteinas MARCES, las aducinas v la
proteina clon72 (Fowler v col., 1998a; Fowler v col, 1998b; Chapline y col., 1998,
Chapline v col., 1998).

Se han descrito dos proteinas que mteraccionan con la PECE y PECHA
denorminadas pa2/Z2IF (Puls, v col,, 1997, Sanchez v col, 1998) v LIP (Diaz-MMeco y
col, 1996), respectivamente, v que parecen estar implicadas en la localizacidn de la
enzima en determinados sitios mtracelulares. Otra proteina que interacciona con las
FE.Cs atipicas es la PAR -4 que estd implicada en mecanismos de apoptosis (Diaz-

Meco y col, 1996)

Adicionalmente se ha demostrado que la PELC puede interaccionar con otras
proteinas del citoesqueleto, como la caveolina dMmeo v col, 1298), algunas
proteinas de las AK AP antes citadas, como la proteina AKAPTY (proteinas que unen
PELA) (Flauck v col, 1996, Faux v Scott, 1997 v la AKAP250 (ITauert v col, 1997,
v la actina, que interacciona con el extremo carboxilo terminal de la PECEIL (Blobe
v col, 1996) No obstante, existe cierta controversia sobre la traslocacion de la PEC
mediada por su asoctactdn con proteinas del citoesqueleto. Asi, mientras algunos
estudios demuestran que este enlace se produce (Jaken v col, 1989, Goodnight v
col., 19953}, ofros trabajos afirman que en la traslocacidn de la PECy vy de la FECoe
no intervienen componentes del citoesqueleto (Sakal y col, 1997, Almholt ¥ col,
1999).

3.3.4. Modelo de activacion de la PEC.

La PEC recién sintetizada se encuentra en estado inactivo, siendo necesaria
=u fosforilacion por ofra quinasa v su unidn a la membrana para convertirla en una
enzima activa. La Figura I 15 muestra un modelo propuesto para la activacion de la

PECa (Gaoy col, 2001; Bolsover v col., 2003}

Inicialmente, el dominio pseudosustrato de la PEC recién sintetizada se

desplaza del sitio activo, permitiendo que la PDE-1 pueda acceder al sitio de
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fosforilacion del bucle de activacién. Dicha transfosforilacién permite que ocurran a
continuacidn dos autofosforilaciones en el extremo carbeoxilo terminal, las cuales
provocardn que el dominio pseudosustrato se una al sitio activo. Esta situacidn
supone que la PEC se encuentra en un estado mactivo pero cataliticamente

competente (Fao v col., 20010

e A A

PEC activa

Uninn de
Ca’™r
PEC paraialmente
) PKC achya}
mactiva

PEC con capaadad
catdlitica pero inachva

Fosfonlacion en Thr497 Autofosfordacion
mediadapor PDIE-] en 657 v 638

Figura L[15. Modelo de activacion de la FKC. La PEC recién santetizada es inachiva La
fosforilacin de la PEC por la FDE-1 en el bucle de achivacion permite gque ocumran dos
autofosforilaciones que conduardn ala enmima a un estado inactivo pero cataliticamente competente,
debido a que e dominio psendosustrato ocupa el sitio astive. E1 Ca'" se une a dominio C2 ¥ se
produce un cambio conformaciona que dalugar 3 un complejo con alta afimdad por la membrana
Entonces, se produce una primera interacaon con 1a membrana que se estabiliza a continuacon, con
la vmuén & domimo C1 del DAG presente en la misma. La umdn completa de la PEC a membrana a
través fde log domumos C1 ¥ C2 podria provocar 1a saida del domimio pseudosustrato del stio active,
completando asi la activacion de la enmma.

Debido a diferentes sefiales extracelulares que actlan a nivel de distintos
receptores de membrana, se produce, entre otros efectos, la generacidn de DAG en la
membrana ¥ el aumento de la concentracién de Ca®" intracelular. La unidn de Ca’" al
dominio C2 de la enzima produce un aumento de la afinidad por la membrana v da

lugar a un pequefio carmbio conformacional en la enzima que permite su mteraccidn
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con la membrana. A continuacidn, el dominio C1 puede enlazarse con el DAG
generado en la superficie de la membrana, iberando el dommio pseudosustrato del
sitio activo y dando lugar al estado completamente activado de la FEC (Qancea v

Meyer, 1998; Bolsover y col., 2003,

3.4. Funcion de la PKC.

La PEC esta immplicada en la transduccion de seflales extracelulares
produciendo gran variedad de efectos sobre distintas procesos celulares en funcidn de
los sustratos que active. Los efectos producidos pueden ser a nivel celular o, incluso,
a nivel de organismo completo, v entre los mismos se incluyen la desestabilizacidn
de receptores, cambios en la estructura de la membrana plasmatica que producen
modificaciones en su permeabilidad, regulacidn de la transcripeidn, mediacién en la
respuesta v memoria imunologica v regulacidn del crecimiento celular (Asacka v
col, 1992, Wishizuka, 1986, Nishizuka, 1992, Dekker v Parker, 1994, Nishizuka,
1995).

Todos estos efectos son el resultado de diferentes cascadas de activacidn, en
las que la PEC tiene un papel importante. La llegada de distintos estimulos
extracelulares provoca la estimulacidn de los receptores de la superficie celular, lo
cual inicia una cascada de degradacidn de varios constituyentes lipidicos de la
membrana y muchos de los metabolitos que se forman pueden inducitr, intensificar y
prolongar la activacidn de la PEC. Una de las vias de activacidn de la PELC mejor
conocidas es la accidn de la fosfolipasa C (FLC) sobre la hudrolisis del FIF,. Cuando
clertas seflales extracelulares interaccionan con los receptores especificos de la
membrana plasmatica, como por ejemplo los receptores tipo tirosma quinasa (TEER)
o los asociados a proteina G, se activa la PLC y esta hidroliza el PIF;, dando lugar a
dos segundos mensajeros, el DAG v el IP;. E1DAG queda asociado a la membrana v
es un activador de la PEC. Por su parte, el IPs se libera al citosol y se une a
receptores especificos del reticulo endoplasmatico, provocando la apertura de canales
de calcio ¥ permitiendo asi su salida al citoplasma, de manera que la concentracion
de calcio citoplasmatico aumenta de 10° M a 10° M, lo que también produce la
activacion de la PEC (Mishizuka, 1995) (Figura 116}
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[Ibarachkin do walcio
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citoesqueleto celular

T

factores de transcrpclin
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Figura I.16. Esquetna de un mecahisimo de sefializacion intrracelular en el que participa Ia PEKC.
La achivacion de la PLC a través de receptores especificos de membrana estmul ados por diversas
sefiales extracelulares produce la Indedlisis del PIF; v la formacidn de los segundos mensajeros DAG
¢ 1F; que indudran 13 activacion de la FKC. El IF; promueve la liberacion de Ca' de los depositos
intracelulares. El DAG jumto con el Ca™ liberado producen latraslocacion de 1a PEC 2 la membrana
para su activacion La PEC activada es capaz de fosforilar a diferentes sustratos lo que permitirala
transmision de la sefta extracelular hasta la reordenacion del atoesqueleto o hasta el nocdeo donde se
activarialatranscripeion de determinados genes.

Existen ofras vias de activacidn de la PEC, como las que implican la
hidrolisis de la fosfatidileolina por la fosfolipasa D (PLD) o la fosfolipasa &, (PLA,).
La FLD, activada por unos receptores especificos de la membrana plasmatica,
hidroliza fosfatidileolma y produce acido fosfatidico, el cual ademas de poder serun
activador directo de la PEC, puede ser convertido en DAG por una
fosfomonoesterasa (Martin, 1988) La PLA, por su parte, actia hidrolizando
fosfatidileolina v produciendo lisofosfatidilcolina y acidos grasos libres, los cuales
tambien estan implicados en la regulacidn de la actividad de la PEC (MNishizuka,
1995).

Una vez activada, la PEC actia fosforilando a otras proteinas en residuos de
Ser o Thr en condiciones fisioldgicas después de haber reconocido una secuencia
sustrato (Woodget v col., 1987). Esta secuencia suele variar de unas proteinas a otras
pero es cotmin en ellas la aparicidn de residuos basicos de Lys v Arg tanto delante

como detras del sitio de fosforilacion. De hecho, utilizando peptidos sinteticos se ha
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podido determinar que la secuencia consenso de fosforilacidn por la PEC es
FESTXEREX, donde 3 v T son los residuos de Ber o Thr fosforilables v X es

cualguier aminoacido (Nishikawa v col, 1997

Existen numerosos sustratos descritos para la FEC. La PEC es capaz de
interaccionar con distintos canales idnicos, estimulando o inhibiendo su funcidn
(Z1igel v Bauer, 1988). De hecho, en el sistemna nervioso, la PEC influye scbre la
excitabilidad de las membranas de las células nerviosas y promueve la liberacién de

neurotrasmisores mediante la fosforilacidn de los canales 1dnicos.

Las MARCE son proteinas miristoladas ricas en Ala que estan implicadas en
diversos procesos celulares como la regulacidn del citoesqueleto (Hartwig v col,
1992, Myat v col., 1997), la secrecidn, la motilidad v la mitosis celular (Vergéres y
col., 1995} Estas proteinas estian presentes en todas las células v son sustratos para
todas las 1soenzimas de la FE.C, excepto para la FECC (Uberall v col, 19973 La
asociacion de las MARCEs v de la pleckstrina al citoesqueleto es un proceso
dependiente de la PEC (Hartwig v col., 1992, Brunet vy col, 1997, Myat v col,
1997 Ademds, tanto las MARCEs como otras proteinas relacionadas con ellas
(prcteinas MachARCE) son sustratos de la PEC y precisan fosfatidilserina para
mteraccionar con la enzima. Cuando la PEC fosforila a MARCE en su extremo
amino terminal se produce su traslocacidn desde el citosol a la membrana (Thelen vy
col, 1991

Por otro lado, un estudio reciente ha propuesto que la funcidn del dominio C2
de las iscenzimas de la PKC insensibles a Ca’’ puede ser la interaccidn con otras
preteinas, va que se demostrd la intervencidn del dominio C2 de las PECO en la
asociacion de la enzima a la proteina GAP-43 (Dekker v Parker, 1997). La proteina
GAP43R es una (T Pasa de 43kDa asociada al crecimiento que estd presente en los
sinaptosomas y parece modular la actividad de la fosfatidilinositol-4-fostfoquinasa

(akersy col, 1986, Chan v col, 1986, Benowitz v col | 1987, Tanaka y col., 19913

Uno de los papeles mas importantes en los que la PEC esta implicada es en la
regulacion de la expresidn de determinados genes. Se ha demostrado que la PEC

mncrementa la transcripeidn de genes especificos a nivel nuclear en muchos tipos
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celulares. Dos de las rutas mas conocidas de accidn de la PEC a este nivel son la
activacion de la cascada de las MAP quinasas (MAPED) v la liberacidn de la proteina
NF-«E del complejo I-«B/MNF«B (Ghosh vy Baltimore, 1990, Ueda v col, 1996,
Bchonwasser y col., 1998),

Las MAPE son una familia de serinftreonin-quinasas que al parecer estin
inplicadas en las transiciones del ciclo celular v, por lo tanto, en la proliferacidon
celular. La activacion de la ruta de las MAPE parece iniciarse con los esteres de
forbol ¥ la PEC parece estar mnplicada ya que los mutantes permanentemente
activados de la PEC estimulan esta ruta v los inactivos la inhiben (Treisman, 1996,
Marais ¥ Marshall, 1996} A pesar de que el mecanismo completo no se conoce con
exactitud, en esta ruta la proteina Ras activa a Raf-1 v entonces se activan las
quinasas que fosforilan a la MAPE (MEE] v MEK?2) (Ueda v col, 1996), la cual
una vez activada (fosforilada)y, fosforila proteinas como Jun o Elk-1 que mducen la
transcripeidn genica a mivel nuclear (Car y col., 1997, Bchonwasser v col, 1998) No
se sabe con certeza s la PEC actla directamente sobre Raf-1. 31 bien cierfas
tsoenzimas de la PEC activan la ruta de las MAPKE independientemnente de Raf-1,
como la FPECC, se sabe que ctras iscenzimas son activadoras de Raf-1, como la

PECw, la PECH (Schonwasser v col, 1998) o la PECS (Jeda v col, 19967

La proteina NF«E es un mediador mbracelular de la expresion genica
(Lenardo v Baltimore, 198%), al cual se le puede unir I-«E, dando lugar a un
complejo mactive La PEC puede fosforilar a I-kB (Ghosh v Baltimore, 19909,
provocando asi la disociacidn del complejo v dejando a NF-LB libre para dirigirse al
nucleo donde se enlaza al ADIT activando la transcripcidn génica de forma especifica
(Baeuerle v col, 1988).

También se ha demostrado que el intercambiador de Na'/H' puede ser
activado por la ruta dependiente de PEC (Bardet v col, 1920} Este intercambiador

es una fosfoglicoproteina de la membrana plasmatica que regula el pH intracelular

La PEC interacciona con el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), de forma que al fosforilar este receptor, disminuye la afinidad por el EGF
(Lm y col, 1986),
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La proteina pleckstrina es sustrato de la PEC en plaquetas v leucocitos. La
PE.C es capaz de fosforilar determinados residuos presentes en una zona adyacente a
su dominio PH, lo cual conduce a la activacion de la pleckstrina (Abrams v col,,
19957,

Finalmente, existen otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto que
pueden ser fosforiladas por la PEC v que requieren fosfatidilserna para la
interaccion con la enzima. Entre estas proteinas se encuentran la o, By y-adducinas y
la proteina clon 72. Las adducinas son proteinas del citoesqueleto implicadas en la
mteraccidn entre la actina ¥ la espectrina (Chapline v col , 1998; Fowler y col., 1995,
Fowler y col, 1998b), mientras que la proteina clon 72 estd relacionado con la

remodelacidn del citoesqueleto v con el crecimiento celular (Chapline y col., 1396).

4. OBJETIVOS.

La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal profundizar en
algunos aspectos sobre el mecanismo de regulacidn de la PEC. Como ya se ha
comentado anteriormente, la PEC esta implicada en numerosas rutas de transduccidn
de seflales v su actividad estd modulada por diferentes factores, entre los que
destacan las propiedades de la membrana v la presencia de determinados cofactores
lipidicos v caleio. Todos estos factores pueden tener un mecanismo de accidn distinto
sobre las diferentes isoenzimas de las PEC, incluso entre los miembros de una
misma familia Resulta mteresante poder aclarar por qué existen diferentes
1soenzimas en una misma subfarmilia y cudles son las razones de su distinta

regulacion, expresion y localizacidn.

Die esta manera, en esta memoria se han utilizado tres 1soenzimas de la FPEC
pertenecientes a la rmisma subfamilia de PEC clasicas, la PECao, la FECPII v la
PE.Cv Una parte unportante del estudio se ha centrado en caracterizar la estructura
de los dominios C2 de estas iscenzimas, asi como, en analizar el mecanismo de
mnteraccidn de losmismos con diferentes efectores, camo fostolipidos v caleio. Como
va se ha comentado, el dominio C2 tiene una gran importancia en la regulacidn de la

FPE.C ya que enlaza dos de los principales cofactores {calcio y fosfolipidos anidniceos)
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necesarios tanto para la localizacion de la proteina en las membranas celulares como

para su actividad catalitica
Los objetivos principales propuestos en este trabajo son los siguientes:

1. Estudiar las propiedades fisicas de distintos modelos de membrana con
diacilgliceroles de diferente tipo, con cadenas saturadas e insaturadas, para asi

establecer una relacion con su capacidad de activar a la PECoer.

2. Estudiar mediante espectroscopia de fluorescencia la estabilidad v afimdad de los

dominios C2 de la PKCc, de la PKCRII v de la PECy por Ca’” v fosfolipidos.

3. Estudiar mediante calorimetria diferencial de barrido v calorimetria de titulacidn
isotérmica la estabilidad y afinidad de los dominios C2 de la PECaq, de la PECRIT v
de la PECy por Ca’" v fosfolipidos.

4. Estudiar mediante espectroscopia de IR uni- v bidimensional la estructura
secundaria en disolucidn de los dommnios C2 de la PECw, de la FECRII y de la PECy
(topologia Iy, as{ como el efecto schre dicha estructura de la unién de Ca” v de

lipidos ¥ su comportamniento cuando se produce la desnaturalizacion termica.

5. Estudiar mediante espectroscopia de IR uni- v bidimensional la estructura
secundaria en disolucion de la PECo completa, asi como el efecto sobre dicha
estructura del enlace de diferentes cofactores y su comportamiento cuando se

produce la desnaturalizacidn témmica.
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1. TECNICAS.

1.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido (D2CY ez una técnica termodinamica
que permite medir el cambio en la capacidad calorifica aparente () de un sistema
particular en funcidn continua de la temperatura. La capacidad calorifica presenta un
maximo a la temperatura de transicidn entre diferentes estados o fases v la integral
del area bajo la curva de transicidn se corresponde con el incremento de la entalpia

de transicion (A

T
AH:/ Cp drf
Tr

donde T, v Tr son las temperaturas inicial v final de la transicidn,

respectivarmente.

Con la calorimetria diferencial de barrido, mediante la representacidn de <,
en funcon de la temperatura (Figura IT 1}, se pueden cobtener cinco parametros
importantes que proporcionan informacion sobre las propiedades termotrdpicas deun

sisterna bioldgico en estudio. Estos parametros son:

a) AH, incremento en la entalpia de transicidn, caracteristica de cada tipo de
sistema.

b’ Ty, temperatura de transicidn, temperatura a la cual comienza a aparecer la
transicidn de fase.

) T, temperatura a la cual la transicidn se ha completado al 50%.

dy ATk, la anchura del pico de la transicidn a media altura, la oual
proporciona informacion sobre la cooperatividad de la transicidn, es decir, del
nomero de moléculas que sufren la transicidn de forma simultanea Asi,
cuanto mas estrecho es el pico (menor ATy, mayor cooperatividad presenta
la transicion de fase.

e) AC,, exceso de la capacidad calorifica del sistema, es la cantidad de calor

por mol necesaria para elevar un grado la temperatura de la muestra.
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1.1.1. Calorimeiria diferencial de barrido de lipidos.

El estado fisico-gquimico de los lipidos estd intimarmente relacionado con la
temperatura, de manera que el seguimiento de su capacidad calorifica muestra las
transiciones de fase que se producen en el lipido como consecuencia del cambio de la
temperatura. La transicidn coantitativamente mis importante de un  sistema
fosfolipidico que se puede cbservar por DEC es la que ocurre de la fase gel a la
liquido-cristalina, la cual estd asociada a un aumento en la libertad conformacional
de las cadenas de acidos grasos que componen el fosfolipido. Por debajo de la
temperatura de transicidn, el sistemna se encuentra en fase lamelar-gel v los
fostolipidos adoptan una estructura de bicapa, donde las cadenas de dcidos grasos
estan empaquetadas v ordenadas en una conformacidn de tipo todo-frams. Por encima
de la temperatura de transicidn, el sistema se encuentra en fase liquido-cristalina v
los fosfolipidos, a pesar de mantener una estructura de bicapa, presentan las cadenas
de sus dcidos grasos mucho menos ordenadas. Este desorden es debido a la rotacidn
alrededor de los enlaces C-C de las cadenas de acidos grasos, dando lugar a la
aparicién de isdmeros conformacionales tipo  gauche (Chapman y Wallach, 1968,
Luzzati, 1968 Lee, 1975, Schindler y Seelig, 19735, Jackson, 1976).

El termograma de la 1,2-dipalmitil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) se
muestra en la Figura IT. 14 (Lopez-Garcia v col, 1994b% Este es uno de los modelos
de membrana mas estudiado. Se observan dos picos endotérmicos. El segundo es el
pico de transicion principal y se utiliza para determinar la temperatura a la que
ocurre la transicidon de fase gel a liquido-cristaling (aprogimadamente 41,5°C) v la
entalpia de transicidn. A unos 5°C por debajo de esta transicion principal, aparece
una transicion de menor entalpia denominada prefransicids, por debajo de la cual,
las cadenas de Acidos grasos estan inclinadas con respecto a la perpendicular del
plano de la bicapa v se encuentran en una configuracion todo-frans (fase Ly Al
sobrepasar la pretransicidn, las cadenas hidrocarburadas, a pesar de continuar en fase
gel, se encuentran formandc superficies cnduladas (fase Pp). Esta fase Py es un
estado mas desordenado que la fase Ly v se obtiene una A mencr que en la
transicidn principal. Por encima de la transicion principal, las cadenas acilicas del
fostolipido pasan a la forma del 1sdmero gatiche. La fase liquido-cristalina o fluida
(L) 5e caracteriza por un rapido movimiento traslacional en el plano de la membrana

v por un considerable desorden de las cadenas hidrocarburadas (Luzzat, 1968),
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Figura IL1. Termogratms de DSC de 1,2-dipalmitil-se-glicero-3-fosfocoling, DFFC, (A) ¥ 1,2
dielaidil-sk- glicero-3-fodoetanolamina, DEFE, (B). 5e muestran los princpales paametros que se
pueden obiener a partir de los termogramas: el incemento de la entalpia de transadn (A5, la
temperatura de transiadn (T, 1a temperatura de transicion media [Ty, 13 anchura de 1a transaadn a
media atura (AT ) v ¢l exceso de la capacidad calorifica (AC,) También s¢ muestran los picos de la
pretransicitn, 13 transieidn princpal v 13 transaon hexagenal, asi como las distintas fazes en que
podemos encontrar 3 estos fosfolipidos. En ¢l cago de DFPC, por debao delapretransicdn, los dados
grasos de los fosfolipidos se encueniran inchnados v en configuracon todo-rrars (fase Ly, miemiras
gue al siperar dicha pretransicion forman superfices onduladas (fase Py Por enama de latranseion
prneipa encontrammos 13 fase ligude-aistalina o fiuida (fase L), donde las cadenas acilicas aparecen
en forma del 18dmero gruche. For otro lado, paa DEPE, por debgo de la transiadn principd, los
aados grasos de los fosfolipidos se encuentran perpendiculares al plano de la Weapa (fase L), Por
enama de la transicbn principal encontramos 1a fase liquide-cristaina o Auida (fase Ly, 4 1gud que
en ¢l anterior cago con DPPC. Finalments, en la fase hexasonal wnvertida (fase Hy)), los lipidos se
disponen en alndros empaquetados hexasonamente.
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Otro grupo de fosfolipidos muy estudiado son las fosfatidiletanolaminas (PE)
que, Junto con las fosfatidilcolinas, son los fosfolipidos mas frecuentes en
membranas de mamiferos. Algunas PE poseen, ademas de la transicion principal de
la fase gel a la fase liquido-cristalina, otra transicién a mayor temperatura desde la
fase liguido-cristalina a la fase hexagonal invertida (Hy) En esta fase hexagonal
mvertida Hy los liptdos se disponen en cilindros empaquetados hexagonalmente,
donde las caberas polares de las moléculas fosfolipidicas se encuentran orientadas
hacia un estrecho canal acuoso situado en el interior del cilindro. El termograma
obtenido de la 1,2-dielaidil-smglicero-3-fosfoetanolamina (DEPE) se muestra en la
Figura I 1B (de Eruyff v col, 1983) En el mismo, se puede observar la transicion
de fase hexagonal Hy a 63°C. La baja AH de esta transicion hexagonal se debe a que
lo dnico que ocurre es un cambio en la organizacidn de los fosfolipidos,
manteniéndose las cadenas acilicas en estado fludo en ambas fases. Este tipo de
transicidn ha sido observada para gran cantidad de PE naturales y sintéticas (de

Kruyff v col |, 1985, Cullis v cal., 1985),

1.1.2. Calorimeiria diferencial de barrido de proteinas.

La calormmetria diferencial de barrido es la técnica expenimental mas directa
para resolver los parametros termodmamicos de las transiciones de conformacion de
las macromoléculas bioldgicas Esta técnica surmunistra informacidn sobre el
mecanismo que gobierna el equilibrio conformacional entre, por ejemplo, las formas
nativa v desnaturalizada de una proteina mediante la medida de la dependencia de la

capacidad calorifica con respecto a la temperatura.

La capacidad calorifica, Cif7), obtenida en un experimento de DEC
proporciona informacidn sobre el estado conformacional de la proteina en el
mtervalo de ternperatura estudiado. De esta forma, la capacidad calorifica especifica
de una proteina nativa es significativamente menor que la de una proteina

desnaturalizada (Jelesarov y caol. 1999)

Cuando una proteina es calentada, la capacidad calorifica especifica, Cp (73,
sigue una curva con un pieo de transicidn st la desnaturalizacion proteica es

cooperativa v reversible. La Figura IT.2 muestra un termograma tipico. La proteina se
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desnaturaliza en el intervalo de temperatura Ty a T3, con una temperatura de

tranzicion media T

AC

20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura I12. Termograma modelo obienido por DSC para uba profeiha. Se muestra el pico de
transicion ¥ los parametros termodinamicos que se pueden obiener de los termogramas el exceso de
la capacidad caorifica (AC,), las temperaturas de imao y Gnaizacén de la transicion (T v Ta,
respectivamente), la temperaura de transasn media (T,) ¥ el exceso de entapia de la
desnaturaizactn térmica (A ).

De nuevo, el exceso de entalpia de la desnaturalizacidn térmica, AHg,,

corresponde con el area del pico de la transicidn v se define camo

Ti
AH, = _/; C, dT

donde Ty y T son las temperaturas inicial y final de la transicidn,

respectivarmente.

A suvez, el exceso de entropia de la desnaturalizacién se define como:

_/ "G
ASHrG'S - r dT

T
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La calorimetria diferencial de barrido se puede utilizar para estudiar los
procesos de interaccidn entre moléculas 31 un ligando £ se une a una proteina M en
estado nativo con alta afinidad, la capacidad calorifica del complejo resultante MZ
diferira de la de 3 v L aislados (Figura IT 3). Los perfiles obtenidos de L, M v L
pueden tener diferentes formas. Dre hecho, pueden ocurrir imp ortantes deformaciones
de los termogramas de proteinas en estado asoctado (Takahashi v col., 1985, Lin v
col, 1994, Conejero-Lara v col, 1996 En estos casos, una desconvolucion
andadosa de los termogramas obtenidos puede arrojar luz scbre las fuerzas
termodinidmicas que conducen la reaccidn de inferaccidn v pueden proporcionar
mnformacidn estructural de las especies que interaccionan y sobre la mecanica de la
mteraccidn (Davis y col, 1995; Filmmonov v col., 1996). De hecho, se ha aplicado el
analisis de la desconveolucidn de ciertos barridos de DEC al estudio termodindmico
de la unidn de pequefios ligandos similares al hierro a transferrinas (Lin v col., 1994),
al estudio de la unidn de sulfato a la fosfoglicerato quinasa de levaduras (Hu v col,,

1989) v de biotina a estreptavidina (Gonzalez y col., 1997)

AC

Temperatura (°C)

Figura IL.3. Termogramas simulados de los perfiles de una proteina (&), un ligando (Z) ¥ el
complejo unido (ML), Se muestra el caso en que los perfiles de la proteina (linea continua), el
ligando (lineapunteada) v el compleo umdo (linea rayada) son diferentes.

De esta forma, la calorimetria diferencial de barrido puede utilizarse con éxito
como alternativa para medir afinidades de unidn no accesibles para otras técnicas de

equilibrio no calorimétricas.
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1.2. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).

La calonmetria de titulacion isctérmica (ITC) es el metodo mas directo para
medir el cambio de calor que se produce en la formacidn de un complejo de
interaccidn a una temperatura constante. Ya que el experimento de titulacidn se lleva
a cabo generalmente myectando un ligando L en una disolucidn de una
macromolécula M (aunqgue también puede realizarse a la inversa), la constante de
asociacion, & v la estequiometria del proceso, m, se obtienen a partir de los

resultados experimentales.

Incluso a partir de experimentos de ITC realizados a diferentes temperaturas
se podria obtener AC, segin la ecuacidn
_ dUB) _ _ dUs

A, = ~ar a7

El ligando L se inyecta con una jeringa de precisidn de forma automatizada
mediante un motor controlado por el ordenador del equipo. Despues de la adicidn de
una pequefia alicuota de ligando, el calor liberado o absorbido en la celda de la
muestra es medido respecto a una celda de referencia rellenada con tampdn. El
carnbio calorifico es expresado en forma de la capacidad eléctrica (ueal 5™ necesaria
para mantener una diferencia de temperatura pequeria v constante entre la celda de
referencia v la de la muestra, las cuales se encuentran en el interior de una carmisa
adiabatica. El contenido de la celda de la muestra es sometido a agitacidn para
conseguir un mezclado rapido de los reactivos. La cantidad de macromolecula y
ligando necesarias para un experimento depende de la magnitud del cambio de calor

dertvado de la unidn.

La Figura I44 muestra los datos crudos obtenidos de un experimento de
ITC. Cada pico corresponde al calor liberado debido a la adicion de una alicuota de
ligando. La integracion de la sefial eléctrica respecto al tiempo proporciona el cambio
calorifico aparente, Ag, 4, entre las inyecciones i-1 e 1, ¥ se corresponde con el drea

bajo el pico |,

ﬂq:.ap = — Gl
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21 K, es grande y la relacién molar del L respecto a M al principio de la
titulacién es bajo, enfonces todo el L estara unido v las areas de los picos serdn
similares. Conformme la fraccidn de sitios saturados aumenta, los calores observados
descienden gradualmente. Finalmente, todos los sitios se encuentran saturados y los
pequefios calores detectados se deben al calor de dilucidn de £ en el tampdn v a otros

efectos no especificos.

Tiempao (min)
010 30 50 Y0 90 110130 150

" il ”Hrr”'” """" I

pcal/s

kcal/mol

- . 4
16 4 -.'. B i
-18 T T T T T T T T T T
o.a 05 1. 15 20 258 4.0

Relacibn molar (L:M)

Figura II4. Datos obtenides de un experitnento de calorimeiria de titulacion isobérmica (ITC).
Se muestran los datos crudos de la umsn de ARN ala proteina ARMasa A los cuales represetan los
calores hberados o sbsorbudos en cada wyvecadn [A) vy estos mizmos datos una vez integrados en
hmeidn de las concentracones de ligando v macomolécula (B). Sobre estos tltimos se reaiza el
guste 3 log modelos tedricoz vhlizando ¢l programa Ongn 50 (MweroCal Software Inc,
Horthampton, Ma, EEU U



Tecrnicas y Métodas generales 69

Los datos se suelen representar de mado difgrencial, mostrando el calor total
normalizado frente a la relacidn molar de la concentracion entre L v M Esto da lugar
a la tipica curva de saturacidn sigmoidal (Figura IL4B). La variacidén de calor por
mol, AHyp, asi como el nimero de sitios de unidn, #2, se pueden obtener a partir de
esta representacidn. Ambos parametros, iy AH,, estan estrechamente relacionados y
el éxito en la desconvolucidn de la grafica de ITC depende de informacién adicional

independiente sobre el nimero de sitios de unidn de A

El analisis de los datos se realiza en un programa informéatico (Origin,
MicroCal SBoftware Inc., Northampton, IMA, EEU.T) que permite ajustar los datos
experimentales a diferentes modelos de unién tedricos, como el modelo de unidn a
un solo tipo de sitio, el modelo de unidn a dos tipos de sitios o el modelo de unidn de

tipo secuencial.

Para obtener constantes de unidn fiables, las concentraciones de las especies
deben encontrarse en unrango adecuado. 31 la concentracién de los sitios de unidn es
mucho mayor que VK, todo el L afladido estara unido hasta la saturacidn, v la
isoterma de unidn tendrd una forma rectangular con una pendiente muy acusada en
lugar de la observada en la Figura II4E. En el caso opuesto, cuando la concentracidn
de sitios de unidn esmucho menor que 17X, la isoterma de unidn tiene una pendiente
muy baja v la saturacidn total es dificil de conseguir Para conseguir valores de &

precisos, la concentracidn de los sitios de unidn no debe ser mucho mayor que 1/,

Para determinar la concentracion de macromolécula M necesaria en cada
experimento se utiliza como artentacidn el parametro ¢ Este valor adimensional ¢ se
obtiene multiplicando la constante de asociacidn estimada (Ko) por la concentracion
total de sitios de union supuesta (Wiseman v col, 1989 Ttlizando una
concentracidn de M entre 10-100 veces ¢, se pueden obtener buenos valores de &,
Mo obstante, en ocasiones las concentraciones optimas no son posibles. Para casos
donde la unidn es de alta afinidad (&, muy alta), las concentraciones recomendables
mediante el parametro ¢ son muy pequefias para producir cambios de calor
apreciables. Por ello, aunque se utilicen los instrumentosmas sensibles, no se pueden
medir con precisién valores de X, mayores de 10° M. En estos casos, se puede

utilizar la calorimetria diferencial de barrido (DEC) como técnica alternativa de
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medida. En cambio, cuando la unidn es de baja afinidad (& es muy baja), las
concentraciones de M necesarias recomendables, seglin el valor ¢, son tan altas que la

agregacidn de las macromoléculas puede enmascarar la reaccidn de unidn.

Los cambios en la entalpia obtenidos mediante ITC son reflejo de una
propiedad global del sistema completo. Es el calor total liberado o absorbido en la
celda con cada inyeccion realizada. El calor total contiene contribuciones de efectos
no especificos, como el calor de dilucién de L en el tampdn, el calor causado por
pequefios desajustes de temperatura entre la solucion en la celda de medida v la
punta de la jeringa de inyeccidn, o el calor causado por el efecto de mezclar
tampones de composicion quimica ligeramente diferente. Algunos de estos calores
mnespecificos (como el calor de dilucidn de L en el tampdn) deben tenerse en cuenta a

la hora de hacer los ajustes.

La entropia de asociacién puede ser calculada mediante los valores medidos
de AT, AH v AC, de acuerdo con las leyes de la termodinimica. El cambio de
entropia de un complejo en relacidn a las moléculas aisladas es debido
principalmente a los efectos de hidratacion, ya que la entropia de hidratacidn de los
grupos polares v apolares es grande ¥ hay una reduceidn importante de la superficie
accesible de agua en la unidn. Por ello, cuando se forma un complejo, la entropia
total suele ser grande v generalmente positiva. De cualguier manera, en ocasiones
ocurre una crdenacion del agua en la interfase del complejo, lo cual contribuye
desfavorablemente a AS, pero favorablemente a AH (Holdgate v col, 1297 Otra
contribucidn importante v desfavorable para la variacion de entropia se debe a la
reduccién de la movilidad de las cadenas laterales de los aminoacidos en el sitio de
unién. Obviamente, una variacion de entropia negativa puede tener diferentes
origenes v, lo que es mas importante, no necesariamente indica que la hidratacidn de
la interfase permanece invariable o aumenta con respecto a las moleculas libres. En
el otro lado, una variacion de entropia positiva es indicativa de que las moleculas de

agua han sido expulsadas de la interfase del complejo

El aspecto mas destacable de esta tecnica es su simplicidad, pues permite
obtener el conjunto corpleto de parametros termodinamicos a partir de unos pocos

experimentos a diferentes temperaburas Mo obstante, la dificultad se encuentra en el
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hecho de que el cambio calorifico observado es una propiedad global como ya hemos
comentado. 3dlo en los casos donde el mecanismo de unidn se puede defmir como
una transicion de dos estados entre la molécula libre v el complejo unido y donde no
hay cambio en el estado de protonacidn de L wo M ni cambio en el estado de
hidratacidn de la interfase, AA obtenida serd igual a la entalpia de unidn “real”

atribuible a enlaces no covalentes en el complejo.

Aungue ITC es la téenica mas adecuada para definir los parametros
termodinamicos de una reaccidn de unidn entre biamoléculas, la combinacidn de ITC

con DEC ofrece una descripoidn mas completa de la termodinidmica del sistema de

asociacidn, ya que son los tnicos métodos para la medida directa de A

1.2.1. Ecuaciones utilizadas para el ajuste de los datos de ITC.
1.2.1.1. Consideraciones generaies.

Se asume que la macromolécula M esta en la celda de la muestra a una
coneentracién inicial de M,” antes de la primera inyeccién v que el ligando L estd a
una concentracidn inicial nula en la celda. El volumen de trabajo (irea rayada) de la
celda es Iy, el tamafio de la inyeccidn i es AV, v el liquido total que ha sido inyectado
en cualquier momento del experimento, AV, es simplemente la suma del producto de

AV, portodas las nyecciones realizadas.

4—373

Al principio del experimento, tanto la celda como el tubo largo de
comunicacion estan rellenos de M, pero sdlo la cantidad contenida en 7 es sensible
para cambios calorimétricos. Debido a este llenado completo de la celda, cada
inyeccion impulsa liquido fuera del volumen de trabajo Fp hacia el tubo alargado
(A Asi) la concentracion de M cambia ligeramente con cada inyeccion, va que el
numero total de moles de M al principio del experimento es mas tarde repartido enun

volumen mayor (et



72 Capifulo II

Ya que la concentracién media de M en AF es la media entre M v la

concentracidn correspondiente M, en 7, entonces la ley de la conservacidin de la

masa exige que

M Vo= Mo+ % O+ MDAV (13
T asi,
. =
1. 4A¥
2V,
M=Mf — (2)
AV
+
1 20,
L. -

Utilizando un razonamiento similar, es facil mostrar que la concentracion
actual de ligando en ¥y, &, esta relacionada con la hipctética concentracidn X;

{asumiendo que todo el ligando invectado permanece en Fy) de la siguiente forma

X =X+ % XAY (3)
ol AV
X=x"1 27, (4

Las expresiones anteriores para M, v X se utilizan en el programa Origin
(dlicroCal Software Inc , Northampton, MMA, EE T ) para corregir los efectos del

desplazamiento de volumen que ocurren con cada inyeccidn.

1.2.1.2. Meodeio de union a un tipe iinice de sifios idénticos.
En las siguientes ecuaciones,
M es la macromolécula.
L es el ligando.
K es la constante de unidn.

1 es el nimero de sitios,
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Foes el volutmen activo de la celda
M, v [M] son las concentraciones total v libre de M en
X v [X] son las concentraciones total y libre de L.

® es la fraccidn de sitios ocupados por L.

La constante de unidn, &, queda definida como

®
K=
()
(1-O).A]
Por otro lado, la concentracidn total de ligando, X, se define como
Xf=[ﬂ+?’l@Mf (6)
Combmando (5) v (6) obtenemos
X, ! X, (7

i —
-1+ Mﬁnmf + nM,_O

El contenudo total de calor & de la disolucidn en ¥y (suponiendo cero las

procedentes de las especies no ligadas) a una fraccidn de saturacion ® es
O =n6 M, AH ¥ ®)
donde A es el calor molar de la unidn del ligando.

Resolviendo la ecuacidn cuadratica (7) para obtener @, se puede sustituir ese

valor en (2), obteniendo asi

nM, AHV, X, i A, I 4x ()
o= !2 1+ ndf, +m@1{( -\%il-l‘m +?3K-’Lf{ )E - ’iﬂ}:

El valor de O puede ser calculado (para cualquier valor asignado de s, Ky

ARy al final de la inyeccidn 7y se denomina OO0 El parametro de interes para
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commparar es el cambio en el contenido de calor desde la finalizacién de la inyeccidn
i-1 hasta la finalizacidén de la myeccidn i La expresidn de O en la ecuacidn (%) solo
se aplica al liquido conterudo en Fp. Asi, despues de la finalizacidn de una inyeccion,
es obvio que se debe realizar una correccion en el volumen, teniendo en cuenta el
volumen desplazado (AF, = el volumen de inyeccidn) ya que parte del liquido en ¥y
después de la inyeccidn i-1 no va a estar mas en Fp después de la inyeccidn i, a pesar
de que contribuya el efecto de calor antes de salir de 5 (asumiendo que la cinética
de la reaccion v el mezclado son rapidos). El liguido del volumen desplazado
cortribuye en un 50% como rmucho al efecto del calor en relacidn con un volumen
equivalente que permaneciera en Fp*. La expresién correcta entonces para el calor

liberado, A0, de la inyeccidn § sera

o i I=
ap6 =0 + 5| 227D oy

*E] primer elemento de volumen infinitesimal de la inyeccidn 1 no contribuye
al efecto de calor, ya que el sistemna se ha equilibrado anteriormente a las
concentraciones existentes después de la inyeccidn {-1. El ultimo elemento del
volumen de una mnyeccidn contribuye a los efectos del calor de igual forma que el
liquido remanente en &, a que su concentracidn es equivalente a la de ¥y despues de
la mnyeccidn [ Asuriendo linealidad en el pequefio incremento de volumen AF,
entonces el liguido en el volumen desplazado es sdlo la mutad de efectivo en producir

calor respecto al liquido en Fo.

El proceso de ajuste de los datos experimentales implica:

- Realizar suposiciones iniciales sobre 1, £ v A {que pueden realizarse
mediante el programa por Origin 5.0 de forma lo suficientemente precisa).

- Caleular AQ() para cada inyeccidn y comparacicn de estos valores con el
calor medido en la correspondiente myeccidn experimental.

- Mejorar los valores iniciales de 5, £ v AH mediante métodos estandar de
tipo Marquardt.

- Iteracidn del proceso anterior hasta no encontrar mejoras significativas en el

ajuste.
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1.2.1.3. Modelo dz union a dos tipos de sitios independientes.
Ttilizando la misma definicién de simbolos que en el anterior caso, para el
tipo 1 v el tipo 2 de sitios tenemos que las constantes de unidn, & v £, v la

concentracidn total de ligando, X, son

£ = l K = i {113
(1-8,3[X] (1-E)[X]
A =[X]+ Mm@ + r:0) (12)

Despejando &) v &, en las ecuaciones (11) y sustituvendo en (12), se obtiene

n XK n XK, 13
At =[x] + 1+[[ﬂi_’f + 1%{[[))2]1352 o

Eliminado los quebrados y agrupando términos, se obtiene una ecuacién

cibica del tipo

[x1* + plX] +g[X] + r=0 (14)

donde

d i
K-I + Kg +(HI+H2M')£:'

|, s I 4

=
|
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Se puede despejar [X] en las ecuactones (14) y (15) de forma matematica o
bien, como hace el programa Origin 5.0 (MMicroCal Software Inc., Northampton, B4,
EEU.U), de forma numérica utilizando el metodo de MNewton st los parametros sy,
nz, Ky v Ky son definidos. Entonces, tanto @, como ®3 se pueden obtener de la

ecuacion (117

Como se aclard antes, el contenido de calor después de una inyeccion 7§ es

igual a
O =M, Vo (212 AH; + maEedAH) {1e)

Después de una correccidn simnilar a la realizada en el anterior caso para el

volumen desplazado, el efecto del calor caleulado para la inyeccidn [ es

a i I=
ag6) =00 + 5| LD gy an

Que puede ser utilizado en el algortmo de Marquardt para obtener los

mejores valores para los seis parametros del ajuste

1.2.1.4. Modeio de union « sitios secuenciales.
Para la unidn seghn un modelo secuencial, las constantes de unidn Ky, K,

K, deben definirse en relacidn al proceso de saturacidn, de forma que

_ [MX] [MX,] [MX ] 18)

B — f

' ] % = pa S §75 8 5

En el modelo secuencial, no hay distincidn en cuanto a qué sitios estan
saturados, sing sdlo si el nimero total de sitios esta saturado 31 los sitios son
wénticos, hay entonces una degeneracién estadistica asociada a la saturacidn
secuencial, ya que el primer ligando en unirse tiene més sitios vacios del mismo tipo
para elegir que los que tiene el segundo ligando v asi sucesivamente Para sitios

wdenticos que interaccionan, podemos dishnguir entre las constantes de unidn
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fenomenoldgicas K, definidas en la ecuacion (18), v las constantes de unidn
intrinsecas Kf’ donde el efecto de estas degeneraciones ha sido eliminado. La

relacidn entre estos dos tipos de constantes viene dada por
_n —_z' + ] Ko (150

Todos los calculos definidos a continuacidn, asi como los parametros
obtenidos del ajuste, se encuentran definidos en términos de & 2e pueden obtener

los valores de Kﬂ'j utilizando la ecuacidn (190,

Ta que las concentraciones de todas las especies ligadas [ML,] pueden ser
expresadas en términos de concentracidn de las especies no ligadas, [M], entonces la

fraccidn de la macromolécula total con 1 ligandos urnidos, 7, es simple

!
= 3

I
F, - B

{207
- KK, KE[X]
" F

donde
P =1+ B + KX+ A K K K AT @1

"
X = +M 20 F
1=1
Una vez que i v los parametros de ajuste £ a &£, estan definidos, entonces las
ecuaciones (207 v (21 pueden resolverse mediante metodos numéricos, como el

metodo de la biseccidn que utiliza el programa Origin (MicroCal Software Inc.,
Worthampton, WM&, EE T
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Una vez conocido [X], todos los F, se pueden calcular a partir de la ecuacion

(20 v el contenido de calor después de la inveccidn i queda determinado comao
O =M Vo (F1AH +Fy[ AH + AH [+ AR [AH +AH + +AH,]) 22}

¥ como antes,

avi | 20+ Q0-1)
2

A2O=00+ 7 - Q(-1) (23)

Esta ecuacion es utilizada en la mutina de minimizacion de Marquardt.

1.3. Resonancia magnéiica nuclear (RIVIN).

En los Ultimos afios, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(EWIT) se ha convertido en un impottante metodo de estudio de la estructura,
mteraccidn y dindmica de macromoléculas naturales v sinteticas. En particular, las
tecnicas de RWIM multidimensional han conseguido importantes aproximaciones para
la resolucitn de la estructura de proteinas. Algunas de las técnicas de EWMN (en
concreto la RMI de *'P) se han utilizado desde hace mucho tiempo para el estudio
del polimorfismo lipidico, pues permiten determinar cualitativamente las fases
lipidicas mas importantes dentro de un sisterna particular en estudio, pudiendo ser

aplicadas tanto a membranas modelo como a membranas bioldgicas,

La resonancia magneética nuclear permite estudiar la estructura molecular por
. . - . - ey . . [ (]
medio de la nteraccidn de una radiacidn electromagnetica (radiofrecuencias 10°-10

Hz) con un grupo de nicleos de la muestra colocados en un campo magnético.

Esta tecnica solamente puede aplicarse a nicleos que poseen momento
magnético ('H, EH, L3C:, L4C:, 14N:, lSN, 31P':, ete) Cuando estos micleos se someten a
un campo magnético externo (Bp), su momento magnético adquiere una orientacion
paralela o antiparalela respecto a dicho campo para alcanzar el estado de minmma

energia Es postble hacer que el micleo pase de un estado a ofro aplicando ofro
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campo magnetico (B ) perpendicular al primero y con un determinado valor de
frecuencia. La posterior emisién de energia debida a la relajacion del nicleo es lo

que se detecta en EWIT v se denomina frecuencia de resonancia.

Para un determinado nicleo, el valor de dicha frecuencia depende del entorno
molecular que lo rodea, pues los campos magnéticos producidos por los micleos
cercanos modifican el valor de By Cuando una molécula se somete a un campo
magnético externo, los electrones de cada atomo producen pequefios campos
magnéticos inducidos que se oponen al campo aplicado ¥ que son proporcionales a
él. Asi, un nicleo expenimentara un campo magnético efectivo que serd el resultado
del campo aplicado v de los campos mducidos por los atomos adyacentes a la
molécula. De esta forma, se dice que los campos inducidos apantallan al nicleo con

respecto al campo magnético aplicado.

El valor de la frecuencia de resonancia se denomina desplazamiento quirnico

(&) v se expresa en partes por millon ppmy):

Vi = me
§ = — x 10° (ppm)

me

donde wy, es la frecuencia de la muestra problema v viee la de la muestra de

referenicia.

El hecho de utilizar una ruestra de referencia presenta una gran ventaja, va
que los valores obtenidos son adimensionales e independientes del campo magnetico
externo By 0 de la radiofrecuencia empleados, de manera que se pueden comparar los

espectros obtenidos en distintos aparatos de R

Otro parametro importante en la espectroscopia de RMI es lo que se conoce
como fiempa de relajacidn. Se denomina relajacion al proceso por el cual los micleos
que han absorbido energia de la radiacidn para adoptar una orientacidn que supone

un “estado excitado”™, vuelven a la ortentacion original.
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Las moléculas de muestras en disolucidn experimentan diversos tipos de
movimientos (fraslacion, rotacidn v vibracidn), los cuales suelen ser mas rapidos que
la escala de tiempo que los aparatos de RWI pueden detectar. Entonces, las sefiales
de los espectros recogidos se corresponden con los promedios de todas las
posiciones, conformaciones y longitudes de enlace posibles que se producen en la
molécula, de forma que aparecen bandas de resonancias Onicas v bien definidas por

un valor determinado de &

2in embargo, cuando se analizan muestras solidas o cuasi-solidas, todos estos
movimientos de las moléculas estan blogqueados o retardados, de forma que se
producen distintos valores de & v, por lo tanto, en los espectros se recogen bandas
mucho mas anchas ¥ con menor definicidn. En este caso, se habla de anisotropia de

desplazamiento quimico (Ac).

1.3.1. Eesonancia magnetica nuclear de *lp,

La espectroscopia de RMN de *'P es una téenica ampliamente utilizada para
determmar cualitativamente las distintas fases o estructuras presentes en diferentes
mezclas lipidicas. La forma de los espectros de RWI de P es muy caracteristica de
cada una de las diferentes fases lipidicas (la fase lamelar, la fase hexagonal invertida

v la fase isotrdpica).

De esta forma, cuando los lipidos adoptan una estructura de bicapa (fase
lamelar), la sefial obtenida es asimetrica (Figura IL5A). Se caracteriza por presentar
un hombro en la zona de bajo campo, un pico a alto campo v una anisofropia de
desplazamiento quimico de aproximadamente 40-50 ppm. El pico corresponde a
aquellos lipidos cuyos ejes longitudinales presentan una orientacidn perpendicular al
campo magneatico, mientras que el hombro corresponde a aquellos lipidos cuyos ejes
poseen una orientacidn paralela al campo. La astmetria del perfil se debe a que es
mayor la probabilidad de encontrar lipidos con sus ges  longitudinales

perpendiculares al campo.
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Figura IL5. Representacion esquematica de las fases lipidicas ¥ los especiros de *'P-EMN
correspondientes. Fase de bicapa (A), fase hewasona H) (B) v fase 1sotrapica debida amicelas (C1),
vesiculas umlamelares (C2), micelas invertidas (C3) v fases cubicas (C4).
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Otra estructura cuantitativamente importante es la fase hexagonal invertida
(Hp). En este caso, los lipidos se disponen en estructuras cilindricas dentro de las
cuales, la probabilidad de encontrar lipidos cuyos ges longitudinales se presenten
perpendiculares al campo es menor (de Eruift v col,, 1985) Esto da lugar a un
espectro con perfil invertido respecto al antemor (Figura I15R}, es decir, con un
hombro a alto campo y un pico a bajo campo Ademas, la difusidn de lipidos
alrededor del cilindro genera un movimiento adicional, lo cual lleva a una
disminuctdn de la anisotropia de desplazamiento quimico que se observa en el

estrechamiento del espectro (Seelig, 1978, Cullis v de Eruyff, 1979

Finalmente, en aquellos sistemas lipidicos donde la reorientacidn molecular
se produce en todas las direcciones posibles (movimiento 1sotrdpico), el promedio de
todos los movimientos da lugar a una Onica resonancia estrecha v centrada en 0 ppm
(Figura I1.5C). Esto sucede en el caso de lipidos que forman micelas normales o
mvertidas (C1 y C3), en vesiculas unilamelares pequefias (C2), v en estructuras con

fases cibicas (047

1.4. Especiroscopia de infrarrojo.

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica biofisica de baja resolucidn
que, a pesar de no proporcionar una informacidn estructural detallada, permite
avanzar en el estudio estructural de las moleculas bioldgicas. Esta técnica se basa en
los cambios en la energia vibracional de los enlaces quirnicos debido a la absorcidn
de la radiacidn del infrarrojo medio del espectro electromagnético (de 400 a 4000

an™y.

Las vibraciones caracteristicas de atomos unidos de forma covalente pueden
clasificarse en dos tipos principales, las vibraciones de fensidm, que se deben a
cambios en la distancia o longitud de los enlaces, v las wibraciones de deformacion,

que corresponden a cambios en los angulos de enlace (figura I &)

Debido a los diferentes modos vibracionales de los atomos, la mayoria de los

espectros de infrarrojo de los sistemas bioldgicos, son bastante complicados. Ciertos
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grupos de dtomos originan bandas vibractonales cerca o en la misma frecuencia,
independientemente de la molécula a la que pertenezcan, constiuvendo lo que se

conoce como “ frecuencias caracteristicas de grupo”™.

- — -+ -+ T
O—a0— O O o
+ + 4 *
Tension Tenson D eformadn D eformacion
ST Elrica sl elrica

NN AN O

Figura IL6. Esguetna coh los fipos de vibraciohes hormales eh mha molécala friatomica lineal
(A) ¥ no ineal (B). Los desplazamientos atbmicos estan representados por fechas (en el plane) ¥ por
log simbolos — y + (fuera del plano}. Tomado de Arrondo vy eol. (1893).

La frecuencia de vibracion de los dtomos vwo los grupos quimicos puede verse
afectada por su entorno molecular, mediante factores intra- o intermoleculares. Entre
los factores intramoleculares destacan la simetria, la masa atdmica de grupos
adyacentes y la electronegatividad, mientras que entre los intermoleculares destaca la
formacién de puentes de hidrdgeno, a pesar de que en muchos casos, el puente de
hidrdgeno tambien puede ser intramolecular. Los modos vibracionales mas afectados
por los puentes de hidrdgeno son las vibraciones de tensidn de los grupos donadores,
los cuales disminuyen su frecuencia en varios clentos de nimeros de onda, mientras
que la frecuencia de wibracidn de los grupos aceptores, como por ejemplo el C=0,

disminuye entre 5y 25 am’™ (Arrondo v col. 1993

Dado que la frecuencia de vibracion de un determinado enlace varia segin su
entorno molecular, existe una relacidn directa entre el estado o 1a estructura de una
molécula y las frecuencias de vibracidn de sus grupos. Esto es lo que permite utilizar
la técnica de espectroscopia de infrarrojo para el estudio de las transiciones de fase
de los sisternas fosfolipidicos o para el estudio de la estructura de proteinas. En el
caso del analisis de la estructura de las proteinas, a pesar de que la espectroscopia de

infrarrojo no proporciona pardmetros absolutos como la difracoidn de rayos X o la
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espectroscopia de R bidimensional, si permite un estudio rapido y sencillo de la

estructura secundaria de las proteinas en disolucidn.

En los modernos equipos de espectroscopia infrarrojo, dado que utilizan una
sefial de tipo digital, el procesamiento de los datos se ha simplificado bastante,
realizandose en ordenadores y pudiendo asi determinar con una elevada precisidn la
frecuencia v la anchura de una banda (Kauppmen y col, 1981} Ademds se puede
mejorar facilmente la relacidn sefial/rudo por medio de la realizacidn de un nimero
creciente de espectros. Uno de los factores que afecta a la relacion sefialruido
anterior es la presencia de vapor de agua, la cual produce muchas bandas de
vibracidn en las regiones de interés. Para evitar esto, se utilizan tampones preparados

en agua deuterada v la camara de medida se somete a un flujo continuo de aire seco.

1.4.1. Grupos vibracionales de fosfolipidos.

Las perturbaciones inducidas por diferentes factores sobre los fosfolipidos se
pueden determinar mediante espectroscopia de infrarrojo a través del efecto que
tienen sobre diferentes grupos vibracionales del lipido, como los grupos metilo v
metileno de las cadenas hidrocarburadas, 1a regidn interfacial v la cabeza del grupo
polar (Arrondo y col, 1993, Casal y Manstch, 1984). La tabla II1 resume las

principales vibraciones de los fosfolipidos.

a) Cadenas hidrocarbiradas.

La frecuencia de las vibraciones de tensidn simétrica y antisimétrica del
grupo metileno (v(CHy) v v (CH;), respectivamente) depende de la conformacion
de las cadenas acilicas y responde a los cambios del estado de fase dependientes de la
temperatura, concretamente a la relacion de 1sémeros fransigatiche de las cadenas
hidrocarburadas de los lipidos (Mantsch y McElhaney, 1991). De esta forma, la
frecuencia de las wibraciones de tensidn simétrica y antisimétrica de este grupo,
cuando los lipidos experimentan la transicion de fase de gel (1someros todo-frarns) a
liquido-cristalina (isémeros gawuche), aumenta desde 2849 v 2917 am’™, a 2853 v
2923 cm'!, respectivamente (Tamm v Tatulian, 1997). Por otro lado, las vibraciones
de tensién de los residuos metilo terminales, W(CHs), se sittan a 2870 cm’ (tensidn

sinetrica, vi{CHz)) v 2956 e’ (tensién antisimétrica, va(CH.
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Por su parte, las vibraciones de deformacidn de los residuos metilo, CHs,
producen bandas cercanas a 1464 am’ (deformacién asimétrica) v a 1380 cm’
{deformacidn simeétrica). Las vibraciones de deformacidn del grupo metileno, CH;,
produce bandas alrededer de 1470 e, cuyo mimero v frecuencia depende del
empaquetamiento v la conformacion de las cadenas acilicas (Mantsch v McElhaney,

19913,

Tabla I1.1. Frincipales vibra clones de los fosfolipidos. 5e muestrala localizacion de las wibraciones
caracteristicas, asi como su asignacion v simbologia

Numero de onda (cm'l) Asgignacion Simbolo
2056 CH, tensi on antisitnétrica v (CH;)
2923 CH, tensidn antisimétrica v, (CH,)
2870 CH, tension simeétrica v, (CH;)
28353 CH, tensidn simeétrica v, (CH,)
2195 D, tensi 6n antisimétrica W [CD5)
2090 CD, tensidn simétrica W, (CDg0

1750-1600 C=0 tensidn w (=0}
1380 CH, deformacidn simétrica & (CH,)

1220-1240 FO* tensidn antisimétrica V.l POZ')

1160-1170 C-0 tensidn antisitnétrica v, (CO-0-C0
1090 PO tensidn simétrica v, (PO
1070 R-0-P-O-R’ tensién v (C-0-PO*)

by Region imterfacial.

Las bandas mas importantes originadas en la regidn interfacial de los lipidos
aparecen en la regién 1750-1600 am™ v se deben a las vibraciones de tensién del
grupo carbonilo involucrado en el enlace éster, w{C=0). Estas bandas corresponden a
cambios en su microambiente, como la formacion de puentes de hidrogeno v la
polaridad. Se han observado dos componentes en la banda del carbonilo de los
fosfolipidos, uno centrado a 1742 cm™ ¥ ofro a 1728 am™. Los cambios en intensidad
en la fase de los lipidos, observados en los componentes a alta y baja frecuencia del
V(C=0) en funcién de la temperatura, se deben a los grupos carbonilos deshidratados

e hidratados, respectivamente (Blume v col., 1988, Lewis v col, 1954,



86 Capifulo II

c) Cabeza polar.

Las bandas vibracionales mas caracteristicas de la cabeza polar de los
fostolipidos son las que se originan a partir del grupo fosfato (PO,7. Este grupo
fosfato es muy sensible a los puentes de hidrégeno v a las interacciones con cationes
v peptidos. El modo de tensidn antisimétrica del fosfato aparece aproxidamente a
1240 cm’ en condiciones de deshidratacién, mientras que en condiciones de
hidratacién disminuye a aprozimadamente 1220 e’ (Wong v Mantsch, 1988). Por
otro lado, el modo de vibracién simétrica del fosfato aparece en torno a 1090 cm™
(Arrondo v col, 1984) v es menos sensible a la hidratacicn, a diferencia del modo de

vibracidn antisimetrica.

1.4.2. Modos vibracionales en péptidos ¥ proteinas.

La espectroscopia de mfrarrojo puede proporcionar informacidn sobre la
estructura de proteinas, pues se ha demostrado la correlacidn empirica entre la
frecuencia de vibracidn v el motivo estructural predominante en proteinas que habian

sido estudiadas por difraccidn de rayos 2 (Ellict ¥ Ambrose, 19500

Los enlaces amida (grupo CO-NH) de polipéptidos y proteinas presentan
nueve posibles modos vibracionales caracteristicos, llamados bandas amida, que se
recogen en el espectro de infrarrojo; A (3300 e, B (3100 cm™, T (1650 em™), 11
(1550 cm™), IIT €1300 am’™, IV (725 em™), V (625 cm’™™), VI (600 o', VII (200
am’™™). Estos modos vibracionales fuercn descritos a partir del analisis de la molécula
mas sencilla con enlace peptidico, la N-metil-acetamida diyazawa y col, 1958)
Estudios de éste v de otros modelos moleculares sencillos han permitido establecer
las frecuencias caracteristicas de cada banda amida v las contribuciones de las

distintas vibraciones de enlace a cada una de ellas (Tabla IT.2).

La banda amida I, que aparece entre 1600 v 1700 cm’', es el modo
vibracional mas usado para el analisis de la estructura secundaria de proteinas en
disclucidn, va que presenta mavor intensidad y la contribucidn de las cadenas
laterales es menor (Arrondo v col 1993) No cbstante, se pueden utilizar otros

modos, como las bandas amida 0 v armida IT, para estos estudios estructurales
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Tabla IL2. Frecuencias caracteristicas de las bandas amida. Se indica también las diferentes
contribuciones de las distintas wibracmes de enlace a cadabanda

Modo Frecuencia (cm'lj Descripcion*
Ay 3300 WH, {10085}
B 3100 WH, {10085}
I 1650 CO, (80%), CN_, CCN,
i 1550 WH,, (s0%0), CH, (4080), CO,, CC_ NC,
I 1300 CN, (40%0), MH, (30%), CC, (20%), CO,,
W 725 NH,,, CI,
v 625 Oy, (40%0), O, (30%), CNC,
VI &00 CQ,,, CH,
VIiIo 200 MNH,,, CM, CO,,

(*) s, vibracén de tension, d, deformacon; th, fexon en el plano; ob, fexmon fuera del plans; t,

tors16m.

La banda amida I corresponde principalmente a la vibracion por tensidn del
grupo C=0 de los enlaces peptidicos (80%4), v ademas tiene algunas contribuciones
de la wvibracion por tension del enlace CN (10-15%), v de la vibracion de
deformacién del enlace CCMN (5-10%0). La frecuencia real de la amida I viene
determmada por la geometria de la cadena polipeptidica v de los puentes de

hidrdgeno.

Labanda amida II se debe a la vibracidn de flexidn del grupo N-H (60%) v a
la de tensidn del grupo C-I @08%). Ambas incluyen vibraciones debidas a grupos

presentes en las cadenas laterales de los aminoacidos.

La banda armuida IIT proviene de la vibracion de tensidn de los grupos C-N

(40800 v C-C (20%) v de la vibracidn de flexidn del grupo N-H (3084,

La introduccidn de aparatos cada vez mas avanzados, como los basados en el
interferémetro  de Michelson (llamados espectrofotémetros de infrarrojo por
transformada de Fourner, FT-IE), permite obtener espectros de mayor resolucidn,

con una alta relacidn sefial/ruido. Ademas, requieren menor cantidad de muestra, 1o
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cual es ofra ventaja pues se evitan los posibles problemas de agregacidn molecular a
altas concentraciones de proteina. Dre esta forma, es posible obtener cada vez mejores

espectros de proteinas en disolucidn,

Por otro lado, las moléculas de H, O presentes en el tampon de disolucidn,
absorben en toda la regidn infrarroja del espectro, incluso en la banda amida I, donde
muestran una fuerte absorcién a 1645 cm''. Para evitar contribucion del H,0, el
estudio suele hacerse inicialmente utilizando tampones de disolucién preparados con
agua deuterada (D,0) En estas condiciones, las fuerzas de los enlaces varian y las
frecuencias de vibracidn del agua se desplazan a frecuencias menores vy asi, la banda
que aparecia a 1645 e’ en H,0, aparece ghora a 1215 em™ en DO YV ¥a no
coincide con la banda amida I, la cual ahora se dencmina banda amida I’ El
intercambio ID afecta a los componentes de la amida I, lo que puede serUtil en el

proceso de asignacion

Existe una relacidn entre la frecuencia o posicidn de la banda amida Ty el tipo
de estructura secundaria de una proteina. Se han asignando las frecuencias
vibracionales caracteristicas de distintos tipos de estructura secundaria mediante el
uso de diversos modelos polipeptidicos, como q-poli-L-alanina, p-poli-L-alanina o el

giro B de CH;-CO-(Ala)y-MH-CH;, entre otros (Bandekar, 1992).

La Tabla II.3 muestra las frecuencias asignadas a las componentes de la
banda amida I en H,Q v en D0 (Arrondo y Gofi, 19990 Algunas estructuras
presentan diferentes frecuencias en cada medio. Asi, el espectro obtenido de una
proteina puede tener una forma diferente de H, O a D0, sin que eso indique que se

vea afectada la estructura o la actividad bicldgica de la proteina.

Las vibraciones centradas alrededor de 1650 cm” se consideran
caracteristicas de estructuras helicoidales Asi, se admite la asignacion de hélice o a
las vibraciones en la regidn 1648-1653 em™ (Arrondo y col., 1993), aunque se han
encontrado excepciones como la estructuras helicoidales con diferentes angulos
diedros que aparecen en la bacteriorrodopsina y cuya vibracion esta centrada en 1660
cmn” (Rothschild v col., 1979, o la hélice 3, con bandas de absorcidon a diferente

frecuencia en funcion de la longitud de la hélice, siendo las mas cortas las que vibran
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alrededer de 1660 am™ v los segmentos mas largos los que lo hacen a menor niimero
de onda (Retsdort v col., 195943,

Las vibraciones méas frecuentes de las estructuras extendidas se encuentran
alrededor de 1630 em™ v a 1675 cm’' en D,0 (1630 em™ v 1690 cm™ en H,CO)
(Arrondo v Gofil, 1999), aunque se han observado bandas a menores nimeros de
onda, las cuales han sido asignadas a estructuras extendidas formadas por residuos
que estan implicados en puentes de hidrégeno intermoleculares, como en el caso de
contactos mondmero-mondmero (Arrondo ¥ col., 1988, 1994h), proteinas agregadas
(Surewicz y col, 1990, Muga y col, 1993) o contactos con lipidos en las
lipoproteinas (Herzyclk v col., 1987, Goormaghtigh v col, 1989)

La estructura desordenada aparece a 1657 e’ en H,0, solapandose con la
hélice o En cambio, en DO la vibracidn de esta estructura se desplaza a 1643 em™t
Las bandas atribuidas a bucles (Fabian v col., 1992) 0 a acoplamientos entre halices

(Heimburg v col, 1996, Reisdorf v col, 1996) también aparecen hacia 1644 e

Finalmente, entre 1660-1700 e se encuentran diferentes bandas asignadas

a giros de manera no especifica (Krimm y col., 1980; Mantsch v col., 1993

Tabla II3. Adgnacion de las componentes de la banda amida I a cada fipe de conformacion
estin ciural.

Frecuencia (cm")
Asignacién H,O D,O
giros 3 1700-1660 1700-1660
hoja 3 antiparalela 1690 1675
hélice o 1648-1658 1650
esdructura desordenada 1656 1643
bucles 1644 1643
hoja 3 1632 1632

Las diferencias en el nimero de onda para una misma estructura o, incluso,
algunas diferencias con los calculos tedricos o los resultados obtenidos con

homopolipéptidos, pueden deberse a la complepidad proteica, ya que cambios
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pequefios en el entorno, la estabilizacidn de las proteinas por interacciones de tipo
terciario o la presencia de estructuras distorsionadas pueden mfluir en la frecuencia

de vibracidn del enlace peptidico.

21 bien la asignacidn de frecuencias para modelos polipeptidicos es
relativamente sencilla, en el caso de proteinas esto es bastante mas complejo, ya que
la banda amida I esta constituida por la superposicidn de diferentes componentes
individuales que pueden relacicnarse con un elemento estructural concreto. Sin

embargo, hay técnicas que facilitan esta asignacidn, como son:

- La mstrumentacidén por transformada de Fourier, que permite obtener

espectros de alta relacidn sefial/ruido.

- Los procedumientos matematicos de desconvolucidn ¥ derivacidn (2°
derivada), que permiten la separacidn de los componentes a expensas de

aumentar el ruido, dando las posiciones aprogimadas de cada uno.

1.4.2.1. Obtencion de los especiros de infrarrofo y tratamienio de los datos.

Los espectros se obtuvieron en un espectrdmetro de infrarrojo por
transformada de Fourler Bruker Vector 22 equipado con un detector de mercurio-
cadmio-telurio (MCT), recogiéndose 128 interferogramas a una resolucidn nominal
de 2 e v apodizacién triangular. Se utilizaron los espectros con una alta relacién
sefial/ruido entre la referencia v la muestra, obtenidos en el mismo perfodo de tiempo
(doble haz). La camara de medida del espectrémetro se somet1d a una purga continua

cor aire seco para eliminar el vapor de agua atmosférico.

Las rmuestras se colocaron entre dos ventanas de Ca,F con espaciadores de
teflén de 25 pm (Bpecac, Eent, Eeino Unido) v se montaron en una celula
termostatizada SBpecac 20710, colocada en el interior de la camara de muestra del
espectrometro. A contimacidn, las muestras se equilibraron a la temperatura de
cornienzo del barndo, durante 20 minutos antes de comenzar la adgquisicidn de los
espectros. En las mismas condiciones se recogleron los espectros de los tampones

utilizados en cada caso.
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Todos los espectros recogidos fueron analizados v manipulados utilizando los
programas Spectra-Cale v Grams/32 (Galactic Industries Corp., Balem, NH) La
contribucién de la disolucidn tampdn se restd en cada caso a los espectros de las

muestras.

En el caso del analisis de la estructura secundaria de las proteinas, el
tratamiento de los datos v la descomposicicn de las bandas se realizo de acuerdo con
los procedimientos propuestos previamente (Arrondo v col, 1989, 19%4a) Asi, se
utilizaron técnicas matematicas de aumento de resolucidn, las cuales, a pesar de su
nombre, no aumentan la resolucidn espectral, sino que disminuyen la anchura de
todas las bandas componentes del espectro, de manera que aquéllas que estaban
solapadas se resuelven ahora como bandas separadas. Las tecnicas mas utilizadas en
la espectroscopia de infrarrojo son la descomvalucion v la derfvacion (segunda
derrvada) v se utilizan para calcular el mimero v las posiciones aprozimadas de las
distintas componentes de la banda amida I, asi como su anchura y altura Tanto la
desconvolucidn como la obtencidn de la segunda dertvada producen la amplificacidn
del ruido v del vapor de Hy O, por lo que el grado de estrechamiento de las bandas se
encuentra limitado por la relacién sefial/mido del espectro. La optimizacidn de los
parametros se debe realizar empiricamente, buscando la mejor resolucidn con el
minimo aumento del nivel de ruido. Lo mas 0til es aplicar ambas operaciones y
comparar los resultados. Para la desconveolucion se definen dos parametros, la
anchura de banda y el factor de aumento de resolucidn, & Buelen tomarse valores de
anchura entre 15 v 20 cm™ v entre 1,5 v 2,5 para k& En el caso del programa
Grams/32 (Galactic Industries Corp., Salem, NH), se utilizd un factor v de 8-10 (18-
20 am™) v un suavizado de 50-6C%4%. La derivacidn, por su parte, viene caracterizada
por la potencia v por el punto de corte, los cuales estan relacionados con el grado de
dervacidn v con el porcentaje de informacidn procesado, respectivamente. Se suele
utilizar una derivada de Savitzky-Golay de segundo grado v un suavizado de 7 a 13

em™ de anchura de banda.

Para detectar v cuantificar las distintas componentes estructurales de la banda
amida I, se utilizd el método basado en el qiuste de bandas (Curvefit, Grams 32,
Galactic Industries, Salem, WH, EET.TU.). La banda amida T’ del espectro original
(1600-1700 cm'™), a la que se le habia restado la contribucién del tampén v se habia
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corregido la linea de base, se sometid a este programa de ajuste de bandas Este
programa requiere micialmente la introduccidn de diferentes parametros {uimero,
posicidn, anchura, altura v forma de las bandas componentes). El nlmero ¥ posicion
de las componentes habia sido estimado previamente mediante la desconvolucidn v
la segunda derivada (Kauppinen v col,, 1981, Cameron y Moffat, 1987). Ademas, la
segunda dertvada nos proporciond informacidn sobre la anchura (Cameron v Moffat,
1984). Para la altura se asignd un 984 de la intensidad en el espectro original a las
bandas en los extremos v en el maximo de la banda armida I, y un 709 al resto de
cornponentes (Abbot ¥ col | 19910, Finalmente, para determinar la forma de la banda
se utilizd la aproximacidn de una mezcla de curva gaussiana (90%) v lorenciana
{104} Estos parametros se utilizaron como valores iniciales en un proceso iterativo
de minimos cuadrados, cuyo resultado fue una combinacidn de wvalores que
reproducia el perfil de la banda amida I' obtenida experimentalmente. Después, el
porcentaje de cada estructura se calculd como el porcentaje del drea bajo cada banda

cotnp onente respecto al drea total de la amida I"

En la Figura IL.7 se muestran los espectros completos del dominio C2 de
FE.Cv (linea continua), de su tampdn (linea discontinua) y de la sustraccidn (espectro

inferioth en D, 0.

| I | I | I |
1200 1700 1500 1300
Mimero de onda {ormrt)

Figura I1.7. Especiros de infrarrojo del dominio C2Z de FKCy. En la parte superior se muestran los
especiros obtemudos de 1a proteina (linea continua), de s tamp on (linea discontinua), mientras que en
laparte inferior aparece la sustraceion de ambos en D;0.
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En la Figura I1.3 se muestran los espectros del dominio C2 de PECv en la
regién de la banda amida I en DO (A), su segunda derivada (B) v su desconvolucidn
() Ambos procedimientos matematicos dan aproximadamente el mismo nimero de
bandas v, practicamente, en las mismas posiciones. Como ya se ha comentado
anteriormente, puede ocurrir un desplazamiento de la frecuencia de alguna de las

bandas del espectro en D;0 con respecto al espectro en Hy O.

A

o I ! | ! i ! |
1o 16875 1650 1623 1a0n
Mumero de onda {an 1)

Figura IL8. Especiros de infrarrojo del dominio C2 de PKCy. 5S¢ muestra labanda amuda I” de los
espectros de laproteina en tampdn D0 (A) 51 segonda derivada (B) v su deseonveluaon (C).
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1.4.2.2. Espectroscopia de infrarrofo de correiacion bidimensional (2D-IR).

La espectroscopia de infrarrojo de correlacion bidimensional (2D-IR) es una
tecnica donde una mtensidad espectral es representada en funcidn de dos variables
espectrales independientes, como por ejemplo, el niimero de onda, la frecuencia o la
longitud de onda Los ejes de las variables espectrales independientes definen un
plano bidimensional ¥, de esta forma, la intensidad espectral puede ser dibujada a lo
largo de un tercer eje. Mediante este tipo de analisis, se puede obtener
frecuentemente informacidn adicional muy Gtil, que no era disponible a partir de los

espectros convencionales unidimensionales.

El concepto basico de la espectroscopla bidimensional se desarrolld
nicialmente en el campo de la resonancia magnética nuclear hace méas de veinte afios
(Bax, 1982, Ernst v col,, 1987). Un experimento de espectroscopia bidimensional se
puede llevar a cabo con un espectrofotdmetro convencional introduciendo una
perturbacién externa relativamente lenta en el sistema de interés Esta perturbacién
no tiene por qué ser una serie de pulsos dpticos ultracortos Beleccionando un
fendmeno relativamente lento como perturbacidn, se pueden observar las respuestas

caracteristicas de un sistemna utilizando un espectrofotdmetro convencional.

1.4.2.2.1. Espectroscopia bidimensional basada en una perturbacion.

La Figura IL9 muestra el esquema basico de un experimento de
espectroscopia de correlacion bidimensional basado en una perturbacion externa. En
una medida tipica de espectroscopia unidimensional, una prueba electromagnética se
selecciona ¥ se utiliza para estudiar el sisterna de interés. En cambio, la correlacidn
bidimensional aprovecha una perturbacion externa adicional aplicada durante la

medida para estimular el sisterna de interes.

Larespuesta del sisterna a la perturbacidn aplicada manifiesta con frecuencia
una respuesta con unas variaciones caracteristicas en el espectro dptico, lo cual se
conoce como espectro dindmico. En un experimento tipico, se recoge de forma
secuencial una serie de espectros dinamicos inducidos por la perturbacidn, los cuales
son manipulados matematicamente mediante un esquema sencillo para obtener el
espectro de correlacidn bidimensiconal deseado. La perturbacidn aplicada puede ser el

tiempo (correlacion bidimensional resuelta en el tiempo, Moda, 1989, Marcott v col,,
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19943, la temperatura (Czaki y col, 1997), la presion (Magtoto v col,, 1999), la
concentracidn (MeClure ¥ col, 1996), diversos factores de estres (MNoda y col., 1999)
o el campo eléctrico (Ataka v col, 1998), entre otros parametros. Cada perturbacion
afecta al sisterna en una manera Unica y selectiva, gobemada por mecanismos de
interaccion especifica que relacionan el estimulo macroscopico con las respuestas a

nivel microscdpico o molecular de los constituyentes individuales del sistemna.

becanica
Electrica
Cuimica
Perturhacion Magnekica
Oahca
Tertica

P b .
rreha —— | Sistema

|

Espectro dinamico

'

Analisis de correlacion

|

Espectro de correlacidn
bidimensional

clectromagnética

Figura I1.9. Esquetna geheral para la obifehcion de un espectro de correlacion bidimensional.
Tomado de Hoday col. (2000,

1.4.2.2.2. Andiisis de correlacion bidimensional
&) Espectro dindamico.

Consideremos un cambio en la intensidad espectral inducido por una
perturbacidn, y(w.£), observado durante un intervalo de una variable externa £, entre

Tmin W T.wa'.r-

Esta variable externa f puede ser el tiempo o cualquier otra medida fisica,
como la temperatura, la presidn, la concentracidn o el woltaje, entre ctros. La variable
espectral v puede ser cualquier indice utilizado en espectroscopia, como el nbmero de

onda, la longitud de onda o el dngulo de diffaccidn de rayos-3C
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El espectro dindmico F4n5 de un sisterna afectado por una perturbacion

externa se define formalmente como

y["u,r) _f[‘l})’ para de: ZtZ Tmi.vz
o) = W

0, parael restn

donde ¥ es el espectro de referencia del sisterna.

La seleccidn de un espectro de referencia adecuado no esta fijada, aunque en
la mayoria de los casos, se suele fijar F(v) como el espectro estacionario o el

espectra medio definido por

T
I ey
ﬁ(v) - Tma'.r_ Tmz’n -/ J"f"“':f) dr <2)
Tt

En algunos casos, es posible seleccionar el espectro de referencia como un
espectro ohservado en un punto de referencia fyjado ¢ = Ty, el cual puede ser el
estado original antes de aplicar la perturbacion, al mnicio de la perturbacidn, al final
de la misma o después de equilibrarse una vez finalizada la perturbacidn. En otros
casos se puede tomar incluso la media de los espectros recogidos durante la
aplicacidn de la perturbacidn. Incluso puede ser considerado como cero, en cuyo
caso el espectro dinarmico es idéntico a la varacidn observada en la mtensidad

espectral.

b) Funcion de correlacion bidimensional.

La cotrelacién bidimensional es simplemente una comparacion cuantitativa
de las variaciones en las intensidades espectrales observadas en dos wariables
espectrales diferentes durante un intervalo de observacidn entre Ty ¥ Twer El

espectro de correlacidn se puede expresar como
X (v v =< Jur L v 7= 3

La intensidad de correlacidn bidimensional X vy, vy representa la medida de
una comparacion funcional de las variaciones en las intensidades espectrales Fiv.f)

medidas en las diferentes vanables espectrales, vr v va, durante un intervalo fijo de la
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variable externa £ Los simbolos < > indican una operacion matematica, conocida
como funcidn de correlacidn, disefiada para comparar la dependencia de las dos
variables v; v vy en £ El hecho de que la funcidn de correlacidn definida en la
ecuacion (3) sea calculada entre las variaciones de intensidad espectrales medidas de
las variables independientes vy y vy, lleva a la naturaleza bidimensional de este

analisis de correlacién particular.
Se adopta la convencidn de tratar X vy, vz como el nimero cormplejo
Xrvz= Qg vn + ¥, v “)

el cual comprende dos componentes ortogonales (una real ¥ otra tnaginaria),
conocidas como intensidad de correlacidn bidimensional sincrona v asincrona,
respectivamente. La intensidad de correlacion bidimensional sincrona $vy,va
representa la similitud general entre dos variaciones de intensidad espectral
separadas medidas en diferentes variables conforme cambia el valor de £ Por otro
lado, la intensidad de correlacién bidimensional asincrona ‘Wivpvy) puede ser
constderada como la medida de la diferencia general de las vartaciones de mtensidad

espectral.

¢) Correlacion bidimensional generalizada.

La correlacidon bidimensional generalizada define formalmente la ntensidad
de correlacidn sincrona y asincrona como
TI:(T _ Tm:’n} / J'(CO) 2 (Cﬂ) o (5)

My

Ky, v, =

El témino ¥; (@) es la transformacidn de Fourier de la variacidn de

intensidad espectral ¥(v; .£) observada en la variable vy v se define como

e

7, (a:.)=f Fv tletwf dt (6)

-

La frecuencia de Fourier @ representa la componente de frecuencia individual

de la variacion de #ivr ,£) medida a lo largo de la variable externa £
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De 1gual forma, el término conjugado, 7 (o), es la componente de Fourer
de la variacidn de intensidad espectral ¥ ,£) observada en la variable vy v definida

COT0

B @y=f po,genenas @

d) Compitacion niumérica de los espectros bidimensionales.

Para una serie m de espectros dinamicos recogidos durante el mtervalo de la
variable externa f entre Ty ¥ Twsr en incrementos equivalentes, Af = (T —
Twin)f (m-1), la intensidad de correlacidn bidimensional sincrona viene definida por la

ecuacion

Dlv,, v,) =ﬁ2 Fifv, ) Fitva) (8)

i=1

donde ¥ (v es la intensidad espectral en un punto de la variable fisica £,

Vi ) =Jlv .ty i=1,2,.. &

Para una serie de datos con espectros que no se encuentran espaciados en £ de
forma equivalente, debe realizarse un ajuste adecuado para convertir los datos en una

serie espaciada de forma equivalente.

La computacidn de la intensidad de correlacidn bidimensional asincrona es
mas complicada Hay diferentes maneras de estimar el espectro asincrono, siendo el
método més eficiente v simple actualmente para estimar el espectro asincrono el que

viene dado por

Ly

‘I_il o
PV, V) = ] ;lj"}f’vf)' Z Wy - Fofv) (10}

i=1

Eltérmino Wy corresponde al elemento de la fila § ¥ columna 7 de la matriz de
transformacidn discreta de Hilbert-Noda dada por
0,4dj=4Fk

jﬂk - ji en ofto cazo l:] 1}
mh—j)
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1.4.2.2.3. Propiedades de los espectros de correiacion bidimensional.
i) Especiro sincrone.

La intensidad de un espectro de correlacion bidimensional sincrono © v, va)
representa los cambios coincidentes o stnultaneos de las variaciones de mtensidad
espectral medidas en v, vy vz durante el mtervalo de la variable externa definida ¢
entre Ty ¥ Twsr La Figura IL10 muestra un ejemplo esquematico de un espectro de
correlacion bidimensional sincrono dibwjado como mapa de contorno. Este espectro
es siempre simeétrico respecto a la diagonal (v, = v;) Aparecen picos de correlacidn

tanto sobre la diagonal como fuera de ella.

pa +
—© D
- 5]
¢ i
N 2
B 5
+ S
®) - A
A E - D

MNumero de onda, v,

Figura IL10. Esquema del mapa de conforno de wn especiro de correacion sincrono. En la
fiagonal sparecen log autopicos, mieniras que fuera de ella se encuentran los preos cruzados El signo
de log picos s muestra a lado de cada uno. Los pieos de signo negabvo aparecen sombreados,
mientras que los positives aparecen de blaneo. A su wvez se representan los dos cuadrados de
correlacidn posibles, entre los mimeros de onda 4 v C ylosoimeros deonda By D

La picos localizados en la diagonal se denominan awfapicos (en la Figura
II1o, &, B, C v D) son siempre positivos ¥ su intensidad corresponde
matemnaticamente a la funcidn de autocorrelacidn de las variaciones en la ntensidad
espectral observadas durante el mtervalo entre T ¥V Twar La magnitud de la
intensidad de un autopicorepresenta el alcance global de la variacidn en la intensidad
espectral observada. Asi, cualquier regidn del espectro que cambie su intensidad en

gran medida bajo una determinada perturbacidn, presentara un fuerte autopico,
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mientras que las regiones que permmanecen practicamente constantes desarrollan
pocos o ningln autopico. Es decir, un autopico representa la susceptibilidad general
de la correspondiente regidn espectral a cambiar la intensidad espectral cuando una

perturbacién externa se aplica al sistema.

Los picos localizados en posiciones diferentes a la diageonal se denominan
plcas crizados v representan cambios coincidentes o simultaneos de las mntensidades
espectrales observadas en funcidn de las vartables v, v v, Tal cambio sincronizado
ugiere la posible existencia de un origen relacionado o acoplado de las variaciones
en la imntensidad espectral. Con frecuencia es 0til dibujar un cuadrado de correlacidn
uniendo los pares de picos cruzados sitnados en las partes opuestas respecto de la
diagonal con los autopicos correspondientes para mostrar asi la existencia de una
variacién coherente de las intensidades espectrales. En el ejernplo de la Figura IT 10,
los autopicos & v O estan correlacionados de forma sincrona, al 1gual que los
autopicos B y D, De esta forma, se pueden dibujar dos cuadrados de correlacidn

diferentes entre los nimeros de onda citados anteriormente ¢4 con C v B con D).

El signo de los picos cruzados puede ser positivo o negativo, seghin sea el
camnbio observado en las intensidades espectrales. Asi, 1 las intensidades espectrales
de las dos variables correspondientes a las coordenadas del pico cruzado aumentan o
dismunuyen a la vez, en funcidn de la variable externa ¢ en el intervalo observado, el
signo serd positivo. En cambio, el signo del pico cruzado sera negativo cuando una
de las intensidades espectrales aumente mientras la otra disminuya. En el ejemplo, el
signo del pico cruzado de coordenadas (A, C) es negativo, lo cual indica que la
intensidad de una banda aumenta mientras la otra disminuye. En cambio, el signo del
pico cruzado (B, D) es positivo, lo cual muestra que ambas bandas aumentan o

disminuyen a la vez.

b) Espectro asincrono.
La Figura IT.11 muestra un ejemplo de espectro de carrelacidn bidimensional
asincrono. La intensidad de un espectro asincrono representa los cambios

secuenciales de la intensidades espectrales medidas en las variables v, v v,

A diferencia del espectro sincrono, el espectro asincrono es antisimetrico

respecto a la diagonal Mo tiene autopicos y consiste exclusivamente en picas
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crizadeos localizados en posiciones distintas de la diagonal, cuyo signo puede ser
positivo o negativo. Be pueden formar los cuadrados de correlacidn asincrona
uniendo los picos cruzados con las correspondientes posiciones de la diagonal. En el
ejemplo, se observa correlacién asincrona entre lasbandas Ay B AvD By CyCy

D. As=i, podemos formar cuatro cuadrados de correlacidn asincrona entre los mismos,

Los picos cruzados de correlacidn asincrona solo se forman =1 las intensidades
de dos variables espectrales cambian de forma desfasada entre si, es decir, con
retraso o con adelanto una respecto a la otra. Esta caracteristica es especialmente 0til
a la hora de diferenciar bandas solapadas que surgen de seflales espectrales de
diferentes origenes. Por ejemplo, se pueden diferenciar asi las diferentes
contribucicnes a la intensidad espectral procedentes de los distntos componentes
indwriduales de una mezcla compleja, los grupos funcionales quimicos que
experimnentan diferentes efectos bajo la accidn de un factor externo o los materiales

no homogéneos formados por miltiples fases.
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Figura IL11. Esguema del mapa de cohtorho de wm especito de corrdacién agnhcroho. Se
muestran los picos cruzados, junto con su signo, fuera de la diagonal. Los pieos negativos aparecen
sorahreadns, mientras oque los positives aparecen de blanco. A su wer, se representan los cuatro
posibles cuadrados de correlacidn, entre los nmimeros de onda A-B, 4-D, B-C ¥ C-D.

El signo de un pico cruzado asincrono es positivo si el cambio en la

intensidad espectral de v, ocurre predominanternente antes que el cambio en vy, en el
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orden secuencial de £ En cambio, el signo serd negativo st el cambio ocurre después
de v, Esta regla, no obstante, debe cambiarse si la correlacion sincrona en esa
posicidn es negativa, es decir st @ (v, , v2) < 0 Moda y col, 20003 Asi, en el gemplo
de la Figura IL11 y teniendo en cuenta el mapa de contorno del espectro de la
correlacidn sincrona (Figura IL 100, los cambios en la intensidad de lasbandas A vy C

ocurren después de los cambios en B v D.

1.5. Espectroscopia de fluorescencia.

Las moléculas son capaces de emitir luz como consecuencia de la absorcion
de una radiacion electromagnética. Este fendmeno nos puede proporcionar
mfiormacidn sobre aspectos de la estructura v dinamismo de las moleculas, asi como

del entorno que las rodea.

Cuando una molécula absorbe un fotdn, un electrdn de la misma pasa desde el
estado fundamental de minima energia al llamado estado excitado. Una vez en este
estado exaitado, el electrdn tiende a waolver al estado fundamental de diferentes
formas. El electrdn excitado pierde su exceso de energia por colision v cae a un nivel
vibracional de energia menor, hasta llegar a cualgquiera de los niveles vibracionales
del estado fundamental En este proceso, el electrdn emite energia en forma de
radiacidn electromagnética en el proceso que se conoce como fluorescencia
(Lakowicz, 1983)

Las moléculas capaces de excitarse v emitir posteriormente fluorescencia se
conocen como moléculas flucrescentes o fluordforos. Estas moléculas fluorescentes
pueden ser constituyentes del sisterna o puede tratarse de sondas moleculares

artificiales externas al sistema en estudio,

Existen diversas moléculas bioldgicas que contienen fluordforos mtrinsecos o
naturales. Asi diversos cofactores, como el MADH, la riboflaving, los nucledtidos de
flavina (FMN vy FAD), v los aminodcidos aromaticos de las proteinas son

flucrescentes.
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Mo obstante, con frecuencia, las propiedades naturales de fluorescencia en las
macromoléculas en estudio no son las adecuadas y pueden no ser sensibles a los
fendmenos que se desea estudiar. Para solucionar este problema, se afiaden
fluardforos extrinsecos al sistema para aumentar las propiedades espectrales. De esta
forma, se emplean compuestos como la carboxifluoresceina, compuestos derivados
del dangzilo o sondas hidrofdbicas de membranazs como el 1 &-difenilhexatrienc
(Lakowicz, 1983).

Existen diferentes técnicas de aplicacidn de la fluorescencia que utilizan los
cambios ocurridos en las propiedades flucrescentes de algunas moléculas para
reflejar la dindmica v el entorno que rodean a esas moléculas Entre ellas destacan el
estudio de la fluorescencia en estado estacionario, la atenuacidn de la fluorescencia,

la polarizacidn v la transferencia de energia, entre otras.

1.5.1 Fluorescencia intrinseca.
Una gran variedad de moleculas bioldgicas posee fluordforos intrinsecos. En
las proteinas, los amunodcidos aromaticos (riptofano, Trp, tirosina, Tyr, v

fenilalanina, Phe) pueden contribur a la fluorescencia en la region ultravioleta.

La fluorescencia de las proteinas es excitada maximamente en la longitud de
onda de absorcidn de 280 nm o mcluso en longitudes de onda mayores. Asi, las
proteinas generalmente absorben la luz a una longitud de onda cercana a 280 nm v
emiten fluorescencia de forma maxima en el intervalo que se encuentra entre 320y

350 nm.

Como Phe no se excita a 280 nm, no se constdera como una sonda apropiada
para estudios de fluorescencia en proteinas. Por lo tanto, la absorcion de luz de las

proteinas a 280 nm se debe basicamente a los residuos de Trp v Tir,

Tyr es un aminoacido altamente flucrescente en solucidn, pero cuando se

encuentra en proteinas su emisidn es mas débil,

Trp es el aminoacido con mayor rendimiento cuantico de todos Los residuos

de Trp constituyen el 90% de la fluorescencia total de una proteina. Este fluordforo
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natural es altamente sensible a la polaridad del entorno que le rodea, por lo que se
puede utilizar para estudiar diversos fendmenos, como la interaccidn con membranas
v la unidn de ligandos, entre otros De hecho, la longitud de onda del maximo de
emision de flucrescencia del Trp puede utilizarse para describir la polaridad del
ambiente o entomo en que se encuentra. Asi, un maxmo de emision a baja longitud
de onda {alrededor de 330 nm) es indicative de un Trp en un entorno no polar (por
ejermplo, en contacto con las cadenas hidrocarburadas de fosfolipides), mientras que
un maximo de emision a alta longitud de onda (cercano a 355 nm) refleja un entorno
polar alrededor del Thp, quizas cercano a los grupos de cabeza de los fosfolipidos
(Heitz v col., 2002).

La uvnidn de ligandos a la proteina puede provocar determinados cambios
estructurales en la molécula que se traduzcan en una mayor o menor exposicidn de
los residuos de Trp, lo cual afecta a las propiedades fluorescentes de dicha proteina.
De esta forma, la fluorescencia intrinseca debida a los residuos de T de la proteina
se puede utilizar para analizar la unidn de distintos ligandos a la misma. Para ello
puede analizarse el cambio de la fluorescencia mtrinseca relativa (AF, ;) en presencia
de distintas concentraciones de ligando mediante la ecuacidn

F—-F

1 min

AF,, =

ra

Fmd‘x_me

donde F, ez la emisidon de flucrescencia observada a una determinada
concentracidn de ligando, F,,, representa la emision de fluorescencia intrinseca de la
proteina en ausencia de ligando ¥ Fuar €5 la maxima emision de fluorescencia en

presencia de una concentracion de ligando saturante.

1.5.2. Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FEET).

La transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) es una
técnica muy Util para determinar mteracciones entre biomoléculas. Bésicamente este
fendmeno consiste en la transferencia de la energia del estado excitado desde un
fluordforo donante a un aceptor. De esta manera, un fluordforo es excitado a una

determinada longitud de onda y emite la consecuente fluorescencia, la cual es quien
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excita al segundo flucrdforo, el cual a su vez emite flucrescencia Asi, tras excitar al
fluordforo donante, se recoge la emisidn de flucrescencia del fluordforo aceptor sdlo
en el caso de que haya transferencia de energia. Esta transferencia ocurre sin la
intervencidn de fotones v es principalmente debida al resultado de las interacciones

dipolo-dipolo entre el donante v el aceptor (Lakowicz, 1983)

La eficiencia de la transferencia de energia depende del solapamiento del
espectro de emisidn de fluorescencia del donante con el espectro de absorcion del
aceptor, la orientacion relativa de los dipolos de transicidn del donante y el aceptor v
de la distancia entre ambas moléculas. La Figura II 12 muestra el solapamiento de los
espectros de emisidn v excttacion del aminoacido Trp (que actuaria como donador) v

de un compuesto derivado de la molécula de dansilo (gue actuaria como aceptor).

Exeitacidn Ernisitm
danstlc A sl
B e ¥
i__.l"- /‘r \\,
Emisién 4 N
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' \\
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f b |
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| I I I I | [ I I I | I I I
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Figura IL12. Solapamiento de los especiros de emision ¥ excitacon del par utilizado en
transferencia de energia. Se muestra el espectro de emision del 77y (linea continua) ¥ los especiros
de exatacion (linea punteada) v de eoisidn (linearavada) de un compuesto derivado del danalo.

Esta eficiencia de la transferencia de energia de fluorescencia (&) se puede

medir experimentalmente y viene definida por la siguiente ecuacidn

,-7  F,-F
Fp
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donde Ty 1o son los tiempos de vida de flucrescencia del fluordforo dador en
presencia del aceptor v en ausencia del aceptor respectivamente, v F y Fp son la
emisidn de fluorescencia del dador en presencia v ausencia del aceptor,

respectivamente, en cada una de las condiciones experimentales utilizadas.

La eficiencia de la transterencia de energia nos permite calcular la distancia
entre el fluordforo dador v el aceptor, r, de acuerdo con la teoria de Farster (1966),
de la siguiente forma
RSf

F=——"—
Rf+re®

A partir de esta ecuacidn podernos deducir r

L6

Ry es un parametro conoctdo como la distancia crtica de Farster donde la

transferencia de energia es del 50 %

Dada la dependencia de la distancia existente entre los fluordforos para la
transferencia de energia, esta técnica ha sido utilizada ampliamente para medir
distancias, asl como para detectar interacciones entre moléculas (Corbalan-Garcia v
col., 1994, Cubbit v col, 1995, Hovius y col, 2000; Singleton v col, 2002). De esta
forma, podemos medir la unién de una proteina a membranas en funcidén de distintas
condiciones experimentales {como la presencia de distintos ligandos en diferentes
concentraciones). En estos casos, el Trp de la proteina sitve como fluordforo donante
v una molécula fluorescente en las membranas como aceptor. Se suelen utilizar
dertvados del dansilo incluidos en las vesiculas como aceptor La Figura .13

muestra la estructura de un derivado de dansilo utilizado en este tipo de pruebas.

Asi, la transterencia de energia sdlo serd posible cuando ambos fluordforos se
encuentren lo suficientemente cerca (0-100 A) En estos casos se puede estudiar la
interaccidén entre una proteina v membranas modelo de acuerdo con las ecuaciones

de la eficiencia de transferencia de energia anterionmente mencionadas.
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Figura I1.13. Esruchmra molecular de La sal de triefilamonio de A-(5-dimetllamino-naftalén-1-
sulfenil)-1,2-dih exadecanil-se-glicer o-5-Tof eetanolamina (dansil-DHPE o d-FE).

2. METODOS GENERALES.

2.1 Obtencion del dominio C2 de la PKC o, BIT ¥ v.

2.1.1. Construccion de los plasmidos de expresion.

Los ADN copia de PECeo v PECBI se obtuvieron gracias a la amable cesidn
de los Drs. Mishizuka v Ono (Universidad de Eobe, Eobe, Japon), mientras que el
ADN copia de FECv se obtuvo gracias a la amable cesidn del Dr Tobias heyer
(Escuela Médica Universitaria de Stanford, Stanford, CA | Estados TUnidos). Todos
los plasmidos de expresidn obtenidos se confirmaron por secuenciacidn de ADN en
los laboratorios de Sistemas Gendrmicos (Parque Tecnologico de Valencia, Paterna,

WValencia),

El proceso de construccidn de los plasmidos de expresidn se puede dividir en

las signientes etapas:

a) Amplificacion por PCR y digestion de los fragmentos de ADN correspondientes al
dominio C2 de las PEXC o, gy v

El fragmento de ADIT correspondiente al dominio C2 de la PECwo, formado
por los residuos arminoacidicos comprendidos entre el 155 v el 293, se amplifico por
PCR con los oligonucledtidos de secuencias 5 -CAAGAATTCAAGAGIGIGEC
GEATTTAC-3 v 5 -CAAAMGCTTGTATTCACCCTCCTCTTG-3 (Corbalan-
Garcia y col, 19997
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Para la obtencion por PCE del fragmento de ADIN correspondiente al dominio
C2 de la PELCBI, formado por los residuos aminoacidicos comprendidos entre el 157
v el 295, se utilizaron los oligonucledtidos de secuencias 5" -AAGGAATTCACA
CAGAMCGTCCGT-37 v 5" -AATAAGCTTTCATCCTTCCEGCGG-37.

Finalmente, para el fragmento de ADMN correspondiente al dominio C2 de la
PE.Cry, formado por los residuos amincacidicos comprendidos entre el 156 v el 293,
en la reaccion de PCR se utilizaron los oligommcledtidos de secuencias 57-AAGGA
ATTCATACAGAGIGCCGTG-3 v 57-ACCALGCTITCAGCTGCAGTTGTC-3’
(Fohout y col., 2002).

Todos los fragmentos obtenidos se sometieron a digestidn con las enzimas de
restriccion EcoRI y HindII (Roche Diagnostics GrmbH, Alemania). Los fragmentos
obtenidos por PCE vy asi digeridos presentaron unos tamafios de 414 pb para el

dominio C2 de la PECq, 417 pb para el dominio C2 de la PECPIT v 429 bp en el
caso del dominio C2 de la PECy

by Carte de los vectares de expresion can las mismas erzimas de restriccidn
Seutilizaron los vectores de expresidn bacteriana pET -28c(+) (Movagen Inc.,
W, Estados Unides) v pGEX-EG (Guan v Dixon, 19913 Estos vectores contienen,
basicamente, un origen de la replicacion {ort), un gen de resistencia a antibidtico
(kanamicina y ampicilina, respectivamente), el gen que codifica el represor de lac
(lacD), un promotor de la transeripeidn (f1 v Ptac, respectivamente), al que se une el
represor lacl, una secuencia que codifica la proteina a la que se fusionard el dominio
C2 v que permitira su purificacion una cola de & residuos de His y GET,
respectivamente), un sitio de unidn de trombina y los sitios de corte de las enzimas

de restriccidn dentro de una regidn con miltiples secuencias de corte (Figura IT.14).

Los dos plasmidos se cortaron con las mismas enzimas de restriceidn (EcoRI
v HindIIT) que los fragmentos de ADN clonados. Posteriormente, se sometieron a un
tratamiento con fosfatasa (CIP) (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) para evitar la

religacion al eliminar los grupos fosfato de los extremos 5°.
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Figura II.14. Esquetsa de los plasmidos pET-28c(+) ¥ pGEXN-KG. Basicamente conbienen Un
promotor de transcripasn (fl o Ptac), un gen regulador del promotor que codifica para el represor de
lac (lacl), un sitio de origen de replicacion (o), un gen de resstenaa a kanamians o aupaling un
sen que codifica para la proteina a 1a que se Misionard el domime CZ (6xHis o G5T), un sitio con
mulples secuenaas de corte para enmmas de restriceidn, entre lag que destacan lag secuenaas que
reconocen EcoR Iy Hind 111, vy un sitio de umén atrombina

o) Ligacion de [os vectores de expresion y los fragmentas de ADW
A continuacidn se realizd la reaccion de ligacion de los fragmentos obtenidos
por PCE con cada uno de los plasmidos utilizando 1a ligasa T4 (Roche Diagnostics

GmbH, Alemnama), durante 16h a 18°C.

d) Seleccidn de los pldsmidos qgue han corporado &l fragmento de ADN
Los plasmidos con el fragmento de ADN amplificade por PCR se

seleccionaron mediante transformacion en células DHSw de Eecherichia coli
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utilizando el protocolo propuesto por Cohen y col. {1973) De cada una de las placas
donde crecieron las células transformadas se seleccionaron 12 colonias v se crecieron
en agitacion en 5 ml de medio LB, con el antibidtico correspondiente (para el vector
pET-28c(+), kanamicina 50 pg/ml, v para el vector pGEX-KG, ampicilma 100
pegfml), durante 16 h oa 37°C. A continvacidn, los cultives bacterianos se
centrifugaron (2. 500xg, 10 min) para sedimentar las celulas, descartindose los
sobrenadantes. Las células se lisaron y se purificd el ADN plasmidico siguiendo el
protocolo de la lisis alcalina propuesto por Birnboimn y Droly {1979 e Ish-Horowicz
v Burke (1981).

Finalmente se comprobd si contenian el inserto mediante la digestidn del
ADN plasmidico con las mismas enzimas de restriccidn (EcoRI y HindII) v la
determinacién de los tamafios de los fragmentos resultantes en un gel de agarosa. El
plasmido que habia incluido el fragmento amplificado por PCR produjo dos bandas,
una de aproximadamente 5 Epb, correspondiente al vector cortado, y otra de 414 ph,
417 pb o 429 pb, debida al dominio C2 de la PECq, de la PECRI o de la PECy
respectivamente. Los plasmidos que no mncorporaron el fragmento amplificado por
PCE sblo produjercn una banda de un tamafio aprogimado de 5 Kb, El ADN
plasmidico que mecorpord el inserto de interés se utilizd para transformar muevas

cepas de B. cali donde se expresarian las proteinas.

Basicamente, todo este proceso se muestra en el esquema de la Figura IT.15.

2.1.2. Expresion y purificacion de los dominios 6<His-C2 de la PK Cc, FIL ¥ .
Para expresar las proteinas de fusidn 6xHis-C2-PECo/PIlA se utilizaron las
celulas transformadas BL21(DE3) de E. colf, con las que se mnoculd un cultivo de 11
de medio LB con kanamicina (50 pgiml) que se incubd en agitacidn a 37°C hasta
obtener una densidad dptica de 0,608 unidades de absorbancia medida a 600 nm.
Entonces, se indyjo la  produccidn de la proteina afiadiendo isopropil-1-tio-p-D-
galactopirandsido  (IFT@) (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), a una
concentracién de 0,5 mdd al cultivo ¥ manteniéndolo en agitacion durante 6 h a 30°C

para expresar las proteinas.
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Figura IL1S. Esquetna de la consiruccién de plasmidos de expresion. El fragmerto de ADN v los
plasmides utilizados se cortan con las mismas enzimas de restnecion (EcoR [y Hind I ¥ se ligan
con ligaza T4. Después de la transformacion de células competentes con el ADMN se rediza la
busqueda de colomas positivaz que habran incorpado el plasmide con el frasmentn. Las colomas
negahivas serdan aquellas que contengan el plasmido religade. Tras punificarse el ADN plasmidicn, se
digere con las mismas enzimas de restriccion ¥ se comprueba en un gel de agarosa el tamafio de los
fragmentos obtemdos. Las colomas poativas serdn aguellas gque contengan dos Fragmentos uno
srande de 3 Kb v otro perquefio de unas 400 ph.
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Pasado este tiempo, el cultivo se centrifugd a 10.000xg durante 20 min,
desechandose el sobrenadante. El precipitado celular se resuspendid entonces en 50
ml de tampdn de lists con inhibidores de proteasas (benzamidma 10 mdd, PMEF 1
mbtd e inhibidor de tripsina 10 pgfml) (31gma Chemical Co., 3t Louis, MO, Estados
Tnidos). El tampdn de lisis contenia Hepes 25 mM pH 7,4 v WaCl 100 mhf para la
purificacion del dominio C2 de la PECo, MOPE 20 mbd pH 6,8 v MaCl 300 md
para el dominio C2 de la PECPI y Tris-HCI 25 md pH 8,0 NaCl 100 mM para el
dominio C2 de la PECy.

Las células se lisaron mediante ultrasonidos (10 ciclos = 10 seg) v la
Muspension resultante se volvid a centrifugar (20.000xg, 30 mun, a 4°C) Para
optimizar la extraccidn de la proteina, el precipitado celular se volvid a procesar de

igual manera con 25 ml del tampdn de lisis anterior,

Los dos lisados celulares se mezclaron e meubaron con 2 ml de agarosa Ni-
WTA® (QIAGEN, Hilden, Alemania) en agitacidn suave, durante 2 h a 4%C. Esta
resma presenta alta afinidad por el tallo de 6xHis. Despues, la resina se lavd con 20
ml de tampdn de lisis con imidazol 20 mM (Calbiochem, Alemania) v se cargd en
una columna. Las proteinas unidas se eluyeron con concentraciones crecientes de
midazol (8, & ¥ 4 ml del mismo tampodn, con wmmidazol 50, 250 v 500 mbd,
respectivamente) y se recogiercn fracciones de 1 ml Las fracciones con preteina de
fusidn se comprobaron mediante tincidn con azul de Coomassie de un gel SDE-

FPAGE (15% gel separador).

Las fracciones con proteina pura se mezclaron e incubaron con trombina
0,001 Ulng proteina (Sigma) durante 1,5 h a temperatura ambiente para cortar el
tallo de His. A continuacidn, la disolucidn se incubd durante 30 min a 4°C con 30wl
de resina p-aminobenzamidina (Sigma), para eliminar la trombina. Tras desechar la
resma por centrifugacidn, el tampdn presente en la disolucidn se intercambid con
tampdn de lisis para diluir el imuidazol, hasta llegar a una concentracion de 20 mhi
Para ello se utilizaron unidades de filtro de centrifuga Ultrafree-5 (MMillipore Inc.,
Bedford, MA, Estados Unidos). La disolucidn resultants se incubd de nuevo con 50
pl deresina de M1 durante 20 min a 4°C para eliminar la posible proteina no cortada

con trombinag,
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Figura II.16. Esquerna del procese de purificacién del dominio C2 de PECa, BII ¥ v, Tras
expresar la proteina en un cultivo bactenano, las células se lisaron y después de elimmar ¢l matenal
insoluble por centrifugacsn, el lisado celular #e ineubd con la resna de agarosa Ni-HTA®, de dta
afimidad por el tdlo de seis Hiz El lavado de la resina con imidazel 20 ml permitid eliminar las
proteinas mnespecificas. La proteina de fusion se eluyd conimidazel 50-500 mM. El talo de §=His s
digiria con trombina Finamente, tras elimina la trombina con la resna de p-ammohenzamiding se
intercambio el tampon de la proteinay se concentrd en una umdad de fltracion.
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Para finalizar, la disolucidn se mtercambid v concentrd con el mismo tampon
v baja sal (MaCl 20 mb{), usando de nuevo una vmidad de filtracidn Ultratree-5
(dillipore Inc., Bedford, WM&, Estados Unidos). La pureza de la proteina se verificd
mediante tincidn de plata de un gel de poliacrilamida-SD3 (15% gel separador) v su
concentracidn se calculd por el metodo del acido bicinconmico (Bmith v col., 19857

La proteina se conservd a —80°C en presencia de glicerol 10% (v/v).

El esquema del proceso de purnificacion de las proteinas de fusidn 6xHis-C2-

PECafpllAy esta representado en el esquemna de la Figura IT. 16,

2.2, Cultivo de células.

2.2.1. Cultivo de células de mamifero.

Las células HEE293 (celulas de epitelio de rifidn humano) se crecieron en
placas de @ cm de diametro a 37 °C v en una atmosfera de 10% de CO,, utilizando
medio DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) con un suplemento de 1084
de suero bovino fetal (EBF), L-glutamina 2 mdd v una mezcla de antibidticos

(estreptomicina 50 plfml v penicilina 50 TUml).

2,22, Cultivo de células de insecto.

Las celulas de insecto 3% (Spodoptera frugiperds) (Invitrogen Co., CA,
Estados Unidos) se crecieron a 27 °C en frascos de 25cm’ (Sarstedt Inc., Newton,
W, Estados Unidos) v en agitacion en matraces de diferentes tamarfios. En todos los
casos se afladid medio de cultive 3f-900 I (Gibco, Invitrogen Corp., Life
Technologies, Gaithersburg, ¥MD, Estados Unidos) con un suplemento de L-
glutarnina 2 mdd (Sigma) v una mezcla de antibidticos v antimicoticos {penicilina

100U /ml, estreptomicina 0,1mg/ml, anfotericina B 0,25pg/ml).

2.3. Obtencion de PKCo completa.

El ADN copia de PECc se obtuvo gracias a la amable cesidn de los Drs.
Mishizuka v Ono (Universidad de Kobe, Eobe, Japdn) Todos los plasmidos de
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expresion obtenidos se confirmaron por secuenciacidn de ADIN en los laboratorios de

Sistemas Gendmicos (Parque Tecnoldgico de Valencia, Paterna, Valencia).

2.3.1. En celulas de mamifero HEE293.

2.3.1.1. Construccion dz los plasmidos de expresion.

La proteina PECa completa, asi como el mutante (D246/248N) que tiene
afectado el dominio C2, donde los dos dcidos asparticos de las posiciones 246 v 248
estan sustituidos por asparragmas, se clonaron, expresaron v purnificaron como se

describid previamente {Conesa-Zamora ¥ col., 2000),

Brevemente, el mutante se generd mediante el proceso de mutagenesis
dirigida propuesto por Satki vy col (1988), vya comentado antertormente Los
fragmentos de ADN, tanto de la forma silvestre como del mutante, se subclonaron en
el vector de expresidn en mamifero pCGHN, el cual se obtuvo gracias a la amable
cesién del Dr. Tanaka (Cold Spring Hatbor, Y, Estados Unidos). Este vector posee,
basicamente, un sitio origen de replicacion, un gen de resistencia a ampicilina, el
promotor del citomegalovirus ¥ un sitio de clonacidn muiltiple que permitid la
expresion de genes fusionados al extremo 3'del epitopo de hemaglutmina (HA)

(Tanaka y Herr, 1990},

2.3.1.2. Transfeccion con ADN plasmidico.

Una vez que los cultivos en placa de las celulas HEE293 alcanzaron alta
confluencia (aproximadamente el B0%, 8-10x 10" células), se procedid a realizar la
transfeccion. La transfeccidn se llevd a cabo siguiendo el método de la precipitacion
de fosfato célcico descrito por Wigler v col. (1977). Para cada placa de 2 cm de

didmetro se prepararon dos disoluciones:
Disoltcion Ar 0,54 ml de tarmpon Hepes 50 mbf v 11 pl de Na,HPO4 2 H,O 1,5 mhd

Disolucion Br 0,48 ml de tampén TE (pH §0), 10 pg del AT correspondiente
subclonado en el vector pCGIN v 66 pl de Call, 2ML
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La disolucidn B se afiadid sobre la A produciéndose la formacidn del
precipitado de fosfato caleico con el ADN. La mezrcla se dejd reposar 10 min v

entonces se afiadid 1 ml de esta solucidn a cada placa de cultivo,

Las células se incubaron a 37°C enuna atmadsfera de 5 % de C0; durante 14 h
v entonces se elimind el medio v las placas se lavaron dos veces con tampdn fosfato
salino (PBE) Finalmente, se afiadid medio nuevo v las células se dejaron en

meubacion a 37°C en una atmosfera de 1084 de OO, durante unas 4= h.

2.3.1.3. Obtencion de Ia proteing de lisados cefulures.

Las células HEE293 se lavaron dos veces con PB3, se recogieron v se
centrifugaron. Las células se resuspendieron en 0,4 ml de tampdén de lisis ColP, que
corntenia Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mbd, EDTA 1 mbd, Tritdn 2-100 al
1%, glicerol al 1084, NaF 50 mbd;, Na; VO, 1 mhf, FMEF 200 b, benzamidina 10
mhd e mhibidor de tripsina 10 pgiml (Sigma Chermical Co., 3t Lows, MO, Estados
Tnidos).

Ellisado se pasd é veces a través de una jeringuilla de insulina para conseguir
homogeneizacidn. Posteriormente se centrifugd a 13.000xg durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante se utilizd en ensayos de actividad quinasa v de unidn a membranas. La
cantidad relativa de las proteinas expresadas se cuantificd mediante electroforesis en

gel, electrotransferencia e inmunoanalisis del epitopo HA.

2.3.2. En células de insecto 59,

2.3.2.1. Obtencion del baculovirus recombinante.
Para expresar la proteina completa PECo se utilizd el sistena de

nfeccidn/expresidn del baculovirus recombinante.

Este sisterna se ha utilizado recientemente para la expresion de genes
heterdlogos en cultivos de células v larvas de insecto. Los genes heterdlogos situados

bajo el control transcripeional del promotor de la polihedrina del virus de la
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polihedrosis nuclear de Auwtographa californica (AcCNPV) son  exgpresados
abundantemente en las fases de mfeccidn tardias. En muchos casos, las proteinas
recombinantes son procesadas, modificadas v dirigidas a sus localizaciones celulares

concretas.

Entre las ventajas del sistema de expresidn del baculovirus encontramos que:

- Be consiguen altos niveles de expresion de genes heterdlogos v las proteinas

obtenidas son solubles v se recuperan facilmente de las células infectadas.

- Be pueden producir complejos proteicos hetero-oligomeéricos infectando

simultaneamnente las células con dos o mas tipos de virus.

- Los baculovirus son mas seguros que ofros tipos virales, ya que tienen un

espectro de hospedadores restringido {no imfectan a vertebrados).

- AcNPV se propaga en lineas celulares de Spodopfera frugiperda o
Trichaplusia ni, las cuales pueden crecer bien en suspensién, de forma que pueden

obtenerse grandes cantidades de proteina.

Los baculovirus recombinantes se construyen en dos pasos. El primero de
ellos se basa en la insercidn del gen de mterés mediante una transposicidn especifica
desde el plasmido que contiene el gen hasta un vector del baculovirus (hacmido) que
se expresa en bactemas F. cali. El plasmido pFastBac HT (Invitrogen, Life
Technologies, CA| Estados Unidos) se utiliza para expresar prateinas con un tallo de
polihistidina (6xHis) que pueden ser purificadas facil v rapidamente mediante resinas
de afinidad. El gen de interés a expresar se mserta en un sitio de clonacidn miltple
del plasmido, aguas abajo del promotor especifico del baculovirus Mediante la
transposicidn del elemento Tn7 desde el plasmido a su sitio especifico en el bacrnido,
el gen de interés también se incluye en el bacmido. Esta introduccidn se lleva a cabo
interrumpiendo el gen de expresion del péptido lacZe en el bacmido, de forma que
en presencia de reactivos como el Bluo-gal (Invitrogen, Life Technologies, CA,
Estados Unidos), las colonias con el bacanido recambinante seran blancas sobre un

fondo de bacterias azules que albergan el bacmido mnalterado.
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Una vez tdentificadas las células con el bacmido recombinante, éste se aisla y
se introduce, enn una segunda fase, en células de insecto. Tn pequefio porcentaje de la
progenie viral {del 0,1 al 1%%) es recombinante, con el gen heterdlogo insertado en el
genoma viral mediante recombinacién homdloga in vive. Las disoluciones virales
(10" pfu/sml) pueden ser utilizadas para infectar cultivos celulares nuevos para la

expresidn, purificacion y analisis de la proteina.

Elproceso en concreto de la obtencién del baculovirus recombinante presenta

varias etapas.

a) Insercion del gen de PEC o en el vector de expresion.

El gen de PECx se introdujo en el vector de expresion pFasTBac HTb
(Invitrogen, Life Technologies, CA, Estados Unides), utilizando los sitios de corte de
las enzimas de restricoidn Xbal v Epnl (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) Este
vector contiene, bésicamente, un origen de replicacidn TUC orl);, un gen de
resistencia a antibidtico (ampicilina); una sefial de poliadenilacion de SW40 (3V40
p&), el elemento de transposicion Tn7 que contiene el gen de resistencia al
antibidtico gentarmicina, un promotor de la transcripcidn (Pew, promotor de la
polihedrina}; una secuencia que codifica un tallo de seis residucs de His, donde se
mnsertara el gen de interés y que facilitara su purificacidn, un sitio de unidn de la
proteasa recombinante rTEV, v los sifios de corte de las diversas enrzimas de

restriccion dentro de una region con multiples secuencias de corte (Figura IL.17).

El ADIT plasmidico se utilizd para transformar células competentes DHS o de
E. coli de manera sinilar a la explicada anteriormente en este mismo capitulo. Las
colonias positivas se identificaron mediante el analisis por digestion con las mismas
enzimas de restriccion del ADN plasmidico aislado de las células crecidas en placa,

de forma similar a como se explicd anteriormente,

by Transposicion del ADN plasmidico recombinante.

Una vez identificadas las colonias positivas, se utilizd su ADI plasmidico
recombinante para la transposicion en celulas competentes B coli DHICBAC
(Invitrogen, Life Technologies, CA, Estados Unidos) Estas células contienen el
bacrido parental bMON14272 v el plasmido ayudante ph{ON7124. El primero
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posee un origen de replicacion mini-F, un gen de resistencia a kanamicma, un sitio
de unién de Tn7 v el factor de complementacidn lacZ & El plasmido ayudante posee
la regitn de transcripcidn #sABCD que codifica las proteinas de transposicidn
necesarias para la transposicidn de Tn7 desde el plasmido donante al sitio diana del
bacrnido parental (precisamente la region de unidn de Tn7, incluida en el fragmento
que codifica {zcZe) Cuando las celulas competentes DHI10BAC se transtorman con
el plasmido donante con el gen de mterés, se forma una molécula plasmidica
compuesta, gracias a la participacidn del plasmido ayudante, la cual contiene la
secuencia clonada de interés insertada en el fragmento de lacZa del bacmido

parental

fix His TEY Hhal Kpnl
CAT CAL CAT CAC CAT CAC GaT LS ACC GAAAAC CTGTATTTT CAGGGE GCC 7t CAATCT AGAGCC Liph TOC GOT ACC AaD

5Val ph

Cren®
Ta7L

pFASTBAC

To?R
. HTh

- Amp
pUCon

Figura IL17. Esquemna del plasmido pFASTBAC HTh. Basicamente contiene un sitio de origen de
replicacion (pUC ori), un gen de resstencaa 3 ampiciling, ¢ transpozon To7 con el gen de resistencia a
sentamicing, una sefial de poliademlacisn (5V40 paA), un promotor fuerte de la transcripadn (Fpy), Un
sen que codifica para la proteina ala que se fusionara el fragmento de ADN de interés (6xHis), un
sitio con multples secuencas de corte para enmmas de restricadn entre las gque destacan las
secuencias quereconocen Xbal v Kpn [, v un sitio de umdn alaproteasa recombinante rTEY.

Fara obtener el bicmido recombinante, se lleva a cabo una transformacidn
similar a la comentada con anterioridad en este mismo capitulo (Cohen y col, 1973)
Basicamente, este procedimiento consistia en afiadir el ADIN plasmidico a 100 pl de
suspension de células competentes bacterianas DHI10BAC. Tras afladir el ADN, las

células competentes se incubaron en hielo durante 30 min. A continuacidn se
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sometieron a un choque térmico de 42°C durante 45 seg, poniéndose de nuevo en
hielo durante 2 min Entonces se afiadid 1 ml de medio de cultive 30C. Este medio
230C contenia 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 0,5 g de MaCl, 0,19 g de
K, 3,6 g de glucosa, 0,95 g de MgCly, por litro de disolucidn, ajustando el pH a 7
cont MaOH. Tras afiadir el medio 20C, las celulas se incubaron en agitacidn a 37°C
durante 5-6 h. Fmalmente, las bacterias se sembraron en placas de medio LB con
agar, los antibidticos kanamicina (50pg'ml), gentamicina (Fpgml) v tetraciclina
(10pgml), Bluo-gal (100pg/mly (Inwitrogen, Life Technologies, CA, Estados
Unidos) y IPTG @0ug/ml) (Roche). Las placas se incubaron a 37°C durante 16-24 h

Las colonias postivas, es decir, las que han incluide el bacmido
recombinante, aparecieron de color blanco sobre un fondo de células de color azul,

debido a la interrupcidn del gen LacZ o

c) Aisiamiento del plasmido de ADN recombinante

Ze seleccionaron varias colonias de color blanco v se crecieron en agitacion
en 2 ml de medio LB, con los antibidticos (kanamicina 50 pgiml, gentamicina
Tugml v tetraciclina 10pgfmly, durante 16 ha 37°C. A continuacidn, los qultwos se
centrifugaron (2. 500xg, 5 min), descartandose los sobrenadantes Las células se
lisaron v se punficd el ADN plasmidico siguiendo el protocolo ya comentado

anteriormente (Birnbotm y Doly, 1979; Ish-Horowicz ¥ Burke, 1981).

Finalmente se comprobd si contenta el fragmento de interés sometiendo a las
muestras a una reaccidn de PCER, utilizando unos oligonucledtidos especificos del
ADM de PECx (los utilizados en el proceso de amplificacién del dominio C2 de
PECa descrito anteriormente en este mismo capitulo), v analizando los productos

obtenidos en un gel de agarosa para AT,

&) Transfeccion de las celtdas de insecto S0,

La transfeccidn de las células de insecto 52 se realizd mediante el metodo del
fosfato caleico (Wigler v col., 1997) descrito anteriormente. Basicamente, se prepard
una placa de cultivo de 3,5 cm de diametro con unos 2x10° células. Una vez
depositadas las células, el medio se cambid a medio de cultive TC-100 (Invitrogen,

Life Technologies, CA, Estados Unidos), con suero fetal bovino al 1084 v la mezcla
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de antibidticos y antimicdticos (Sigma). A continuacién se prepararon dos

disoluciones:

Disolticion Ar 149 pl de tampdn Hepes 50 mM v 3 ul de Na,HPO,-2 H;O 1,5 mbd.

Disolticidn Br 132 pl de tampdn TE (pH 8,00, 5 ul del ADI plasmidico y 18,2 pl de
CacCl; 2

La disolucidn B se afladid sobre la A produciéndose la formacidn del
precipitado de fosfato calcico con el ADN. La mezcla se dejd reposar 20 min v

entonces se afiadid 0,3 ml de esta solucidn a la placa de cultivo,

Las células se incubaron a 27°C durante 12-14 h y entonces se elimind el
medio ¥ se afadid medio nuevo 3f-200 IO {(Invitrogen, Life Technologies, CA,
Estados Unidos) ¥ las células se dejaron en incubacidn a 27°C durante unas 43-72 h,
Una vez pasado este tiempo, se recogld el scbrenadante v se utilizd para infectar

nuevas células con el fin de amplificar el virus.

La Figura I1.18 rmuestra el esquerna basico de la obtencidn del baculovirus

recombinatte.

2.3.2.2. Purificacion de la proteina.

Se crecieron células de insecto P (Spodoptera frugiperda) (Invitrogen Co,
CA, Estados Tnidos) en suspension en 500 ml de medio de cultivo S£-200 I {Gibeo
BRL, Life Technologies, Gaithersburg, MD, Estados Unidos) a 27°C hasta que
alcanzaron una concentracion de 2x10° células/ml. Entonces, el cultivo fue infectado
con un titulo alto del baculovirus recombinante (aproximadamente 5 pfiufeélula) y se
mantuvo a 27°C durante unas 48 h chasta alcanzar una viabilidad celular de,

aproximadamente, el 70%0).

Pasado este tiempo, las células se recogleron v se centrifugaron a 4 500xg
durante 15 min, desechindose el sobrenadante El precipitado celular se sometid al

proceso de purificacion, que consistia en los siguientes pasos:
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Figura I1.18. Esjuema basico de Ia obiencién de un baculovirus recombinante. El gen de interés
e wcluye en el plasmido donante v queda byo el control de un fuerte promotor ¥ Sangueado por las
secuencias del transposon Tn7. El plasmido donante se introduce en las bacterias £ colr DHI0BACG,
laz cuales contienen un plasmido ayudante ¥ un bacmido receptor. Una vez introducido el plasmido
domante, ge produce la trasposicion mediante 1a cua el gen de interés es insertado en el bacmado
teceptor, interrumapiendo & gen IocZ o gracas a la imtervenadn de un plasmuido ayodante. De esta
forma lag bactenias donde ge hava produado larecombinaadn se pueden selecaonar en presencia del
reactivo Bluo-gal. Finalments, ¢l bacmido recombinante se puede adar v, trasidentificar que contiene
el gen de wnterés, se utihzard posteriormente para transfectar las células S5,
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a) Lisado de las celulas. El precipitado celular se resuspendid en un tampdn de
homogenizacidn {aprogimadamente 5 ml tampdnfg de celulas) que contenia Tris-HCI
25 mhd pH 7.5, EGTA 100 phd, MaF 50 mhkd, NacCl 150 mhi, glicerol al 10 % (wfv),
B-octilglucdsido 20 mM, benzamudina 10 mbd, PMEF 1mbd, leupeptina 10 pg/ml v
Ma;WOq 100 pM todos estos reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co, 3t
Louis, MO, Estados Tnidos). Las células se lisaron mediante ultrasonidos (10 ciclos
% 10 seg) v el homogeneizado resultante se centrifugd a 20 000xg durante 30 min a
4°C. Para optirmizar la extraccidn de la proteina, el precipitado celular se volvid a

procesar de 1gual manera.

b)Y Icubacion con resing de niquel. La mezcla de lisados celulares se aplicaron en
suspension a 2 ml de resina Probond® (Invitrogen Co., CA, Estados Unidos), 1a cual
habia sido equilibrada previamente con tampdn de lavado (Tris-HC1 20 mb pH 7,5,
WaCl 200 mhf), v se dejd agitando suavemente en meubacion durante 2 h a 4°C.

o) Blricidn de los profeings wnidas. A contmuacion la resina se lavd dos veces con 10
ml de tampdn de lavado cada vez v otras dos veces con tampdn de lavado junto con
una pequefia cantidad de imidazol (Imidazol 20 mMd) para eliminar una parte de las
proteinas mespecificas unidas. Seguidamente, la resmna se cargo en una columna y se
procedid a la elucién de las proteinas que estaban unidas. La columna se sometid a
un gradiente creciente de concentracion de imidazol @, 4 v 4 ml del mismo tampdn,
con imidazol 50, 300 v 500 mMi, respectivamente) v se recogieron fracciones de
aprozimadamente 0,5 ml. La presencia de la PEC o se determind mediante la tincidn
con azul de Coomassie de un gel de electroforesis desnaturalizante con SDE (BDE-

PAGE, 12,5% gel separador) con alicuotas de las fracciones obtenidas,

dy Diluicidon e Imidazol. Las fracciones donde aparecia la PECo se mezclaron y el
inidazol presente se diluyo hasta valores inferiores a 20 mbd, mediante infercambio
con el tampdn de lavado con EGTA 05 mb, EDTA 05 mM v DTT 0,5 mb
(S1gma), utilizando unas unidades de filtracidn en centrifuga Ultrafree-30 (Millipore
Corp. Bedford, MA, Estados Unidos),

e) Coltmn de fenil-sefirosa. A continuacion, se afladid NaCl cnidadosamente a la

mezcla de proteina diluida hasta obtener una concentracidn total de sal de 0,8 ML
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Entonces, la mezcla se cargd en una columna de 5 ml de fenil-sefarosa (Sigma),
previamente equilibrada con tampdn Tris-HC1 20 mbd pH 7,5, MaCl 0,8 M, EGTA
0,5 mMk, EDTA 0,5 mbiy DTT 0,5 mMd, a una velocidad de flujo de 0,4 ml/min La
proteina se eluyd en el mismo tampdn con un gradiente lineal descendente de sal
(MaCl 0,8-0 M), recogiéndose fracciones de 0,8 ml Para ello se utilizd el dispositivo
Econo Systemn (BioRad Laboratories, CA, Estados Unidos) La presencia de la
proteina se detectd mediante tmeidn de plata de un gel de electroforesis

desnaturalizante (SDS-PAGE, 12,5% gel separador).

£y Carte del tallo de 0 xHis. Las fracciones que contenian proteina se mezclaron y se
mncubaron con la proteasa recombinante rTEV (Invitrogen Co., CA, Estados Unidos),
a una concentracidn aproximada de 0,1U0/ug proteina, durante 4 h, a 25°C, en
agitacidn, para eliminar el tallo de seis His. Se tomaron muestras a diferentes tiempos
para comprobar que el corte habia sido completo mediante tincidn con azul de
Cocmasste de un gel de electroforesis desnaturalizante (SDE-PAGE, 12,5% gel
separador). A continuacidn, la mezcla se incubd con 30 pl de resina Probond® para
eliminar asi la proteasa y los restos de los tallos de 6xHis. La proteina se concentrd
hasta 1 ml aproximadamente, utilizando de nuevo una unidad de filtracién Ultrafree-
30 (Wallipore Corp. Bedford, his, Estados Unidos).

g) Columna de Macro-Frep & La mezcla se aplicd manualmente sobre un cartucho
de intercambio iénico de alta capacidad Econo-Pac® Q@ (BicRad), previamente
activado, ¥ las proteinas se eluyeron en el mismo tampon con un gradiente de sal
lineal ascendente (50 mM-1 M), recogiéndose fracciones de 0,5 ml Se utilizd de
muevo el dispositivo Econo Systemn de BioRad (BioRad Laboratories, CA, Estados
Unidos). La presencia de la proteina se detectd mediante tincidn de plata de un gel de

electroforesis desnaturalizante (SD3-PAGE, 12,5% gel separador).

La mezcla final de PECo era altamente pura, como se verificd en un gel de
electroforesis desnaturalizante (3D3-PAGE, 12,5% gel separador) tefiido con plata.
La proteina se concentrd utilizando de nuevo una unidad de filtracidn Ultratree-30
(tIillipore Corp. Bedford, M4, Estados Unidos) v se conserv o a —80°C en presencia
de glicerol al 1% (wiv) v Triton X-100 al 0,05% (Sigma). La Figura II.19 muestra el

esquerna general de la purificacidn de la PEECa a partir de células de insecto 32
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2.4. Determinacion de la concentracion de proteina.

Para determinar la concentracidn de proteina se utilizd el meétodo del dcido
bicinconinico (BCA) descrito por Smith v col. (1985). En este ensayo se emplearon
los siguientes reactivos:

- Albuming de swera boving (B34 0,1 mgml (utilizada como proteina

patron).

- Reactive A Contiene bicinconinato sddico (BCA) al 1% (p/v), Na;CO; al
2% (pfv), tartrato sddico al 0,16% {pfv), MaOH al 04% (pfv) y ITaHCO; al
0,95% (piv) en agua destilada (pH 11,25, ajustado con NaCH 10 M)

- Regctiva B, Contiene Cul 04 5H, O al 4% (pfv) en agua destilada.

Antes del ensayo se mezelaron los reactivos & v B en una proporcidn 5001
(7). Para el ensayo se prepard una serie de tubos con cantidades conocidas de B3A
(0, 2,5,7, 10y 15 ug), con los que se confecciond una recta patrdn, v otra serie de
tubos con la proteina problema, de concentracidn desconocida. A todos los tubos se
les afiadid 0,5 ml de reactvo mezela vy se incubaron durante 30 min a 60°PC

Finalmente se dejaron enfriar v se les midid su absorbancia a 562 nm.

2.5, Fleciroforesis.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con la presencia de 3DE (SDE-PAGE), siguiendo el metodo
desarrollado por Laemmli (1970). El sistema utilizado para la electroforesis fue el
Mini-Protean I1T (BicEad Laboratories, CA, Estados Unidos) En cada electroforesis
se utilizaron dos tipos de gel (minigeles). Primero se formd el lamado gel separadar,
donde las muestras se separan en funcién de su carga v tamafio. En el caso de los
dominios C2 de FEC clasicas para el gel separador se uvtilizd una mezcla de
acrilamida-bisacrilamida (Sigma) al 15% {pfv), disuelta en tampdn Tris-HCL 0,375 1
pH 8,8 v 3D3 0, 1% (p/v) (Sigma), mientras que cuando se analizaba PEC o completa
la mezecla fue del 12,5% (pfv). Para polimerizar el gel se afiadid persulfato amdénico

(PE4) al 0,064% (piv) vy TEMED 0,084% (/v) (3igma) Una vez polimerizado el gel
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separador, se afiad1d sobre el mismo el gel concentrador, que contenfa una mezcla de
acrilarida-bisacrilamida al 5% (pfv), disuelta en tampdn TrissHCL 0130 M pH 68 v
SD3 0,1% (pfv), con PEA 0,1% (p/vy v TEMED 0,1% (v/v) como agentes
polimerizantes. Como su nombre indica, el gel concentrador se utiliza para conseguir

reunir las protelnas para que penetren al rismo tiempo en el gel separador.

Antes de aplicar las muestras sobre el gel, estas se disolvieron en Tris-HCL 40
mii pH 6,8, DTT 50 mM (Sigma), 3DS 1% {pfv), glicerol 7,5% (v/v) v azul de
bromofenaol 0,003% pfv) derck) Como tampon del eledrodo se utilizd Tris-HCI
25 mM pH 8,3, glicina 192 mM vy SD3 0,1% (p/v). Una vez cargadas las muestras en
los geles, éstos se sometieron a un voltaje de 20 V hasta que el frente pasd el gel

concentrador vy a 150-180 V mientras el frente estaba en el gel separadoar.

2.6. Tincion de los geles de electroforesis.

2.6.1. Tincion de plata.

Para la tincidn de plata de los geles de electroforesis se utilizd el método

comercial suministrado por Bio-Rad Laboratories (CA, Estados Unidos).

Los geles se fijaron durante 20 min en una disolucion que contenia metanol al
50% (viv), acido acetico al 10% (wiv) v glicerol al 2,5% (w/v). Después de lavar los
geles dos veces con agua bidestilada, 10 min cada vez, estos se tifieron con una
disolucidn que contenfa AgNO; al 0,1% (piv), NHLNO; al 0,1% (pfv), acido
wolframico-silicico al 0,5% (p/fv), formaldehido al 0,14% (wfv) v MaCO5 2,5% (phv).

La tmeidn se detuvo con una disolucidn de acido acetico al 3% (wiv)

2.6.2. Tincion con azul de Coomassie.

Para la tincidn con azul de Coomassie, los geles de electroforesis se
incubaron en una disolucién de azul de Coomassie E-250al 0.1% (p/v) en metanol al
40% (wiv) v acido acético al 108 (w/v) durante 20 min. A contmuacion se destrid

con una disolucién de metanol al 4084 (w/v) v acido acético al 10% (i)
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2.7. Electroiransferencia.

Para realizar la transferencia de las proteinas desde los geles de electroforesis
hasta una membrana de nitrocelulosa (PEOTRAN, Schleicher & Schuell Inc,
Estados Tnidos), se utilizd el sisterna Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell de BioRad
(BioEad Laboratories, CA  Estados Tnidos)

Una vezr realizada la electroforesis, los geles vy las membranas de
nitrocelulosa se incubaron durante 15 min con el tampdn Tris-HCl 48 mbd pH 8,3,
glicina 39 mM, metanol al 2084 (viv) v 3D3 al 0,0375% (pfv) frio. A continuacidn,
los geles se colocaron scobre las membranas en este dispositive v la transferencia se

realizé durante 20mim a 15 V.

Finalizada la transferencia, los geles se desecharon v las membranas se
mncubaron con la disolucidn de blogueo, compuesta de BEA al 2% (p/v) en tampdn
TBET, durante 2 h, a temperatura ambiente ¥ con agitacidn suave. El tampdn TBET
contenia Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mbd v 0,1% v/ de Tween-20 (Sigma).
Después de esto, las membranas se mncubaron con el anticuerpo primario durante 2-
3h a temperatora ambiente (o durante toda la noche a 4°C), lavandose a continuacion
cont tampdn TEET tres veces durante 10 muin cada una para eliminar el anticuerpo
unido inespecificamente. A continuacidn, las membranas se incubarcn de nuevo con
disclucidn de bloqueo durante 30 mun vy, después, con el anticuerpo secundario
corjugado con peroxidasa durante 45 min, con agitacion suave. Pasado este tiempo,
las membranas se lavaron tres veces con tampdn TBET, durante 10 min cada vez,

para elimmar los restos del anticuerpo.

El revelado de la actividad peroxidasa se realizd en oscuridad afiadiendo el
sustrato de dicha enzima, inclido en el reactive de quimioluminiscencia (Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin Elmer, NEN, Boston, WA,
Estados Unidos). El producto de la reaccidn de la peroxidasa emitia luz capaz de
impresionar una pelicula fotografica. Asf, la membrana se incubd durante un minuto
con el reactivo de quimicluminiscencia ¥, a continuacidn, se enfrentd a una pelicula
fotografica durante distintos tiempos (1, 2 v 5 min). El revelado de la pelicula

permmutid identificar ¥ cuantificar las bandas de las proteinas.
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2.8. Determinacion de la conceniracion de lipidos.

2.8.1. Determinacion de la concentracion de fosfolipido.

Para determinar la concentracidn de fosfolipido se utilizd el método descrito
por Botcher v col {1261), el cual se basa en hidrolizar la mezcla fosfolipidica v
medir la concenfracion de fosfato morginico (F1) liberado, el cual aparece en

proporcidn estequiometrica 1:1 con respecto a cada molecula de fosfolipido.

La recta patrén de Pi se confecciond a partir de una disolucidn estandar de
Na,HPO, 04 mM, de la que se afiadieron 0, 20, 40, 60, 80, 100 v 160 nmoles a
cada tubo. En los tubos problema se afiadieron unos 80 nmoles aproximadamente. A
conbinuacidn, a cada tubo se le afladid 04 ml de HClIO, al 6084 vfv) v todos se
incubaron a 180-190°C durante 30 min en un bafio de arena. Posteriorments se
afiadid a cada tubo 4 ml de reactivo de molibdato, el cual contenia 2,2 g de
(WH ) eh o0 4H, 0, Werclk) v 143 ml de H;204 concentrado por litro de
disolucion. Despues de agitar bien los tubos, se les afiadid a cada uno 0,5 ml de acido
ascorbico al 10% (plv) (derclk), mientras se sometian a agitacion. Posteriormente,
las muestras se incubaron a 100°C durante 10 min v, finalmente, se dejaron enfriar y

se midid su absorbancia a 812 nm.

2.8.2. Determinacion de la concentracion de diacilglicerol
La concentracién de diacilglicerol se calculd mediante cromatografia de
gases, tras la metilacidn de sus acidos grasos. El procedimiento se basa en el

protocolo propuesto por Kulksis y col (1975, 1978).

Béasicamente, el diacilglicerol se evapord ¥ secd, junto a distintos patrones de
acidos grasos de diferente longitud de cadena de concentracion conocida, bajo una
cortiente de IT;. A continuacidn, se afiadieron 2 ml de H, 20, al 3% (vfv) en metanol
a cada tubo y se agitaron. Entonces, las muestras se incubaron durante 1 ha 100°C en
un bafio de arena. Seguidamente, se afiadieron 5 ml de agua v 3 ml de hexano. Los
tubos se agitaron fuerternente v después se centrifugaron en una centrifuga de mesa
durante 5 min para separar las dos fases. Los acidos grasos metilados quedaron en la
fase organica, la cual se recogid v se paso a un tubo nuevo. Be volvid a repetir la

extraccion de la fase acuosa afiadiendo de nuevo ofros 3 ml de hexano Las dos fases
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organicas obtenidas se juntaron ¥ se les afiadid una pequefia cantidad de Ma, 30,
anhidro para eliminar los posibles restos de agua. Tras eliminar el Na; 30y anhidro
mediante centrifugacidn, se evapord totalmente el hexano, La muestra asi metilada se
resuspendid en 50 pl de hexano y se inyectd en el cromatdgrafo de gases (GC-Mini
3, Bhimadzu Co, Eycto, Japdn). La concentracion de la muestra de diacilglicerol
problema se determind mediante la comparacidn del area obtenida del pico de su

acido graso correspondiente, con el drea del patrdn de concentracidn conocida.

2.9. Preparacion de vesiculas fosfolipidicas.

2.9.1. Vesiculas multilamelares (WLV).

Todos los lipidos (fosfolipidos v diacilgliceroles) se conservaron disueltos en
cloroformo o cloroformaofmetancl 2:1 &rivy a <40°C. Los lipidos se mezclaron a las
proporciones deseadas v se secaron bajo una atmosfera de M;. Las Oltimas trazas de
disclvente organico se eliminaron sometiendo las muestras a vacio durante al menos
2 h Despues los lipidos secos se resuspendieron en el tampdn correspondiente
mediante agitacidn fuerte e incubacidn a una temperatura superior a la temperatura
de fransicion de fase durante, al menos, 15 min. De esta forma se constituveron las

vesiculas multilamelares

2.9.2, Yesiculas unilamelares pequefias (SUY).

Previamente se prepararcon vesiculas multilamelares como se ha descrito en el
apartado anterior, ¥ entonces las mezclas se sometieron a ultrasonidos utilizando un
homogeneizador de ultrasonidos o sonicador de tipo punta (Cole-Parmer Instrument,
Co., Chicago) hasta conseguir una mezcla clara. Durante este proceso, las muestras
se conservaron bajo una atmésfera de M, Después, las muestras se centrifugaron a
13.000%g durante 30 mun para separar las posibles MLV que quedasen y eliminar las

particulas de titanio desprendidas del sonicador.

2.9.3. Vesiculas unilamelares grandes (LUYVY).
Las vesiculas unilamelares grandes se ohtuvieron por extrusidn siguiendo el
pretocolo propuesto por Rebecchi vy col (1992). Las mezclas lipidicas se

resuspendieron en el tampdn adecuado para formar las vesiculas multilamelares
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grandes como anteriormente se ha comentado. Tras someter las mezclas a un proceso
de congelacién v descongelacidn a 30°C, se hicieron pasar a presidn diez veces a
través de dos filtros de policarbonato con un tamafio de poro de 0,1 pm utilizando un
sisterna Extruder (Lipex Biomembranes Inc, Canadd) La concentracidn del

fosfolipido extruido se calculd mediante el procedimiento anteriormente citado,

2.9.4. Micelas de Triton X-100,

Los lipidos se mezclaron en las proporciones adecuadas v, a continuacidn, se
evaporaron ¥ secaron como se describid para el caso de las MLV, Entonces, las
mezclas lipidicas se solubilizaron en el volumen adecuado de Triton X-100 al 3%

(v mediante agitacidn e incubacion a 37°C durante 5 min.

2.10. Determinacion de la actividad quinasa.

La actividad quinasa de la PKCe se analizd como se ha descrito previamente
(Hannun v col, 1983), con algunas modificaciones. Basicamente se trata de
cuantificar la incorporacién de fosfato marcado radiactivarnente [v-°P] a una

molécula sustrato de la proteina (es este caso, Histona IIT-3).

Para medir esta actividad quinasa, es necesario afiadir a las muestras de
reaccion los actwadores de la proteina: calcio, fosfolipidos anidnicos wo
diacilgliceroles o ésteres de forbol Se pueden utilizar las mezclas lipidicas tanto en
forma de vesiculas multilamelares grandes como en forma micelas. En los casos de
vesiculas multilamelares grandes, se prepararon mezclas lipidicas con una cantidad
de fosfolipido total de 4,8 mbM (de una mezcla de 1-palmutil-2-oleil-gr-glicero-3-
fosfocclina (POPC) v 1-palmitil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POP3) (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, Estados Unidos), por ejemplo) v la correspondiente
proporcicn de diacilglicerol. Las micelas mixtas, compuestas, por ejemplo, por 10
mol¥s de 1-palmitil-2-olell-sn-glicero-3-fostocolina (POPC) v 1,5 mol% de 1,2-
dioleil-glicerol (DOG) ¢Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, Estados Unidos) se
prepararon en Triton 3-100 al 3% (v (Sigma) Una muestra de 25 pl de estas
mezclas lipidicas (vesiculas o micelas) se afiadid a la mezcla de reaccion (Folumen

total final 250 ply, la coal estaba compuesta por Tris-HCL 20 i pH 7,5, Histona ITI-
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8 0,2 mg/ml (Jigma), [v-"P] ATP 20 ub (300.000 cpminmol) (PerkinElmer Life
ariences Inc., Boston, MA, Estados Unidos), MeCl, 5 mM v CaCly 200 phd
(hlerck).

La reaccidn se inic1d con la adicidn de una alicucta {10 ply de proteina v se
detuv o, después de incubar las muestras durante 10 mm a 25°C, mediante la adicion
de 1 ml de acido tricloroacético (TCA) al 25% (p/v) frlo (Acros, Mew Jersey, Estados
Tnidos) v 1 ml de albiimina de suero bovino (B23A) al 0,05% (pfv) fria (Fi1gma), en

este orden.

Después de permitir la precipitacidn de las proteinas en hielo durante 30 min,
las muestras se sometieron a filtracidn utilizando unos filtros de fibra de vidrio de 2.5
cmn de diametro (Sartorius, Géttingen, Alemania), los cuales se lavaron tres veces con
5l de TCA al 107 (piv) cada vez La incorporacién de P a la histona se midid en
un contador de centelleo liquido La actividad basal se midid en presencia de EGTA

5 M y en ausencia de lipidosy Ca™.

2.11. Ensayos de enlace a fosfolipido.

2.11.1. Ensayvos de enlace a vesiculas multilamelares.

Ze prepararon vesiculas multilarnelares como se ha descrito anteriormente,
mcluyendo 1-palmitil-2-oleil-si-glicero-3-fostocolina (POPC) vy 1-palmitil-2-oleil-
sit-glicero-fosfo-L-serina (POPE), a una proporcidn molar 41 (POPCPOPE), con
ondforo 423187 (a una relacidn molar fosfolipidofiondtoro de 1000:1), v diferentes
proporciones de  1,2-dpalmitilsi-glicerol (DPG) v 1-palmitil-2-oleil-sr-glicerol
(POG). Lasmezclas lipidicas se resuspendieron en el tampdn que contenia Tris-HC1

20 mM pH 7.5, CaCly 200 pM vy MgCly 5 mhd.

Una mezcla de 25 pl. de lipidos a una concentracion final de 480 phd se
afiadid a cada tubo de reaccidn. El volumen final de reaccidn fue de 250 pL. La
mezcla de ensayo se incubo durante 10 min a la temperatura deseada antes de afiadir
la proteina En el caso de la PECw, se afladid 0.1 pg de proteina del lisado celular,

mientras que para el dorminio C2 de PECq se ariadid 0.5 pg de proteina purificada.
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El ensayo de unidn acabd después de mncubar las muestras durante 20 min a la
temperatura deseada (27°C para las mezelas con DPG v 32°%C para las mezclas con
POG) Entonces la proteina unida a las vesiculas se separd de la libre mediante
centrifugacion a 15000xg durante 45 min a la ternperatura de unidn. La proteina libre
quedd en los sobrenadantes de las muestras, mientras que la proteina unida precipitd
junto con las mezclas lipidicas. Se llevaron a cabo experimentos de control para
descartar las interferencias de las proteinas del lisado celular utilizando PE.Cox tipo
silvestre expresada en un baculovirus recombinante v altamente purificada de células
de mnsecto. Asimismo, se realizaron controles en ausencia de lipidos para descartar

posibles efectos de precipitacidn de las proteinas.

La cantidad de PECo unida a los lipidos se determind mediante densitometria
de las bandas obtenidas tras someter las muestras a electroforesis en gel
desnaturalizante con SDE (SDS-PAGE con un gel separador al 12,5 94%),
electrotransferencia e imunoanalisis del epitopo H4 La cantidad de proteina
cargada en el gel se encontrd dentro del rango de linealidad de deteccidn del sistemna

de quimioluminiscencia.

La cantidad del dominio C2 de PECa se determind mediante densitometria
tras la tincién de plata de un gel desnaturalizante con D3 (SDE-PAGE con un gel

separador al 15 %) donde se habian cargado alicuctas de las diferentes muestras.

2.11.2. Ensayos de enlace de PECq a vesiculas unilamelares grandes cargadas
COI 52Carnsa.

El enlace de PECwx a vesiculas fosfolipidicas se estudid sirviendonos de la
capacidad de las vesiculas unilamelares grandes cargadas con sacarosa de sedimentar
cuando se someten a ultracentrifugacidn. Se prepararon vesiculas unilamelares
grandes cargadas con sacarosa como se ha descrito anteriormente, mcluyendo 1-
palmitil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfocolma  (POPCY v 1-palmitil-2-oleil-si-glicero-3-
fosfato (POPA), a una proporcidn molar 1:4 (POPCPOPAY El tampdn de
resuspension de las vesiculas contenia Tris-HCL 25 mM pH 7.5, MaCl 100 mbd,
EGTA 1 mbd, sacarosa 0,25 My DTT 1mhd
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Se utilizaron 50 wg de PECo v 250 pg de mezcla lipidica en cada reaccidn,
utilizando como tampdn de reaccidn el mismo citado anteriormente. El volumen final
de cada reaccion fue de 200 pL. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando
diferentes cantidades de Ca™ libre La relacién molar (proteina:fosfolipido:calcio)
utilizada en estos ensayos fue la misma que la usada en los experimentos de FT-IR.
Se llevaron a cabo dos controles, uno donde no se incluyeron vesiculas ni calcio
(para descartar la posible precipitacion de la proteina) v ofro donde se afiadieron
vesiculas en ausencia de calcio. La mezcla se incubd a 25°C durante 10 mun antes de
afiadir la proteina v el ensayo termind 20 min después La proteina unida a las
vesiculas fue separada de la proteina libre mediante ultracentrifugacidn a 100 000xg

durante &0 min a 15°C.

La proteina PECo unida a los lipidos se determind mediante densitometria de
las bandas obtenidas tras someter las muestras a electroforesis en gel desnaturalizante
con 3DS (RD3-PAGE, con un gel separador al 12,5 %), electrotransferencia e
mrmunoanalisis utilizando un anticuerpo especifico de PECo La cantidad de
proteina cargada en el gel se encontrd dentro del rango de linealidad de deteccidn del

sisterna de quumioluminiscencia.

2.12. Ensayos de filtracion en gel con los dominios C2 de las PKCs clasicas.

Estos ensayos se realizaron sigutendo el método descrito por Garcia-Garcia y
col. (19995 3e prepararon vesiculas unilamelares pequefias como se ha descrito
anteriormente, incluyendo 1-palmitil-2-oleilsn-glicero-3-fosfocolina (POPC) v 1-
palmutil-2-oleil-sp-glicero-3-fosfato (POPA), a una proporcidn  molar 1:4
(POPC/POPA) v trazas de 1,Z—dipalmit;il—L—3—fosfatidil[N—metil—iH]colina, 4 una
concentracién aproximada de 3000-6000 cpmimg de fosfolipido. El tampdn de
resuspensidn de las vesiculas contenia Hepes 25 mb{ pH 7.4, MaCl 100 mh{ v CaCl;
0,2 mM para el dominio C2 de la PECo;, MOPS 20 mdd pH 6.8, NaCl 100 mbh v
CaCl; 0,2 mM para el dominio C2 de la PECBIT, v Tris-HC1 25 mhf pH 2.0, WaCl
100 mhd v CaCl, 0,2 mbd para el dommio CZ de la PECry.

Las diferentes muestras contenian 80 pg del dominio C2 de PEC clasicas y
400 ug de vesiculas fosfolipidicas marcadas con [*H] v se preincubaron en 100 pl

del tampdn correspondiente durante 10 min. El tampdn utilizado en cada caso fue el
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mismo que el citado anteriormente para la formacidn de las vesiculas. La relacidn
molar {proteina fosfolipidos:caloio) fue la misma que la utilizada en los ensayos de
FT-IE. Las muestras se aplicaron a una columna con Sephadex G-100 (Sigma) (1,0
cm = 2,5 cmy) equilibrada con el mismo tampdn. Las proteinas se eluyeron utilizando
los tampones correspondientes ¥ se recogleron fracciones de 100 pL. El perfil de
elucion de las mezclas fostolipidicas se determiné midiendo la radiactwidad
contenida en cada fraccidn Por su parte, el perfil de elucidn de cada dominio C2 se
determind mediante densitometria utilizando la tincidn de plata sobre un gel de
electroforesis desnaturalizante (SD3-PAGE, con un gel separador al 13 %) donde se
cargaron alicuctas de cada fraccion. Se realizd un ensayo control donde se obtuvo el

perfil de elucidn de las proteinas en ausencia de vesiculas.
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1. RESUMEN.

Se estudid la activacion de o PKCw wtilizande como modelo de membrana
wna mezcla de POPC/POPS (relacion molar 4:1) y diferentes proporciones de los
diaciiglicerales DFG o FPOG. Loz mezclas lipidicas gue confericnn DFG se
estudiaron y caracterizaron wilizando diferentes fecnicas bigflsicas y se constriyyo el
diagrama de fases del sistema. Este diagrama de fases mostrd tres regiones
delimitadas por dos compriestas: el compresto 1 (CO1), con 35 mal % de DPG, y el
comprgsta 2 (C0Z), con 0 mol % de DPG. Lo activacidn de o FPEC® con
concentraciones crecientes de DPG aumerntd hasta alcanzar wn mdximo a 30 mol %
de DFG, y a partir de enfonces se observo wn descense de la misma. Lo aciividad
maximea aparecio a las concentraciones de DPG correspondientes o la transicion de
la regidn I a [a region 11 del dingrama de fases. Se absarvaron resiliadaos similares
cuando el erzima se activd wiilizando POG, alcanzdndose entonces el mdrima con
10 moaol 28 de POG. Este mdxino se mariuva praciicamernte constarte fasta 30 mol
% de POG, a partir del cual comernzd a descerder. Bs inferesaite destacar el hecho
de que la proteing se wnid a la membrana de forma constante y mdxima a todas las

concentracianes de DPG y POG utilizadas.

Fstaos resilindos mesperadas se atribiiperon a la teraccion del dominio C2
de la proteing con las malecilas de POFS de las membranas y con los lones calcio
presentes, o cual se confirmd mediante [a wiilizacion del dominio C2 de PECa
aislado, comprobdndose gue permanecia unido mdcimamente con todas las
concentraciones de DPG y FOG wilizndas. Tombien se wtilizo e mudante
D240/248N de la PKC o, el cual tiene dismintadn o capacidad de enlazar calcio o
través del dominio C2. Este mutante D240/7248N no se activd ni se wnid a
membranas medianie corcentraciones crecigntes de DFG. Sin embargo, e FOG st
fue capaz de activar a este mutonte, mostrando una deperdencia similar tanto la
actividad coma el enlace a membranas. Hstos datas destacan la dmportancia de la
msattiracidn de wia de las cadenas de los deidos grasos del diacilglicerol para lo

mteraccion con fn FEC o,
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2. INTRODUCCION.

Existe una gran cantidad de mformacidn que sugiere que la estructura de la
membrana esta modulada por la presencia de diacilgliceroles. Asi, se ha demostrado
que los diacilgliceroles producen cambios estructurales en la mermbrana, como por
ejemplo la separacidn lateral de fases (Ortiz v col, 1988; De Boeck v col., 1989,
Heimburg v col., 1992; Lépez-Garcia y col,, 19%a; Goldberg v col,, 1994, Dibble y
col., 1996€), 1a formacidn de fases sin bicapa (De Boek v col,, 1989; Heimburg v col,,
1992, Das y Rand, 1986, Cheng v col,, 1986, Lépez-Garcia y col, 1994b) v la
deshidratacidn de la interfase de la membrana (Lopez-Garcia v col., 1994b, Lipez-
Garcia y col, 1993). Es significativo el hecho de que la deshidratacion producida por
los diacilgliceroles en la membrana tiene un efecto mayor ¥ mas drastico sobre la
fosfatidilserma que sobre la fosfatidileolma (Ldpez-Garcia v col., 1994b3, lo cual
puede facilitar la fusion de membranas (Siegel v col., 1989; Ortiz v col, 1992, Nieva
v col, 1989, Van Gorkom v col., 1992; Banchez-Migalldn v col., 1995, Villar y col,,
2001 v quizas también puede activar no sélo a la PEC sino a otras enzimas como las
fostolipasas (Villar ¥ col, 2001, Dawson v col, 1983, Roldan v Fragis, 1994,
Zidovezki y col, 1992), la fosfatidilcolina citidil transferasa (CTE) (Arnold v
Cornell, 1996a) v las tirosin quinasas (Arnold y Newton, 1996b).

Por otro lado, se han propuesto muchas hipodtesis acerca de la modulacidn de
la actvidad de la PE.C por diacilgliceroles. TIna de estas hipdtesis sugiere que la
actividad de la PEC aumenta con la tendencia de los lipidos a formar fases sin
bicapa, como podria ser el caso de las regiones de la membrana con alta curvatura
producida por moléculas, como los diacilgliceroles o las fosfatidiletanoclaminas, que
tienen pequefios grupos de cabeza polares (Goldberg v col, 1994, Das v Rand, 1938,
Epand vy Bottega, 1985, Epand y col, 1988) También se ha sugerido que la
presencia de diacilgliceroles aumenta el espaciamiento entre los grupos de cabeza de
los fosfolipidos debido al intercalado de los pequerios grupos de los diacilgliceroles
(Dras v Rand, 1986, Cunningham v col, 1989, Epand, 1987, Bolen v Sando, 1952,
Slater y col,, 19940 Podria ser posible también que el efecto de deshidratacidn de la

uperficie de la membrana inducido por los diacilgliceroles pudiera facilitar la
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inmersion  de la proteina en la membrana (Lopez-Garcia vy col, 1993)
Recientemnente, se ha propuesto que la heterogeneidad de la membrana, incluyendo la
coexistencia de fases ricas y pobres en diacilgliceroles, puede contrbuir a la
activacidn de la PEXC (Dibble v col, 1996, Hinderliter v col., 19297 v, de forma
sinilar, que la configuracidn estructural de la membrana correspondiente a la mezcla
del complejo 1,2-DMG/tosfolipido v fosfolipido libre es capaz de explicar mejor la
actividad de la PECa que el complejo 1,2-DMEFfostolipido sdlo (Micol y col,
1999,

Existen varios trabajos que indican que la actividad de la PEC esta modulada
por otras propiedades estructurales de la membrana (Bolen vy Bando, 1992, Epand v
Lester, 1990, Stubbs y Salter, 19963 Asi, por ejemplo, se ha demostrado que la
actividad de la PEC es sensible a las msaturaciones de las cadenas acilicas (Boleny
Sando, 1992), probablemente debido a alteraciones en el espaciamiento de los grupos
de cabeza (Bolen v Sando, 1992; Slater v col, 1994). La actividad de la PEC es
sensible también a la fosfatidiletanolamina, ¥ esto se ha atribuido a la tendencia de
dicho fosfolipido a alterar la estructura de bicapa de la membrana dosior v ool
199¢; Senisterra v Epand, 1993). Recientemente se ha demostrado que el estado
fisico de la membrana afecta a la actividad enzimatica v a la energia de activacion de

la FECo (iménez-Monreal v col, 1999,

Este trabajo describe el estudio sobre la activacidn de la PECo mediante
sistemnas lipidicos compuestos por POPC/POPE (a una relacidn molar 4:1) con
cantidades variables de dos diacilgliceroles (DPG o POG), cuya principal diferencia
es el grado de saturacidn de sus cadenas acilicas. La mezcla de fostolipidos
cormpuesta por POPC/POPE se suele tomar como modelo de membrana bioldgica en
numerosos trabajos (Jimenez-Monreal ¥ col., 1999, Sanchez-Pifiera v col., 1959a)
Los dos diacilgliceroles utilizados estin relacionados entre si v con la mezcla
fostolipidica anterior (todos comparten la presencia de acido palmitico). El DPG
posee acido palmitico como acido graso ¥ se tomd como ejemplo de diacilglicerol
saturado puro, mientras que el POG contiene acido palmitico ¥ acido oleico como

acidos grasos v se tomd como gjemplo de diacilglicerol insaturado.
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También se muestra que cuando la FE.Co es activada por la incorporacion de
DPG, la maxima activacidn se alcanza con 30 mol % de DPG, una concetitracidn a la
cual se encuentra presente el complejo CO1 puro (fosfolipido/diacilgliceral), como
define el diagrama de fases. De cualquier modo, PECw estaba unida de forma
maxima a todas las concentracicnes de DPG, e incluso en s ausencia. Por otro lado,
el POG activd a la PEC o a un nivel maximo entre 20 - 30 mol % de POG, estando la
enzima unida maxzimamente a todas las concentraciones. Mediante la vtilizacion del
dominio C2 atslado y el doble mutante D246/2481, mostramos que la PECo puede
ser activada a traves del dominio C1 en presencia del POG pero no en presencia del
DPG, demostrando asi la importancia de una cadena insaturada de acido graso en la

molecula de diacilgliceral.

3. RESULTADOS.,

3.1. Estudios térmicos de las mezclas lipidicas.

Se utilizd la calorimetria diferencial de barrido (DEC) para estudiar el estado
fisico de las mezcla lipidicas usadas para activar la PECo Estas mezclas lipidicas
analizadas estaban constituidas por POPC/POPE (@ una relacion molar de 4:13,
wondforo 423187 v cantidades crecientes de 1,2-s1-DPG, en presencia de 200 pubd
CaCly v 5 mM MgCl:. En el ensayo de actividad enzimatica de la P Ce se utilizaron

las mismas concentracicnes de estos cationes,

La Figura OI.1 muestra los termogramas recogidos de las muestras
analizadas. La muestra que contenia la mezcla de fosfolipidos puros (POPC/POPS en
ausencia de DPG) presentd un pico de transicidn con una temperatura de inicio de —
3°C. Este pico no fue muy cooperativo, como era de esperar debido al efecto del Ca®*
v Mg2+ sobre la POPE (Ldpez-Garcia v col, 1994b; Micol v col., 1999). Ademis, se
observd que este pico estaba dividido en dos partes, mdicando una separacidén de fase

de ambos fostolipidos en presencia de estos cationes.
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Figura IIL1. Termogramas de los calentamienios de Ik mezcla POPC/FOPS/DP G ntilizada. Se
preparaon MLV s con FOPC/POPS a unarelaadn molar 4:1, 1ondforo AZ3187 v diferentes cantidades
de 1,2sn-DPG en presencia de CaCl, 200 pM v MgCl, 5 mM. Se prepaaon 2 praoles de lamezcla
de fosfolipidos con 13 correspondiente cantidad de 1,2-s1-DPG. Los termoframas & recogieron en un
caorimetro Perlan-Elmer (Morwalk, CT) DSC-4 usando como referencia el mismo tampén de
resuspension. Lag muestras se anaizaon en un rango de temperaturas entre —12°C ¥ 74°C, con una
veloadad de calentammiento de 4°Cimin ¥ una sensibilidad de 1 mealis Los baridos se repmtieron hasta
obtener perhles 1dénbicos. Se muestra ¢l cuato barndo de caentamiento de cada muestra. Lag
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La adicién de tan sélo 2 mol % de DPG produjo un efecto muy claro, dando
lugar a la aparicidn de una nueva transicidn, muy pequefia ¥ centrada en 21%C, junto
con la primera transicidn a la misma temperatura que la de la mezcla inicial de

fostolipidos,

En la muestra de 5 mol % de DPG se cbserva un patrdn muy similar al de la
muestra anterior de 2 mol % de DPG, con dos fransiciones, un pico a 24°C v otro a la

misma ternperatura que la mezcla de fosfolipidos puros.

Las muestras con 10, 20, 25 v 30 mol % de DPG presentaron un patron muy
sirnilar al descrito antertonmente, aungue destaca el hecho de que el pico que aparece
a la misma temperatura que la muestra de fosfolipido pure (-3°C) disminuyd de
tamafio v la segunda transicion se desplazd hacia temperaturas mas altas conforme
aurnentaba la cantidad de DPG presente. En este sentido, el segundo pico se localizd
a 30, 37, 42 vy 43°C para las muestras de 10, 20, 25 y 30 mol % de DPG

respectivamente.

La muestra de 35 mol % de DPG ya no presentd la transicidn debida al

fostolipido puro ¥ el Gnico pico detectado aparecid a 49°C,

Be observaron unas transiciones muy sumilares con las muestras preparadas
entre 40 y 60 mol % de DPG. Los perfiles cambiaron a 65 mol % de DPG, va que se
observd la aparicion de una pequefia transicidn a una temperatura ligeramente

superior a la de la transicidn principal situada a 49°C.

La muestra preparada con 70 mol %% de DPG presentd un patrdn
commpletamente diferente, con la aparicidn de una segunda transicidn a mayor
temperatura, que debe corresponderse con la separacion de DEG libre. Asi una
transicidn endotérmica a 49°C precede a una exotérmica v otra endctérmica situada
en 66°C. La separacién de fase del exceso de DPG comenzd a 65 mol % DPG, como

indica el pequefio pico adicional observado.

Se observd el mismo pabrdn en las muestras con 80 v 20 mol % DPG,
indicando la presencia de DPG puro. Se ha descrito que los diacilgliceroles puros

pueden producir este tipo de comportamiento, incluso cuando se mezclan con
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fostolipidos (Heimburg v col, 1992). La primera transicidn endotérmica corresponde
a la fusidn de la forma o metaestable centrada alrededor de 50°C, mientras que la
transicidn exotérmica se corresponde a la transformacidn de forma [’ estable
cristalina que funde endotérmicamente a 66°C (Lopez-Garcia v col., 1999a; Eodaliy
col, 1990; Bhannon vy col, 1992) En este caso, el problema es que hay un
solapamiento del pico correspondiente al complejo fosfolipidofdiacilgliceral v el pico

de la transicidn de la forma o

3.2. Medidas de la iransicion de fase medianie especiroscopia de

infrarrojo.

Para una mayor clarificacion del origen de las distintas transiciones
ohservadas en los termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido, se
utilizd la espectroscopia de infrarrojo. Se analizaron las transiciones de fase de las
mezclas de POPC/POPE (relacidn molar 4:1) con diferentes cantidades de 1,2-sn-
DP3-dg;. Los maximos de las frecuencias de vibracidn de la tensidn simétrica de los
grupos CH; (2853 e’ v CD; (2090 em’") de las cadenas acilicas de los lipidos se
representaron en funcidn de la temperabura para cada una de las muestras (Figura
OI.2). Estd demostrado que un cambio en la frecuencia de esta vibracidn es una
indicacidn fiable de la transicidn de fase gel a fase liquido-cristalina en dispersiones

acuosas de fosfolipidos (Casal v Mantsch, 1984, Cameron y Mantsch, 1982).

La mezcla de fostolipidos puros sin DPG presentd una transicidn que
comenzaba alrededor de —3°C (Figura IIL24), como se desprende del analisis de la
vibracidn de la tensidn sumetrica del grupo CH: Cuando se estudid la muestra que
contenia 20 mol % de DPG-d:, el maximo de la frecuencia de vibracidn de tenzidn
simetrica del grupo CH; de los fosfolipidos cambio con la temperatura ¥ mostrd una
transicidn ancha, que comenzd a $°C y acabd alrededor de los 36°C, con un perfil que
sugiere la presencia de dos componentes diferentes en la misma (Figura IT1.24). Este
rango de temperaturas es bastante similar al encontrado mediante calorimetria

diferencial de barrido para la muestra con la misma composicidn lipidica
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Figura IT1.2. Dependencia de las frecuencias de vibracion de fension simétricas de los grupos
CH; {A) ¥y CD; (B) con la temperatura. Se representa 1a vanacion en la frecuencia de wbraasn de
tension simétrica de los grupos CH, (2853 em ') ¥ CD; (2050 em 'y respectn a la temperatura de
mezelas de POPC/POPS a unarelaadn molar 4:1, 1ondforo AZ3187 v D mol % (o), 20 mol % (+) ¥ 50
ol % (A de 1, Z-sn-DPG-dy;, en presencia de Ca™ v Mg, Se prepararon 5 pmoles de 1a mezcla de
fnsfolipidos con la corresponchente cantidad de 1,2-s0-DPG-4p,. Las muesiras s¢ eXaminaron en una
célula termostahzada Specac Z0710 (Specac, Kent, Inglaterra) equipada con ventanas de CaF; ¥
utibizando espacadores de teflon de 25 pm. Para cada espectro se acumularon 128 interferogramas
con una resolucon nominal de 2 cm ' Los especiros se recogieron desde —10°C hasta 74°C, en
itervalos de 2°C, con un tiempo de espera para el equblibrade de 1a temperatura de 4 munutos. La
susiraceion de log espectros frente atampon se reaizd interactivaments con el programa Spectra-Cale
(Gaactic ndustries Corp., Salery, HH, Estados Umid og).
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Cuando se analizd la vartacién de la frecuencia de vibracidn de la tensidn
simétrica del grupo CDy (Figura IIL2B), se observd que la transicidn observada era
mas estrecha que la obtenida sigumendo la tension simétrica del grupo CHy, ya que
comenzo a 29°C v acabo alrededor de los 38°C, con lo que parece corresponderse con
el segundo componente de la transicion ancha observada para el grupo CHz Esto
parece sugerir que puede existir una separacion de fases entre una que funde a una
temperatura mas baja v esta compuesta principalmente por fosfolipido con una
cantidad de DPG muy pequefia, ¥ ofra fase con lamayor parte de DPG v una fraccidn
de los fostolipidos La transicion ancha de los fosfolipidos corresponde
probablemente al pico ancho observado por calorimetria diferencial de barrido en la

muestra con 20 mol % de DPG (Figura I 1),

La muestra que contenia 50 mol % DPG-dg: presentd una transicion alrededor
de los 41%C, como se pudo observar a través de la frecuencia de vibracidn de la
tension simeétrica del gmpo CH: (Figura 24), la cual ademas coincide con la
temperatura de transicion determinada al analizar el grupo CDy (Figura 2B). Asi
pues, en este caso, tanto el fostolipido {grupo CH:) como el diactlglicerol (CDy)
mostraron la transicidn a la misma temperatura, lo cual indicd que estaban bien

mezclados en esta muestra,

3.3. Espectroscopia de *'P-RMN.

El efecto del 1,2-sn-DPG scbre el polimorfismo de fase de la mezela de
POPC/POPE (relacién molar 4:1) se estadié mediante espectroscopia de *'P-RIMIT.
En la Figura II.3 se muestran los espectros de las dispersiones acuosas de diferentes
mezclas lipidicas de POPC/POPS v DPG en presencia de Ca® v Mg”™ a distintas
ternperaturas (25, 35 v 7P

En ausencia de DPG, la mezcla de fosfolipidos POPC/POPR a una relacicn

molar 4:1 dio lugar a un espectro asimeétrico, con un pico a alto campo v un hombro a
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bajo campo (Figura IIT3A) a todas las temperaturas estudiadas. Este espectro es
caracteristico de un desplazamiento de tensidn simétrico axialmente, consistente con
la 1dea de que los fosfolipidos se encuentren en configuracidn de bicapa. Los perfiles
obtenidos son ancheos, con un desplazamiento quimico anisotrdpico residual (Ac) de
aproximadamente 43 ppm a 25°C, 42 ppm a 35°C vy 41 ppm a 70°C. De acuerdo con
los datos de calorimetria diferencial de barrido mostrados anteriormente, nos

encontramos con estado fluido en todas las temperaturas estudiadas.

Los espectros de la muestra con 20 mol % de DPG (Figura 01 3B mostraron
un perfil similar al observado en la muestra de fosfolipido puro a las mismas
temperaturas, con un AG de 56 ppm a 25°C, 42 ppm a 35°C v 41 ppm a 70°C. De
acuerdo con la calorimetria diferencial de barrido, la mezcla lipidica sufre una
segunda transicion que termma alrededor de los 41°%C. Por ello, el analisis a 25°C se
encuentra parcialmente en fase gel, mientras que el espectro recogido a 35°C puede
tener también un pequefio porcentaje de fosfolipidos en dicha fase. En cambio, la

muestra analizada a 70°C se encuentra ya en estado fluida.

La muestra que contenia 40 mol % de DPG (Figura OI.3C) se encuentra en
estado gel para los analisis a 25 y 35°C, como se observa mediante la calorimetria
diferencial de barrido (temperatura de transicion a 49°C, Figura I11. 1) Los espectros
correspondientes de “P-RMN presentan patrones asimétricos, que son indicativos de
fase gel en bicapa, con un Ac de 65 ppm a 25°C v 64 ppm a 35°C. En cambio, el
analisis a 70PC, donde el sistema se encuentra por encima de la transicidn de fase
segin la calorimetria diferencial de barrido (Figura OI.13, presentd un espectro
diferente, con una componente isotrdpica por encima de ofras que presentan
anisotropia axial Este espectro mostrd un desplazamiento quimico anisotrépico
residual de signo contrario al de la fase lamelar, siendo caracteristico de una fase
cilindrica que se corresponde con una fase hexagonal mvertida Hy, aunque no se
puede descartar totalmente la presencia adicional de un componente lamelar. Esta
sitiacion compuesta por una fase heterogénea explicaria el valor Ac observado de 35
ppr, que es muy alto para un espectro puro de fase Hy, que segin se ha descrito

tendria un valor de solo 20 ppm (Beelig, 1578, Gallay v de Eruyyff, 19843
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Figura IIL3. Especiros de *'P-EMN del sistema lipidice FOFC/FOPS/DEG estudiado. Se
prepaaon mezdlas lipidicas, en presenda de Ca™° v Mg™ que contenian FOPC/POFS en relasion
molar 4:1, 1on6foro 423187 v diferentes cantidades de 1,2-s0-DPG: 0 mol % (A, 20 mol %% (B}, 40
mol 36 (C), 60 mol % (D) ¥ 50 mol % (E). Las concentraciones de Ca'" y Mg™ utilizadas fueron 260
mM v 6,5 M respectivaments, para asegurar 13 misma relacion mola de los iones frente a FOPS
(Ca™/POPS de 2,1 ¥ Mg " /POPS 52,17 que en los ensavos de calorimetria diferencia de barrido, Las
teraperaturas analizadas se muestran ala derecha La escala de ppm para la muestra de 40 mol %4 de
DFG a 70°C se muestra ampliada para permitir una mejor observacion del espectro recogdo. Los
espectros se obtuvieron en el modo de transformada de Fourier en un espectrdmetre Varian Unity 300,
cont unt pulso de desacoplamients de protones de banda ancha (5W de potencia de entrada durante el
fierapo de adgqusicidn), una anchura especral de 23000 Hz, una memona de 32000 puntos, un
fiernpo entre log pulsos de 2 segundos v a E0° de pulso de radiofrecusnaa (11 pg). Previamente ala
transformacion de Founer, s aplicd una multplicacén exponenaa, cuyo resultads fue wn
ensanchamiento de linea de 60 Hz.

La muestra de 60 mol % de DPG (Figura IIL3D), a 25 v 35°C, por debajo de
la temperatura de transicidon de fase, como indica la calorimetria diferencial de
barndo (Figura 0117, presenta unos espectros anchos y anisotropicos, con un valor
de Ao de 64 ppm en ambas temperaturas, como cabe esperar de una configuracion en
bicapa en estado gel. Por encima de la temperatora de transicidn {a 70°C), se observa
un espectro predominantemente isotrdpico, aunque también se detectan unos

componentes anisotrdpicos MUy pequeios,
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Finalmente, la muestra con 80 mol % de DPG (Figura IIL.3E), a 25 v 35°C, de
muevo por debajo de la temperatura de transicidn de fase de acuerdo con la
calonmetria diferencial de bamrido (Figura II1. 1), muestra un espectro de o RMN
anisctrépico ancho, caracteristico de una fase lamelar en estado gel, conun Ac de €7
ppm a 25°C y 64 ppm a 35°C. 3in embargo, el espectro a 70°C, temperatura a la cual
nos encontramos por encima de la transicidn de fase segin la calorimetria diferencial

de barrido, muestra un aspecto claramente 1sotrdpico.

3.4. Diagrama de Fases del sistema POPC/POPS/DPG.

Ttilizando los datos obtenidos mediante la calonmetria diferencial de barrido
v la espectroscopia de S'PRMN, se puede construir el diagrama de fases para las
muestras lipidicas en presencia de Ca’* v Mg2+ iFigura II14% Las lineas de
separacidn de los estados sdlido ¥ fluido fueron determinadas por las temperaturas de
mnicio v finalizacidn de las transiciones de los barridos de calorimetria diferencial de
barrido de las mezclas de POPC/POPE (relacidn molar 4:1) con cantidades variables
de 1,2-sn-DPG. La espectroscopia de *'P-RMIY se utilizd para caracterizar la

organizacidn de las fases de las muestras a las distintas temperaturas.

El diagrama de fases parece estar caracterizado por la presencia de dos
cornplejos v, consecuentemente, tres regiones, como también puede observarse en
otras mezclas de diacilglicerol/fostfolipido con fosfolipidos saturados, como DIMMPC v
DFFC (Hemmburg v col., 1992, Lipez-Garcia v col., 1994a; Hinderliter v col, 1997,
e insaturados, como POPC y POPS (Senisterra y Epand, 1293).

En nuestro caso, se proponen dos puntos eutécticos, uno a una muy baja
concentracion de DPG y otro a una concentracion de DPG cercana a 65 mol %. Un
primer complejo (CO1) parece formarse a una concentracion de DPG cercana a 35
mol %, basandonos en los termogramas de calentariento vy enfriamiento de la

calonimetria diferencial de barmdo, donde se observa un pico muy estrecho centrado
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en 48°C que aparece en la muestra de 35 mol % de DPG. Un segundo cormplejo puro
(C0C2) se formaria alrededor de 65 mol % de DPG, como sugiere el hecho de que el

DFG puro aparezca separado de fase a concentraciones supericres,
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Figura II14. Diagrama de fases del sistetna FPOPC/FOFSE (relcion molar 4:1) con diferentes
proporciones de 12-sm-DFG en presencia de Ca’" ¥ Mg " Este diagrama de fases se elsboro
utilizando los datos obtenidos de 1a calorimetria diferencal de barrido v 13 especiroscopia de *'P-

EMN. Las temperaturas de imao (0) v bnalizacion (#) de la transcidn de loz barnidos de
calentarniento obtemdos por calonmetria definen lag distintas regones del diagrama de fases Gy F
sigmbcan fosfolipidos en fase gel v Awda respectivamente Hy e [ son fase hexagona invertida e
1sotrdpica, respechivamente. COLl v CO2 son los compleo: fosiolipidofdiaclgliceral 1 v 2,
respectivamente.

Las lineas sélidas que aparecen en el diagrama de fases sugieren la
inmiscibilidad sdlido-sdlido. En la regidn I del diagrama de fases, es decir desde el
fostolipido puro sin DPG hasta una concentracién de DPG de 35 mol %, y paor
debajo de la temperatura de transicidn, la inmiscibilidad se observa entre el primer
cornplejo formado y el fosfolipido puro. De cualquier manera, por encima de la
temperatura de transicion hay una buena miscibilidad. En la regidn II, entre 35 v 65
mol % DPG, hay una inmiscibilidad sodlido-salido en la fase gel entre el primer v
segundo complejo, mientras que en la fase fluida hay una coexistencia de fase

lamelar, fase hexagonal invertida Hy, v fase 1sotrdpica
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El DPG libre comienza a separarse a concentraciones superiores a 65 mol %
En la regidn III hay una separacidn de fase entre el segundo complejo v el DPG puro
libre en la fase gel En la region fluda, sdlo se detecto una fase isotrépica mediante
la espectroscopia de P RN, la cual corresponderia posiblemente a fase ciibica, de
acuerdo con estudios detallados con otros sisternas diacilglicerol/fosfolipido (Ldpez-

Garcia y col, 1994a; Seddon, 1990h; Luzzati v col., 1992, Quinn y col, 1995).

3.5. Activacion y enlace a membranas de la PKCo tip o silvesire y mutanie

D246/248N en funcion de 1a conceniracion de diacilglicerol.

Cuando se utilizd DPG, las medidas de actividad v enlace a membrana de la
PECa se realizaron a 27°C, de forma que el sistema se encontraba por debajo de la
temperatura de transicidn de fase a todas las concentraciones analizadas por encima
de 10 mol % de DPG, seghn los datos proporcionados por la calorimetria diferencial
de barrido (Figura II1. 1), Solamente las muestras con una concentracion inferior a 10
mol % de DPG se encontraban por encima de la temnperatura de transicion. No fue
posible estudiar la actividad de la enzima en funcion de la concentracidn de DPG en
el estado fluido, por encima de la temperatura de transicion, ya que este sistema tiene
la transicidn de fase por encima de 40°C con las mezclas de concentraciones
superiores a 20 mol % de DPG v dicha temperatura es demasiado alta para garantizar

la estabilidad de la enzitna.

La Figura III. 54 muestra la relacion existente entre la activacidn de la PECo
v la concentracion de DPG. Como se puede observar, la actividad de la PECo
aumentd considerablemente con bajas concentraciones de DPG (5 mol %4), llegando
hasta un nivel maximo con 30 mol %0 A partir de esta concentracion, la actividad de
la PECa disminuyd, llegando a valores muy bajos con altas concentraciones de DPG

70y 80 mol % de DPG).
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Figura ITIS. Activacidin (A) ¥ enlace a membrana (B) dela PEKCr fipo glvestre en funcidn de 1a
cohcentracion creciente de DFG. Se vhilizaron mezclas lipidicas con FOPC/POFS, a una relacion
molar 4:1, 1ondforo AZ5157 v distintas proporciones de 1,2-s0-DPG. Los ensayos se llevaron acabo a
ZTC en presencia de CaCl; 200 wM v MsCl; 5 mld, como se explica en el apartado de Métodos
Generaes del Capitulo 11 Para los ensayos de actividad ge mudis 1a actividad bagal de 1a proteina en
presencia de EGTA | mM ¥ en auzenaa de lipidos (FOPC/POPS v diaalglicerol) v Ca’", 1a cud fue
sustraida de log resultados Asimismo, se reaizaron controles con lisados celulares de células nn
transfectadas para descartar 1a actividad endégena de PECo. La linealidad del ensayo se confirma
andizando la cantidad de lustona fosforilada frente ala cantidad de proteina utilizada asi como frente
a tiermpo de ensavo (hasta 45 min). Para walorar el enlace de la PECeo a la membrana g2 utihzd
electroforesis, elecrotransferencia ¢ inmuneanaliss. La cantidad de proteina enlarada a membrana o
libre se cuantificd por densitemmetria La cantidad de proteina utilizada se mantuvo dentro del rango
lineal de deteccion de los reactivos del ensayeo de inmuneandisis El volumen find de la reacadn para
ambos tipog de ensayos fue de 250 pL, la concentracion de la mezcla fosfolipidica fue de 480 pl, la
cantidad de proteina utilizada fae de 0,1 pg aprommadamente ¥ el iempo de reacadn fue de 20 min.
Los graficos representan los wvalores medios v las deswiaciones tipicas de tres expenmentos
wndependientes llevados a cabo por triplicado.
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Por otro lade, 1a influencia de la concentracidn de DPG en el enlace de la
FECa a la membrana mostrd que la proteina se encontraba enlazada a la mezcla
lipidica utilizada practicamente de forma maxima v en la misma proporcidn (en torno
al 80%) para todas las concentraciones de DPG analizadas, desde 0 a 80 mol %%

(Figura I1.5B).

Para aclarar s1 el comportamiento de la enzima era sinilar al observado con
otros diacilgliceroles, se analizd la actividad v el enlace de la PECea a la membrana
en presencia de un diacilglicerol insaturado, el 1-palmitil-Z-oleilsm-glicerol (POG).
Estos ensayos se realizaron a 32°C, temperatura que se encuentra por encima de la
transicién de fase para este sistema (Jiménez-Monreal v col, 1999). La Figura IIL 64
muestra la relacion entre la activacidn de la PE.Co v la concentracidn de POG. La
actividad de la PECo aumentd sustancialmente con bajas concentraciones de POG
{de 5 a 10 mol %), alcanzando unos valores que practicamente se mantuvieron
estables hasta 40 mol % v llegando a un nivel max<imo con 50 mol %, a partir de
donde dicha actividad dismunuyd Be observd muy poca achividad a 12°C,
temperatura que se encuentra por debajo de la transicidn de fase (datos no
mostrados). Por otro lado, cuando se analizd el enlace de la FEC @ a membranas con
POG a 32°C, se observd que éste no cambid apreciablemente a las distintas
concentraciones ensavadas, manteniendose alrededor de 70-80 % en todos los casos

(Figura IL.6B).

Estos resultados indican que en presencia de 200 pbd CaCly v 5 mbd MgCls v
con POFR en las membranas, la enzima es capaz de enlazarse de forma maxima a la
mermbrana, incluso en ausencia de diacilglicerol, probablemente a través del dominio
C2 de la proteina, el cual se caracteriza por interaccionar con Ca®™ v fosfatidilserina
(Verdaguer v col, 199%). Destaca el hecho de que este enlace no estd acompafiado de
maxima achvacion, la cual solo se adgquiere en presencia de una concentracion
suficienternente alta de diacilglicerol (DPG o POG), lo cual sugiere la participacidn

del enlace del dommio C1 de la proteina en este proceso.

Esta interpretacidn se confirmd a continuacidn mediante el estudio del enlace
a membranas del dominio C2 aislado de la PECw, en presencia de proporciones

crecientes de los diacilgliceroles (DPG o POG).
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Figura I116. Activacion (A) ¥ enlace a membrana (B) dela PEKCro tipo glvestre en funcion de Ia
concentracien creciente de FOG. 5e utilizaron merelas lipidicas con FOFC/FOFS, a una relacion
mola 4:1, 1ondforo AZ35187 v distintas proporciones de 1,2-sm-POG. Log engavos s llevaron acabo a
32°C en presencia de CaCl; 200 pM v MgCl 5 mM, como se explica en el apartado de Métodos
Generaes del Capitulo II. Para los ensayos de actividad se midio 1a actividad basal de 1a proteina en
presenca de EGTA 1 mM ¥ en ausendaa de lipidos (FOPC/FOPS ¥ diadlglicersl) v Ca°, 1a cual fue
sustraida de log resultados. Asimismo, $e reaizaron controles con lisados celulares de células oo
transfectadas para descartar 1a actividad endégena de PECo. La linealidad del ensayo se confirmo
anahzando la cantidad de lustona fosforlada frente ala cantidad de proteina utlhizada asi como frente
a tiempo de ensayo (hasta 45 min). Para valorar &l enlace de la FECo 3 1a membrana se utilize
electroforesis, electrotransferencia ¢ inmuneanaliss. La cantidad de proteina enlazada a membrana o
libre se cvantifics por densitometria La cantidad de proteina utilizada se mantuvo dentro del rango
lineal de deteccion de los reactivos del ensayo de inmuneandisiz El volumen find de la reacaon para
ambos tipog de ensayos fue de 250 pL, la concentracion de la mezcla fosfolipidica fue de 480 pld, la
cantidad de proteina uhilizada f1e de 0,1 pg aprommadamente ¥ el tiempo de reacadn e de 20 min.
Loz graficos representan los wvalores medios v las deswaciones tipicas de fres expenmentos
independientesllevados a cabo por triplicado.
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Estos ensayos mostraron gque el dominio C2 de la PECo se unid

practicamente en la misma proporcidn y de forma maxima (alrededor del 75-85% de
la proteina total) a todas las concentraciones de DPG y POG de las mezclas

utilizadas, e incluso en su ausencia (Figura II1.7).
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Figura IIL7. Enlace a membrana del dominie C2 de lIa PKCr en funcion de la conceniracion de
diacilglicerol. 5¢ utilizaron merelas lipidicas con FOPG/POPS, a una relacon mola 401, ¥ distintas
proporciones de DPG (») ¥ POG (o). Los ensavos se llevaron 3 cabo a una temperatura de 27°C para
DPG ¥ 32°C para POG, ¥ en presencia de CaCl; 200 pM ¥ MsCl; 5 mM, como se explica en el
apartado de Métodos Generales del Capitulo 1. Para valorar el enlace del domimo CZ dela PECnala
membrana se utilizd eleciroforesis, electrotransferencia e inmunoanalisis. La cantidad de proteina
enlarada 3 membrana o hbre se cuantibicd por densitornetria La cantidad de proteina uwilizada se
mantuvo dentro del ranso linea de deteceidn de los reactives del ensave de inmunecandisiz El
volurnen final de reaccion fue de 250 wL, 13 concentracitn de 1a mezela fosfolipidica fue de 450 g,
la cantidad de proteina utihizada fue de 0,3 pg apro;mmadaments v el tiempo de reaccidn fue de 20
min. Los graficos representan los valores medios v las desviaciones tipicas de tres expenmentos
independientes Uevados a cabo por triplicado.

Ta que los resultados anteriores sugieren que los patrones de activacion por
diferentes diacilgliceroles mostrados en las Figuras 11T 5 v ITL. & parecen depender de
la interaccidn de los diacilgliceroles con el dominio C1 de la preteina, se utilizd un
doble mutante de la enzima, llamado D246/248N. Este mutante presenta los residuos

Asp de las posiciones 246 v 248 situadas en el dominio C2 sustituidos por residuos
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de Asn. De esta forma, el mutante D246/248N de la PECo presenta un dominio C2
alterado, el cual es incapaz de unir Ca”", por lo que cualquier actividad o enlace
observado con dicho mutante se debera al dominio C1. Los residuos Asp de las
posiciones 246 v 248 del dominio C2 de la PECwo estan involucrados en la unidn de
Ca’* v estas dos mutaciones a Asn inhiben la unidn del dominio C2 a la membrana,

tanto i vitre como @ vive (Cotbalan-Garcia v col, 1999, Conesa-Zamora ¥ col,

2000; Bolsover y col., 2003},

Es interesante destacar, en este sentido, que el DPG no activd al mutante
D246/248N de la PECo a ninguna de las concentraciones analizadas, mientras que
POG si lo consignid (Figura IIL8A)Y De esta forma, conforme se incrementaba la
concentracion de este diacilglicerol, la actividad del mutante D246/248N de la PECe
aumentd, llegando a un maximo en tomo a 50 mol % de POG v mostrando a partir de
entonces un descenso con concentraciones mayores, lo cual es una reminiscencia del

patrén mostrado por la proteina tipo silvestre (Figura I 64).

También destaca el hecho de que este patrdn observado en la actividad del
mutante D246/248N de la PE.Cw estaba bien correlacionado con el patron observado
en el ensayo de enlace a membrana (Figura IIL8B), ya que en presencia de POG, este
mutante se enlazd a la membrana de forma gradual, a diferencia de la enzima tipo
silvestre (Figura IIL 6B, alcanzando un ma<imo a 40 mol % de POG vy disminuyendo
entonces con concenfraciones mayores, mostrando asi una dependencia por las
concentraciones de POG similar a la mostrada en los ensayos de actividad
enzimatica. Por otro lado, el enlace del mutante D246/248N de la PECa a la
mernbrana en presencia de DPG estaba mucho méas reducida v no se cbservd cambio
apreciable en dicho enlace con el aumento de las concentraciones de este

diacilglicerol (Figura IIT.8E).

Azl parece claro que la miroduccidn de una insaturacion en una de las
cadenas acilicas del diacilglicerol que forma parte de la mezcla lipidica modifica en

gran medida su capacidad para activar a la enzima.
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Figura ITILE. Activacién (A) ¥ enlace a membrana (B) del mutante D24/248N de la FPKCo en
funcién de la concentracién creciente de diacilglicerol. 5e vtilizaron mezclas lpidicas con
FOFC/POFS, auna relacion mola 4:1, iondforo AZ5187 v distinias proporciones de 1,2-m-DPG (») ¥
1,2-sm-POG (o). Los engavos sellevaron a cabo auna temperamira de 27°C paralas muestras con DPG
va3i"C paralasde POG, en presenciade CaCl; 200 pM v MgCl; 5 mM, delaforma como se explica
en el apartado de Métodos Generales del Capitulo I Para los ensavos de actividad se midio la
actividad basgal de la proteina en presenaa de EGTA 1 mM v en ausenaa de lipidos (POPC/POFS v
dadlgliceroly v Ca™", 1a ecual fue sustraida de los resultados. Asimismo, se redizaron controles con
lisados celulares de células no transfectadas para descartar la actividad endogena de PECn. La
linealidad del ensayo ge confirma anaizando 1a cantidad de lustona fosforilada frente ala cantidad de
proteina utilizada asi como frente al tiempo de ensayo (hasta 435 min). Para valorar el enlace de la
FECr ala membrana se utilizd electroforesis, electrotransferencaa ¢ inmunoanalisis. La cantidad de
proteina enlazada a membrana o libre se cuantificd por densitometria La cantidad de proteina
utilhizada se mantuvo dentro del rango hoea de detecadn de los reachivos del enszayo de
immunoanalisis. El wolumen find de la reaccidn para ambos tipos de ensayos fue de 230 pL, la
concentracion de la mezela fosfolipidica fue de 480 pM, la cantidad de proteina uhilizada fue de 0,1
Kg aproximadamente v ¢l tiempo de reaccion fue de 20 min Los graficos representan los valores
redios y¥las desviaciones tipicas de tres expenimentos independientes levados a cabo por triplicado.



Arctivacion de la F EC o mediante diferentes praparcionss de diacilglicerales 159

4. DISCUSION.

En este trabajo hemos tratado de correlacionar las propiedades fisicas de una
mezcla de lipidos con su influencia en el enlace de la PECo a la membrana v sus
parametros de actividad. La mezcla lipidica seleccionada estaba formada por
fostolipidos insaturados (POPC y POPE), que recuerdan a los de las membranas
bioldgicas, ¥ diacilglicercles, tanto saturados (DPF) como nsaturados (POG). Se ha
descrito, de hecho, que ambos tipos de diacilgliceroles pueden estar presentes
durante la estimulacidn celular, la cual es a menudo bifasica. Asi, durante las etapas
tempranas, los diacilgliceroles acumulados son principalmente monocinsaturados o
saturados en la posicion acilica sm-1 v polinsaturados en la posicidn si-2, mientras
que durante la fase de sostenimiento los tipos de diacilgliceroles predominantes
poseen cadenas acilicas saturadas en ambas posiciones o una cadena saturada en
posicion si-1 v una cadena monoinsaturada en posicidn sn-2 (Hodking v col,, 1998
De acuerdo con los resultados obtenidos, se propone que el dominio C2 es muy
importante para la activacidn durante la fase de sostenimiento, cuando los
diacilgliceroles saturados, como DPG, son abundantes, en cuyo caso no podrian

activar una enzima con un dominio C2 no funcional.

Mientras las caracteristicas fisicas del sistema con POG habian sido descritas
con anterioridad (Jimenez-Monreal v col, 1999), en este trabajo llevamos a cabo la
caracterizacidn fisica del sistemna con DPG. Las mezclas lipidicas fueron estudiadas
incluyendo las mismas concentraciones de ca’* v Mg2+ que se uvtilizaron en los
ensayos enzimaticos, ¥ las estructuras lamelares se mantuvieron, al menos a bajas
concentraciones de diacilglicerol, ya que se utilizaron mezclas de POPC/POPS con
una relacion molar 4:1. 3e sabe que la utilizacidn de POPS puro lleva a obtencidn de
fases con cocleatos en presencia de Ca™ y Mg™ (Papahadjopoulos v col., 1974,
Papahadjopoulos v col., 1975, Feigenson, 1936), las cuales carecen de transicion de
fase en el rango fisioldgico de temperaturas vtilizadas en este trabajo (Hauser y
Shipley, 1984) De cualquier manera, demostramos previamente mediante
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourter (FT-IR) que la mezcla

POPC/POPE en relacién molar 4:1 no esti deshidratada por Ca™* v Mg™", cuando las
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relaciones molares Ca’ /POPS v Mg’ /POPS son 2,6 v 66, valores muy similares a
los utilizados en este trabajo (Sanchez-Pifiera y col., 1999a). Cuando la cantidad de
POPC alcanza el 80 % de la total de fosfolipido, se protege a FOPS de la formacion
de la fase con cocleatos, meluso en presencia de 33 mol %% de DAG (Banchez-Piflera

v col, 199%9a).

Hermos intentado correlacionar la activacidn de la PECo a distintas
conicentraciones de diacilglicerol con el estado fisico de la membrana, va que se ha
dernostrado que lavanacidn de la concentracion de diacilglicerol tiene un gran efecto

en la organizacién de la membrana.

En el caso del sistema con DPG, la actividad méxima se alcanzd a la
concentracion de DPG a la que se obtiene el compuesto puro CO1 (30 mol % DPG),
lo cual puede deberse a que la coexistencia de dominios separados (uno de ellos rico
en diacilglicerol) estimula la actividad, como se ha propuesto anteriormente
(Hinderliter ¥ col., 1997}, Otra posibilidad es que el aumento del compuesto CO1
pueda contribur a aumentar la actividad, mientras que el compuesto CO2 que
commienza a aparecer con concentraciones de DPG superiores a 30 mal %, pueda ser
menos adecuado para promover la activacion de la PECo. En el caso de la activacidn
mducida por POG, la actividad aumenta conforme aumentan las concentraciones de
FPOG hasta 10moel %, donde se alcanza una estabilizacidn. En este caso la actividad
estd medida por encima de la temperatura de transicion de fase y por lo tanto no

parece oourrir separacidn de fases.

De cualgquier modo, esta claro que la enzima tipo silvestre se une a la
mermbrana de la misma forma en todo el rango de concentraciones estudiado, debido
quizas a la interaccidn lipido-proteina establecida bien a través del dominio C1 o
bien a traves del domunio C2. De cualquier forma, va que se observd que el dominio
C2 de la PECa aislado se unid masimamente a todas las concentraciones de DPG
utilizadas e mcluso en su ausencia, parece claro que el DPG debe afectar a la
activacidn de la enzima sdlo a través del dominio C1 ¥ no a través del dominio C2, a

pesar del hecho de que a muy altas concentraciones de DPG pudiera producirse una
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dilucién sustancial de la POPS. Esta dilucidn probablemente no tuvo efecto sobre la
actividad ya que el exceso del DPG acumulado en la regidn ITI del diagrama de fases

estaria separado de fase del compuesto CO2, donde estaria localizada la POPS.

Para aclarar con mayor profundidad el papel del dorminio C1 en este proceso,
se utilizd el doble mutante D246/2481 de la PECo. Este mutante se caracterizd
previamente y se demostrd que tenfa una capacidad muy limitada para activarse
mediante fosfolipidos v Ca’" (Corbalin-Garcia v col, 1999, Conesa-Zamora vy col,,
2000; Bolsover ¥ col., 2003), va que los residuos mutados estan involucrados en la
unién de Ca” al dominio C2 De acuerdo con nuestros resultados, el mutante
D246/248M de la PECa no fue activado por DPG ni pudo unirse a membranas de
forma significativa, ni siquiera en ausencia de este diacilglicerol. Esto demuestra que
DPFG no fue capaz de compensar el descenso en la capacidad de unidn de la proteina
debido a la mutacidn en el dominio C2 responsable de la unidn a través de Ca®" v
fostatidilserina. De cualquier modo, en presencia del POG, el mutante se pudo
activar al mismo nivel que el tipo silvestre utilizando una concentracién de POG lo
suficienternente alta (50 mol %0, lo cual se correlaciond bastante bien con lo

chservado en la unidn a membranas,

La pregunta que surge inevitablemente es por qué el POG es mejor activador
que el DPG. La respuesta la da la mayor capacidad de inducir el enlace de la enzima
mutante a la membrana mostrada por el POG Una explicacidn para este
comportamiento ya se propuso con antertoridad aduciendo que los diacilgliceroles
insaturados producen un aumento en el volumen de la parte de hidrocarbono y
también un aumento en el espaciamiento de los grupos de cabeza, lo cual podria
facilitar la insercidn de la enzima en la membrana (Bolen y Sando, 1992)
Alternativamente, ya que el sistema con el POG se encontraba en condicion de
estado fluido, mientras que el sisterna con el DPG estaba por debajo de la fransicidn
de fase, otra posible respuesta para la anterior pregunta supondria que fuera mas
dificil para la proteina msertar su dominio C1 en una membrana rigida que en ofra
fluida. Esto no pudo analizarse estudiando el comportamiento de la PEC o por debajo

de la transicion de fase en presencia del POG, yva que la actividad de la enzima fue
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muy baja a temperaturas cercanas a los 12°C. Recordemos que anteriormente se
demostrd que utilizando micelas mistas formadas con Tritdn 2-100, tanto con DPG
corno con POG, se obtuvo una capacidad de activar la PEC smnilar (2anchez-Pirlera
v col, 1999a) v que los diferentes comportamientos mostrados aqui parecen deberse
mas a efectos en la estructura de la membrana que a reconocuniento diferencial por

parte del dominio C1.

La ofra incognita es por qué la actividad v la unidn a membrana de la proteina
disminuyen a concentraciones muy altas de POG, como se observa por encima de la
transicidn de fase Una posible explicacidn podria ser la formacidn de fases ciobicas,
adoptadas por mezclas con fosfolipidos y altas concentraciones de DAG (Seddon,
1990a;, Luzzati y col, 1992), las cuales pueden ser menos apropiadas para la

activacion de la PEC.

Existen abundantes pruebas para apovar la interaccion de la PECa con
membranas. Asi, mediante expermmentos de monocapas se concluyd que la PECo
penetra en la membrana a ciertas concentraciones lipidicas (Lester v col, 1990,
Souvignet v col, 1991; Medkova y Cho, 1998b). Ademas, mediante experimentos de
monocapas se demostrd que las interacciones hidrofdbicas entre la PEC v las
cadenas acilicas lipidicas son esenciales para la activacidn de la proteina (Souvignet
v col, 1991 Recientemente se concluyd que la PEC o penetra parcialmente en la
membrana durante su activacion mediante fosfatidilserina (Medkova v Cho, 1998b)
Hay también otros muchos estudios que sugieren que la activacion de la PEC por
diacilgliceroles  puede involucrar una perturbacidn especifica inducida por
diacilglicerol en la estructura de la bicapa fosfolipidica de la membrana. Por ejemplo,
se ha demostrado que cambios en cadenas acilicas de los lipidos de la membrana
afectan tanto a la activacién dependiente de lipidos de la PEC como a la accidn de
los diacilgliceroles (Bolen y Sando, 1992, Enoek y col., 1988). Por otro lado, esta
claro que los diacilgliceroles afectan en gran medida a la estructura de la membrana
(Zidovetzki, 1997). Todos estos datos apovan, por lo tanto, la posibilidad de que un

diacilglicerol con una cadena insaturada, como es el caso del POG, pueda ser un
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mejor promotor del enlace a membrana de la PECa que una molécula totalmente

saturada como ocurre con el DPG.

En conclusién, se han caracterizado las propiledades fisicas de mezclas
lipidicas formadas por diferentes fosfolipidos que comparten una cadena acilica
saturada y ctra insaturada, que recuerdan a determinadas moleculas presentes en las
mermbranas bioldgicas animales, con dos tipos de diacilgliceroles: DPG y POG.
Aungue ambos eran capaces de activar la FECa, un doble mutante de la enzima
incapaz de unir Ca™* y fosfolipidos a través de su dominio de unién C2 se activé por
POG pero no por DPG. Esto demuestra que los diacilgliceroles con cadenas acilicas
insaturadas son capaces de promover la activacidn v el enlace de la enzima
independienternente de Ca’* v de fosfatidilserina, aunque la presencia de estos dos

ligandos facilita enormemente la activacion de la misma.






Capitulo |V

Parametros de activacion de los
dominios C2 de la PKCq, Bll y v.
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1. RESUMEN.

El domiio C2 se encuentra presente en mumerosas profeinas y sirve coma
punto inicial de la regulacion de wn gran mimero de nidas o vias de sefializacion
celdar mediante su anclaje a la membrana dependiente de Co’ ', En este trabajo se
utilzd la espectroscopia fluorescencia para levar a cabo vna comparacion acerca
de las afinidades por los principales ligandos caracteristicos de este fipo de
dominios C2 (Ca’™ ¥ fosfolipidos anicnicas), entre tres miembros de la subfamilio de
las PECs cldsicas, en concreta las isoerzimas o PI y v Los resultados revelaron
gue, o pesar del hecho de gue esios [sognzimas s encuentrar estrechamernte
relacionadas entre si y gue presentan algunas similifides en su comportamienta, sus
dominios C2 estdn bastaite especializados, o gue se deduce, por ejemplo, de la
existencia de qfinidades diferentes para el Ca* ¥ y las fosfolipidos anidnicas. Asi, en
atsencia de membranas, la afinidad de estos dominios C2 par Car’* Jlie similar y &l
cagficiente de Hill mdicd gue o wiion de este ligando flie cooperativa, al menos en
los casas de las iscenzimas oy ¥ En cambio, en presencia de membranas con
fasfatidilsering, la afinidad por Co’' aumentd, oscilando entre el nivel sub-
micromolar y micromolar ([ i’ +j,r,r3 =014 +£0,01 1 para el dominic C2 de la
PECe 0,53 £0,01 1d para &l dominio ©2 de la PECETy 6,532 0,10 1 pare ef
dominio C2 de la PEXCY y observadndose wunidn cogperative en todos los casas. Este
gran efecta observado sabre [a afinidad por et en presencia de membranas refleja
wn equilibrio de unidn a membrana que esta asociado al Ca'™, ast coma el papel
impartante y directo del fosfolipido sobre la estabilzacion del Ca** unido.

Por ofro lado, I afinidad ¥ cooperatividad de la union de los tres dominios
C2 ot membranas con fosfatidilsering en presencia de Ca’” fueron también diferentes
para los tres dominios. En este caso, el dominio C2Z de la PECy necesttaria wna
mMayor concentracion de Ca’t para pramover su anclaje a la membrara.

De esta forma y aungte estos tres dominios C2 son muy similares, ya que
guardan w1 elevado grado de homologia de secuencia (el 64% de los residhios son
idénticas) y de estructura tridimensional, se observan diferencias en la afinidad y
caoperatividad de la wunion por ligandos, demosirando asi gue estan especializados

parg s finciones y confextos celulares particulares.
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2. INTRODUCCION.

El Ca™ esun segundo mensajero universal en células eucariotas v regula una
amplia variedad de rutas de seflalizacidn como puede ser la fertilizacidn, la
transcripeién de genes, la divisidn y diferenciacidn celular, la contraccién muscular,
la sefializacion neuronal, la inflamacidn o la muerte celular programada, entre otras
(Berridge v col., 1998; Spitzer v col., 2000). El Ca’* responsable de desencadenar
esta diversa seflalizacidn estd regulado a nwel celular de manera precisa en el
espacio, tiempo y concentracidn (Berridge v col., 1998). En conjunto, estas variables
estin optimizadas para crear distintas sefiales de Ca™ que pueden coexistir incluso en
el mismo tipo celular, pero que estan altamente especializadas para la activacidn de
distintas rutas en funcidn de la sefial extracelular que actle Por otro lado, las
proteinas citoplasmaticas responsables de detectar, mterpretar v propagar esta sefial
de Ca’" deben estar igualmente especializadas. Asi, en particular, los pardmetros de
la unidn y activacién por Ca’" de una determinada proteina deben estar finamente
coordinados para detectar las propiedades espaciales v temporales de la sefial de Ca®
v desencadenar una respuesta apropiada (Falke v col, 1994; MNalefski y INewton,
2001).

El dommio C2 es un motivo de anclaje a membrana que se encuentra presente
en un armplio rango de proteinas reguladas por este segundo mensajero (Malefski y
Falke, 1998, Rizo y 3ndhof, 1998). Los dominios C2 modelo unen moltiples 1ones
ca® v entonces se anclan a membranas intracelulares especificas, permitiendo asi
regular puntos importantes en las distintas rutas de sefializacidn (Hurley v Misra,
20007, Existen, al menos, cinco familias de proteinas intracelulares que contienen
dominios C2: (1) las protein quinasas que fosforilan otras proteinas diana asociadas a
membranas, (1) las enzimas modificadoras de fosfolipidos que activan o inactivan
segundos mensajeros dertvados de lipidos, (1) las proteinas de fusién v diana de
vesiculas, () las proteinas activadoras de GTPasas v (v) las enzimas de
ubiquitinacion que marcan proteinas de membrana para su degradacidn (Nalefslki v
Falke, 199¢; Rizo y Sndhof, 1998). e conoce la estructura tridimensional de muchos
dominios C2, como el de la fosfolipasa A2 citosdlica (Zutton v col., 1995 Perisic y
col, 1998; u v col, 1998; Dessen vy col,, 1999), el de la sinaptotagmina (Sutton v
cal, 1995; Bhao v col, 1998; SButton v col, 1999), el de la fosfolipasa C& (Essen v
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col, 1296, Grobler v col., 1996), el de la PELCRI (Sutton v Sprang, 1998), el de la
PECo (Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col., 2002), el de la PECS (Fapa v col,
1992}, el de la FECe (Ochoa ¥ col, 2001), el de la proteina PTEN {Lee v col., 1999}
v el de la PISE (Walker v col, 1999, entre otros. Todos estos dominios C2
comparten una estructura en sandwich [ compuesta por dos hojas b antiparalelas,
con cuatro cadenas cada una y tres lazos intercatenarios en uno de los extremos del
dominio que se encuentran mmplicados en la vnidn de Ca®* v fostolipidos. Las
estructuras terciarias conocidas son muy similares a pesar de que el nivel de
homologia de secuencia de todos los dominios C2 no es muy alto (Malefsk: v Falke,
1296). De hecho, la estructura primaria v la longitud de los lazos intercatenarios
responsables de la unién de Ca’* varian de una proteina a otra, como cabria esperar,
por otro lado, de dominios relacionados entre si pero especializados para diferentes
rutas  de sefializacidn.  Trabajos previos han caracterizado la  dramatica
especializacion de los dominios C2 de diferentes familias funcionales (Malefslki v

Wewton, 20010,

Para intentar descubrir la caracteristicas de los dominios C2 mmplicadas en la
regulacidn y especializacidn de las proteinas que los contienen, seria Util comparar
dorminios C2 que comparten una unportante homologia en cuanto a sus estructuras
primaria v terciaria, siendo los candidatos 1déneos las proteinas con dominios C2
inchiidas dentro de una misma familia. En el caso de la PEC, existen tres subfarmilias
con, al menos, diez iscenzimas diferentes La subfamilia de las PECs clasicas
(cPE.C} incluye las 1soformas o, BI, BII v, las cuales son candidatos susceptibles de
comparacidn como proteinas relacionadas con dominios C2 homodlogos. I vitro, la
PECe, la FECE v la PECy fosforilan los mismos péptidos naturales diana de forma
similar (Hoffmann, 1997). De cualquier modo, las pruebas obtenidas i wive indican
que existe un elevado grado de especializacién funcional, como se puede observar en
revisiones sobre la regulacion de PEC (Mewton, 2001) Los miveles de expresion
normales de las iscenzimas clasicas de la PEC dan una indicacidn scbre esta
especializacidn, ya que mientras la FEC o se encuentra en todos los tipos celulares, la
PECE aparece sélo en deterrinados tipos celulares v la PECy s6lo en cerebro
(Mishizuka, 1995) Be cree que esta sobreexpresidn de la PECwo contribuye a la
transformacidn y proliferacidn de células malignizadas. Por otro lado, la PECE se

utiliza como marcador de clertos tipos de cancer vy su sobreexpresicn ha sido
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relacionada con fallos cardiacos ¥ complicaciones cardiovasculares en diabéticos
(Cornford v col, 1999, Dean v col, 1996, Bowling v col., 1999, Walasalki y ool
1997, Finalmente, la FE.Cv ha sido relacionada con el desarrollo de dolor persistente
relacionado con las lesiones (Basbaum, 1999, Martin v col, 2001). Otro dato
indicativo de la especializacién de las iscenzimas de la PEC lo constituye sus
diferentes implicaciones con el cancer (Hofmann, 2001). Otro estudio que demuestra
la especializacidn in vivo para estas isoenzimas, revela que la 1soenzima clasica de la
FE.C que se activa inicialmente en ratas mediante angiotensina I cambia entre la o,
la By la vy, dependiendo de la edad del animal (Boesch y Garvin, 2001). Por ofro
lado, también se puede chservar clerto grado de especializacidn mediante el estudio
de las interacciones proteicas entre las FE.Cs v las quinasas C activadas por receptor
0 RACKESs (Csukat y Mochly-Rosen, 1999) De esta forma, hasta la fecha se han
wentificado dos RACKS, el RACEL v el p'-COP (Ron y col, 1994, Csukai y col,,
1997y, los cuales unen PECP v PECe, respectivamnente. Asi se ha localizado un sitio
de unidn para RACKSs en los lazos de unidn a ca®" 1 v 2y en la cadena 4 de la
PECR, vtilizando péptidos basados en esas regiones (Ron v col, 19953 Por ofro
lado, la regidin V3 de PECBH ha sido relacionada también con la unidn a RACE
(Btebbins y Mochly-Rosen, 2001).

Los dominios C2 de las isoenzimas ¢, PII v v de la PEC son 1dénticos en un
4% en su secuencia primaria de ammnodcidos (Figura IV. 1) (Enopf v col, 1986,
Ono vy col, 1988a, Housey v col, 1988, Kohout v col, 2002) Ademis, =i
consideramos en esta comnparacidn de la secuencia primaria de aminodcidos no sdlo a
los residuos 1dénticos, sino también a los residuos homologos, la similitud awnenta
hasta mas de un 82%. Mas atn, las estructuras tridimensionales conocidas de los
dominios C2 de la FECa (Verdaguer v col, 1999, Ochoa y col, 2002) v de la
PECBI (Sutton v Sprang, 199%) presentan tan sdlo una desviacién de 0.43 A entre
atomos Co equivalentes (Figura IV.2). El dominio C2 de la PECa ha sido
cocristalizado ademas con dos analogos lipidicos de fosfatidilserina de cadena corta
(Verdaguer v col., 1999, Ochoa ¥ col, 2002), revelando que los oxigenos lipidicos se
coordinan directarnente con uno o més de los iones Ca®™ unidos, de forma que se
dermuestra, por lo tanto, que el fosfolipido puede tener un papel importante en la
unién de Ca’", asi como que el Ca’" actia como puente en la unicn del dominio C2 a

la membrana.
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Bl B2 CBR1 B3
Cle 137 EKR GRIYLKAEY-T D EKLHWTWRDAK, MLIPMOPHMGLS DPYWKLKLI FOPENESK

C2p, 157 ERR GRIYVIQAHTI-D R EWLIWWWRDAK MLWPMOPNGLS DPFYWRLKLTI PDPRSESK
C2y 157 ERR GRLOLEIRAPTSD E-THITWGEAR MLIPMDPNGLS DPFYWRKLKLI PDPRHLTE

M4 CBR2 PS5 pé CBE3 p7
Clz 210 QKT KTIRSTLM POWNESFTFKL KPSDKD RRLSWEIWDW DRTTRM DFMGSLSFGY

Capy 210 QKT KTIKCSLW FEWWETFRFOL KESDKD RRELSYEIWD'W DLTSRM DFMGS5LSFGI
G2y 210 QKT ETYKATLW PYWHETFWFNL KPGDWE RRELSWYE'WWD'W DRTSRN DEMGAMSFGY

ol 52 a2

Clo 269 SELME MP AsGwWyRL LM JQEEG EYYNYPIPEG 293
C2p, 264 SELQK AG WDGWRKL L5 QEEG EYFMYWPWPPEG 2894
C2y 264 SELLKE AP WDGWYKL LM QEEG EYWYMWPWVADADNCS 297

Figura IV.1. Alineacion de las secuencias aminoacidicas de los dominies C2 aidadoes de FECoy
FEKCRII y FKCy. Las hojas B, 1as hélices ooy los regiones de union a Ca’™ ge muestran de acuerdo
con las asignacones de las estructuras tridimensionales de los domimos C2 dela PEC o (Verdaguer v
col, 1995, Ochoa ¥ col, 2002) ¥ de la FECRI (Sutton v Sprang, 1998). La mavor diferenca entre
estas dos estructuras ridimensiona es reside en 1a zona de las hojas B4 v B3, las cuales son de mayor
tamaito en el caso del domimo CZ2 de PECBL Los cuadros amanillos indican residuos idénticos,
mientras fque log residuos homalogos estan resaltados en azul. Los residuos que paticipan en la
coordinacion de Cal™ segunlas estructuras cristalinas aparecen resaltados en rojo.

Cabe destacar el hecho de que las estructuras tridimensionales disponibles
presentan variabilidad en cuanto al nimero de iones Ca’” que aparecen unidos al
dominio C2, yendo de dos a tres para el dominio C2 de la FE.Cw v tres para el
dorminio C2 de la PECP. Asi, la estequiometria real de Ca’* para los dommios C2 de
la PE.C unidos a membranas ain permanece mdeterminada (Sutton v 3prang, 1998,
Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col, 2002). Mas aln, las interacciones especificas
entre los iones Ca’" unidos a los grupos de cabeza lipidicos en la superficie de la
membrana se complementan con interacciones electrostaticas no especificas que
ayudan a estabilizar el estado unido a membrana del complejo proteina—Ca2+ (hurray
v Honig, 2002). Aungue no hay informacidn estructural disponible sobre el dominio
C2 de la PECvy, el alto nivel de homologia de secuencia las otras 1soenzimas de la
farnilia de las PECs clasicas, parece indicar que el dominio C2 de PECy debe
presentar una estructura similar, En concreto, el dominio C2 de la PECy presenta una

homologia de secuencia del 73% v 67% comparado con los dominios C2 de la PECo



172 Capifdo IV

v de la PECP, respectivamente (Knopt v col, 1986, Ono v col, 1988a, Housey v
col, 1988)

Figura IV.2. Egruciuras tridimensionales de los dominies C2 aislados de la FKCo vy Ia FECEI
obtenidas por difraceiéh de rayosX. 5¢ muestra la estructura tridhmensiona del domimo G2 dela
PECet (A} en presencia de Ca' v del fosfolipido de cadena corta 1,2-diacetil-m-fosfatidil-L-serina
(D APS) (Ochoay col., 2002) v la del domimio C2 de la PECRI (B) en presencia de Ca™™ (Sutton ¥
Sprang, 1998}, Las hélices o se muestran en color azul, mientras que las hojas B aparecen en naray a
Losiones &' se muestran en color amarillo,

En este trabajo, se realizd una comparacion entre los domunios C2 de las
isoenzimas ¢, B v v de las PECs clasicas para calcular sus afinidades en el enlace
de Ca’" en estado libre o en estado unide a membrana, asi comeo las afinidades por la
propla membrana v, de esta forma, poder determinar si estos dominios presentan
especializacion funcional. Ttilizando fluorescencia de estado estacionario v
transferencia de energia de rescnancia de fluorescencia (FRET), se analizaron el
equilibrio ¥ los parametros cinéticos de la umidn de Ca’’ ¥ membranas para cada
dominio C2 aislado. Los resultados dermuestran que incluso estos dorminios C2
estrechamente relacionados pertenecientes a una misma subfamilia de proteinas

pueden presentar pardmetros de activacién por Ca’ diferentes v especializados.
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3. RESULTADOS.

. I+ i .
3.1. Union de Ca~ a los dominios C2 en ausencia de membranas.

Para determinar las afinidades de unién a Ca’ de los tres dominios C2 en
ausencia de membranas se llevaron a cabo experimentos de fluorescencia en
equilibrio analizando la fluorescencia intrinseca de los residuos de Trp presentes en
las proteinas v se observarcn los cambios en la emisidn de flucrescencia de dicho
residuc debido a la unién de Ca’. Los tres dominios C2 presentan cuatro Trp
conservados en la estructura primaria; Trp223, Trp245, Trp247 vy Trp274. Los
residucs Trp245 y Trp247 se encuentran muy préximos a uno de los lazos
intercatenarios (CBRE3) que establecen coordinaciones con ca’’ v fostolipidos

(Verdaguer v col., 1999, Conesa-Zamora y col., 2002, Ochoa y col,, 2002).

Cada dominio C2 se sometid a una titulacidn con concentraciones crecientes
de Ca’" v las curvas de variacién de flucrescencia intrinseca del Trp resultantes
(Figura IV.3) se sometieron a un ajuste mediante el modelo tedrico de un sttio
independiente o bien el modelo de Hill El mejor ajuste vino determinado por el

- :
coeficiente ¢°.

Los datos experimentales de los tres dominios C2 se ajustaron mejor al
modelo de Hill, caracterizado por unos valores estimados de [Ca?'] wedeTiBet 144
uhi para el dominio C2 de la PECq, 30,85 £ 0,81 ubd para el dominio C2 de la
PECPII v 49,23 £ 320 uM para el dominio C2 de la PECv, v con unos indices de
Hill (A de 1,72 + 0,05 para el dominio C2 de la PECo, 1,08+ 0,03 para el dominio
C2 de PECPRIT v 1,47 £ 0,11 para el dominio C2 de la PECy (Tabla TV 1) Estos
valores del coeficiente de Hill indican que la unién de Ca®™ era claramente
cooperativa para los dominios C2 de la FECa y la PECv. En el caso del dominio C2
de la FECPBI, la cooperatividad fue baja o nula. De hecho, los ajustes obtenidos
utilizando el modelo de unidn a un solo sitio fueron peores para los dominios C2 de
las 1soenzimas de la PECao v la PECy (datos no mostrados), mientras que para el
dominio C2 de la FELCPBII los resultados obtenidos fueron similares a los anteriores
(Ks=3245% 1,19 uM). La falta de cooperatividad en la unidn de Ca’ en ausencia

de membranas al dominio C2 de la PECRIT sugiere que dicho proceso esta dominado
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por un solo e independiente ién Ca’™, mientras que para los deminios C2 de la

PEC oy la PKCy se unen, al menos, dos iones Ca”* con cooperatividad positiva.

ATrp F (normalizado)

0.1 1 10 100 1000
[Ca™"] uM

Figura IV.3. Afinidad por Ca®* de los distintos dondnios C2 de las PKCs dasivas. 5¢ levaron a
cabo las valoraciones de los domimos C2 (3 M) de la PECo (#), 1a FECRII (o) v1a PECY (V) en s
tampones correspondientes (Hepes 23 mM pH 74 ¥ NaCl 100 mM para el domimoe CZ de la PECo,
MOFS 20 mM pH 6,8 v WaCl 100 mM para el domimo C2 dela PEKCRIL Tris-HC1 25 mM pH .0 ¥
MaCl 100 mM pxa ¢ dominio CZ de la PECy, con Ca' estandar a 25°C. Estos experimentos de
fuorescenaa en equilibrio se realizaron en un especroiotometro de Auorescenas FluroMazx-5 (Jobin
Ywor, Hortba Edison, NI, EE. U.U). La anchura de lag ventanas de exctacion y emsion fue de 2 v 4
nm 1espectivamente para todos los expenimentos de Auorescenca llevados a cabo, La umion de Ca’™ 2
loz domimos C2 aislados se determing mediante 1a wariacion de la fworescencia intringeca del Trp,
tepresentada de manera normalizada a valor mammoe, en funcidn de la concentracon de dicho 16n. La
fuorescenaa intrinseca del Trp se determind utlizando una longitud de onda de excitacdn (A, de
284 nm ¥ se recomd la emusmodn de Huorescencia a una longitud de onda de 340 nm (A..). Paa
controlar 1a atenmacion de la fluorescenaa del Trp, se reaizaron diferentes controles. Se anaizd una
cubeta con el domumo C2 aslado por separado donde se aladieron log mismos volimenes de tampon
enn lugar de hisando. Asimaismo, se malizd oira cubeta con tampon donde ze afadieron las diferentes
concentraciones de Ca' para asi determinar el efecto de dilucidn de la muestra De esta forma el
control de la atenuaadn del Trp seguide de la correcacn de la diluasn de la muestra fieron
sugtraidos de los datoz de latitulacdn dela proteina con Ca'". S muestran Ios valores medios con su
deswiacion estandar de fres expenmentos independientes Las curvas reflegan los mejores gustes de
loz datos ala ecuacion de Hill. Los v ores derivados de los gustes de los datos se reflejan en la Tabla
I

En general, los valores de la afinidad por Ca® de los tres dominios C2 en

auzencia de membranas foeron similares (Tabla TV . 1) Mo obstante, curiozaments,
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fue el dominio C2 de la FPECRII el que presentd una mayor afinidad, lo cual quizas
. . o . . i+

esté relacionado con el hecho de que a este dominio se uniria un solo 16n Ca®
. . . T4 .

mientras que en los ofros casos se unen varios lones Ca® v la constante obtenida

representaria una visidn global del proceso completo.

Tabla IV.1. Valores de los pardametros de union 3 Ca™ de los domimios C2 de 13 FECo, 1a PEKCRII v
la FECy, obterudos mediante medidas de Auorescenaa.

Unién de Ca?* en

Unién de Ca?* intrinseca .
presencia de membranas

Dominio C2 [Cal*],, (WM} Coef Hill (Hy  [Ca],, (WM) Coef Hill (H)

PECox TiEG L 144 1,72+ 0,05 0,14 % 0,01 1,25+ 0,04
FPECBEO 30,85 £ 0,81 1.0OE + 0,03 0,552 0,01 1,20+ 0,03
PECy 49,25+ 3,20 147+0,11 6,52 0,10 TO0l=x 077

3.2. Union de Ca’" alos dominios C2 en presencia de membranas.

La afinidad en la unién del Ca’ a los dominios C2 en presencia de las
membranas se calculd mediante la cuantificacidn de la transferencia de energia de
resonancia de flucrescencia (FRET) entre los Trp intrinsecos de las proteinas, los
cuales actuarian como donantes, v los fluordforos dansilo presentes en las vesiculas

lipidicas preparadas, que actuarfan como aceptores de la transferencia de energia.

Las vesiculas unilamelares pequefias (SUV) utilizadas contenian una mezcla
de fosfatidileolina (POPC) v fosfatidilserina (POPE), as{ como una pequetia cantidad
de fosfatidiletanolamina marcada con dansilo (d-PE). Las mezclas preparadas
contenian la relacidn molar (POPC/POPE/d-PE) 35:60:5. La transferencia de energia
de resonancia de fluorescencia implica la proximidad entre el fluordforo donante v el
aceptor, de forma que, en nuestro caso, la sefial observada proviene de la interaccidn
del dominio C2 con la membrana En ausencia de Ca’" no se observa sefial de
transferencia de energia, lo cual indica que los dominios C2 tienen una nula o baja

afinidad por la membrana antes de unir ca’’
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Los datos resultantes de transferencia de energia de la proteina a la membrana
se calcularon como se explicd ampliamente en el Capitulo IT de esta memoria y se
representaron, normalizados en funcidn de la transferencia de energia maxima, frente

a la concentracién de Ca’* libre (Figura IV 4).
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Figura IV.4. Afinidad por Ca’ " de los distintos deminios C2 de las FKCs dasicas en presencia de
membranas. Se levaon 3 cabo lag valoracones de loz domumoz CZ2 (5 pM) de la PECo (»), 1a
PECRII (o) v la PECy (V) en sus tampones corespondientes (Hepes 25 mM pH 7,4 v HaCl 100 mM
para ¢l domimio CZ de la PECe, MOPS 20 mM pH 6,% v NaCl 100 mM para ¢l domume CZ dela
PECRIL Tris-HC] 25 mM pH 5,0 ¥ MaCl 100 mM para el dominio C2 de la FKCy), con Ca'" estindar
a25°C v en presenca de SUV compuestas por FOPC/FOPS/-FPE (35:60:5, 1 mM}, a 25°C. Laumon
de Ca™" a los dominios C2 mslados en presencia de estas membramas se determing mediame 1a
transferenca de energia de resonanaa de fluorescenaa (FRET) desde ¢l Trp a lamoléculade d4-PE de
las vesiculas Estos expenmentos se realizaron en un espectrofotémetro de Quorescencia FluroMazx-3
(Jobin Yvor, Horiba Edison, WJ, E.E.U.U). La anchura de lag ventanas de excitacion v emision fue de
2y 4 nm respectivamente. Latransferencia de energia se analiz, en este caso, como 13 atemacifn de
la fluprescencia del Trp, utiizande unalongitud de onda de exeitacion (A, de 234 nm v una longitud
de onda de emusion (A, de 340 nm. Al 1gud que en el cazo antenor, se llevaron a cabo diversos
contral es de atenvacidn de 1a Auorescencia del Trp v de diluadn de la muestra, los cuales se tuvieron
ent cuenta para la sustraccidn de los valores obtemdos con la titulacidn con Ca’" Se muestran los
valores medios con su deswiacon estandar de tres experimentos independientes Las curvas resultantes
se someberon a mismo andiss de mimmos cuadrades no-linea comentado anteriormente. Las curvas
reflepan los mejores astes de log datos normalizados ala ecuacion de Hill. Los valores derivados de
loz gustes de los datos se reflggan enla Tabla IV 1.

Estas representaciones se ajustaron mejor al modelo de Hill. Los valores
obtenidos de [Caﬂ]”g fueron 0,14 £ 0,01 uhd para el dominio CZ de la PECa, 0,53 £
0,01 pb para el dominio C2 de la PECRII v 6,52 £ 0,10 uhi para el dominio C2 de
la PELCy (Tabla IV. 1) Asi, como se puede ohservar, en todos los casos la atinidad
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por Ca’’ aumenté en gran medida con respecto a la situacién de ausencia de
membranas anteriormente comentada Las diferencias en la afinidad fueron
wnportantes, de forma que el dommio C2 de la PEC o fue el que presentd una mayor
afinidad por Ca’" en presencia de fosfolipido, mientras que el dominio C2 de PECy
mostrd la menor afinidad. La afinidad del dominio C2 de la PKCax por Ca™ en
presencia de membranas fue unas 4 veces mayor respecto al dominio C2 de la

PECPIL ¥ cast 50 veces respecto al dominio C2 de la PECy.

Los coeficientes de Hill (A ajustados fueron 1,25 £ 0,04 para el dominio C2
de la PECe, 1,20 + 0,03 para el dominio C2 de la PEECBIL v 7,01 £ 0,77 para el
dominio C2 de la FECy (Tabla IV.1) Estos coeficientes indican que se observd
cooperatividad en todos los casos, de forma que la unidn a membrana podria estar
dirigida por la meorporacion de miltiples 1ones Cca’™ con cooperatwidad positiva,
Cabe destacar la elevada cooperatividad obtenida en el caso del dominio C2 de la
PECwy, lo cual podria estar relacionado con una posible mayor rapidez en la respuesta

.o . i+ .
de este dominio respecto a la sefial de Ca® i vive.

Claramente, la mermbrana tiene un efecto significativo en la unién del Ca®™ a
los dominios C2, aumentando la afinidad de los dominios par ca’ v modificando la
cooperatividad de la unidn, sobre todo para el caso del dorminio C2 de la PECEIL, el
cual presentaba una baja o nula cooperatividad en la unién a Ca’* en ausencia de

membranas,

3.3. Union de lipidos a los dominios C2 en presencia de Ca®".

Para una mayor profundizacidn en el estudio de la unidn de los dominios C2 a
las membranas, se determiné la afinidad de esta interaccién en presencia de Ca™". De
igual forma que en el anterior apartado, se analizd la transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia (FRET) desde el Trp de la proteina a la molécula de
dansilo (d-PE) presente en la mernbrana para cada dominio C2 en presencia de Ca’".
Se prepararon vesiculas unilamelares pequerias (S3UV) con la misma composicidn
que la utilizada en el apartado anterior (POPC/POPE/I-PE, relacidn molar 35:60:5),

Estas vesiculas se afiadieron a cada dominio C2 aislado en presencia de dos
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concentraciones diferentes de Ca®", las cuales fueron seleccionadas segin los
resultados de la interaccién de Ca®™ con los dominios en presencia de vesiculas
obtenidos previaments. De esta manera, se escogid una concentracion de Ca’™ alta y
saturante para todos los dominios C2 segln los datos previos (200 phd ca’, Figura
IV.54) v otra concentracidn intermedia menor que la anterior (5,6 pM Ca®", Figura
IV.5B). Los resultados obtenidos se representaron normalizados en funcidn de la
concentracidn de POPS accesible (feniendo en cuenta el porcentaje de POPE en la
mezcla ¥ que solo la capa externa de la vesicula fosfolipidica es la que puede
interaccionar con la proteina), dado que se ha demostrado que el dominio C2
interacciona con fosfolipidos anidnicos (Mewton v Keranen, 19%4). Estas curvas se
sometieron al mismo analisis de mimnmos coadrados no-lineal comentado
anteriormente y se ajustaron mejor al modelo de Hill. Los resultados finales fueron

muy diferentes en las dos condiciones analizadas.

Al en presencia de una alta concentracidn de ca’’ {200 puhd Ca2+}, los datos
resultantes de la transferencia de energia desde la proteina a la membrana se
gjustaron mejor al modelo de Hill Figura IV 54, a pesar de que se obtuvieron
resultados similares utilizando el modelo de unidn a un sole sitio con los datos de los
dominios C2 de PECa y PECy. Los mejores valores de [P3]» obtenidos fueron 5,25
+ 0,69 uhd para el dominio C2 de la PECao, 12,23 + 0,54 puhd para el dommio C2 de
la PECPI v 5,06 £ 0,64 pulf para el dominio C2 de la PECv (Tabla IV.2). Por ofro
lado, los mejores coeficientes de Hill (&) ajustados fueron 0,77 + 0,07 para el
dominio C2 de la FE.Co, 1,13 + 0,05 para el dominio C2 de la PECPIL v 0,72 £ 0,05
para el domimo C2 de la FECy (Tabla IV.2) Estos coeficientes indican que no
existid cooperatividad en la unidn de lipido a los dominios C2 en estas condiciones
experimentales, salvo quizas en el caso del dominio C2 de la PECPEI donde, de
haber cooperatividad, ésta seria muy débil Curiosamente, el dominio C2 de la
FECPRI fue el que menor afinidad por lipido presentd bajo estas condiciones de
ensayo, a pesar de que las constantes obtenidas para los tres domunios fueron muy
similares. En este caso, v dado que, seglin los resultados anteriores en presencia de
esta concentracién de Ca®*, los tres dominios estarfan practicamente saturados con el
1611, la unidn a la membrana parece ocurrir de una forma relativamente similar, sin
grandes diferencias, para los tres dominios C2 y tendria lugar una vez que ha

. . . i+
ocurrido la incorporacion de Ca®
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Figura IV, Afinidad por FOFPS de los distintos dominios C2 delas FECs dasicas en presencia
de diferentes cantidades de Ca®". 3¢ llevaron a cabo las valoraciones con SUV de PFOPC/FOPS/d-PE
[35:60:5) en dhigolucones con los domimos C2 (5 pM) de la PECo (), la FECRII (o) v la FECy (V)
enl sus tampones correspondientes (Hepes 25 mM pH 7,4 ¥y WaCl 100 mM; MOFS 20 mM pH 6,8 ¥
WaCl 100 mM; v Tris-HCl 25 mM pH &0 v HaCl 100 mM, respectivamente), en presencia de Cal”
200 WM (A) ¥y Ca™ 5,8 pM (B), 3 25°C. La umion de 35UV alos dominios C2 en presenca de Ca se
determind mediante 13 transferenaa de energia de fuorescenaa desde el Trp 3 la molécula de 4-FE.
Estos experimentos se readizaron en un espectrofotdmetro de Suorescencia FluroMax-3 (Jobin Yworn,
Hortha Edison, NJ, E.E U U} La anchura de 1as ventanas de excitacion v emision fue de 2 ¥4 mm
respectivamente. La transferenaa de energia e analizd, de nuewo, como la atenmwacsdn de la
Auorescencia del Trp, nthizando una longitud de onda de exataaon (A, de 284 nm v una longitud de
onda de erision (A de 340 nm. Al igua que en los casos ateriores, se levaron a cabo diversos
coniroles de atermandn de la fuoescenaa del Trp v de diluadn de la muestra, los cuaes se tumeron
enn cuenta para 1a sustraccion de los valores obtemidos con la titulacdn con SUV. Se muestran los
valores medios con s desviacion estdndar de tres expenmentos independienies. Lag curvas resultanies
se sometieron a mismo andisig de mimmos cuadrados nodinea comentado anteriormente. Las curvas
reflejan los mejores ausies de los datos normaizados ala ecuacidn de Hill. Los valores denwvados de
los aqustes de los datos sereflegan en la Tabla v 2.
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En cambio, cuando se realizd el estudio en presencia de una baja
concentracién de Ca®’ (5,6 b Ca?'), los resultados arrojaron maycores diferencias.
Con esta concentracién de Ca®” v en presencia de membranas, los dommios C2 dela
PECa v de la PECRIIL estarian practicamente saturados, mientras que en el caso del
dominio C2 de la PECy nos encontrariamos justo en la zona de respuesta hacia la
saturacion (Figura IV.4). Los datos obtenidos de la transferencia de energia de la
preteina a la membrana se representaron de nuevo normalizados frente a la
concentracidn de POPE accesible v se ajustaron mejor al modelo de Hill (Figura
IV 5B). Los valores de [P3]yy fueron 11,50 £ 0,76 ubd para el dommio C2 de la
PECa, 12,65+ 0,68 pi para el dominio C2 de la FECRII v 38,53 £ 1,67 uhd para el
dominio C2 de la PECvy. Estos valores son muy similares a los obtenidos en el caso
anterior, en presencia de una concentracién de Ca’™ elevada, salvo para el caso del
dominio C2 de la PECvy (Tabla IV.2), donde la afinidad aparece muy reducida {unas
8veces menory. Por otro lado, los mejores coeficientes de Hill (F) fueron 1,23 £ 0,06
para el dominio C2 de la PECq, 1,03 £ 0,05 para el dominio C2 de la FECRIL v 1,44
+ 0,06 para el dominio C2 de la PECv (Tabla IV .2} Estos coeficientes indican que
existia cooperatividad en el caso del dommio C2 de la PECy v en el de la PECe,
siendo de mavyor importancia para el primero El dominio C2 de la FEZCRII no mostrd
cooperatividad segin estos resultados. Lo que parece ocurrir es que el dominio C2 de
la PELCPII v, en menor medida, el dominio C2 de la PECw, estarian practicamente
saturados con Ca™ en estas condiciones, por lo que la unién de a la membrana
seguiria el mismo patron que el comentado en el caso anterior. En cambio, el
dominio C2 de la FE.Cv en estas condiciones estaria parcialmente saturado con ca’’,
de forma que la unidn a la membrana se realizaria de forma cooperativa ya que se
produciria a su vez la meorporacion de méas Ca’ hasta llegar a la saturacidn. Por lo
tanto, este coeficiente de Hill que indica cooperatividad en este caso seria un reflejo

de la incorporacién aditiva de Ca™ v fosfolipido al dominio C2 de la PECv,

Claramente, la presencia de Ca’" tieneun efecto esencial sobre la unién de los
dominios C2 a la membrana, de manera que en ausencia de Ca’", no se produce
unién. Asirmismo, la diferente afinidad por Ca’" de cada dominio C2 produce una
diferente afinidad en la unidn a la membrana, siendo todo esto una prueba de la alta

especializacion de los dominios C2 de estas proteinas,
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Tabla IV2. Valores de los parfmetros de umon a POPS de los domimos C2 de la PECe, la FECRBILY
la PECy obtemdos mediante medidas de Auorescencia

Umén de POPS en presencia  Unién de POPS en presencia
de Ca’* 200 .M de Ca®* 5.6 M

Dominio C2  [POPS],, (UM) Coef Hill (H)  [POPS],, (uM) Coef Hill (H)

PECw 5,25+ 0,59 0,77+ 0,07 11,50+ 0,76 1,23+ 0,06

PECRIO 12,25+ 0,54 1,15+ 0,05 12,65t 0,68 1,05+ 0,05

PECy 5,06+ 0,64 0,72 £ 0,03 35,953 % 1,67 1,44+ 0,06
4, DISCTUSION.

Este estudio comparativo de los dominios C2 de la FECq, la PECRII v la
PECrvy revela diferencias tanto sutiles como significativas entre ellos en cuanto a los
parametros de activacion por Ca’". Estos dominios presentan afimdades mtrinsecas
por Ca’" similares, aunque se observa una mayer diferencia en la afinidad por Ca’™
en presencia de membranas, lo cual supone una situacidn mas cercana a lo que se
puede encontrar iz vive en el ambiente celular Estos tltimos resultados proporcionan
una prueba importante de la especializacidn de los mecanismos de activacidn por
Ca’" de las PKCs clasicas. Estas diferencias pueden haber aparecido para modular la
cooperatividad de la unién de Ca® en presencia de membranas, lo cual a su vez
controlaria la sensibilidad de los dominios C2 frente a pequerfios cambios en la

. . ‘-
concentracidn de Ca® citoplasmatico,

Mas avn, las diferencias observadas entre estos dorinios C2 podrian servir
para optirizar la actuacién de estos dominios en su contexto proteico particular, va
que cada dominio C2 debe actuar de manera coordinada con los ofros dominios
especializados de su isoenzima concreta, el deminio C1 vy el dominio catalitico
(Wewton, 2001, Hurley ¥ Meyer, 20013 En particular, los dominios C1 v C2 de las
PECs clasicas presentan una unidn a membrana aditiva (Jchnson y col,, 2000,

Walefski v Mewton, 20013 Asi) las afinidades aparentes por Ca®* ¥ por merrbranas
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de las iscenzimas completas de PEC convencionales incluyen contribuciones de
ambos dominios C1 v C2, debido al acoplamiento de las reacciones de unidn a Ca’*
v a la membrana. Por tanto, para resolver las contribuciones reguladoras de los
dominios C1 y C2 es necesario un estudio completo y cuantitative de las

. . i+ . .
caracteristicas de unidn a Ca° v a la membrana de los dominios C2 aislados.

4.1. Analisis comparativo de 1a secuencia primaria de amino:cidos vy de 1a

estruciura tridimensional.

El analisis de la secuencia primaria de aminodcidos entre los dominios C2 de
FECao, PECPy v PECy revela que el 64 % de sus residuos son idénticos (Figura
IV. 1), lo cual indica que existe una homologia considerable entre estos tres dominios,
mucho mayor 51 consideramos ademnas los residuos homologos (mas del 229). Para
wdentificar las posibles diferencias de la estructura primaria relacionadas con las
diferentes afinidades de estos domimios C2 por un tercer 16n Ca’, resulta itil
centrarse en los tres lazos mtercatenarios, denomimnados lazos o regiones de unidn a
Ca’t 1-3 ({CBR 1-3), los cuales han sido previamente implicados en la coordinacidn
de Ca’" v en los contactos directos con la superficie de la membrana para estos ¥
otros dorminios C2 (Perisic ¥ col., 1998; Xu v col, 1998, Dessen y col,, 1999, Sutton
v col, 1995, Bhao y col, 1998, Sutton v col, 1999, Essen v col., 1996, Grobler v
col, 1996, Button y col, 1998, Verdaguer v col,, 1999; Chae v col,, 1998, Nalefski v
Falke, 1998, Medkova v Cho, 1998b; Conesa-Zamora y col, 2001, Frazier v col,

2002).

Asi, el CBR1 es idéntico para los dominios C2 de la PECo, la PECRIL v la
PE.Cry, excepto por un pequefio cambio entre amincacidos homdlogos, lo cual no

parece correlacionarse con posibles diferencias en la estequiometria de unidn para el

i+
Cat

Aungue en otros dominios C2 el CBR2 proporciona una coordinacidn directa
con Ca®t (Perisic y col., 1998, 3u v col., 1998; Dessen y col., 1999, Essen vy col,,
1996, Grobler v col, 1296), las estructuras tridimensionales de los dominios C2 de la

PECa (Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col, 2002) v la FELCBI (Button ¥ Sprang,
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1998) revelan que no hay coordinacién directa con este lazo En el CBR2Z de las
1soenzimas clasicas de la PEC encontramos cuatro sustituciones, incluyendo una no
conservada. En oftros dominios C2, esta lazo juega también el papel menos
inportante en la unién a la membrana (Frazier y col., 2002; Ball v col., 1999). De
cualquier forma, la Arg?lé del CBRZ2 en el dominio C2 de la PECq esta
reemplazada por Lys en los dominios C2 de la PECPRIL v la PECy. Esta sustitucidn si
podria tener relacion con las posibles diferencias en la estequiometria del Ca®, de
forma que la Arg216 podria ser la responsable de interacciones repulsivas con un ion
Ca’’ que estarian reducidas en los ofros casos debido al bajo pE,de la Lys.
Finalmente, el CBR3 muestra dos sustituciones, siendo una de ellas entre
aminodcidos homdlogos. Asf la Arg249 en el dominio C2 de la PECo y la PECy es
sustituida por Lys en el dominio C2 de la PECPIL Por ctro lado, la Thr251 en el
dominio CZ de la PECw es sustituida conservativamente por Ser en los dorminios C2
de la PECRII v la PECv. Esta sustitucidn podria estar relacionada también con la
posible diferente estequiometria de Ca’*. Este residuo es critico para el anclaje a
membrana dependiente de o v para la activacidn enzimatica de la PECo
completa, va que coordina directamente el tercer 16n Ca’ cuando estd presente en la
estructura tridimensional de los dominios C2 de la PEC (Sutton v Sprang, 1993,
Cchoa vy col, 2002, Conesa-Zamora y col., 20023 Wientras las diferencias entre las
cadenas laterales de Thr vy la Ser son sutiles, el grupo metilo extra de la Thr podria
reducir significativamente la afinidad de la PKC o por un ién Ca™ en el estado unido

a fretrnbrana.

Auvnque las posiciones 216 v 251 son los candidatos méas probables donde
atribuir las posibles diferencias en la estequiometria de estos dominios C2 por el
Ca’", seria necesario realizar estudios més profundos para poder identificar los

verdaderos aspectos estructurales de este fendmeno

Las estructuras tridimensionales obtenidas por difraccidn de rayos-X de los
dorminios C2 de la PECo (Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col, 2002) v la PECPI
(Sutton v Sprang, 1998) muestran una alta similitud entre los mismos (Figura IV.2),
A pesar de que la estructura tridimensional del dominio C2 de la PECvy atn no ha

sido resuelta, cabe esperar que este dominto adopte una conformacidn similar a los



1234 Capifdo IV

otros dos debido a la elevada conservacidn de secuencia existente entre todos elles.
Tras solapar las estructuras tridimensionales de los dominios C2 de la PECea v la
FE.CRIL, se cbservd que las mayores diferencias residian a nivel del lazo de unidn
entre las hojas p3 y B4 v entre las hojas B5 v B6 (Figura IV. €. El primer caso
corresponde a una zona cercana a la regién de interaccidn con Ca™ v fosfolipidos,
mientras que el segundo es una regitn bastante alejada de la cara del dominio
implicada en esta interaccidn. Estas ligeras diferencias en la estructura deben estar
relacionadas con la distinta especializacidn fisioldgica de cada una de las isoenzimas

mviva.

Figura IV.6, Solapamiento de las esrucituras tridimensionales de los dominios C2 dela PECeay
I FECRBI. Las estructuras tndim ensionales resueltas por difraceion de rayos3 de los donumos C2 de
la PECuo (en rosa) (VWerdaguer v eol, 15990 y1a FECRI (en verde) (Sutton ¥ Sprang, 19%8) mostraron
una elevada similitud. Laz mayores diferencias se observaron en la zona de umon de las cadenas B35 v
B4 (&) venladelas cadenas B3 v BG (B) v vienen resaltadas por lag fechas.

4.2. Afinidades ¥ cooperatividad en la unién a ca’’.

e i+ - A . .
La unidn de Ca® a los tres dominios generd un cambio en la fluorescencia
mntrinseca del Trp de igual signo, lo cual suglere que esta unidn genera un cambio

ambiental similar en los cuatro residuos de Trp conservados de los tres dominios.
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Los dominios C2 de la PECe, la PECBO v la PECy presentaron afinidades
de unién a Ca’ similares en ausencia de membranas. Asimismo, los coeficientes de
Hill obtenidos mostraron cooperatividad en todos los casos, siendo este fendmeno
mayor en el caso del dominio C2 de la FECw (H = 1,72 + 0,05, en ausencia de
membranas). Este valor estd muy promimo al coeficiente de Hill esperado para la
unién de dos iones Ca’'. Los ofros dos dominios C2 también presentaron
cooperatividad en la umdn de Ca’ en ausencia de membranas, por lo que el
razonarniento seria similar. No obstante, en el caso del dominio C2 de la PECBII se
plantean dudas acerca de esta Ultimna hipdtesis, debido al bajo valor del coeficiente de
Hill obtenido.

Como cabria esperar de un equilibrio de unidén acoplado, la presencia de
membranas aumenté la afinidad aparente por Ca®™ de los tres dominios C2. El
aumento de la afinidad fue distinto para cada dominio, siendo el dominio C2 de la
PECy el que mostrd una menor afinidad El efecto de las membranas en la
cooperatividad de la unwon a Ca’ también resultd diferente para los tres dominios
C2Z, pues el valor obtenido para el dominio C2 de la PECy fue muy superior a los de
los otros dos dominios, a pesar de que todos mostraron cooperatividad. Esto sugiere
que, si bien en todos los casos el nimero de iones Ca’ unidos en el estado de
asociacion a membrana es mavor gque uno, e dominio C2 de la PECy es quien
presenta una respuesta mas rapida pero mas lumitada frente a pequerios cambios en la
concentracién de Ca’’. En el estado unido a membrana, los grupos de cabeza de loz
fostolipidos podrian contribuir con sus oxigenos a la coordinacion directa de Ca’’, tal
¥ como se aprecia en la estructura tridimensional del dominio C2 de la PECo unido
a fosfolipidos de cadena corta (Verdaguer y col, 1999, Ochoa y col., 2002). Tales
interacciones podrian aumentar la afinidad por los iones Ca® va unidos, o incluso
disparar la unidn de lones Ca’" adicionales al dominio unido a la membrana. De
hecho, la unién de iones Ca’" adicionales podria estar reflejada en el aumento de la
cooperatividad que se observa para los tres dominios C2 en presencia de membranas.
Ta que el dominio CZ de la PECy presenta los valores mayores de coeficiente de Hill
v [Ca’ ]y en presencia de membranas, este dominio podria estar disefiado para ser
activado a mayores concentraciones de Ca’’, ala vez que fuera sensible a menores

. . 3+ _
cambios en la concentracidn de Ca® que los otros dos dorminios.
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Estos resultados son coherentes con el modelo previamente descrito
anteriormmente (MNalefski v Wewton, 2001), donde se propone que dos iones Ca’’ ze
unen rapidamente al dominio aislado v entonces se produce el anclaje lento a la
merbrana v 1a unién del tercer ién Ca’*. La capacidad de este dominio de unir hasta
tres iones Ca’’ se apova en estudios cristalograficos ¥ de modelado (Ochoa v ool
2002y, donde se revela que tres 1iones Ca®™ se unen al dominio libre en
concertraciones milimolares. Tales niveles elevados de Ca™, necesarios para los
procesos de cristalizacidn pero sin relevancia fisiolégica, serfan capaces de conducir
a la unién del tercer ién Ca’* incluso en ausencia de membranas (Sutton ¥ Sprang,

1993, Banciy col., 2002).

4.3. Afinidades vy cooperatividad en la union a membranas.

Los dominios C2 de la PECe, la PECRII v la PECy presentaron diferentes
afinidades de unidn a lipidos en presencia de Ca’”. Cuando se utilizé una
concentracién de Ca’’ alta, a la cual los tres dominios C2 32 encontraban
practicamente saturados segin los resultados antericres, el comportamiento fue
similar, en cuanto a afinidad y cooperatividad. En cambio, cuoando se utilizd una
concentracién de Ca’ baja, las diferencias fueron mayores. En este caso, las
afinidades v cooperatividad por lipido para los dominios C2 de la PEC o v la PECRII
se mantuvieron en el rango de los valores obtenidos en las condiciones anteriores,
mientras que, en cambio, el dominio C2 de la PECY presentd un comportamiento
bastante diferente, con una afinidad que disminuyd unas ocho veces ¥ una
cooperatividad rmucho mayor que en el caso anterior. Estos resultados sugieren,
comno en el caso anterior, que este dominio necesita mayores concentraciones de Ca®*

para su enlace a la membrana.

4.4. Implicaciones para la sefializacion 7n vive de la PKC.

Estos resultados sugleren que las isoenzimas clasicas de la PEC pueden
responder a diferentes niveles de Ca®" en el ambiente celular, Estudios previos han

medido valores de [CBE+]112 para la activacion de la actividad quinasa de la PECox v
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la PECP completas (Bittova v col., 2001, Edwards y Newton, 1997b), aungue debido
al uso de condiciones experimentales diferentes, no se pueden realizar
comparaciones fiables acerca de estos parametros. Asi, es necesario que previamente
a los estudios cuantitativos con las diferentes iscenzimas completas, se analicen las
diferencias posibles entre sus dommios C2 que pudieran intervenir en el anclaje a la
membrana. 31 asumimos que los dominios C2 de las PECs clasicas muestran
interacciones equivalentes con las membranas, los pardmetros de activacién por Ca®
medidos en este trabajo pueden predecir que una alta concentracion de Ca® induciria
el anclaje de los tres dominios de forma similar. En cambio, durante una pequefia
sefial de Ca’®, la PECPII podria anclarse més eficienternente que la PECv, la cual a
su vez se anclaria mas eficientemente que la PECo. Estos parametros de activacion
tan diferentes se suponen necesarios para la especializacidn de las i1soenzimas

clasicas de la FELC en las distintas rutas de seflalizacidn celular,

Se observan incluso diferencias mas dramaticas entre los dominios C2 de
diferentes familias de proteinas. Los dominios C2 de las PECs clasicas, de la
sinaptotagriina I v de la fosfolipasa A2 citosdlica presentan valores de [Ca® i,
cinéticas de unidn vy disociacidn a membranas y mecanismos de asociacidn a
membrana muy variables (Malefski y MNewton, 2001). De todos estos dominios C2,
los dela PECao, la PECE v la PECy presentan propiedades mas similares al dominio
C24 de la sinaptotagmina I, el cual también presenta un mecanismo de anclaje a
membrana de tipo 1énico y prefiere fosfolipidos anidnicos. Mo obstante, este dominio
(2 se activa a concentraciones de Ca’ significativamente mas altas v posee una
cinética de unidn y disociacidn de la membrana significativamente mas rapida que la
de los dominios C2 de las PECs clasicas (Fohout v col., 2002) Por el contrario, el
dominio C2 de la fosfolipasa A2 citosdlica presenta un mecanismo de anclaje a
membrana de tipo hidrofdbico v prefiere fosfolipidos neutros, mostrando una cinética
de unidn y disociacion de la membrana mucho mas lenta que la de los domimos C2

de la sinaptotagmina Iy de la PECo, la FECP v la PECy.

En algunos casos, el papel fisioldgico de un domimnio C2 proporciona una
explicacion simple dela elevada especializacidn de sus parametros de activacion Por
ejemplo, la alta concentracién de Ca™ necesaria para activar el dominio C24 de la

sinaptotagrmina I es cormpatible con los elevados flujos de Ca®* que se producen en la
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sinapsis. Por otro lado, la cinética de activacion rapida de este dominio es consistente
con el papel propuesto como mediador de la liberacidn de neurctransmisores (Brose
v col, 1992). En ofros casos, son necesarios estudios mas profundos para aclarar las

razones fisiolégicas que subyacen a la evoluctdn de la especializacion de los distintos

dorminios C2.



Capitulo V

Analisis calorimétrico de los
dominios C2 de la PKCq, Bll y v.
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1. RESUMEN.

Se estudid la afinidad de los dominios C2 de las PECs cldsicas o, Sl y ¢
por Cet T y vesiculas lipidicas con POPS utidizando ITC y se analizé su estabilidad
en presencia de diferentes concentraciones de estas ligandos mediante DSC.

Bl Ca®t se une o los tres dominios C2 de Jorma similar, mostrando la
presencia de wn sitle de alta afinidad que enlazario un idr Ccett de fonma exatérmica
y atro tipo de sitio de menor qfinidad o que se unirian dos fones Cot " de forma
endotérmica. St bien el primer sitio presenta wna constante de disociacion (K del
orden de 1 1 para los tres dominios, las mayores diferencias se observan en el
segundo tipo de sitio, mostrando wia afinidad por Ca" para el daminio C2 de la
PECYy unas cuatro veces mayor que [a del dominio C2 de la PECx y wnas cinco
veces mayor que la del dominio C2 de la PEKCHI En ausencia de Ca'™, la unidn de
vesiculas con POPS a los dominios C2 resultd ser de muy baja afinidad, por lo que
serin necesaria o presencia de grandes concentraciones de vesiculas para legar a
saturacion. En cambio, en presencia de Ca’” saturante, estas vesiculas se unieron a
las dominios C2 con elevada afinidad. En los tres casos, la union de las vesiculas a
fas tres dominics C2 jue exotérmica y las valaores de las constantes de disociacion
para los dominios C2 de la PEC oy de la PECY fiieron similares, aprocimadamente
el doble de la constante obtenida para el dominio C2 de la PECHIL

Par atro lado, los estudios de la estabilidad térmica de los dominios en
presencia de conceliracionas cracientes de Ca’t ¥ vesiculas lipldicas apartaron mds
infarmacion sobre la interaccion de las proteinas con estos ligandas, Asi, la union de
Ca’™ a los dominios €2 de la PECo y PECw las prategit frente a la
desnaturalizacidn fermica aumentando T, de forma similar. Lo presencia de Ca’ ™t
tambien aumeria el valor de T, en el caso del dominio C2Z de la PKCHIIL pero en
menor medida gue o los ofros dos dominios. La presencia de vesiculas con FOFS
produjo un mayor aimento de T, a las mismas concentraciones de Cal,
observdndose las mayores diferencias con el dominio C2 de la PECY.

Esfns diferencias observadas en la afinidad por ligandos y en la estabilidad
entre los tres dominics C2 de la FECq la FECEI y la PECY pueden estar
relacionadas con el hecho de qgue las distintas iscenzimas de la PEXC se encrentren
muy especializadas en cuanto a su nivel de expresion y localizacion en cada tipo

cefular,
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2. INTRODUCCION.

Las 1scenzimas clasicas de la PEC (Dekker v Parker, 1994, Nishizuka, 1995,
Newton, 1997) se encuentran reguladas por DAG y ésteres de forbol, que se enlazan
al dominio C1, v de forma cooperativa por Ca”" v fosfolipidos aniénicos, en especial
tostatidilsering, los cuales interaccionan con el dominio C2 (Newton, 19957 As{ se
ha comprobado que el dominio C2 de la PEC interviene en el anclaje de la proteina a
la membrana dependiente de ca’t i(Bhao v col, 1996, Walker v col., 19990, el cual
requiere fosfolipidos anidnicos (Werdaguer v col., 1999, Ochoa y col,, 2002).

Mediante la resolucidn de su estructura tridimensional se han podido
identificar los residuos implicados en la unién de Ca’" v fosfolipidos a los dominios
C2 de la PECa (Verdaguer v col,, 1999, Ochoa v col, 20023 v de la PECBI (Sutton
v Bprang, 1998) Mo obstante, ain no esta claro el nlimero exacto de 1ones ca’ que
pueden nteraccionar fisioldgicamente con los dominios C2 de las PECs clasicas,
encontréndose hasta tres moléoulas de Ca® en las estruchuras tridimensionales de los
dominios C2 de la PECa v de la PECBI (Sutton ¥ Sprnag, 1998, Verdaguer v col,,
1999, Ochoa ¥ col, 2002). 3e ha demostrado que la presencia de membranas
aurnenta la afinidad general de los daminios C2 por Ca®", v que la presencia de Ca®*
potencia el anclaje a la membrana (Dravletov v Budhotf, 1993 Li v col |, 1995, Shao v
col, 1996, Nalefski v col., 1997, Perisic y col., 1998).

A pesar de que las isoenzimas clasicas de la PEC (o, BI, PII v v) comparten
propiedades estructurales ¥ enzimaticas similares, se distribuyen en los diferentes
tejidos v tipos celulares de forma especifica ¥ con distintos niveles de expresion
(Chno vy col, 1991, Dekker y Parker, 1994, Dempsey v col., 2000). Asi, la PECa se
encuentra en todos los tipos celulares, mientras que la PECBI v la PECBIL aparecen
sdlo en algunos v la PECy es especifica del sistema nervioso central (Mishizuka,
19923 Tentendo esto en cuenta, resulta muy mteresante intentar aclarar la regulacion
de las distintas 1scenzimas clasicas para poder explicar esta localizacidn celular y
nivel de expresidn diferentes. Se escogieron los dominios C2 de estas 1soenzimas de
la muisma subfamilia para llevar a cabo un estudio comparativo de su estabilidad

térmica v de sus afinidades por Ca™ v por membranas fosfolipidicas, va que los
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dominios C2 poseen un papel muy importante en la regulacidn de la actividad de las

izoenzitnas clasicas de la PEC.

Aundgue la secuencia primaria de aminoidcidos de los dominios C2 de las
1soenzimas clasicas de la PE.C se encuentra muy conservada (Fohout v col, 2002) v,
lo que es mas curioso, las estructuras tridimensionales de los dominios C2 de la
PECa (Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col., 2002) v de la PECRIL (Sutton y Sprang,
1992 son muy sumilares, la elevada especializacion de estas 1soenzimas deberia
poder explicarse mediante algunas caracteristicas concretas de su estructura v/o, en
ultimo término, mediante las distintas afinidades por los ligandos. & pesar de queno
se dispone de informacidn acerca de la estructura tridimensional del dominio C2 de
la PE.Cv, la elevada homologia de secuencia respecto a los dominios C2 de la PECo

v PE.CP sugiere que dicha estructura deberia ser muy similar.

En este trabajo se han utilizado técnicas calommétricas para analizar las
diferencias en la afinidad por distintos ligandos de las distmtas 1soenzimas clasicas
de la PEC, asi como las diferencias en la estabilizacion de su estmuctura fruto de la
interaccidn con dichos ligandos. La calorimetria de titulacidn 1sotérmica ITC) v la
calorimetria diferencial de barrido (DEC) son los Gnicos métodos dispontbles para
determinar los cambios en la entalpia de una proteina de forma directa (Jelesarov y
Bosshard, 1999). Mediante el andlisis de ITC se pueden cbtener los parametros
termodinamicos de la mteraccidn entre una proteina v un ligando. Estos parametros
son la constante de disociacidn (&), la estequiometria () y los cambios en la
entalpla (AF) v en la entropia de la mteraccidn (AS) Por otro lado, el estudio
mediante DEC nos permite acceder directamente al mecanismo termodinamico que
rige el equilibrio conformacional entre la forma nativa v la forma desnaturalizada de
una proteina ¥ puede ser utilizado para realizar el analisis de interacciones entre
moléculas (Takahashi v Fukada, 19853; Shrake y Ross, 1990, Lm y col, 1994
Conejero-Lara y Mateo, 1996) La combinacidén de estas dos téenicas nos
proporciona una descripeion mas completa de la termodinamica de un sisterna. De
esta forma, se han estudiado algunos dominios C2 de distintas proteinas mediante
estas técnicas, como el dominio C2 de la fosfolipasa C&1 (Grobler v Hurley, 1293),
el de la fosfolipasa Ay citosdlica (3lu v col., 1998), el de las fosfolipasas Doy DB

(Zheng v col., 20000 o el de la FECe (Garcia-Garcia v col., 20013
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3. RESULTADOS.
3.1 Analisis de ITC.

3.1.1. Valoracitn de la unién de Ca®".

Ze estudiaron y caracterizaron las propiedades termodinamicas de la unidn de
Ca’ a los dominios C2 de tres iscenzimas cldsicas de la PEC (o, BII v v) mediante
caloritnetria de titulacién isctérmica (ITCY, utilizando un microcalorimetro Microcal
modelo MCS (Microcal Inc., Northampton, MA, EE U ). Wiseman y col. (1989)
describieron detalladamente este equipo, asi como su utilizacidn Se realizaron
distintos ensayos para valorar la unidn de este 16n a los diferentes dominios C2
purificados. Los resultados obtenidos se ajustaron a varios modelos tedricos de
mteraccidn, siendo el madelo de dos fipos de sitios de wnion el que mejor reprodujo

las curvas de titulacién de Ca” obtenidas,

La curva de valoracién de la unién de Ca’’ al dominio C2 de la PKCa se
muestra en la Figura V. 1. El ajuste de los datos muestra la existencia de dos tipos de
sitios, uno de alta afinidad {con una constante de disociacidn & =091 0,3 phi) v
otro de baja afinidad (con una constante de disociacidn B3 =222 + 2 & phi) (Tabla
V.1). Asimismo, mientras el primer tipo de sitio enlaza Ca’" de manera exotérmica,
con un cambio en la entalpia AF = —2.3 £ 0,3 keal/mol, el segundo tipo de sitio une
Ca’" de forma endotérmica, con un AH=+074 £ 0,04 kcalfimol (Tabla V.10 Por ofro
lado, mientras el nimero de moléculas unidas (7) al primer tipo de sitio fue s, = 0,2
+ 0,1, para el segundo resultd ser i =24 £ 0,2 (Tabla V. 1) Estos Oltimos datos se
pueden interpretar como que el sitio de alta afinidad liga presumiblemente una
melécula de Ca™’, mientras que el segundo tipo de sitio, de menor afinidad, une dos

. i+
moléculas de Ca°

Elhecho de obtener un valor tan bajo en cuanto al mimero de moléculas para
el sitio de alta afinidad puede deberse a varias razones. En primer lugar, es posible
que este sitio, debido a su alta afinidad por Ca®, estuviera ya parcialmente saturado
antes de comenzar la titulacidn, a pesar del fratamiento previo con una resina
quelante de Ca”™ (Chelex-100) al que fueron sometidos tanto las proteinas como los

utilizados.
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Figura V.1. Valoraciéh calorimétrica del dominio C2 de la FKCa coh Ca'"a 25°C. Laceldade la
muestra contenia el domimo C2 de la PECow (250 pM) preparado en tampin Hepes 25 mM pH 74 v
MaCl 100 mM. Todos los tamapones utilizados, asi como la propia proteina se pasaron por columnas
con Chelex-100 para eliminar ¢l Ca¥ contaminate La celda referencia contenia agua destilada v
desiomzada calidad Milh Q. La disoluadn de CaCly 5 mM estandar e cargd en una jermga de 250 pl
v se atadid a la celda de la muestra en 22 wnyecaones de § pl cada una en intervalos de 4 min, con
una velocadad de invecasn de 1 plises v una agitacon de 250 rpm. Bl calor absorbido o liberado
después de cada inyveccdn se muestra en el panel supenor. Se llevd a cabo un expenmenio en
idénticas condicones pero en ausena a de proteina para calenlar el calor de dilucion del ligando (datos
no mostrados). Los datos obtemdos iras susiraer 13 contnbucion de la diluadn del lhigande,
normalizados por mol de Lgando invectado se muestran en el panel inferior. La linea dibujada sohre
los punios expenmentales muestra el mejor guste obiemdo vhilizando el modele de dos fipos az shos
del programa Ongin 5.0 (Micgoca Ine, Northampton, Ma, EEUU) Los parimetros
termodindmicos del procesn de umon de Ca' al domimio C2 de 1a PECo. se muestran en 1a Tabla V.1
v provienen de al menos tres experimentos independientes.

Por otro lado, no se puede descartar que este valor tan bajo se deba al modelo

utilizado parea el analisis de los datos experimentales (modelo de das tipos de sitios
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de wnidn del programa Origin 5.0, Microcal Software Inc, Northampton, WA,
EEUT) Este modelo asume que los dos tipos de stios de unidn son
independientes. A pesar de que existen distintas pruebas que apoyan la idea de que la
unién de Ca’ al dominio C2 de las PKCs clisicas es cooperativa (Kohout v col.,
2002 v Capitulo IV de esta Memoriay, el analisis de la curva de unidn obtenida
utilizando el modelo de dos fipos de sitios independientes fue el que mejor ajuste
produjo de los datos experimentales, lo cual podria deberse parcialmente a la

saturacién inicial del sitio de alta afinidad de Ca™"

Otros modelos utilizados para llevar a cabo el ajuste de los datos, como el
modelo de wnion secrencial a distintos sitios de Origin 5.0 Microcal Software Inc.,
Worthampton, MA, EETUS que si conternpla la postbilidad de que exista el
fendmeno de la cooperatividad pero fija el nimero de cada sitio a uno, dieron lugar a

peores ajustes que los mostrados con el modelo de das tipos de sitios independientes.

Tabla V.1. Parametros termodindmicos de 1a umon de C3 a los dominios G2 de la PECo, de la
PECRIl v de la PECy 3 25°C obterudos mediante el modele de dos fipos de mitos independientes del
programa Ongin 5.0 (Microcal Ine, Northampton, Ma, EE U U} Estos resultados muestran los
valorez de la media ¥y la desnacion estandar procedentes de, al menos tres expenmentos
mdependientes.

Proteing  imero de sitios Ky AH A5° A5
de union (7 { el kealmol calmoli keal/mol

Dominio C2 7 =02+01 09+£03 231003 17.8 -16
delaPKCox n,=24102 222426 0,74 +0,04 238 6.3
Dominio C2 ny=06x01 12102 -38+403 14,3 -8.0
dela PKCpIl n=18x01 172433 077+008 244 6.5
Dominio C2 M =02201 0&8+02 3Ex049 158 8.3
dela PKCy  n,=2,1+01 43+13 0,29+0,03 256 -7.3

La unién de Ca’" al deminio C2 de la PELCRIT (Figura V.2) produjo unos
resultados similares. De nuevo se encontraron dos tipos de sitios, uno de alta afinidad
v ofro de baja afinidad. Mientras el primero presentd una constante de disoctacion £
=13+ 0,2 pi, el segundo obtuvo una constante de disociacion £y =172+ 33 (i

{Tabla V.1), resultados muy similares a los obterudos para el dominio C2 de la
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PECo Ademas, tambiéen el primer sitio une Ca® de forma exotérmica (hH=-3%8%

(1,3 kcal/mol), mientras el segundo lo hace de manera endotérmica (AR =077 + 0,08
kcalfmoly (Tabla V.10,
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Figura V.2. Valoracién calorimétrica del dominio C2 de Ia PKCBII con Ca®™ a 25°C. La celdade
la muestra contenia el domimo C2 de la PECRIL (250 pM) preparado en tampon MOPS 20 mM pH
6,2 ¥ HaCl 100 mM. Todos los tampones utilizados, asi como la propia proteina se pasaron por
columnas conn Chelex-100 para eliminy ¢ Ca™ comtaminante. La celda referencia contenia agna
destilada v desiomzada calidad Milli Q. La disoluaon de CaCl; 5 mM estandar se cargd en una
jennga de 250 Wl v se ahadio alacelda de lamuestra en 13 invecaones de 1 ul la primeray 20 pl las
testartes, redizadas en intervalos de 4 mun con una velocidad de inyeccion de 1 pliseg v una
agitacian de 250 rpra. El calor absorbide o liberado después de cada inyecadn se muestraen ¢l panel
superior. Se llevo a3 cabo un expenmento en idénticas condiciones pero en ausencia de proteina para
caleular el calor de dilucion del ligande (datos no mostrados). Loz datos obtemdos tras sustraer la
contribucién de la diluadn del ligande, normalizados por mol de ligando inyvectado se muestran en el
panel inferior. La linea dibujada sobre log puntos expenmentales muesira el mejor auste obtemdo
utiizando el modals de dos iipos de siros del programa Origin 5.0 (Microca Inc, Northampton, MA,
E.E.U.U). Los parametros termodinamicos del proceso de union de Ca*° d dominio C2 de la PKCRII
semuestran en la Tabla V.l yprovienen de al menos tres experimentos independientes
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Al 1gual que el dominio C2 de la PECw, los resultados obtenidos sugieren
que el sitio de alta afinidad uniria una molecula de Ca’ (i = 0,6 £ 0,1}, mientras
que el de baja afinidad unirfa dos 1, = 1,8 £ 0,1) (Tabla V. 1) La obtencidn de unos
mejores valores en la estequicmetria de la unidn de Ca’* podria deberse a que este
dotninio C2 presentd la mencr cooperatividad en la unién de Ca® segin los datos de
flucrescencia en equilibrio comentados en el Capitulo IV de esta misma Memornia v,
por lo tanto, supondria una situacidn mas adecuada para el ajuste con el modelo de

daz tipas de sitios independientes del programa Origin 5.0,

Finalmente, el ajuste de los datos experimentales de la unidn de Ca’t al
dominio C2 de la FE.Cv (Figura V. 3} resultd simular a los dos antericres, aunque mas
parecido al del dominio C2 de la PECo. MNuevamente, se encontraron dos tipos de
sitios, uno de alta afinidad {con una constante de disoctacidn £y =08+ 0.2 (0 que
une una molécula de Ca’* O =02 0,1% de forma exotérmica (AT =-36 + 0,9
kealfmol) v otro de baja afinidad {con una constante &3 =43 + 1,3 pbd) que une dos
moléculas de Ca® (1 = 2,1 £ 0,1) de manera endotérmica (A = 0,29 + 0,03

kealfmol) (Tabla V.10

En todos loz cazos, la unidn de Ca® al sitio de alta afinidad esti estabilizada
por los cambios de entropia como de entalpia, mientras que en la unién de Ca’" al

sitio de baja afinidad estd dirigida entropicamente (Tabla V.10

3.1.2. Valoracion del enlace a fosfolipidos.

Para valorar la unidn de los dominios C2 de la PECa, de la PECPII v de la
PECvy a fosfolipidos se utilizaron vesiculas unilamelares pequefias (ST
cormpuestas por POPC y POP3 (relacidn molar 2:3). Dado que los dominios C2 se
unen a fosfolipidos anidnicos, la concentracidn total de fosfolipido utilizado se
normalizd usando el porcentaje de fosfatidilserina presente en las mezclas (60 %) v
teniendo en cuenta que sélo la monocapa externa de las vesiculas utilizadas
(apromimadamente 60% del lipido total) puede establecer mnteracciones con la
proteina. Se analizd la union de fosfolipidos a los dominios C2 de la PECa, de la
FELCPI v de la FECy tanto en ausencia como en presencia de una concentracion

saturante de Ca’ {1 mhi) A esta concentracidn de Ca2+, la relacién molar
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([Caﬁ]:proteina) es 5:1 v en estas condiciones, seghn los experimentos de titulacidn
de Ca’" anteriormente detallados, los tres dominios se encuentran practicamente

saturados con este 1611,

Tiempo {min)
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Figura V.3. Valoracion calorimétrica del dominio C2 dela PKCy coh Ca™ a 25°C. Lacelda dela
muestra conteria el domimo C2 de la PECy (250 pM) preparado en tampon Tris-HC1 25 mM pH E,0
v HaCl 100 M. Todos los tampones utilizados, asi comio la propia proteina se pasaron por columinas
con Chelex-100 para elimina & Ca” contaminamte La celda referencia comtertia agua destilada y
desiomzada calidad Milli Q. La disoluasn de CaCl; 5 mM estandar se cargd en unajennga de 250 pl
v se afadis ala celdadela muesira en 22 inveceiones de 1 pl laprimera, 3 pl las diez sigmentes ¥ 20
nllas restantes, redizadas en intervalos de 4 min con una velocidad de inveccion de 1 flfzes v una
agitacidn de 250 rpra.. El ealor absorido o hberado después de cada invecadn se muestra en el panel
superior. Se llevd a cabo un expenmentn en idénticas condiciones pero en ausencia fde proteina para
caleular el caor de dilucidn del hisando (datos no mostrados). Loz datos obtemdos tras sustraer la
contribucitn de la diluadn del ligande, normalizades por mol de ligando inyvectado se muestran en el
panel inferior. La linea dibwjada sobre los puntos expenimentales muestra ¢l mejor auste obtemdo
utiizando el modls g2 dos ipos de sros del programa Origin 5.0 (Microca Ine, Northampton, MA
E.E.U.U.J. Los parametros termodinamicos del proceso de umion de Ca™ d dominio CZ de 1a PECY se
muestran enla Tabla W11 yprovenen de a menos tres expenmentos independiente s,
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Dado que se conoce tanto la zona del dominio C2 de la PECwx que
interacciona con el fosfolipido en presencia de Ca’" como la forma en que lo hace
(Verdaguer v col., 1999, Ochoa v col, 2002), los resultados experimentales de la
unién de fostolipidos a los tres dominios C2 utilizados se ajustaron al maodelo de un
fipo de sitios de wnidn (Origin 5.0, Microcal Software Inc, Northampton, A,
EEU.U). Otros modelos tedricos del citado programa no mejoraron los resultados

comentados a continuacion,

En ausencia de Ca® (Figura ¥ .44), se observd para los tres dominios una
debil interaccion con las mezclas fosfolipidicas, caracterizada por una constante de
disociacion Kg =430 £ 41 pM. En estos casos, no fue posible alcanzar la saturacion,
lo cual indica que se trataba principalmente de un proceso de unidn mnespecifico. Los
resultados en presencia de una concentracién saturante de Ca’ fuercn claramente
diferentes, pero similares para los tres dominios (Figura V.4B). En estas condiciones
se observd una unidn de tipo exoténmico con unas variaciones en la entalpia AF = —
1,33 £ 0,01 kealimol para el domunio C2 de la FE.Co, AF =-0,5 £ 0,01 kcal/mol para
el dominio C2 de la FECRII y AR = —1,30 £ 0,02 keal/mol para el dominio C2 de la
PECrvy (Tabla VI.2) La fosfatidilserina se unid a los tres dominios con afinidades
similares, de forma que las constantes de disociacidn &y fueron 18,0 £ 1,2 pM para el
dominio C2 de la PECa, 9.7 £ 1,5 ud para el dominio C2 de la FECPIIy 184+ 23
phi para el dominio C2 de la PECy (Tabla VI2).

Tabla V2. Paametros termodindmicos de 1a vmon de SUV compuestaz por POPC/POPS (relacon
molar 2:3) a 1os dominios CZ de la PE Cr, dela PECRI v de la FECy en presencia de Ca'™ saturante a
25°C, obtemidos mediante el mogels de W fipo de siros @2 wedn (Ongin 30, Micoca Ine,
Horthamapton, MA, EE U U} Estos resultados muestran los walores de la media v la desviason
estandar procedentes de tres expenmentos independientes.

Prateina MNumero de sitios K AF? 450 A5

de unian (m) {eehdf) kealnol calimob k. kealmol
Daominio C2-PKCea 45+ 01 180+12 -133+001 17,3 -B.5
Dominio C2-FK.CRII 56+01 a7+15 -050+001 21,3 -EB

Dominio CZ2-PKCy 4,9+ 0,1 184+23 130002 17,3 -6.4
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Figura V.4. Valoracién calorimétrica del dominio C2 de la FPKCro con SUWV a 25°C. La titulacidn
se llevd 3 cabo vtiizando una disolucidn de vesiculas umlamelares pequefias (SUV) compuestas por
POPC/POPS (relaadn molar 2:3). Las vesiculas se prepararon en el mizmo tampén que ¢l de la
proteina Se muesirala vaoracion de la umon de SUV a domimio C2 de la PECr en ausencda de Ca®
(AY v enl presenda de una concemtracion de Ca' saturante (1 mM Ca™) (B). La celda de 1a muestra
contenia ¢l domimo CZ2 dela PECw (200 uM) preparado en tampdn Hepes 25 mM pH 7,4 vy HaCl 100
mM junto con CaCl; 1 mM. Laceldareferenaa contenia agua destilada v desiomzada ealidad Milli Q).
La dizolucitn con SUWV de POPC/POFS (30 mM), relacon molar 2:3, ¢ cargd en una jerninga de 250
nl v ze afadio ala celda de la muestra en 19 inyecciones de 1 pl la primera v 15 pl lag restantes,
redlizadas en intervalos de 4 min, con una veloadad de inyveceaon de 1 plises v una agitacion de 250
rpr. El calor absorbido o hiberado después de cadainyeccion se muestra en el panel supenor. Selleva
a cgho un experimentn en i énticas condicones pero en ausenaa de proteina para caeular el calor de
dilucion las vesiculas (datos no mostrados) Los datos ohtemdos tras sustraer el calor de diluaon del
ligando v normalizar por mol de ligando inyectado e muestran en el panel inferior. La linea dibmada
sobre los puntos experimentales muestra el mejor guste obtemido utilizando el models de wn fpo qe
sitos de wridw del programa Orign 5.0 (Microca Ine, Northampton, MaA, EE U U.) Se redizaron
experimentos 1dénticos con log domimos C2Z de la FECRIL ¥ de la PECy, vtilizando sus tampones
correspondientes, ¥ se obiuweron resuliados snulares (datos no mostrados). Los parametros
termodinamicos del proceso de vmon de SUV d domumo C2 de la PECodela FECRII v dela PECy
¢n presencia de Ca’ saturante e muestran enm la Tabla V.2 v provienen de ires experimentos
independientes cada uno.
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A pesar de que el nimero de moléculas de fosfolipido que se enlazan a la
proteina es dificil de establecer debido a la naturaleza del ligando (recordemos que
son vesiculas unilamelares pequefias), los resultados obtenidos del ajuste fueron
muy similares para los tres dominios, ya que el valor de la estequiometria () fue de
4.5+ 0,1 moléculas de POPS para el dominio C2 de la PECq, 5,6 £ 0,1 moléculas
de POPE para el dominio C2 de la PECPRI y 4,9 £ 0,1 moléculas de POPS para el
dominio C2 de la PECvy (Tabla V.2). En todos los casos, el proceso de unidn de los
dominios C2 a lamezcla de fosfolipidos resultd estabilizado por la contribuciones de
la entalpia vy la entropia, a pesar de que este Gltimo factor fue el mas importante
{Tabla V.20

3.2, Analisis mediante DSC.

Para poder profundizar en el conocimiento de las posibles diferencias
estructurales v de afinidad de estos tres dominios C2 de las 1scenzimas clasicas de la
FE.C, se compard su comportamiento durante la desnaturalizacidn térmica utilizando
calonimetria diferencial de barrido (DEC) v se analizo, a su vez, el efecto de la
presericia de distintos ligandos, como el Ca™ v los fosfolipides anidnicos, sobre

dicho proceso de desnaturalizacién.

Los termogramas se recogieron utilizando un calorimetro de barrido de alta
sensibilidad modelo MicroCal MC-2 (dicroCal Inc., Northampton, bMA EE T )y
se analizaron utilizando el programa Origin 5.0 (Microcal Software Inc,
Worthampton, A, EE T

3.2.1. Efecto del Ca®* sobre la desnaturalizacion térmica de los dominios C2.

La desnaturalizacidn del dommio C2 de la PECa se vio afectada de forma
mmportante por la concentracidn de Ca’’ (Figura ¥ .5} Asi, mientras en ausencia de
Cca®t (0,2 mM{ EGTA) la transicion comenzd aproximadamente a 40,2°C, con una
temperatura de desnaturalizacion Ty, de 49,8°C la adicidn progresiva de o produjo

un desplazamiento gradual del pico de la transicion hacia temperaturas mayores. De
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esta forma, a la mayor concentracidn de Ca’ ensayada (165,61 mbi), que se
correspondia con una relacion molar ([Ca”]fproteina) 100001, la temperatura de
inicio de la transicidn fue de 74,2°C | rientras que la Ty, aumentd hasta 80,3%C. Esto
significa que la estructura de la proteina se encuentra fuertemente estabilizada tras la
unién de Ca’, lo cual se puede deducir de estudios espectroscdpicos realizados

anteriormente (Garcia-Garcia v col,, 1992 v el Capitulo VI de esta Memoria).

I 4 koalinol K
10001 [(1BS 61 mM)
A S00:1 (82 80 mM)
10040 (1656 mM)
501 (828 rmM)

00 (33 M)

_L 10:1 {1 BB mM)
L &1 (828 0 uM)
N c (496 & uht)
TN 21 (331 2 uh)
AR B HES 6 M)
‘—_/\ 0751 (1242 M)
‘J\ 051 (828 uM)

o1 (1B B pM)
EGTA

AT

10 20 30 40 S0 BO OFD B0 90 100
Temperatura (°C)

Figura V.5, Dematuralizacién térmica del deminio C2 de la PKCo, en presencia de diferentes
concentraciones de Ca®*. El dominin CZ dela PECo (5 mgfml 165,61 pM) se sometid a un barrido
de temperaturas desde 10°C a 50°C aproximadamerts, con una velocidad de calentamiento de
1°Cimin. La proteina ge prepard en tampon Hepes 25 mM pH 74, MaCl 100 mM v EGTA 0,2 M.
Todos los tarapones utilizados, asi como 13 propia proteing, se pasaron por columnas con Chelex-100
para eliminar el Ca’ contaminante La celda de referencia del microcalorimetro contenia el tampon de
la proteina. La concentracien de Ca™ no ligado a EGTA se caeuld teniendo en cuenta e equilibrio
con la concentracion de EGTA empleada v se muestra como relacion molar ([Ca’ [fproteina) v, entre
paréntesis, como concentracion maolar, ala derecha de cada termograma. Tras sustraer 13 linea de base
correspondiente a harrido realizado con tampén en la celda de la muestra v en la de referencia, se
construyo 1a linea de base en laregmon de la trangcion v se analizaron los termogramas utilizando el
programa Ongin 5.0 (Microca Software Ine, Northamptorn, M4, EE U. U para obtenter log valores
e T AT }rjllH

Ademis, cabe destacar el hecho de que a concentraciones de Ca’* bajas, hasta
3,31 mhd, es decir una relacidn molar ([Ca2+]fproteina) 200:1, la anchura de los picos
de transicidn de los termogramas fue mayor que en ausencia de ligando o a mayores

concentraciones del mismo. Esto parece reflejar la existencia de varias componentes
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que podrian relacionarse con la presencia de una poblacidn heterogénea de proteina,
con diferentes grados de saturacidn por Ca®*, es decir, con formas que han unido
diferentes cantidades de ligando (uno, dos o hasta tres iones Ca2+), segln los
resultados de ITC. La adicién de mayores concentraciones de Ca’’ dio lugar a la
obtencidn de picos de transicidn mas estrechos, monofasicos, correspondientes
posiblemente con un estado de la proteina con todos los sitios de unién a Ca™
cornpletamente saturados, ¥ a su vez a un aumento no saturante de la temperatura de
transicidn Ty, de forma gradual, sin llegar a una sttuacidn de estabilizacidn. Este
efecto no saturable del incremento en la T, es frecuente en los procesos de unidn a
ligando de numerosas proteinas (Bryant v col., 1974; Fukada v col., 1983, Edge v
col., 1985; Brandts y col., 1989}, ohservandose en procesos de equilibrio cuando la
concentracidn de ligando es superior a su constante de unidn, incluso despues de que
todos los sitios de unidn estén saturados. En estos casos, el aumento en la
temperatura de transicién 73, con el incremento de la concentracion de ligando no se
debe a cambios adicionales en la estructura de la proteina inducidos por el mismo
(Fukada v col, 1983), smo que derva del hecho de que la forma completamente
desnaturalizada de la proteina no puede enlazar ligando v supone un efecto de
dilucién de la entropia del sistema debido a la desnatiralizacion del ligando tras la
desnaturalizacidn de la proteina (Brandts y col., 1989 En otras palabras, la adicidn
de elevadas concentraciones de ligando desplaza los equilibrios de desnaturalizacidn
v de union hacia la forma nativa de la proteina, por lo que seria preciso aumentar la
energia, en este caso, la temperabura, para provocar la desnaturalizacidn y asi se

chservaria el aumento en la T,

El estudio del dominio C2 de la PECPII (Figura V.6) mostrd un
commp ortamiento cualitativamente sinilar al anterior, con un desplazamiento de la
transicidn de la desnaturalizacidn térmica hacia temperaturas mayores conforme la
concentracién de Ca™ aumentd Aal en auszencia de Ca’t (0,2 mhi EGTA), la
temperatura de micio de la transicitn alcanzd 41,8°C v la temperatura de transicidn
T fue 46.2°C, valores similares a los obtenidos en el caso del dominio C2 de la
FE.Ca En cambio, a la mayor concentracién de Ca™ utilizada (164,02 mdD), la cual
supuso una relacidn molar ([Ca”]fproteina) 1000:1, la temperatura de inicio de la
transicidn fue 74,4°C v la temperatura de transicidn T, llegd hasta 78,8°C, valor que

es ligeramente mferior al obtenido en el caso anterior.
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Figura V.6. Deshafuralizacion férmica del dominio C2 de ka PECEII eh presencia de difer enfes
cohceniraciones de Ca’*. El dominio CZ2 de la PECRII (3 mg/ml, 164,01 M) e sometio aun barrido
de temperaturas desde 10°C a 95°C aprommadamente, con una velocidad de caentamiento de
1°Ciran. La proteina se prepard en tampon MOPS Z0mM pH 6,3, WaCl 100 mM ¥ EGTA 0,2 b,
Todos log tampones utlizados, asi como 1a propia proteing se pasaon por columnas con Chelex-100
para dliminar el Ca' contaminante La celda de referendia del microcadorimetrn contersia el tampon de
la proteina. La concentracion de Ca™ no ligado a EGTA ge caleuld temiendo en cuenta el equilibrio
con la concentracion de EGTA empleada v se muestra como reladon molar ([Ca™ ]/proteina) v, entre
paréntesis, como concentracion molar, aladerecha de cada termograma. Tras sustraer 1a linea de base
correspondiente A barrideo realizado con tampon en 1a celda de 1a muestra v en 1a de referencia, s
construyd 1a linea de base en laregon de la trangicidn v se analizaron log termogramas uhilizando el
programa Orimn 5.0 (Microca Software Ine, Northampton, M4, EE U U} para obtener 1oz valores
deT_, AT ¥&H

De nuevo, la anchura de los picos de fransicidn a concentraciones de ca’*
bajas, hasta 1,64 mdd, es decir una relacidn molar ([Ca2+]fproteina} 10:1, fue mayor
con respecto a la observada en ausencia de ligando o a mayores concentraciones del
mismo. La mayor anchura inicial de los picos podria reflejar la presencia de
moléculas de proteina con diferentes grados de unidn a ligando. Con la adicidn de

- i+ - - S .
mayores concentraciones de Ca® se obtuvieron picos de transicidn mas estrechos,
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que se corresponderian con una situacidn en la que practicamente todos los sitios de
unién a Ca™ en la proteina estarfan saturados. También se observa que la
temperatura de transicidn T, aumentd con la adicidn de concentraciones crecientes
de Ca™ sin llegar a una situacién de estabilizacién, como ocurrié en el caso anterior
No obstante, este incremento en Ty, fue mas abrupto en este caso, no tan gradual
como antes, observindose como dos incrementos mas importantes, el primero
situado entre unas concentraciones de Ca’™™ de 328,0 pb v 452,1 UM (que suponen
unas relaciones molares ([CaEJ']fproteina) de 2:1 v 3.1, respectivamente) v el segundo
localizado entre 1,64 mM y 4,92 mM Ca’t (relaciones molares 10:1 y 30:1,
respectivamente). Este diferente comportamiento refleja un distinto significado del

by

Ca’ unido en comparacién con el dominio C2 de la PKCe, dada la similar afinidad

por Ca’" obtenida mediante ITC.

Igualmente, el dominio C2 de la PECy también mostrd un desplazamiento
gradual de la transicidn térmica hacia temperaturas mayores conforme aumentd la
concentracién de Ca (Figura V.7 En ausencia de ca’’ (0,2 mhi EGTA), la
temperatura de micio de la transicidn aparecid a 42,4°C, con una temperatura de
transicidn Ty, 47,2°C. Al igual que en los anteriores casos, en presencia de la mayor
concentracién de Ca’’ utilizada (163,08 mMi), la cual se corresponde con una
relacién molar ([Ca2+]fprotei11a) 100C:1, la temperatura de inicio de la transicion
ascendid hasta 79,6°C v la temperatura de transicion Ty, se situd en 85,4°C, lo cual
supone los mayores valores de los tres dormunios C2 utilizados. De esta forma, el
efecto protector del Ca’* frente a la desnaturalizacién térmica es mayor en el dominio

C2 de la PECy que en los ctros dos.

Como en los casos anteriores se observd que la anchura de los picos de
transicidn fue mayor a concentraciones de Cal’ bajas, hasta 1,63 mdd, es decir, una
relacion molar ([Ca”]fproteina) 10:1, debido posiblemente a la presencia de
moléculas de proteina con diferentes grados de unidn a ligando La adicidn de
mayores concentraciones de Ca’’ produjo el estrechamiento de los picos de
transicidn, reflejando probablemente una situacion en la que practicamente toda la
protefna estaria unida a Ca®*. También se cbserva que la temperatura de transicién
T, aumentd con la adicién de concentraciones crecientes de Ca’™ sin llegar a una

situacidn de estabilizacidn, como ocurtid en los caszos anteriores. De nuevo, a
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diferencia del dominio C2 de la FECw, se observo un ncremento en Ty, mas abrupto,
con dos grandes aumentos. El primero se localizd entre las concentraciones de ca’’
163,1 phd v 203,38 pbd, que significaron unas relaciones molares ([Ca2+]fproteina} de
1:1 vy 1,25:1, respectivamente, mientras que el segundo aparecid entre 1,63 mhd v
4,89 mbi (relaciones molares 10:1 v 30:1, respectivamente) Este distinto
comportamiento puede reflejar de nuevo el diferente significado del Ca’* unido
respecto a las otras 1scenzimas y podria estar relacionado con la mayor afinidad

general por Ca” para este dominio observada mediants ITC.
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Figura V.7. Despaturalizacion térmica del dominio C2 de Ja FECy en presencia de diferentes
concentraciones de Ca™", El dominio C2 dela PECY (5 mg/ml, 165,08 pM) e sometid 3 un barndo
de temperaturas desde 10°C a 553°C apromimadamerts, con una velocidad de calentamiento de
1°C/mm. Laproteina se prepard en tampon Tris-HCL 25 mM pH E,0, WaCl 100 mM v EGTA 0,2 mM.
Todos 1oz tarapones utilizados, asi como 13 propia proteina, se pasaron por eolumnas con Chelex-100
para eliminar el Ca’" comaminante. La celda de referenda del micocaorimetro contenia el tampin de
la proteina. La concentraciin de Ca® no ligado a EGTA se caleuls temiendn en cuenta el equilibrio
con la concentramdn de EGTA empleada v se muestra como relacsn mola [[Ca?“]fpmtn:ina} ¥, entre
paréntesis, como conceniracion molar, aladerecha de cada termograma. Tras sustraer 13 linea de base
correspondiente d bando realizado con tampin en 1a celda de la muestra v en 1a de referencia, se
construyd 1a linea de base en laremon de la trangeidn y se analizaron los termogramas uilizande el
prograna Ongn 5.0 (Microcd Software Inc, Worthampton, M4, EE U .U para obtener los valores
de T, AT ; YAH
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3.2.2. Efecto de la presencia de Ca™ ¥ fosfolipidos sobre la desnaturalizacion
térmica de los dominios C2.

La adicidn de vesiculas unilamelares pequefias (3UV) compuestas por POPC
v POPSE, a una relacién molar 2:3) modificd notablemente los picos de las
transiciones de los tres dominios C2. En todos los casos se utilizo una concentracién
de SUV 8 mM, equivalente a una relacidn molar (ipidofproteina) de 50:1. En
general, a una concentracidn de Ca’" dada, la presencia de fosfolipido provocd un
desplazamiento de la temperatura de transicidn T, mayor que el observado a la
misma de concentracién de Ca’* pero en ausencia de vesiculas. Este efecto pone de
manifiesto la accion aditiva de ambos ligandos (Ca’” v fosfolipidos anidnicos) a la

hota de estabilizar la estructura de los dominios C2 de las PECs clasicas.

En ausencia de Ca®’ (0,2 mh EGTA), la adicidn de estas mezclas lipidicas
provocd un importante ensanchamiento del pico de transicion del dormnio C2 de la
PECa (Figura V .8}, asl como un ligero desplazamiento hacia temperaturas menores,
con una temperatura de micio de la transicidn de 34,9°C vy una temperatura de
transicidn Ty, de 48,5°C. Este pico de transicidn fue bastante ancho, con una anchura
a media altura de 20,5°C frente a una anchura a media altura de 5,8°C en ausencia de
Ca’" v fosfolipidos. Esto indica posiblemente la presencia de una poblacién de
proteina heterogénea, con diferente contenido de lipido uido en el intervalo de la
transicidn. Por ofro lado, el descenso en la temperatura de transicidon {de 49,8°C a
4%,5%C) podria deberse a una ligera desestabilizacion de la proteina en ausencia de
Ca’', o bien podria reflejar una mayor afinidad del lipido por la forma

desnaturalizada de la proteina,

La adicién de concentraciones crecientes de Ca® produjo la reduccién
progresiva del ensanchamiento del pico de la transicion hasta aleanzar una anchura
similar a la obtenida en ausencia de fosfolipido (Figura V.5), a una concentracién de
ca®’ 1,66 mbd, es decir una relacidn molar ([Ca2+]fprot;eina) 10:1 {la anchura a media
altura del pico de transicién a esta concentracién de Ca’’ fue 6,7°C frente a una
anchura de 7,6°C en ausencia de fostolipido a la misma concentracidn de ligando).
Esta reduccidn de la anchura del pico de transicidn supondria que toda la proteina
estaria unida a los ligandos (Ca™ v fosfolipides) v podria reflejar el aumento de la

afinidad del dominio C2 por el lipido mediado por Ca’", tal v como se observo de la
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titulacién directa de ITC anteriorments comentada, indicando asi el efecto
cooperativo importante en la unidn al dominio C2 existente entre ambos ligandos. La
temnperatura de inicio de la transicién a la mayor concentracién de Ca’” analizada
(165,61 mhi), que se cotresponde con una relacidn molar ([Ca”]fproteina) 10001,
fue 74.8°C, mientras que la temperatura de transicion 73, fue 20,7°C, valores
similares a los obtenidos en ausencia de fostolipido (Figura V.5). Mo obstante, mas
interesante quizas sean los efectos observados con concentraciones de Ca’ notan
elevadas, hasta 1,66 mdd o una relacidn molar ([Ca2+]fproteina} 10:1, donde las
diferencias entre las temperaturas de fransicidn en ausencia (T, = 63,1%C) v en

presencia de fosfolipido (T, = 75,5°C) si fueron importantes.

I 4 kcalimol-K
A 1000:1 (165,61 mM}
BO0:1 (B2,80 mM}

200:1 (33,12 mM}
100:1 (16,568 mM}
601 (A28 mM}

5 101 (1 BE M}

b= Bl (B28.0 M)

I (4858 uMy

T~ 11 [1B5.6 pM)

- T T 105 (A28 pM}

- T~ 011 (16,6 pM)
T T T

17 17 T T T T T T T T
m 20 20 40 50 60 VOO 80D 90 100

Temperatura (°C)

Figura V5. Desmaturalizacion térmica del dominio CZ de la FPECo enh presehcia de SUV coh
diferentes cohceniraciohes de Ca’". El dominio C2 dela PECe (3 mg/ml, 165,61 uM} se sometio a
un bamideo de temperaturas desde 10°C a2 95°C aprommadamente, con una veloadad de calentamiento
fde 1°Cimuin. La proteina se prepard en tampén Hepes 23 mM pH 7,4, NaCl 100 mM ¥ EGTA 0,2 mM.
Las vesiculas umlamelares pequefias contenian POPC/POPS a una relacdn molar 2:3 v se prepararon
ent ¢l mismo tampon que la proteina a una concentraaon de & mM. Todos los tampeones vtilizados, asi
como lapropia proteing, se pasaron por columnas con Chelex-100 para eliminar ¢ Ca™" contanuinanie.
La celda de referenaa del microcalorimetro contenia el tampén de 1a proteina La concentracion de
Ca™ no ligado a EGTA se caleuld temiendo en cuenta el equilibrio con la concentracion de EGTA
empleada ¥ s muestra como relacon molar ([Ca’ [/proteina) v, enire paréniesis, como concemracion
molar, a la derecha de cada termograma. Tras sustraer 1a linea de bage correspondiente al barndo
realizatdo con tampon en la celda de la muestra v en la de referencia se construyo la linea de base en
laremdn dela transiadn v se anadizaron los termogramas uhhizando el programa Ongn 5.0 (Microcal
Software Inc., Northampton, MA E.EU.U.)paa obtener los valores de T, AT ¥ AR
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Al1gual que en el caso antertor, se analizd el comportamiento del dominio C2
de 1a PKCPI en funcién de la concentracidn de Ca™, en presencia de fosfolipidos
atidnicos. La adicidn de 50UV con POPC/POPE (relacidn molar 2:3) al dominio C2
de la PELCPBII en ausencia de ca® (0,2 mkM EGTA) (Figura V.9, produjo también un
ensanchamiento del pico de transicidn, aunque no fue tan importante como en el caso
del dominio C2 de la PECo, asi como su desplazamiento hacia temperaturas
menores (desde 467°C a 43,5°C) La anchura a media altura de este pico de
transicion fue de 2,9°C, mientras que en ausencia de ca’ v fosfolipidos tan sdlo
supuso 5,1°C. Esta ancha transicién en ausencia de Ca’* estd caracterizada por una
temperatura de micio de 36,8%C v una temperatura de transicidn T, de 435°C v
podria indicar posiblemente la presencia de una poblacidn de proteina heterogénea,
con diferente contenido de lipido unido en el intervalo de la transicidn Mo cbhstante,
también podria reflejar una ligera desestabilizacidn de la proteina en ausencia de
Ca’’, o bien que la forma desnatiralizada de la proteina podria mostrar una mayor

afinidad por el lipido.

De nuevo, la presencia de concentraciones mayores de Ca’* provocd la
reduccidn de la anchura de los picos de transicidn hasta alcanzar tamafios similares a
los obtenidos en ausencia de fosfolipido (Figura V.6), a una concentracidn de ca®t
16,4 mbd (relacidén molar ([Cay]fproteina} 100:1), de forma que la anchura a media
altura del pico de la transicidn fue 4,5%C, mientras que la anchura del pico de la
transicion en ausencia de fosfolipido a esa musma concentracidn de higando fue
5,2°C. Esta reduccidn de la anchura del pico de transicidn supondria que a esta
concertracién de Ca®’ toda la proteina estaria unida a los ligandos (Ca® v
fostolipidos), reflejando asi el aumento de la afinidad del dominio C2 por el lipido
mediado por 1a presencia de Ca”™, tal ¥ como se observé mediante ITC, e indicando
el efecto cooperativo existente entre ambos ligandos en cuanto a la union al dominio
C2. Mo obstante, cabe destacar que la obtencidn de estos picos de transicidn
estrechos, similares a los recogidos en ausencia de fosfolipido, ocurrid a una
concertracién de Ca®’ superior en el caso del dommio C2 de la FECRII (por encima
de 1,64 mbd o relacién molar ([Ca2+]fproteina} 10:1), respecto al dommio C2 de la
PECa, lo cual reflejaria un distinto comportamiento del Ca®™ unide a los dos

dotninios.
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Figura V2. Desmaturalizacion térmic del dominio C2 de la PECEIT en presehcia de SUV con
diferentes conceniraciones de Ca’*. El deminio C2 de la PKCRI (3 mg/ml, 164,02 pM) se sometio
a un barndo de temperaturas desde 10°C a3 35°C aproumadamente, con una wvelocidad de
calentamients de 1°C/min. Laproteina se prepard en tampém MOFPS 20 mM pH 6,8, HaCl 100 mM ¥
EGTA 0,2 mM. Las vesiculas undamelares pequeflas contenian POPC/POPS a unarelacion molar 205
v se prepararon en el mismo tampén que 1a proteina 3 una concentracion de § mM. Todos los
tampones vhilizados, asi como la propia proteing se pasaon por columnas con Chelex-100 para
elimina ¢l Ca’ contaminante. La celda referenca del microcalorimetro contemia el tampon de la
proteina La celda de referencia del mucrocalorimetro contenia el tampdn de la proteina La
concentracon de Ca’” no ligado a EGTA se calenld temiends en euemta el equilibrio con la
concentracion de EGTA empleada v se muestra como relacitn molar ([Ca® )proteing) v, entre
paréntesis, como conceniracion molar, aladerecha de cada termograma. Trag sustraer 13 linea de base
correspondiente d barndo realizado con tampén en la celda de la muestra v en la de referencia, se
construyd 1a linea de base en laremon de la trangeidn v se analizaron los termogramas uilizande el
programa Ongin 5.0 (Microca Software Inc, Northamptorn, M4, EEU.U) para obtener log valores
de T ATz }rﬂH

A la mayor concentractdn de Ca’ utilizada (164,02 mhiy, que supone una
relacidn molar ([Cay]fprobeina) 1000:1, la temperatura de inicio de la transicidn fue
74,8°C, mientras que la temperatura de transicidn To, llegd hasta 79,1°C, valores de
nuevo muy similares a los que se obtuvieron en ausencia de fosfolipido (Figura V. é).
Aligual que en el caso anterior quUzas sean mis interesantes los efectos observados a
menores concentraciones de Cay, quizas hasta 1,64 mM{ o una relacidn molar
([Ca2+]fprote1'na) 10:1, donde las diferencias en las transiciones entre las muestras

con (T, =75,9°C) v sin fosfolipido (T3, = 60,4%C) fueron mucho mayores.
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Finalmente, se analizd el comportamiento del dornio C2 de la PECy en
funcién de la concentracién de Ca’', en presencia de fosfolipidos anidnicos. En el
caso del dominio C2 de la PECv, la adicidn de 3UV con POPC/POPSE (relacidn
molar 2:3) (Figura V.10 en ausencia de Ca’* también dio lugar a un ensanchamiento
del pico de transicion, junto con un ligero desplazamiento del mismo hacia
temperaturas menores (desde 47 8°C hasta 46,7°C) Esta transicidn mostrd una
temperatura de nicio de 41,5°C v una temperatura de fransicidn 75, de 46.7°C. La
anchura a media altura del pico de la transicién en ausencia de Ca™ y fosfolipide era
5,0PC, mientras que en presencia de SUV fue 7,9°C. Mo obstante, cabe destacar el
hecho de que el ensanchamiento en este pico de transicidn no fue tan acusado como
ocurrid para el dominio C2 de la PECq, probablemente debido a que esta proteina
presenta una mavor afinidad por lipido y la mayor parte de la misma estaria unida a
los ligandos en este caso. De hecho, la anchura de los picos de transicidn se reduce
hasta los valores de las transiciones en ausencia de fosfolipido (Figura V.7) a partir
de la concentracién de Ca’* de 326,2 pM, o bien una relacidn molar ([Ca“]fproteina)
de 2:1, donde la anchura fiue 7,1°C frente a &,6°C en ausencia de fosfolipido a la
misma concentracién de Ca™ . Esta reduccién de la anchura de los picos de transicién
reflejaria una situacién en la que toda la proteina estaria unida ya a los ligandos (Ca™
v fosfolipidos). De nuevo se observa un comportarmiento diferencial del Ca’ unido
respecto a los otros dos dominios C2, ya que la unidn completa de la proteina a los

ligandos ocurre a unas concentraciones de Ca® mferiores a los anteriores casos.

La mayor concentracién de Ca” utilizada en este caso fe 40,77 mM, que
supuso una relacidn molar ([Ca2+]fproteina} 25001, la cwal dio lugar a una
temperatura de inicio de la transicidn de 81,1°C v una temperatura de transicidn T
de 87 .8°C, en este caso valores muy superiores a los obtenidos a una concentracion
similar de Ca®" pero en ausencia de fosfolipide (Figura V.7). Este dato pone de
manifiesto que el efecto protector aditivo del Ca® v los fosfolipidos anidnicos es
mayor para el dominio CZ de la PE.Cy que para los otros dos dominios. Mo obstante,
al igual que en los casos anteriores, las concentraciones de Ca’ mas interesantes
serian hasta 2154 pM o una relacidn molar ([Ca?]fproteina} de 2:1, donde las

diferencias entre las transiciones con fosfolipido (T3, = 85,2°C) v sin el mismo (7, =

63,8°C) serian mucho mayores.
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Figura V.10. Desnaturalizacion térmica del dominio C2Z de la PECy en presencia de SUV con
diferentes concentraciones de Ca*. El dominio C2 de la PECy (3 mg/ml, 150 pM) s sometio a un
barndo de temperaturas desde 10°C a 53°C spromimadaments, con una veloadad de calentamiento de
1°Cimim. Laproteina se prepard en tampon Tris-HCL 25 mM pH E,0, WaCl 100 mM v EGTA 0,2 mM.
Las vesiculas umlamelares pequefas contenian FOPC/POFS a una relaatn moelar 2:3 v se prepararon
en el mismo tampon que la proteina a una concentraadn de & mM. Todos log tampones utilizados, asi
como 1a propia proteina se pasaron por columnas con Chelex-100 para elimina &l Ca™" contaminante.
La celda referencia del microcalorimetro contenia el tampon de 1a proteina. La celda de referencia del
microcaAorimetro contenia el tampén de la proteina La concemtracion de Ca™ o ligado a EGTA se
caleuld termendo en cuenta el equulibrio con la concentracion de EGTA empleada v g2 muestra como
relacion molar ([Ca’ )/proteina) v, entre paréntesis, como concentracion molar, a la derecha de cada
termograma Tras sustraer lalinea de base correspondiente al barrido redizado con tampen en la celda
de la muestira v en la de referenaa se construye 1alinea de base en laregion de latransadn v se
analizaron los termogramas utiizando el programa Ornign 5.0 (Microca Software Inc, Northampton,
M&, EEU.U) paraobtener los valores de T, AT ¥ &F

3.2.3. Analisis del efecto del Ca** y fosfolipidos sobre la desnaturalizacion
termica de los dominios C2.
3.2.3.1. Dependencia de T,, con it concentracion de Ca™.

Para estudiar el efecto de la presencia de Ca’" con mayor detalle se representd
la wariacion en la temperatura de transicion (ATy) frente a la concentracidn de ca’
en escala logaritmica (Figura V.11) La variacidn en la temperatura de transicidn
(AT 2e caleuld como la diferencia entre la T, a cada concentracidn de Cca’t

utilizada v la T, en ausencia de Ca’t,
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a) Bn aisencia de fosfolipidos.

En ausencia de fosfolipidos, la representacién de AT, frente a la
concentracién de Ca’* en escala logaritrmica para los dominios C2 de las 1soenzimas
clasicas de la PEC (Figura V.114) mostrd una dependencia no saturante con la
concentracién de ligando, tal ¥ como cabe esperar de un sisterna en el que la forma
desnaturalizada de la proteina no es capaz de reconocer v unir ligando (Brandts v
cal, 198%), de forma que la adicidn de mayores concentraciones de ligando provoca
el desplazamiento del equilibrio hacia la forma nativa de la proteina, de manera que
es preciso aplicar una mayor energia para provocar la desnaturalizacidn. El
mncremento total de AT, fue similar para los dominios C2 de la PECa y de la
PELCPRI (30,6°C y 32,1°C, respectivamente), pero superior para el dominio C2 de la
FE.Cv (37,6°C), lo cual quizas podria indicar una mayor afinidad de este dominio por
Ca’" a las temperaturas comprendidas dentro del intervalo en el que tiene lugar la
transicion. No obstante, quizas sea mas mteresante el hecho de que el meremento de
T, comenzd a concentraciones de Ca’ superiores en el caso del dominio C2 de la
PEC P, lo cual pone de manifiesto el diferente significado del Ca™ unido a los tres
dominios, partiendo de unas afinidades similares como se desprende del analisis de

ITC previo,

bl En presencia de fosfalipidas.

La adicién de concentraciones crecientes de Ca’™ en presencia de vesiculas
fosfolipidicas compuestas por POPC/POPE (relacion molar 2:3) dio lugar a un
aurnento en la temperatura de transicién T, con la concentracién de Ca™™, de igual
forma que en el caso anterior (Figura V. 11B), a pesar de que en este caso el caracter
no saturante no estuvo tan marcado. El aumento de la 75, fue mayor en presencia de
fosfolipidos a una misma concentracién de Ca’, lo cual podria suponer un claro
aumnento de la afinidad por Ca® en el proceso de unién y consecuente estabilizacién,

debido al efecto cooperativo de la presencia de fosfolipido.

De nuevo, el aumento total en la temperatura de transicidn Ty, de los tres
dominios 2 en presencia de vesiculas v en funcidn del incremento de la
concertracién de Ca®*, alcanzé unos valores mayores para el dominio C2 de la PECy
(41,1°C), mientras que el de la PECa el incremento fue el menor (32,2°C) El

dominio C2 de la PECPII mostrd un incremento total en la T, en presencia de
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fosfolipidos intermedio (35,5°C). Mo obstante, estos incrementos fueren del mismo
orden que los obtenidos en ausencia de vesiculas (30,6%C para el dominio C2 de la
PECe, 32,1°C para el dominio CZ de la PECBI v 37,6°C para el dominio C2 de la
PECw), lo cual indicaria que en esas condiciones se han alcanzado situaciones de
estabilizacidn similares. Cabe destacar que el incremento en Tj, en presencia de
fosfolipidos ocurre de manera diferente para las tres proteinas (por ejernplo,
comienza a menores concentraciones de Ca’’ en el cazo del dominio C2 dela PECy,

portendo asi de manifiesto el diferente significado de los ligandos unidos.
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Figura V.11. Dependencia de la temperatra de demmaturalizacion de los dominios C2 de las
isoenzimas cladeas dela PEC respecto dela conceniracion de Ca™. Se muesira lavanadsn dela
temperatra media de transicion a cada concentrac oo de Ca' respecto de 1a ausenda de dicho isn
paralos domimos C2 de la FECo (o), de la PKCRII (») v de la PECy (O}, en ausencia (A) v en
presencia (B de fosfolipide. Se utilizaron wvesiculas umlamelares pequefias compuestas por
FOFC/FOFS [relacion mola 2:3). La temperatra de ransicion (Fo) obtetida en ausenda de Ca’™ se
utilizo para redizar la sustraceion de las distintas T cdeuladas para cada concentracion de Ca™ v
calcular ad la variacion en la temperamira de transicion (AT,). Este valor se representd frente ala
concentracon molar de Ca™
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3.2.3.2. Representaciones de van’t Hoff.
La forma integrada de la emacion de van’t Hoff para una proteina
monomerica que une “A" moleculas de ligando, como es nuestro caso, vendria

definida por la expresién dada por Fukada y col. (1983):

Ay

i

RT

MM

+nln L = constante

donde A,y es la variacion de la entalpia de van't Hoff, & es una constante,
T es la temperatura de transicion, # es el mimero de moléculas de ligando que se

unen ¥ L es la concentracion de ligando.

De esta manera se puede representar esta ecuacidn integrada de van’t Hoff
relacionando la concentracidn de ligando libre en escala logaritmica, en este caso
n([Ca’]), en funcién de la inversa de la temperatura de transicidn, 14T, Para
elaborar estas representaciones, la concentracidon de Ca’" libre a esa temperatura

{[CaEJ']]]b,,} se estimd de la siguiente forma

[caH]thr: = [CB'H ]l:nl:al 51 [ca2+ ]l:utal = [Sitios]tutal

1
2

s1[Ca’*] ., = [sitios]

total ko tal

[Cat*]y = [Ca™]y - % [sitios]
donde [CaH]ME] es la concentracidn de Ca’* total disponible y [sitios]ima o5 la
concentracidn total de sitios de unidn, que se obtiene a partir de la concentracién de

proteina (Brandts v Lin, 19907,

La dependencia lineal entre el logaritmo de la concentracion de ligando y el
mnverso de la T3, refleja el aumento en la temperatura de transicidn Ty, de forma no
saturable conforme aumenta la concentracidn de ligando (Fukada y col, 1983,
Brandts v col, 1989, Sanchez-Ruiz, 1992). Este efecto es caracteristico de la
desnaturalizacion reversible de proteinas en presencia de ligando (Brandts v Lin,
1990) o bien de procesos irreversibles cuando la disociacidn del ligando ocurre en
una etapa previa a la etapa limitante de la velocidad del proceso (Banchez-Fuiz,

1992), como debe ser nuestro caso, dado que las transiciones fueron de caracter
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irreversible. E1 analisis v asignacidn del modelo concreto que representaria nuestro

sistema requiere estudios adicionales
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Figura V.12. Representaciones de van't Hoff de la union de Ca'" a los dominios C2 de las
isoenzimas clasicas de la FEC. Se muestran las representaciones de van't Hoff de laumion de Ca'~ a
los domuimoes C2 de la PECo (4), de la FECEIL (B) v 1a FECy (C), en ausencia (e) ¥ en presencia de
fosfolipido (o). 5e observa la dependencia hinea entre la conceniracién molar de higando hibre en
escalalogaritmicay el inverso dela 7y,



218 Capitido V7

En el caso de la unién de Ca’ a los tres dominios C2 de las PECs clasicas,
tanto en ausencia como en presencia de fosfolipidos (Figura V.12), las
representaciones de van't Hoff mostraron, en general, una dependencia lineal de la
concentracién de ligando libre en escala logaritmica con el inverso de la Tp,. Asi,
queda reflejado el caracter no saturante del aumento de la 73, conforme aumenta la
concentracién de ligando, como era de esperar suponiendo que la disociacion del
ligando ocurre en una etapa previa a la limitante de la velocidad del proceso
(Banchez-Ruiz, 1992), como se propuso anteriormente. Mo obstante, en el caso del
dominio C2 de la PECPI, parece observarse clerta curvatura en esta representacion.
La explicaciin mas sencilla a este efecto, que no se chserva con los ofros dommios,
podria estar relacionada con la unidn de ligando a sitios inespecificos a altas

concentraciones de ligando.

3.2.3.3. Dependencia de la variacion de AH ;con la variacion de T,

La representacidn del incremento en la variacidn de la entalpia de
desnaturalizacion, ALAH), frente a la vartacidn en la temperatura de transicion, AT,
puede proporcionar una informacidn importante acerca del proceso de interaccion
entre la proteina ¥ el ligando. El incremento en la wariacidn de la entalpia de
desnaturalizacién, AAFD, se calculd como la diferencia entre la variacidén de la
entalpia de desnaturalizacidn a una concentracidn de ligando deterrunada, v la
variacidn de la entalpia de desnaturalizacion en ausencia de ligando. Por otro lado, el
ncremento de la temperatura de transicidn, ATy, se calculd como la diferencia entre
la temperatura de transicion a una concentracidn de ligando determinada v la

ternperatura de transicidn en ausencia de ligando, como se comentd anteriormente.

El incremento en la variacién entalpia de desnaturalizacidn, A(AF ), de una
proteina en presencia de un ligando a concentraciones bajas del mismo es
proporcional a la fraccidn de sitios saturados, dando lugar a un aumento rapido en el
valor AHy que refleja la disociacidn del ligando unido tras la desnaturalizacidn de la
proteina, sisu entalpia de unién es significativa. En cambio, una vez alcanzada la
saturacion de los sitios de unidn, las curvas crecen de forma gradual reflejando

Unicamente el aumento de AHy asociado al incremento positivo de la capacidad
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calorifica, AC,, para la desnaturalizacidn de proteinas (Brandts v Lin., 19907, segin

la siguiente ecuacion:

AQH = AH) + AC (AT, - ML%)

donde Ay es el valor del cambio de la entalpia en ausencia de ligando, AR
es la fraccion de proteina ligada a una temperatura inmediatamente anterior al mnicio
de la transicidn, que seria 1gual a 1 cuando se alcanza la saturacidn, £ es la

constante de equilibrio de la unidn de ligando.

En la Figura V.13 se muestra el incremento de la entalpia de
desnaturalizacidn, AN ), de los dominios C2 de las isoenzimas clasicas de la PEC
frente al aumento de la temperatura de transicidn, ATy, con concentraciones

. 1+ . .. . .
creclentes de Ca’ vy en ausencia de fosfolipido, observindose una dependencia

practicamente lineal en todo el intervalo de medida para las tres proteinas.
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Figura V.13. Eepresentaciones de la dependencia de la varfacion de la enfalpia de
desmaturalizacidn de los dominios C2 de Ias issenzimas clascas de Ia FEC con el incremento de
la temperatura de transicion. Se observan las dependencas aprommadaments linedes de las
variaaones de la entdlpia de desnaturaizacon, AAF), con el aumenio de la temperatura de
transicidon, AT, parala umon de Ca’ alos domimos G2 dela PECo (o), de la FECRII *) v la PECY
(O3, en auzencia de fosfolipido.
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Esta dependencia lineal suglere que la varlacidn de la entalpia de
desnaturalizacién, AF, debida a la disociacién del Ca’" unido es ruy pequefia v que
la representacion de A(AHG) con AT, refleja, fundamentalmente, el aumento de la
capacidad calorifica de la desnaturalizacidn, AC, de los dominios C2 (Brandts v Lin,
1990). De esta manera, a partir de la pendiente de la recta que relaciona AAH) con
ATy, se podria estimar el valor del aumento de la capacidad calorifica, AC,, seghn la
ecuacion anteriormente comentada (Brandts v Lin, 1990). Los valores de AC asi
estimados para los tres dominios C2 (0,8 £ 0,2 keal/mol K para el dominio C2 de la
PECa, 0,5+ 0,1 keal/imol K para el dormunio C2 de la PECRII v 0,4 £ 0,1 kealimol K
para el dominio C2 de la PECv) son del orden de los calculados a partir de los
termogramas (1,09 £ 0,25 kecal/mol K para el dominio C2 de la PECo, 0,49 + 0,10
kealimol K para el dominio C2 de la PECBO v 0,59 + 0,19 kealimol E. para el
dominio C2 de la PECy) Este comportamiento es razonable si se tienen en cuenta
los datos obtenidos mediante ITC anteriormente comentados, donde los calores de
unidn del Ca’’ a los dominios C2 a 25°C fueron pequefios v la variacién de la
entalpia neta para la disociacién de Ca” del dominio C2 de la PECq fue
aproximadamente -0,82 + 0,38 kecal/mol; -2,26 + 0,46 keal/mol para el dominio C2
de la PECEIL; -3,02 £ 0,96 keal/mol para el domimio C2 de la PECy (Tabla V. 1)

En presencia de 3UV, la representacion del incremento de la entalpia de
desnaturalizacion, A(AH ), frente al aumento de la temperatura de transicion, AT,
con concentraciones crecientes de Ca® mostréd dos comportarnientos diferentes a
distintas concentracicnes de ligando. A bajas concentraciones de C'a®", se observaron
pequefios carmnbios de A{AF ) frente a AT, que ripidamente aumentaron lmealmente
a partir de unas concentraciones de ligando relativamente bajas en el caso de los
dominios C2 de la PECa v de la FECy (82,2 uM v 16,3 b o relaciones molares
([Ca”]fproteina) de 0,5 v 0,1, respectivamente). En cambio el comportamiento del
dominio C2 de la PECPRI fue distinto v, a pesar de que la relacidn entre ACAR ) v
AT, permanecid constante a bajas concentraciones de Ca'', la dependencia lineal
enfre estos parametros aparecid bastante mas tarde en relacion a los otros dos
dominios, a una concentracién de Ca®* de 820,1 WM, que supone una relacidn molar

(ICa”]fproteina} superior a 5 (Figura V.14).
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Los valores de AC, estimados a partir de la pendiente de esta representacidn,
seglin la ecuacidn comentada anteriormente (Brandts y Lin, 1990), fueron 1,4 £ 0,1
kecal/mol K para el dominio C2 de la PECa v 0,7 £ 0,2 keal/mol K para el dominio
C2 de la FE.Cv. Estos valores estimados para los dominios C2 de la PECo y de la
PECy son del mismo orden que los calculados previamente a partir de los
termogramas (0,99 = 0,30 keal/mol K v 0,97 £ 0,10 kecal/mol K, respectivamente).
De esta forma, de muevo la relacidn entre el incremento de la entalpia de
desnaturalizacion, AAH), con el aumento de la temperatura de transicidn, AT,
refleja, fundamentalmente, el aumento de la capacidad calorifica de la

desnaturalizacidn, AC;, de estos dos dommios C2 (Brandts v Lin, 19900,

ALAH ) (keal/mol)

[l 5 10 159 g 25 ac 35 4G 45
AT, °C)

Figura V.14. Representaciones de la dependencia de la varlacion de la entalpia de
dematuralizacidn de los dominios C2 de Ias issenzimas clascas de In FEC con el incremento de
la temperatura de fransicion. 5e¢ observan las dependencias sprommadamente linedes de las
variazones de la entalpia de desnaturaizacon, AAF), con el aumentn de la temperatura de
transicion, AT, parala umion de Ca' alos dominios C2 dela PECwm (o), de la PKCRII () v 1a PECy
(O}, en presenciade SUV compuestas por POPC/POPS (relacdn molar, 2:5).

Para el dominio C2 de la PECPII, el valor estimado de ACp a partir de la
pendiente de la representacidn del incremento de la entalpia de desnaturalizacidn,
ACAF), con el aumento de la temperatura de transicion, AT, fue 32 = 04

kealfmol K, mientras que el valor obtenido a partir de los termogramas fue 1,60
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0,15 keal/mol K para el dominio C2 de la PECRI. Esta discrepancia quizas pueda
estar relacionada con el comportamiento diferente observado para el dominio C2 de
la PECPRII en la representacidon de van’t Hoff integrada comentado anteriormente.

Todo esto podria reflejar una unidn inespecifica de ligando.

El hecho de que las aproximaciones lineales no pasen présimas al origen de
coordenadas, como s{ ocurria en ausencia de fosfolipido (Figura V.13), sino que
dhora se encuentren desplazadas hacia valores mayores de incremento de la
temperatura de transicidn, ATy, es mdicative del efecto protector frente a la
desnaturalizacién que aporta la presencia de fosfolipido unido en presencia de Ca®".
A5l la extrapolacidn de la recta estimada hasta el nivel cero del incremento de la
variacidn de la entalpia de desnaturalizacidn, es decir, ACAH) = 0, condujo a un
valor de AT, de aprozimadaments 13,%°C para el dominio C2 de la FECw, lo cual
corresponderia a un valor de temperatura de transicidn To, de 62,3°C, puesto que el
valor estimado en presencia de 3UV ¥ en ausencia de Ca’ era de 48,5°C. De acuerdo
con los resultados de ITC comentados anteriormente, en presencia de Ca™ la
afinidad de los fosfolipidos hacia el dominio C2 de la PECa aumentod
considerablemente Esta diferencia en el modo de unidn del lipido en funcidn de la
presencia o ausencia de Ca’’ podria explicar la diferencia chservada entre el valer de
la temperatura de transicidn Ty, del dominio C2 de la PECa con fosfolipidos pero en
ausencia de Ca®" (48,57, donde el fosfolipido se une de forma débil e inespecifica,
v el valor extrapolado (62,3°C) cbtenido con la recta estimada en presencia de Ca’”,
situacidn en la que el enlace del fosfolipido al dominio C2 se hace mas fuerte v

especifica debido a la presencia del 160

2e obtuvieron resultados similares con el dorminio C2 de la PECy (Figura
V.14), aungue el aumento de la temperatura de transicion fue mayor que en el caso
anterior, con un valor de ATy, a AAA) =0 de 18,1°C que supondria un valor de T,
64,8°C. De nuevo, el hecho de que el valor de la temperatura de transicidn Ty, del
dominio C2 de la PECy en presencia de fosfolipidos pero en ausencia de Ca’
(@6,7°C) no coincida con el valor extrapolado de la recta estimada (64,8°C) refleja el
efecto de la unién del fosfolipido a la proteina de forma especifica debido a la

. 1+
presencia de Ca® .



Andlisis calarimétrico de los dominios C2 de la PKC'o, SIIy ¥ 223

En el caso del domuinio C2 de la PECPIL, la existencia de cierta curvatura en
la representacidn de van't Hoff, asi como el desplazamiento de la dependencia lineal
entre A(AH) v AT, hacia concentraciones mayores de Ca’", hace que no se pueda
descartar la postbilidad de la creacidn de mteracciones inespecificas a
concentraciones de ligando altas, particularmente en presencia de lipido. Esto podria
explicar el valor alto de AC, estimado, asi como el elevado aumento de la
temperatura de transicidn observado (AT, a ALAHg) =0 de 29,1°C, lo que supondria
un valor de T, = 72,7°C), a partir de la representacion de la variacidn de la entalpia
de desnaturalizacidn, ACAF), en funcidn del aumento de la temperatura de
transicién, ATy, a estas altas concentraciones de Ca® (Figura V.14). Mo obstante,
tampoco se puede descartar completamente que las diferencias observadas estén
relacionadas con el hecho de que la afinidad del fosfolipido por el dominio C2 de la
PE.CPII en presencia de Ca’ fuera dos veces mavor que para los otros dos daminios,

segin los experimentos de ITC comentados anteriormente (Tabla V.2

4. DISCUSION.

A pesar de la homologia de secuencia v de la sumilitud estructural general de
los dominios C2 de las iscenzimas de la PECo, FPECPII v PECyY {como ya se
comentd en el Capitulo IV de esta Memoria), las afinidades que muestran por Ca™ v
fosfolipido, asi como su comportamiento frente a la desnaturalizacidn térmica en
presencia de dichos ligandos son diferentes Estas diferencias, que en principio se
podrian considerar como sutiles, pueden llegar a ser significativas en condiciones
fisioldgicas para la regulacidn selectiva de las diferentes isoenzimas v asi poder
explicar las distintas especializacicnes funcionales de los miembros de cada
subfamilia de la PEC. Ademnas, los resultados obtenidos en cuanto a la capacidad de
unién de Ca’" a estos deminios C2 son distintos a los publicados anteriormente con

otros dominios C2 de distintas proteinas

La calorimetria diferencial de barrido y la calorimetria de titulacién

isotérmica son las Unicas técnicas disponibles para valorar los cambios en la entalpia
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de una preteina en diferentes situaciones Estas técnicas nos sirven ademéas para

caracterizar un proceso de mteraccidn entre biomaeléculas.

Los tres dominios presentan unas afinidades por Ca® relativamente sirilares.
La interaccién de estos dominios C2 con Ca’’ esta caracterizada por la presencia de
dos tipos de sitios, uno de alta afinidad y otro de baja afinidad. El primero uniria una
molécula de Ca™" de forma exctérmica, mientras que el segundo unirfa dos moléculas
de Ca’" de manera endotérmica A pesar de esta semnejanza, existen diferencias en
cuanto a la termodindmica del proceso de asociacidn que podrian estar relacionadas
con el significado fisiolégico de los distintos estados de unién a Ca’". De forma
global, se puede considerar que el dominio C2 de la PECy presentd una mayor
afinidad por Ca’". La estequiometria global de unién de Ca™ a estos dominios C2
segin nuestros resultados de ITC esta de acuerdo con recientes estidios de la
estructura de los dommios C2 de la FECo (Ochoa y col, 2002) v de la PECBI
(Button v Sprang, 1998) mediante difraccidn de rayos-20

La presencia de Ca’" favorece en gran medida la mteraccidn con fosfolipidos
de mermbranas, poniendo de nuevo de manifiesto el papel intermediario del Ca® en
esta interaccion entre el dominio C2 v los fosfolipidos anidnicos (Verdaguer v col,,
1999, Ochoa v col, 2002). En presencia de Ca’" saturante, la afinidad por fosfolipido
de los tres dominios es muy parecida, observandose, no obstante, un ligero aumento
en la afinidad hacia el domimo C2 de la PECRIL La comparacion de los valores de
los cambios en la entalpia (&) ¥ entropia (A8 del sisterna durante la unidn de los
fosfolipidos a los tres deminios en presencia de Ca’ saturante, rmuestra que el
aumento de la afinidad hacia el dominio C2 de la PECPII se debe al componente
entropico ¥ podria reflejar una mayor desolvatacidn de la superficie de unidn al
fostolipido o una menor inmovilizacion de las regiones inplicadas en la unidn del

mismo a este dominio,

Sin duda alguna, las situaciones mas interesantes resultarian de analizar la
afinidad por lipido en condiciones de concentraciones de Ca® sub-saturantes, lo cual
seria mas cercano a las condiciones fisioldgicas v podria poner de manifiesto
mayores diferencias entre los distintos dominios. Mo obstante, estos experimentos no

se pudiercn llevar a cabo debido a que, en condiciones sub-saturantes de Ca®) la

2
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adicién de fosfolipido promovia la unién de Ca™ libre al dominio C2, de forma que
no fue posible discernir entre las contribuciones independientes de cada elemento v
no se pudieron obtener resultados claros. De igual manera, tampoco se pudo estudiar
la unién de Ca’" al dominio C2 en presencia de fosfolipido, va que en este caso,
conforme se afiadia Ca’’, se producia la unién de este ién v de fosfolipido a la
proteina v, de nuevo, fue imposible poder distinguir entre las contribuciones debidas

a cada ligando, de forma que tampoco se pudieron obtener resultados claros.

Remlta interesante comparar estos resultados con los obtenidos en diferentes
estudios con otros dominios C2. Asi, el dominio C2 de la fosfolipasa AZc presenta
un solo sitio de unidn de Ca®" exotérmico (Xu v col, 1998), al igual que el dominio
C2 de la fosfolipasa C8; (Grobler v Hurley, 1998). En cambio, el dominio C2 de la
proteina fragmina 60 une C'a’" de forma exotérmica pero con la presencia de dos
tipos de sitios (Sklyarova v col, 2002). El dommmio C2 de la fosfolipasa Do une un
ion Ca’" exctérmicamente, mientras que el dominio C2 de la fosfolipasa D enlaza
un ién Ca® de manera endotérmica v dos mas exotérmicamente (Zheng v col,
20003, En este Gltimo caso (fosfolipasa DE), los autores utilizaron el mismo modelo
para el ajuste de los datos que el que se usé en nuestro estudio (madelo de dos fipos
de sitios). De esta manera, el comportamiento de los dominios C2 de las 1soenzimas
clasicas de la PEC en cuanto a la unién de Ca® es diferente respecto al de otros

dorminios C2 de distintas proteinas.

El estudio de la interaccién de Ca’” v fosfolipidos con los dominios C2 de las
iosenzimas clasicas de la PEC mediante D3C resultd bastante complejo. La unidn de
Ca’" protege a los tres dominios C2 frente a la desnaturalizacién térmica, como se
puede apreciar en el desplazamiento de la temperatura de transicidn entre el estado
nativo v el desnaturalizado hacia temperaturas mayores. Ademas de observar un
aumento de la Ty, de cardcter no saturable conforme aumentd la concentracidn de
Ca’", la dependencia lineal entre el logaritmo de la concentracién de ligando v el
inverso de la Ty, (representaciones de van't Hoff integradas), asi como el hecho de
tratarse de transiciones de tipo rreversible, parecen indicar que nos encontramos ante
un sistemna caracterizado porun proceso irreversible dende la disociacidn del ligando
ocurre en una fase anterior a la etapa limitante del proceso (Banchez-Ruiz, 1992) Por

otro lado, los cambios en la entalpia de desnaturalizacién parecen reflejar su
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dependencia con la temperatura a traves del incremento en la capacidad calorifica
(AC) de la proteina que tiene lugar durante su desnaturalizacidn térmica (Brandts v
Lin, 19907, como se desprende de las dependencias lineales enfre la varacidn de la
entalpia de desnaturalizacidn, AAHG, v el meremento de la temperatura de
transicidn, AT, La contribucidn de la disociacidn del ligando a la entalpia de
desnaturalizacién del complejo proteina/Ca’" es muy pequefia, como cabria esperar
de los resultados obtenidos mediante ITC (Tabla V.1) A pesar de que el efecto
protector originado por el Ca®™ comenzd a menores concentraciones para el dominio
C2 de la PECuo, la proteccidn total fue de mayor magnitud para el dominio C2 dela
PECvy, como cabria esperar de su mavor afinidad por Ca®". Ademas, el efecto
protector frente a la desnaturalizacidn observado sobre el domimnio C2 de la PEC o es
mas gradual respecto a los observados con las otras proteinas. Parece ser que no sdlo
es importante el nirmero tetal de iones Ca™ unidos al deminio C2 para promover su
estabilizacidn, sino que esta unidn también tiene un significado cualitativo, en el
sentido de que a pesar de presentar afinidades similares, la unién de Ca’" promueve
diferentes protecciones frente a la desnaturalizacidn ténmica en cada dominio. Es
decir, se observa diferente proteccidn, en presencia de la misma concentracidn de
ca” olo que es lo mismo, en el mismo estado de saturacidn con Ca’ dadas las
afinidades similares de esta interaccidn. Por lo tanto, las diferencias mas relevantes
no residen en la cantidad de Ca® unido (una, dos o tres moléculas), sino cdmo
mteracciona con el dominio, lo cual se fraduce en un diferente comportamiento en
disclucidn, que supone un sisterna mas parecido a lo que puede ocurrir en el

citoplasma celular iz vive.

La presencia adicional de fosfolipidos anidnicos potencid el efecto protector
frente a la desnaturalizacidn, lo cual refleja el efecto cooperativo v la estrecha
relacién existente entre ambos ligandos, apoyando a su vez el papel intermediario o
puente del C'a®" en la unién de fosfolipido al dommio (Verdaguer v col., 1999; Ochoa
v col, 2002). De esta manera, a la mismas concentraciones de Ca® se observéd un
mayor desplazamiento de la temperatura de transicidn de la desnaturalizacidon para
los tres dominios en presencia de fosfolipido. En ausencia de Ca™", los termogramas
obtenidos con los tres dominios en presencia de fostolipido mostraron picos de
transicidn més anchos que en ausencia de ambos ligandos v su temperatura de

transicidn media fue ligeramnente menor. Este efecto fue méas importante en el caso
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del dominio C2 de la PKCw. El ensanchamiento de los picos podria estar relacionado
con la interaccion del fosfolipido con el dominio C2 a través no del sitio de unidn de
Ca’’, sino de laregién rica en Lys donde el Ca’* no participa v reflejarfa la existencia
de moléculas de proteina con diferentes grados de unidn a lipido, de forma que la
saturacién total no se alcance hasta mayores concentraciones de Ca®’. Por cotro lado,
el descenso en la temperatura de transicidn puede deberse a una ligera
desestabilizacién de la proteina en ausencia de Ca’’, o bien podria mostrar una
mayor afinidad del lipido por la forma desnaturalizada de la proteina (Edge v col,,
1985, Hu y Sturtevant, 1989) A pesar de que las asociaciones favorables de
proteinas con sus ligandos tipicamente estabilizan a las proteinas, algunos estudios
han mostrado cierta desestabilizacidn mediada por ligandos (Epand v col., 2001).
Podria ser que las interacciones del fosfolipido con la regidn rica en Lys hagan
descender la cooperatividad de la transicidn, probablemente a través del nicleo de
sandwich P caracteristico de la estructura tridimensional del dominio CZ o bien que
el fosfolipido establezca interacciones con la proteina de tipo detergente en estas
condicicnes. La adicién de Ca™ provocd el estrecharniento de los picos de transicidn,
debido a la formacidn de estados de saturacidn homogéneos dentro del intervalo de
temperaturas en el que transcurre la transicién a esas concentraciones de Ca’’. De
nuevo, parece que este sistema se corresponde con un proceso irreversible donde la
disociacidn del ligando ocurre en una fase anterior a la etapa limitante del proceso,
como se desprende del aumento de la 73, de caracter no saturable cbservado
conforme aurmenté la concentracién de Ca’, de la dependencia lineal entre el
logaritmo de la concentracidn de ligando v el inverso de la T3, asi como del hecho
de tratarse de transiciones de tipo irreversible. Ademas, de nuevo, los cambios en la
entalpia de desnaturalizacidn parecen reflejar su dependencia con la temperatura a
través del incremento en la capacidad calorifica (AC,) de la proteina que tiene lugar
durante su desnaturalizacidn térmica Cabe destacar, nuevamente, la importancia
cualitativa de la interaccidn conjunta con estos ligandos, de forma que no sdlo seria
wnportante la cantidad unida de los mismos, sno que dicha unidn parece traducirse

en un diferente significado cualitativo para cada dominio.

Este estudio permnitid una vision méas profunda que la obtenida en anteriores
trabajos espectroscdpicos (Eohout v col, 2002 v los resultados del Capitulo IV de

R . I+ .
esta memoria) en cuanto al proceso de umidn de Ca® a los dommios C2 de las
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izoenzimas clasicas de la PELC. Las diferencias con ese trabajo donde se utilizé la
espectroscopia de fluorescencia pueden deberse a que rmientras ITC supone una
medida directa de la unidn de ligandos a macromoléculas, la espectroscopia de
flucrescencia intrinseca detecta cambios procedentes de la mavor o menor
exposicion de los residuos de Trp de la proteina fruto de la mteraccidn con ligandos,

de forma que supeone una medida mas indirecta del proceso de unidn.

De esta manera, a pesar de que parece ser que los tres dominios C2 unen tres
iones Ca’’ v los efectos protectores totales a concentraciones altas de Ca® vy
fostolipidos son similares, las diferencias encontradas en cuanto a la afinidad por
Ca’ v en cuanto a las caracteristicas del proceso de estabilizacién frente a la
desnaturalizacién observadas en presencia de Ca’" v fosfolipidos, pueden indicar que
existen diferencias en el comportamiento de cada dominio. Este distinto
cornportamiento podria relacionarse con la elevada especializacion de cada
isoenzima clasica de la PEC. De esta forma, nuestro trabajo supone un acercamiento
al estudio de la relacidn entre la estructura v 1a funcidn de estas proteinas. La elevada
especializacion de las 1svenzimas clasicas de la PEC se pone de manifiesto, por
elemnplo, en su diferente distribucidn tanto a nivel celular como a nivel tisular
(Wishizuka, 1992), asi como en su distinto nivel de expresion en cada tipo celular
(Chno vy col,, 1991, Dekker y Parker, 1994, Dempsey ¥ col., 2000), como se comento

en Capitulos anteriores de esta misma dMemoria

Mo chstante, quedarian algunas incdgnitas por resolver en el futuro, como
intentar dilucidar la interaccién del Ca’" con el dominio en presencia de fosfolipido
por ITC, o estudiar el enlace a Ca’* de los distintos dominios mediante esta técnica a
diferentes temperaturas para poder determinar la relacion con la capacidad calorifica
MCo. Asimismo, seria mberesante poder determmunar, 1dentificar v estudiar las distintas
poblaciones de preoteina que componen las complejas transiciones obtenidas

mediante DAC en presencia de los ligandos.
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1. RESUMEN.

Se estudio la estructura secundaria de los dominios C2 de las isoenzimas
clasicas de la PECw, [o PECEI y la PKCy en distintas condiciones experimentales
vtilizando o espectroscopia de infrarrajo. Coma ligandos de la proteing se wsaron
Ca’t y fosfolipidos para estudiar los distintos efectos producidos en la estructin de
las profeinas tras su enlace, asi como su nfluencia en la desnaturalizacion remica
de [as mismas. Los mayores cambios en [a estrictiirg se observaron tras [a adicidn y
enlace a fosfolipidos. La estnuctira secundaria de los fres dominios resultd ser muy
similar g 25°C, tanto en @misencia como en presencia de ligandos. En cambio, se
encontraron algunas diferencias en la estriciura secundaria de los tres dominios
tras el calentamiento de las profeinas en presencia de los ligandas, de manen grie el
dominia C2 de la PKCy presentd wng mayor profeccion frente a la desnatuiralizacion
térmica gre el dominio C2 de ln PEC ey éste, a s vez, mayar que el dominia C2 de
la PECAIL

Adicionalmente se llevd a cabo wn estudio de correlacidn bidimensional para
analizar con mayor detalle las diferencias existentes entre los tres dominios C2
durmite el proceso de desnaturalizacion férmica en ausencia de ligandos. Asi, I
carrelacidn bidimensional sincrona mostrd gque los cambios mds importantes
acirrieron en la region correspondiente a la agregacion de la hoja 8 de la profeing
desnaturalzada (1616-1619 cm™). Esta sefial presento wna flierte carrelacion con la
compangnie de la oja §(1030-1630 cm™) en las tres dominios C2. Par otra lado, la
carrelacion bidimensional asincrona nos permitio establecer el orden secuencial de
fos diferentes sucesos esiudiados, de manera que para los tres dominios, el aumernto
de la agregacion de la prafeing desnaiuralzada fuva lugar despriés de cambios en
cbras componentes estructurales, lo cual puede explicarse por el impaortante papel
que presenta el sdndwich § compacto caracteristico de la estrictira del dominio C2,

Todns estas diferencias observadas entre estos tres daminios C2 pueden esfar
relacionadas con la elevada especializacion y localizacion fisioldgica en los

distintos tipos celulares de las distintas isoenzimas cldsicas de la PEC.
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2. INTRODUCCION.

La subfamilia de las isoenzimas clasicas de la PEC (o, BL, PII ¥ %) se
caracteriza por presentar en la regidn reguladora de la proteina los dominios
conservados C1 y C2. Dre esta manera, diacilgliceroles (DAG), esteres de forbaol,

F

Ca’" v fosfolipides anidnicos modulan la actividad de estas enzimas (Mellor v

Parlzer, 1998; Hofftmann, 1997, MNizhizuka, 19957

Los dominios C2 de las isoenzimas clasicas de la PEC comparten la
estructura modelo de un motivo que consiste en ocho cadenas P antiparalelas
agrupadas en dos hojas de cuatro cadenas cada una formando un sandwich P
cornpacto v presentan una topologia tipo I (Sutton v Sprang, 1998, Pappa v col,
1998, Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col, 2002) Los dormunios C2 de las
isoenzimas clésicas de la PEC unen Ca* vy fosfolipidos. La unién de la PKC a la
mermbrana dependiente de Ca® requiere fosfolipidos anidnicos (Bazzi v MNeselstuen,
1990, Luo v col, 1993) y esta mediada por el dominio C2 (Edwards v MNewton,
19972, Medkova v Cho, 1993a).

Mediante la resolucion de la estructura tridimensional de los dominios C2 de
la PEC o (Verdaguer v col. | 1999 Ochoa y col., 20025 v PELCBI iPappa v col, 1998),
se ha podido identificar los residuos que establecen la interaccidn con los distintos
ligandos. De esta forma, en el enlace a Ca’" intervienen una serie de residuos
localizados en unos lazos stuados en uno de las caras del dominio C2 (Button v
Sprang, 1998, Pappa v col., 1998; Verdaguer v col., 1999, Ochoa v col, 20027 e
han identificado dos o tres icnes Ca’" enlazados a los dominics C2 de la PECa
(Verdaguer v col, 1999, Ochoa v col, 2002) v la PECPI (Button v Sprang, 1993).
For otro lado, los fosfolipidos anidnicos se unen al dominio C2 de la PECe en dos
localizaciones distintas. UTna de ellas se encuentra en el sitio de unidn a Ca”, dande
un ién Ca®* actia de puente en la interaccidn {Verdaguer v col., 1999, Ochoa v col,,
20023 La otra zona donde los fosfolipidos anidnicos pueden interaccionar con el
dominio C2 se localiza en las proximidades de la regidn rica en Lys entre las cadenas

B3 v p4 (Ochoa vy col, 2002).
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Las 1scenzimas clisicas de la PEC presentan caracteristicas estructurales y
enzimaticas similares, a pesar de que se expresan a distintos niveles y se distribuyen
de manera especifica en los diferentes tejidos v tipos celulares (Olmo v col, 1991,
Dempsey vy col, 2000). Asi, por ejernplo, mientras la PECa se encuentra en todos
los tipos celulares, la PECPI v la PECII se expresan en algunos tejidos v la PE.Cv

aparece Unicamente en el sistema nervioso central (Mishizuka, 19927

A pesar dela elevada homologia de secuencia existente entre los dominios C2
de las diferentes isvenzimas clasicas (ver Figura IV.1 del Capitulo IV de esta
Memoria), parece existir un determinado grado de especializacidn respecto a la
funcién de las distintas 1scenzimas. Ademas, el hecho de que se activen mediante
distintas concentraciones de Ca®’ y mediante membranas con diferentes
cormnposiciones lipidicas, lleva a pensar que deben existir algunas caracteristicas

estructurales especificas.

En este trabajo, se ha utilizado la espectroscopia de IE unidimensional y
bidimensional para estudiar las diferencias en la estructura secundaria en disolucidn
de los dominios C2 de las 1soenzimas clasicas de la FEC (o, BII v v), asi como los
efectos de la unién de Ca® v lipido sobre dicha estructura secundaria y el
comnportamiento de los mismos durante la desnaturalizacidon térmica. MNuestros
resultados muestran que existen algunas diferencias significativas en coanto a la
estructura secundaria de los tres dominios y que esas diferencias pueden establecer
las bases para su distinta interaccidn con Ca’’ v fosfolipidos. Ademas, el distinto
cornportamiento mostrado frente a la desnaturalizacion térmica puede reflejar los
movimientos del esqueleto de las proteinas, lo cual tiene un gran interés a la hora de
intentar entender 1a diferente funcicnalidad de las distintas isoenzimas. Por otro lado,
la espectroscopia bidimensional permitid profundizar en el analisis de los
acontecimientos ocurridos durante el proceso de desnaturalizacién. De esta manera,
la aplicacion de esta técnica relativamente moderna v los resultados que oftece

dermuestra su enorme utilidad a la hora de realizar estudios estructurales de proteinas
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3. RESULTADOS.

3.1. Estudios de la estiuctura secundaria mediante FT-IE.

3.1.1. Estructura secundaria en ausencia de ligandos.

ae estudiaron las estructuras secundarias de las isoenzimas clasicas ¢, PO vy
de la PEC mediante espectroscopia de infrarrojo. La descomposicion de la banda
amida I' de la forma nativa de los domunios C2 de la PECo, de la FECPII v de la
FE.Cva 25°C, preparadas en los correspondientes tampones con agua deuterada en
presencia de 0,2 mhi EGTA (ausencia de Ca2+), se muestran en la Figura V1.1, El
nimero de componentes, asi como su posicion mnicial se obtuvieron mediante la
aplicacidn de la desconvolucidn v la dertvacion de los espectros (Figura VIID). La
contribucidn cuantitativa de cada componente a la banda amida I' total se calculd a
través del ajuste de bandas del espectro criginal utilizando el programa Grams/32
(Falactic Industries Corp., Salem, NH, EETU.U.) Los parametros (posicidn v
porcentaje de area total de cada una de las componentes espectrales, con su
asignacion estructural) resultantes de los ajustes de los tres dominios C2 a 25°%C y en

ausencia de ligandos se muestran en la Tabla VI 1.

Los espectros de los dominios C2 de estas tres 1soenzimas clasicas de la FEC
son muy similares entre s{ ¥ todos muestran siete componentes en la regidn de la
banda amida T entre 1700-1600 am”. La componente principal aparece en la
posicién 1632-1634 cm™ v se debe claramente a las vibraciones intramoleculares
C=0 de las hojas B Erimm y Bandekar, 1986, Susi y Byler, 1987, Arrondo v col,,
1989, Fabian v col., 1992, Arrondo v col, 1994b; Gonzalez v col, 1997, Zhang v
col., 1998). La componente de alta frecuencia situada a 1674-1676 cm’' puede
asignarse a la estructura de hoja B antiparalela (Arrondo y col., 1989, Muga v col,,
1993). En conjunto, estas dos componentes de hoja B sumaron un 58-59% del area
total de la banda amida I'. La componente a 1653-1654 cm’' se asigna a hélice o y

supuso un 12-14% de la estructura total para los tres dominios C2.
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Figura VI.1. Especiros de FT-IR de dominios C2 de lasiscenzitas cladcas de b PKC a 25°C. 5e
muestran log espectros de FT-IR de log dommos C2 de la PKCo (A), PECRII (B) v1a PECy (C) enla
region amida I 3 25°C en tampdn D0 con las bandas componentes ajustadas. Estos tampones fueron
Hepes 25 M pD 7.4, NaCl 100 mM v EGTA 0,2 mM para el dominio C2 de la PECo, MOPS 20
mM pD 6,5 HaCl 100 mM vy EGTA 0,2 mM para el dominio CZ2 de 1la PECBII v Tris-HCL 25 mM pD
5,0, WaCl 100 mM v EGTA 0,2 mM para el domimio C2 dela FECy. Las proteinasg se incubaron a4°C
durante toda la noche para mammizar el intercambio H-D. La concentracon de las proteinas fue
aprozimadamente ¥ mgml El incemento de las umdades de absorbancia (Aabs) fue 0,02 Los
espectros de infrarropo de recogieron vhlizandeo un espectrofotometro de infraroo por transformada
de Fourter Bruker modelo Vector 22 equipadeo con un detector MCT. La camara del especirofotdmetro
ge pUrgh comfinaniente con Are feco para evita que el vapor de agua de la atmosferainterfiriese con
las bandas de interés. Las muestras se eXanunaron en unad célula termostaizada Specac 20710
[Specar, Kent, Inglaterra), equipada con ventanas de CaF; v espaciadores de teflon de 253 pm. Cada
espectro se chiive mediate 13 acumulacion de 128 barridos con una resolucon nomind de 2 em ' va
coniniacion se llevd a cabo la transformada de Fourier vhibzande una funcidn de apodizacidn
tnnangular. El mimero, la posiadn, la anclura v la intensidad de cada componente indadua se
estm aon imadmente mediante 1a desconveoluadn v la denvamén del espectro ornngnal utihizando el
programa Grams/32. La desconvoluafn de Fournier (espectro superior en D) se realizd unlizando una
hmadn de suavizado tipo Bessel, con forma Lerentzana con un factor « 10 ¥ una anchura a media
dtura de 20 cm . La derivada de Savitzla-Golay (espectro inferior en D) de segundo srado se caleuld
cort 7-15 em ' de suavizado, Después se realize el guste dela curva v los valores de 1a diura 1as
anchuras v posiciones de cadabanda se Dueron optimizando sucesivaments hasta llegar a gyuste hina.
Las areas fracaonarias de las componentes de laregion amida I se caleularon a partir de las areas de
las bandas yustadas. Los pardmetros correspondientes 3 estas componentes aparecen reflejados enla
Tabla W1 Lalinea discontinuarepresentala curva gustada del espectro orignal.
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Tabla VL1, Parametros de FT-1R de las componentes de la banda amida I de las 1soenzimas clasicas
de la PECo, de la FPECRIL v de la PECy en los tampones comespondiertes de D0 en presenca de
EGTA 0,2 mM a 25°C v 80°C.

2500 BoeC
Darima C2 Darnma &2 Darmma G2 Darinia ©2 Darunm &2 Darmnia 52
de |3 FRCro de I3 FKCENl de la FKkCy de @ PFkCro de la FKCEN dela FECy
. Foccom Area® Foscon Area Poscon Area Foscion Area Foscon frea Foscon Area
Acegnac bn lern'y (% lerm'y (%) e’y M) lerm'y | %) lenm'y (%) lem'y 1%
G s f 1EEE z 1EET z 1EBEE 2z
Hoja k aprepada 1618 13 1E78 10 1ES 11
Hoja i ant para e a 1E7E ] 1ET5 E 1674 E
Giog b 1EE3 1% 1EEZ 14 1BE3 13 1EE? E 1BET ] 1EET ]
HE [k 1B654 12 1B53 13 1B53 14 1B57 ] 1657 11 1B5T 11
Decoroenana 1644 12 1EB44 13 1 B4 13 1 B4 4z 1643 37 1644 37
Hoja k 1E34 =0 1E32 =0 1B32 =0 1E3D 5 1E30 ] 1BH 11
Hoja b anrenada 1E18 ey 1E18 24 1E18 1

*Pocconde oe pros de =& componentes de a banda amda . BAres porcentua de ac componerkes de @ banda amda . E
area comespond ente & & contrbuc 6n de as cadenas stera s oca zadas entre 1E10 —1E1 5 oo’ no e hanten do en cuenta.

La banda cercana a 1644 cm™ se puede atribuir a conformaciones con
estructura desordenada (Susi y col, 1967, Fabian y col., 1992) v constiuyd un 12-
13% del 4rea total de la banda amida I'. Las bandas localizadas a 1662-1663 cm™ v
1687-1628 cm'* provienen de giros B (Armrondo v col., 1989, Muga v col,, 1993) v en
conjunto sumaron un 15-17% del area total Finalmente, la banda en tormo a 1610-
1615 cm™ se atribuye a la absorcién de las cadenas laterales (Sust y col, 1967,
Bandekar, 1992; Cladera y col, 1992) v su aportacidn no fue incluida en el caleulo
de la estructura secundaria de los dominios C2. Como se puede observar de la
descomposicidn de los espectros de los tres dominios C2 (Figura VI1.1), asl como de
los valores del ajuste de dicha descomposicidn (Tabla VI 1), se obtuvieron resultados
muy similares para las estructuras secundarias de los tres dominios C2 de la PECq,
de la PECPO ¥ de la PECy, en ausencia de ligandos a 25°C, con pequefias
diferenicias de sélo 1-2% en algunas componentes que pueden deberse al error

experimental.

El procedimiento utilizado en nuestros experimentos para  calcular
cuantitativamente la estructura secundaria de los dominios C2 presenta tipicamente
un error de aprogimadamente 19 CArrondo v col, 1994a) No obstante, en nuestro
caso, mediante la comparacidn de los ajustes de, al menos, tres experimentos

independientes ¥ la repeticidn del proceso realizado por tres personas diferentes, se
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concluyd que el error experimental fue aproximadamente 1-2%, de forma que se

consideraron como significativos los cambios estructurales mayores a 4%,

Para poder aclarar st existen cambios estructurales sutiles entre los tres
dominios C2, se llevaron a cabo estudios de la estabilidad termica de los dominios
que mostraron inportantes cambios en el desplegamiento de las proteinas durante
este proceso. En ausencia de Ca’", estos carmnbios en la estructura secundaria de los
tres dominios C2 a 80°C (Figura VI.2) incluyeron un ensanchamiento de la banda
amida I' v la aparicién de dos compenentes bien definidasa 1619 em™ va 1679 em™,
las cuales son caracteristicas de proteinas desnaturalizadas térmicamente (Arrondo v
col, 1989, Burewicz v col, 19900, Estas componentes indican que se produjo una
agregacion en las proteinas desplegadas como consecuencia de una desnaturalizacion

térmica irreversible (Susy, 1972; Burewicz y col, 1290, Arrondo v col., 1994a)

A B

T T T T T T T T T T T T
1700 1ERD 1EED 1640 1620 150D 1rol 1ERD 16ED 16D 1620 1600 1700 166D 1BED 1E4D 1620 1E0D

Mimeio dr onda [cm ') Himeio de onda [cm | Mimeio de onda [em ')

Figura VI.2. Espectros de FT-IR de dominios C2 de Jasisoenzimas clddcas de Ia PKC a 80FC. 5e
rauestran 1oz espectros de FT-IR de los doruimos G2 de la FECo (A), FECGRII (B} ¥la PECY (C) enla
region amida ' a B0°C en tampdn D0 con las bandas componentes ajustadas. Los tampones
utilizados fueron los mismoes que en el caso del andlisis de la estructura secundaia a 23°C. El
procedimiento parala obtencidn de los espectros ¥ 0 procesamiento para llevar a cabo el ajuste de lag
bandas componentes foe ¢l migmo que en el caso anterior (ver Figira V11D La coneentracion de las

proteinas fue aprommadamente 8 mgml El incremento de las umdades de shsorbanca (A4 bs) es
0,02. Los parametros correspondientes 3 las bandas componentes de la region amida [ aparecen
reflejados enla Tabla VI Lalinea discontinuarepresentala curva gustada del especiro onginal.

Ademas de la aparicidn de las componentes a 1619 cm™ v 1679 am®,
destacan otros cambios en la estructura de la proteina como consecuencia de la
desnaturalizacidn termica, tal v como se puede cbservar en la Tabla VI.1. Los

espectros correspondientes a los dominios C2 de la PECc, de la PECEIL v de la
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FE.Cvy a 80°PC muestran como componente principal una banda situada a 1643-1644
am’ que se corresponde con la estructura desordenada v representa el 42% del érea
total para el dominio C2 de la iscenzima o v el 37% para los de las isoenzimas PIIy
v (Tabla VI.1). La banda a 1630-1631 cm'* correspondiente a la estructura de hoja p
sufre dos cambios importantes respecto al espectro a 25°C: un descenso importante
en cuanto a su contribucidn (cae hasta un 5%, un % v un 11% del drea relativa para
las isocenzimas <, PII v v, respectivamente) ¥ un ligero cambio en la posicidn del
maximo de esta componente desde 1632-1634 cm™ a 25°C hasta 1630-1631 cm’' a
80°C. Algo similar le ocurrid a la componente de los giros B, que en este caso
aparecid a 1667 cm’ (a 25°C se encontraba en 1662-1663 cm’™) v supuso un 8-9%
del area total, indicando que parte de este tipo de estructura disminuye pero
permanece después de la desnatiralizacidn, como se ha mostrado en otros casos
(Armrondo v ocol, 1994a). Ademnas, es interesante destacar el hecho de que la
componente correspendiente a la hélice o, localizada a 1657 cm’' (a 25°C se
encentraba a 1653-1654 cm™) se mantuvo después del calentarniento, suponiendo el

10-11%5 del area total

Asi, parece ser que la desnaturalizacidn térmica de los dominios C2 de las
tres 1soenzimas se caracteriza por la agregacidn irreversible y el desplegamiento de la
estructura de la hoja P para dar lugar a una estructura mas desordenada que consiste
principalmente en estructuras agregadas de la hoja P que aparecen a 1619 cm™ v a
1679 ™. Por lo tanto, a pesar de la elevada similitud en la estructura secundaria de
los tres dominios C2 a B0°C| se pueden apreciar ciertas peculiaridades, siendo la mas
destacada el hecho de que el aumento de la componente de estructura desordenada a
1643 cm’' es menor para los dominios C2 de la PRCRIL v de la PECy, lo cual esta
asoclado a una mayor presencia de la componente de hoja B localizada a 1630-1631

-l
.

La Figura VI3 muestra una vision tridimensional de los distintos espectros
desconvoluidos de los tres dominios durante el proceso de calentamiento en ausencia
de ligandos, de forma que los cambios ocurridos durante el mismo (principalmente la
aparicién de las componentes a 1619 v 1679 cm’™, caracteristicas de la agregacién) se

pueden apreciar con mayor claridad.
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Mo obstante, estos diferentes perfiles de desnaturalizacidn podrian reflejar

distintos movimientos del esqueleto proteico de los tres domunios, de forma que

estarian mas relacionados con procesos dinamicos que con cambios estructurales.

Figura V15, Especiros desconveluidos de FT-IR de los dominios C2 de las isoenzimas clasicas
de la FKC en funcidn de la temperatura en ausenhcia de ligandos. Se muestran los espectros
deseonvoluides de los domimos C2 de la PECo (A), de la FPEGRII (B) v de la PEKCy (G}, en sus
tampones correspondientes en D0 ¥ en ausencia de ligandos, en laregion amida I (1700-1600 cm )
ent funadn de la temperatura desde 25°C hasta 50°C. La obtencion de estos espectros desconvoluidos
ge realizd como se comenta en el cazo del andhisnig de la estructura secundana (ver Figura VI1G. El
merernento de las vmdades de abiothanaa (Adbs) fue de 0,04, Se destacan las posiaones de lag
componentes caracteristicas de la agregacion, localizadas a 1619 cm ' v 2 1679 cm b

3.1.2. Estructura secundaria en presencia de Ca™.

A continuacién se estudié el efecto de la unién de Ca’™ sobre la estructura
secundaria de estos tres dominios C20 Se utilizaron dos concentraciones de Cay, 2
mhi v 12 mbd, las cuales suponen, tentendo en cuenta las condiciones
experimentales, unas relaciones molares ([Ca“]fproteina) de aproximadamente 4:1 y
24:1, respectivamente, ¥, a su vez, una siuacidn no saturante y completamente

saturante.

3.1.2.1. Estruciura secundaria en presencia de Ca’ a 25°C.
Los espectrozs de los dominios CZ de la PECa, de la PECPIIy de la PECy a

25°C en sus correspondientes tampones con DO y en presencia de CaCls 2 mb v
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CaCly 12 mM (Figura VI4) resultaron muy sinilares a los descritos anteriormente
. , . i+ . .

para las mismas proteinas en ausencia de Ca” v a la misma temperatura, tanto a nivel

del nimero de bandas, como en cuanto a su posicion v area relativa, tal y como se

muestra en las Tablas VI 2 y V1.3

Tabla VI.2. Parametros de FT-IR delaz componentes dela banda amida I" de las 1soenmmas clasicas
de la PECw, de la FECRIL ¥ de la PECy ent los tampones correspondiertes de D0 en presencia de
Ca'" ZzmM a 25°C ¥ 30°C.

250 BOYC

Daminio 2 DOaminio ©2 Dominin &2 Dominin &2 Dominin C2  Daminio ©2

de la PECo de lza PRCEI de la PRCy de [z PECo dela PECEI de lz PKCy

. Pozcbn Area Poscon Area Poscon frea Pozcon Area Poscon Area Poscon Area

Az gnac on fem™y %) fem) (%) lorr) o | %) lem'h %) lemt') %) lcoor') o %)
Gros B 1 EEE 3 1EET 2 1EEE 3

Hoja B agregada 16789 14 1678 10 1679 13
Hoja B antparaea 1E15 k:} 1ETE 7 1ETE kel

G ros § 1EE2 15 1EEZ 14 1664 14 1BEE kel 1EET B 1BET 10

HE CEx 1654 12 1E54 14 1E55 14 1B57 10 1E5T 10 1B57 13

DOEsordenad a 1 B 12 1 B4 13 1645 12 1B Ex) 1643 3B 1645 34

Hoja B 1635 48 1634 50 1E33 4B 1632 kel 1E3D 10 1631 1B

Hoa k agregada 162D 15 1610 24 1E18 12

3.1.2.2. Estructura secundaria en presencida de Ca” a 8€°C.
En otra serie de experimentos se estudiaron los efectos de la presencia de esta
concentracién de Ca’” no saturante (2 mk{) o bien saturante (12 mhd) sobre la

desnaturalizacion térmica de los dominios C2 de las 1soenzimas clasicas de la FEC.

De esta manera, cuando se analizaron los cambios en las componentes
estructurales derivados de la desnaturalizacion térmica a 80°C debido al efecto del

* se observé que la presencia de Ca’ 2 mM (Figura V15 v Tabla VI.2) produjo

iZa
una reduccion del drea de las componentes a 1619 cm’' (hoja P agregada) v a 1643-
1645 e’ (estructura desordenada) para los dominios C2 de la PECo v de la PECy,
pero no para la iscenzima PIL En el caso de la componente correspondiente a la
agregacion de la hoja ({1619 am’™"), esta reduccién fue sensiblemnente umportante
para el dominio C2 de la PECvy, ya que su contribucidn disminuyd cast a la mitad
respecto a la ausencia de Ca®™ a la misma ternperatura {del 21% al 12%0), pero mas

moderada en el cazo del dominio C2 de la PECa (descendid desde un 22% en

ausencia de Ca’" a un 1% en presencia de Ca’* 2 mM). Por ofro lado, la aparicién
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de la componente de estructura desordenada (1643-1645 e’y fue mucho mas
moderada, descendiendo un 3% en los casos de los dominios C2 de la PECo v de la
PECw, mientras que en el caso del dominio C2 de la PECPRO se mantuvo
aprozimadamente 1gual que en ausencia de Ca’" a esta temperatura. Asociada a la
reduccion de la importancia de las componentes de agregacidn ¥ estructura
desordenada, se observd también un aumento en la hoja P a 1630-1632 am’™’ De
muevo fue en los dominios C2 de la PECao v de la PECy donde mas se pudo apreciar
este efecto, de forma que para el primero la hoja B alcanzd una contribucidn del 9%

(5% en ausencia de Ca’ a esta temperatura), mientras que el segundo presentd un

18% de esta estructura ¢11% en ausencia de Ca’ a la misma ternperatura).
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Figura VIA4, Espectros de FT-IR de dominies C2 de las isoenzimas clasicas de Ia PEKC a 25°C en
presencia de distintas concentraciones de Ca’ ', Se muestran los espectros de FT-IR. de los d ominios
CZdelaPECu(A vy D) PECEI (B v E)v1a PECY(C ¥ F)enlaremon amida I" a 23°C en tampon
D;0 con las bandas componentes sustadas, v en presenda de Ca” 2 mM (A4 By C) yCa”™ 12 mM
(D, E v F). Loz tampones milizados fueron los mismos que en el caso del anahias de la estructura
gecundaria a 25°C. El procetimiento para la obtenadn de log espectros v su procesamiento para levar
acsho el guste de las bandas componentes fue &l mismo que en &l caso anternior (wer Figara VI1). La
concentracndn de lag proteinas foe aprodmadamente & mgml El incremento de lag umdades de
absarbanaa (A4 bs) es 0,02 Los parametros correspondientss a las bandas componentes de 1a region
amida I aparecen reflejados en lag Tablas VIZ, v VI35 La linea discontinua representa la curva
gustada del espectro onignal.
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Tabla VL3, Parametros de FT-1R de las componentes de la banda amida I de las 1soenzimas clasicas
de la PECr, de 1a PECRII v de la PECy en los tampones comespondiertes de D0 en presenca de
Ca’" 12 M 3 25°C y §0°C.

250 gO%c

Daminia &2 Daminio ©2  Daminia 52 Daminio &2 Daminia C2  Daminia ©2
de la PG de la PECERI de la PRCy de la PKCr dela PECEI de lz PKCy

) Foscbn Area Poscién Area Poscbn Area Foscon &rea Foscon Area Poscon Area
Az gnac bn ey %Y lemt'y %Yl %) [ I L T L R [ e R £
Gros B 1EEE 3 1EET 2 1EEE 3 1EBE 2
Hoja B agregada 1E78 13 1678 iD
Hoja B antparaea 1E7E 3 1E7E B 1674 EB 1ETE EB
Gios B 1EEZ 13 1EEZ 1% 1EEZ 14 1EEE o 1EET B 1EEd4 13
HE CEx 1ESL 12 1634 14 1B5E 14 1EET 10 1EET 12 1B 14
Desordenad a 1Ed4 11 1E45 12 1644 14 1B 35 1644 E] 145 14
Hoja B 1E34 1] 1634 40 1E31 47 1E31 1B 1EZD 12 1EZ3 47
Hoa B agrepada 1E1 B 17 1610 14

En resumen, se puede conclur que la adicion de esta concentracidn no
saturante de Ca’* (2 mM) apenas produjo cambios estructurales importantes a 80°C
en el caso del dominio C2 de la PECPIL (Figura VI.5B y Tabla VI.2), mientras que si
los hubo en los dominios C2 de la PECw (Figura VI.5A y Tabla VI.2) y de la PECy
(Figura VI.5C y Tabla VI.2), siendo esta Oltima quien se mostrd més sensible a la
adicién de esta concentracién de Ca®™. Estas diferencias dernuestran que el efecto
protector de la unidn de Ca’ a los dominios frente a la desnaturalizacién térmica

resulté sermas efectivo en el caso del dominio C2 de la PECy v menos efectivo para

el dominio CZ2 de la PECPIL

T T T T T T T T T T T T T T
iron 16D 1BEED 18D 162D 1EDD iron 1EBD 1BED 164D 1EB2D 1EDD 1o 1EBOD 1EED  1EB4D 1E2D 1EDD

Mimemn de ondalem ') Mimeiode onda [cm ' Mimeio de onda [cm 1|

Figura VIS, Espedros de FT-IR de dominios C2 de las isoenzitnas clagicas dela PEKC a 30°FC en
presencia de Ca’ " ho saturante. Se muestran los espectros de FT-IR de los dominios C2 de 13 PECr
(&), PECRII (B} ¥ la PECy (C) en la rﬁg;it’:n amida I 3 E0°C en tampén D0 con laz bandas
componentes gustadas, v en presenciade Ca' 2 mM. Los tampones uniilizados fueron los mismos que
en el caso del andisis de la estructura secundaria a 253°C. El procedimiento parala obtencion de los
espectros ¥ su procesamients paalleva acabo el guste de las bandas componentes fue el musmo que
ent el caso anterior (wer Figura WI1). La concentracon de lag proteinas fue aprommadamente de E
mgml. El inerements de las umdades de asbsorbanaa (Adbs) es 0,02 Log pardmetros
correspondientes alas bandas componentes delaregion amidaI™ aparecen reflgyados enla Tabla V12
Lalinea discontinna representa la curva gustada del espectro onginal.
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Este hecho queda también reflejado claramente en la representacidn
tridimensicnal de los distintos espectros desconvoluideos obtenidos durante el
calentamiento de los tres dominios C2 en presencia de CaCly 2 mbd (Figura VI.6),
donde se puede apreciar que la componente caracteristica de la desnaturalizacidn
situada a 1619 e’ aproximadamente aparecid a 55°C en el caso del dominio C2 de
la PEECPRII (Figura VI.EB), a 60°C para el caso del dominio C2 de la PECx (Figura
VIea) va 70°C en el caso del dominio C2 de la PECy (Figura VI 6C). No obstante,
estos diferentes perfiles de desnaturalizacién en presencia de Ca’" 2 mM podrian
reflejar distintos movimientos del esqueleto proteico de los tres dorminios, de forma
que estarian mas relacionados con procesos dinamicos gque con  cambios

estructurales, como ya se comentd anteriormente.

A B C

1611

1620

| atbs g7y
‘ : }

Figura V1.6, Especitos desconvoluides de FT-IR de los dominios C2 de 1as Iscenzimas clasicas
de Ia PEC en funcidh de la temperatura eh preseqcia de Ca'* 2 mM. Se muestran log espectros

deseonvoluides de los domimos C2 de la PECo (A), de la FPEGRII (B) v de la PECy (G}, en sus
tampones comespondientes en D;0, en la region amida I' (1700-1600 cm ) en funcien de la
teraperatura desde 25°C hasta 80°C, en presencia de 2 mM Ca’™. La obtercion de estos especiros
desconvoluidos se reaizd como e comenta en ¢l caso del andliss de la estructura secundana (wer
Figura VI 1} Elineremento de las umdades de absorbanaa (AAbg) fue de 0,02

El efecto protector del Ca®™ frente a la desnaturalizacién térmica quedd mis
patente en la serie de experimentos donde se utilizd una concentracion de ca’
saturante {12 mMd) En estas condiciones, el mayor efecto se cbservd sin duda alguna
con el dorinio C2 de la PECy (Figura VI7C v Tabla VI.3), va que la componente a

1619 em’' que aparece debido al calentamiento en ausencia de Ca’’, va no se
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observa, lo cual sugiere que la unién de Ca’* protege de forma mas eficiente a este
dominio. Este efecto se confirma con el hecho de que las otras componentes
estructurales del espectro permanecen muy similares en cuanto a posicidn y

contribucidn al area total respecto a las encontradas en la muestra a 25°C.

A B C
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Figura VI.7. Especros de FT-IR de dominios C2 de las iIsoenzitnas clagicas dela PEKC a 3(FC en
presencia de Ca’" saturante. Se muestran los especiros de FT-IR de los domimios C2 de 1a PECn
(&), PECRII (B} ¥ la PECy (C) en la region amida I' a E0°C en tampon D.0 con las bandas
componentes yustadas, v en presencia de Ca’ 12 mM. Los tampones utilizados fueren los mismos
mque en el caso del andliss de la estructura secundaria a 25°C. El procedimiento para la obtencion de
log espectros w s procesamiento para llevar a cabo el guste de las bandas componentes fue el mismo
que en el caso anterior (ver Figura V1.1). La concentracsn de 1as proteinas fue aprommadamente §

mgml. El incremento de las umdades de absorbanaa (AAbs) es 0,02, Los parametos
correspondientes alas bandas componentes delaregion amidaI™ aparecen reflgyados enla Tabla VI3
Lalineadiscontinua representa la curva gustada del espectro origina.

En cuanto a los otros dos domunios C2, y comparando con la ausencia de

Ca’

¥ se observé una reduccidn en las componentes asociadas a la desnaturalizacidn,
tanto a nivel de la agregacion de la hoja B (1618-1619 am™, como a nivel de la
estructura desordenada (1644 cm'"), asi como una mavor presencia de hoja p (1630
1631 e’y & esta elevada ternperatura. De esta manera, el dominio C2 de la PECxa
80°C v en presencia de Ca’™ 12 mM (Figura VI.7A v Tabla VI 3) mostrd un 17% de
agregacidn de hoja B (1618 e’ v un 35% de estructura desordenada (1644 e,
ando en ausencia de Ca” dichas componentes llegaron hasta un 22% v un 42%,
respectivamente. La hoja B (1631 cm™) alcanzd el 16% mientras que en ausencia de

Ca’" sélo llegd al 5%. En el caso del dominio C2 de la PKCBI (Figura VL7B ¥

Tabla VI.3), la reduccidn de las componentes asociadas a la desnaturalizacidn fue
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mas moderada, de forma que alcanzaron valores de un 19% {agregacion de la hoja B
a 1619 e v un 3990 (estructura desordenada a 1644 em™) en estas condiciones,

mientras que en ausencia de Ca’™ llegaron hasta el 24% v el 37%, respectivamente.
La hoja B sufrid una modesta subida respecto al nivel alcanzado en ausencia de Ca™

un 12% en presencia de Ca’* 12 mM frente al 9% sin este 161,

Este efecto protector del Ca™ sobre la estructura secundaria de los dominios
C2 frente a la desnaturalizacidn térmica también queda reflejado en la representacién
tndimensicnal de los distintos espectros desconvoluidos obtenidos durante el
calentamiento en presencia de CaCl; 12 mdd (Figura VI.8), donde se puede apreciar
que la componente caracteristica de la desnatiralizacién situada en 1619 cm'™
gprozimadamente aparecio a 753%C en el caso de los dominios C2 de la PECo (Figura
VI gAY v de la PECPEII (Figura VI 8E), mientras que no se observa para el caso del
dominio C2 de la FECvy (Figura VI.8C) De nuevo, como en los casos anteriores,
estos diferentes perfiles de desnaturalizacidn podrian reflejar distintos movimientos
del esqueleto proteico de los tres dominios, estando relacionados con procesos

dinarmnicos.

1614

Figura VIS. Espectros desconvolnidos de FT-IR de los dominios C2 de 1as IsoenZimas clasicas
de Ia PEC en funcion de la temperatura en presencia de Ca"" 12 mM. Se muestran los espectrns
degconvoluidos de los domimos C2 de la PECo (A), de la FECRII (B) v de la PKCy (C), en sug
tampones corespondientes en D;0, en la region amida I' (1700-1600 e ) en funcen de la
temperatura desde 25°C hasta 50°C, en presenca de Ca 12 mM. La obtendon de estos especiros
desconvoluidos se redizo como se comenta en el caso del andias de la edructura secundaria (ver
Figura VI1}). Elincremento de las umdades de absorbanaa (AAbs) fue de 0,02
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3.1.3. Estructura secundaria en presencia de fosfolipidos ¥ Ca™.

A continuacidn se llevd a cabo otra serie de expermmentos para estudiar el
efecto conjunto de o v vesiculas lipidicas (POPC/POPA, relacidon molar 1:4)
sobre la estructura secundaria y la estabilidad térmica de los dominios C2 de las
PE.Cs clasicas. A pesar de que la fosfatidilserma es el fosfolipido descrito como
mazximo activador de las iscenzimas clasicas de la PEC, no se pudo utilizar en estos
expertmentos debido a que absorbe radiactdn infrarroja en la region donde tambien

lo hace la banda amida T, lo cual provocaria interferencias,

De igual forma que en un trabajo anterior (Garcia-Garcia y col, 1999), en
primer lugar se realizaron unos experimentos de filtracidn en gel para comprobar que
los dominios C2 se encontraban unidos a las mezclas lipidicas en las condiciones
experimentales de los ensayos de FT-IR. Estos experimentos demostraron que los
tres dominios C2 estaban unidos a las vesiculas unilamelares pequefias POPC/PORA

(relacion molar, 1:4), en presencia de CaCly 2 mMd (Figura VI.9)

Los espectros de FT-IR de los domintos C2 de las 1soenzimas clasicas de la
FE.C en presencia de 3UV POPC/POPA (relacion molar 1:4) v CaCly, 2 mbd a 25°C
(Figura VI10 v Tabla VI.4) resultaron bastante sinilares entre si y mostraron
algunos cambios mmportantes respecto a los mismos en ausencia de ligandos o en

presencia solo de CaCly 2 mbd v sin vesiculas a la misma temperatura,

El efecto mas sorprendente fue la importante reduccidn de lahoja B situada a
1631-1633 am'’, la cual descendié desde aproximadamente el 483-5084, tanto en
ausencia de ligandos, como en presencia de Ca®” 2 mM pero sin fosfolipide, hasta el
36% en presencia de Ca™ 2 mM vy 31V . Este fendmeno estuvo acompariado de un
aumento en las componentes correspondientes a la estructura desordenada ({1644-
1645 cm’™) v a la helice o (1655-1656 e’y En ausencia de ligandos, la estructura
desordenada supuso un 11-14% vy su contribucidn aumentd hasta el 23-24% en
presencia de Ca’" v 8UV. Por otro lado, la hélice o, que en ausencia de ligandos

;upuso un 12-14%, aumentd hasta el 16-15% en presencia de Ca™ v SUV.
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Figura VIS, Determinhaciin de la unidn de los dominios C2 de las iscenzimas clisicas de Il FKC
a SUV de FOFC/FOFA. Esta determinaadn se llevd a cabo mediante un ensayo de hltracdn en gel
cont log domimos CZ de la PKCo (A), de 1a PECRIL (B) v de la PECy (C). Se muestra el perfil de
elucion del lipido (s} ¥ de 1as distintas proteinas (o). Asmismo e muestra un expenmento conirol en
¢l panel centra levado a cabo sn fosfolipido (linea discontinua en B). Las muestras contenian 30 pg
del domime CZ v 400 ps de vesiculas umlamelares pequefias de POPC/FOPA (relacion molar 1:4),
marcadas con ["H]DPPC ¥ se incubaron en 100 Wl del tampon correspondients duramte 10 min. Los
tarapores wilizados Hepes 25 mM pH 7.4, NaCl 100mM v Ca™ 2 mM pxra e dominio CZ de la
FKECo, MOPS 20 mM pH 6,8, WaCl 100 mM v Ca™ 2 mM para ¢l dominio G2 de la PECRII v Tris-
HCl 25 mM pH &0, NaCl 100 mM vy Ca® 2 mM para el domimo C2 de la PKCy. Estas relaciones
molares (proteinalipidoCa™) fueron las mismas que se vtilizaron posteriormente para los ensayns de
FT-IR. Las muestras se aplicaron sobre una eolumna de Sephadex G-100 (1.0 em = 2.5 em)
equilibrada con los mismos tampones ¥ se recogieron fFacaones de 100 pl. El perfil de eluaon del
fozfolipido se determing midiendo la radhactividad presente en cada facatn mediante centelleo
liude v ge representd como % de laradiacon mamma El perfil de elucion de cada dominmo C2 s
determing mediante densitometria vhilizando un gel de poliamilamida-5D5 a 15% tefudo con plata.
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Figura VL10. Especiros de FT-IR de dominios C2 de las isoenzimas clasicas de la FKC a 25°C
eh presencia de 2 mM Ca’" ¥y SUV. Se muestran los espectros de FT-IR de los dominios C2
(Brogml} de l1a PECo (A), PECRIL (B} ¥ la PECy (C) en 13 region amida I* a 25°C en tampon D0
con las bandas componentes yustadas, ¥ en presenca de Ca5 2 mM ¥ SUV (40 mg/ml) compuestas
por POPC/POP A (telamén molar 1:4). Los tampones utilizados fueron los mismos que en el caszo del
anahiss de la estructura secundania a 25°C. El procedimiento para la obtenadn de los espectros v su
procesamiento para llevar 3 cabo el auste de las bandas componentes fue el mismo que en el caso
anterior (ver Figura VI 1) El incemento de las umdades de absorbanaa (A4bs) es 0,02 Los
pardmetros correspondicntes alas bandas componentes de la region amida I aparecen reflgyados en la
TablaVI4. Lalinea discontinuarepresentala curva gustada del espectro original.

El calentamiento en presencia de 30UV de POPC/POPA (relacidn molar 1:4)y
2 mhd CaCls dio lugar también a resultados interesantes respecto a la ausencia de
fosfolipido, Asi) en general se puede afirmar que la presencia del fosfolipido protegid
sustancialmente frente a la desnaturalizacidn térmica. Las estructuras secundarias de
los dominios CZ de las iscenzimas clasicas de la PECo, PECRII v PECY en
presencia de 2 mhd Ca® v 31TV a B0°C se muestran en la Figura VI.11 y en la Tabla
VI4.

Tabla VL4, Parametros de FT-1R de las componentes de 1a banda amida I de las 1soenmmas clasicas

dela PECw, de 1a PECEIL v de 1a PECYy en los tampones comrespondientes de D0 en presencia de
Ca"? z2mM y SUV compuestas por FOPC/POPA (relacion molar 1:4) 8 25°C v 80°C.

8z gaec

Daominia 22 Daminia €2 Daminig &2 Daminia ©2  Daminie G2 Daminio 2
de la PECe de la PECEI de la PRCy de la PECe dela PFECElIl de lz PKCy

X Po=t bon Area Poscon Area Poscon frea Pozcion Area Poscon Area Poscon Area
Az gnac bn e’y %) femty o % ferr'y %) lem™y %y fem'y %)y oty Y
Gk 1E5D 3 1E80 2 1580 3 1682 5 1581 4 1EBZ 4
Hoja B agrepada 1678 13 1EED 7 1678 B
Hoa B antparaea 1ETE 7 1B7TE E 1ETE 1
Gz 1664 13 1BE3 14 1EES 13 1BEE 1B 1EBY 17 1BEY 1B
HE B 1B55 1B 1655 16 1EB5E 17 1B5E 1B 1657 14 1657 1B
Decordenad a 1 B4 23 1644 24 1E45 24 1B44 28 1E44 3B 1E45 3D
Hoa B 1633 ik 1632 36 1631 3B 1631 13 1631 11 1631 19

Hoja B agregada 1E1E E 1618 11 1E18 k)
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Figura VI.11. Especitos de FT-IR de dotainios C2 de las isvehzia £ casicas de la PEC a 80°C
en presencia de Ca®* 2 mM y SUV. Se muestran los especiros de FT-IR de los domimios C2Z
(Erugml} de la PECo (&), PECRII (B) vla PECy (C) enla remodn amida I” a E0°C en tampdn D0
con lag bandas comporentes yustadas, v en presenca de Ca' 2 mM y SUV (40 megml) compuestas
por POPC/POPA (relacdn mola 1:4). Log tampones utlizados fueron los mismos que en el caso del
andlisis de la estructura secundaria a 25°C. Bl procedimiento parala obtenasn de los espectros v su
procesamiento para levar a cabo el gjuste de las bandas componentes fue ¢l mismo que en el caso
anterior (wer Figura VI1). El weremento de las umdades de absorbanca (Adbs) es 0,020 Los
parametros correspondientes alas bandas componentes de 1a region amidaI™ aparecen reflegados enla
Tabla W14 Lalinea discontinna representa la curva gustada del espectro ongmal.

Los efectos mas notables fueron la baja proporcidn de agregacion observada
(1618-1619 cm’ y 1679-16380 em™ v el mantenimiento de la hélice « (1656-1657
amn’®). De nuevo, los mayores efectos de proteccién se observaron en el caso del
dorminio C2 de la PECy (Figura VI 11C v Tabla VI.4) Asi, la agregacidn de la hoja
p supuso sdlo un 5% (1612 em™) v un 8% (1679 ey, valeres mucho menores que
los alcanzados en ausencia de ligandos (21% v 11%, respectivamente) o en presencia
de Ca®" 2 mM pero sin fosfolipido (12% v 13%, respectivamente). Por ctro lado, la
hoja B (1631 e’y descendid hasta el 19%%6 (36% a 25°C), mientras que la hélice o
(1657 cm™) se mantuvo en los valores iniciales a 25°C (17%%). Estos valores fueron
mayores que los obtenidos en ausencia de ligandos (11% para ambas estructuras) o
en presencia de Ca’" 2 mM, pero sin fosfolipido (18% para hoja By 13% para la
hélice o) Los giros p (1692 em’' v 1667 cm'') aumentaron en conjunto respecto a la
situacion a 25°C {de un 16%% a un 22%), llegando a wvalores supericres que los
obtenidos en ausencia de ligandos (9%4) v en presencia de Ca™ 2 mM pero sin
fosfolipido (10%). Finalmente, la componente de estructura desordenada (1645 cmn™)
aurmnents ligeramente respecto a la condicidn intcial de 25°C (pasd de un 24% a un
30%), siendo no obstante inferior a la recogida en ausencia de ligandos (37%0) v en

presencia de Ca’™ 2 mM pero sin fosfolipido (34%6).
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Este comportamiento fue muy similar al mostrado por el dominio C2 de la
PECa (Figura VI 114 v Tabla VI4) De nuevo el efecto mas notable fie el
mantenimiento de la hélice o (1656 cm™), que en este caso supuso un 16% frente al
18% a 25°C. Tanto en ausencia de ligandos como en presencia de Ca®" 2 mM pero
sin fosfolipido, esta componente alcanzd una contribucidn deun 1084, Por otro lado,
la componente atribuida a la agregacién de la hoja B (1618 cm™) sélo aleanzd el 6%
frente al 22% de la muestra en ausencia de ligandos o al 15%% en presencia de CaCly
2 bl pero sin fosfolipide. También fue mmportante el aumento de las componentes
de giros B (1692 amn™ v 1664 cm™™), que en conjunto sumaron un 23%, mientras que a
25°C sélo alcanzaron el 16%. En ausencia de ligandos v en presencia de Ca’™ 2 mM
pero sin fosfolipido, los giros B supusieron el 8% v el 9%, respectivamente. Ademas
la componente correspendiente a la estructura desordenada (1644 e’y alcanzd sélo
un 29% en comparacion con el 23% a 25°C, o bien con las contribuciones en
ausencia de ligandos (42%) o en presencia de Ca™" 2 mM pero sin fosfolipide (39%6),
También se ohservd un descenso considerable de la componente correspondiente a la
hoja B (1631-1633 cm™) desde un 36% a 25°C a tan solo el 13% a 8(PC, aunque este
descenso fue menor que el registrado en la muestra en ausencia de ligandos (5% o©

en presencia de CaClsy 2 mM sin fostolipido, donde supuso un 9% a B0°C.

El mismo patrdn se registrd con el dominio C2 de la PECPI (Figura VI.11B
v Tabla VI.4), aunque en este caso los efectos de la desnaturalizacidn térmica fueron
mas evidentes. Asi la componente correspondiente a la estructura desordenada (1644
am’™™) aumentd hasta el 36% (29-30%4 para los otros dominios C2) v agregacion de la
hoja p (1619 an™) aumentd hasta un 11%, en comparacién con el 7% de la
isoenzima o o con el 5% de la v. En ausencia de ligandos v en presencia de Ca’™ 2
md pero sin fosfolipido, la componente de estructura desordenada del dominio C2
de la FELCPII supuso un 37% v un 38%, respectivamente. En cambio, la componente
localizada a 1680 cm’™, también asociada a agregacién, alcanzdéun valor (7% similar
al de la isoenzima v (8%%), bastante inferior al del dominio C2 de la PECaor (13%0).

Esta componente de agregacidn a 1680 am’ supuso un 10% tanto en ausencia de
ligandos como en presencia de Ca®" 2 mM pero sin fosfolipide a 80°C. La

contribucién de la hélice o en el dominio C2 de la PECPII en presencia de Ca™ 2
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mhd vy 3UV alcanzd un valor similar al de los ctros dos dominios (16% para el

dominio C2 de la PECx v de la PECwv v 14% para el dominio C2 de la PECRID)

3.1.4. Estabilidad térmica de los dominios C2.

Para intentar entender mejor el efecto de los distintos ligandos en la
desnaturalizacidn térmica de los tres dominios v asi también poder compararlos entre
ellos, se representd la anchura a media altura de la banda amida I' de los espectros de
FT-IE frente a la temperatura (Figura VI.12), la cual se sabe que aumenta durante la

desnaturalizacidn térmica CArrondo y col, 1994a).

En el caso de los espectros del dominio C2 de [a FECwx en ausencia de ca’’
(Figura VI 124), los cambios mas importantes en la banda amida T’ tuvieron lugar
entre 40 y 53°C, donde se produjo el ensanchamiento de la banda. La
desnaturalizacion, vista como el ensanchamiento de la banda amida I', ocurrid a la
misma temperatura en el caso del dominio C2 de la PECRIT (Figura VI.12B) En
cambio, el dommio C2 de la PECy resultd mas resistente frente a la
desnaturalizacidn térmica, de forma que el cormienzo del ensanchamiento de labanda

amida I' comenzd a 4£5°C (Figura VI 12C)

La adicidn de CaCly 2 mM produjo el aumento de la temperatura a la que se
inic1éd la desnaturalizacidn para los tres dominios. Mo obstante, mientras en el caso
del dominio CZ de la PE.Ce la ternperatura de micio de la desnaturalizacidn aumentd
hasta 60°C (Figura VI. 124), en el caso del dominio C2 de la PECPRII sdlo alcanzd los
50°C (Figura VI 12B) v 55°C para el dominio C2 de la PECy (Figura VI 12C),

En presencia de CaCly 12 mM, el proceso de desnaturalizacion comenzo a
temperatiras maycores, en concreto a 75°C para los dominios C2 de la PECo (Figura
VI124) v de la PECy (Figura VI 12C), v a 70°C para el dominio C2 de la PECRI
iFigura VI 12B), indicando que los dominios presentan una mavor estabilidad

cuando estin unidos a Ca’*, en especial los dominios C2 de la PKCa v de la PECy.
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Anchura a media altura {cm1)
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Temperatura (°C)

Figura V1.12. Anchura a media altura de la region amida I' de los especiros de FT-IR de los
dominios C2 de las isoenzimas clasicas de la FEC. Se muestra 13 anchura de banda a media alura
dela region amida I" delos dominios C2 dela PECe (A), dela PECEI (BY v delaPECyY (C) en em
e funcon de la temperatura en distintas condiciones en presencia de 0,2 mM EGTA (), en
presenda de Ca’™ 2 mM (o), e presenda de Ca™ 12 mM (00 v ent presenca de Ca” 2 mM vy 5UV
FOFC/FOPA (relacitn molar 1:4) [+

Finalmente, en presencia de CaCly 2 md y 3TV POPC/POPA (relacidn

molar 1:4), la temperatura de inicio del ensanchamiento de la banda amida I’ también
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aurnents, alcanzando 70PC para el dominio C2 de la PECa (Figura VI 124), 65°C
para el deminio C2 de la PECRII (Figura VI12B) y 75°C para el dominio C2 de la
PECw (Figura VI 12C),

Mo chstante, como se comentd anteriormente, estos diferentes perfiles de
desnaturalizacién podrian reflejar distintos movimientos del esqueleto proteico de los
tres dominios, de fortma que estarian mas relacicnados con procesos dindmicos que

con cambios estructurales,

La diferente sensibilidad de los tres dominios de estas tres iscenzimas
respecto a la concentracién de Ca” también puede apreciarse mediante la
representacidn tridimensiconal de los espectros desconvoluidos de FT IR de cada uno
de ellos en presencia de distintas concentraciones de Ca’t a 80°C (Figura VI 13) Asi
se puede apreciar que la sefial situada a 1618 am™, que indica agregacién derivada de
la desnaturalizacién térmica, aparece en ausencia de Ca’’ para los tres dominics ¥

. > i+
disminuye conforme aumenta la concentracion de Ca®.

En €l caso del dominio C2 de la PECRII (Figura VI 13E), esta sefial se
mantuve presente de forma similar en todas las concentraciones de Ca®" utilizadas,

aunque su intensidad se redujo ligeramente,

En cambio, en el caso del dominio T2 de la PECo, esta sefial, a pesar de
mantenerse presente en todas las condiciones ensayadas, redujo su intensidad de

forma considerable conforme la concentracién de Ca®* aumenté (Figura V. 13IA).

El mayor efecto se observd con el dominio C2 de la PECy (Figura VI 13C),
donde la sefial de agregacién a 1618 con’ fue reduciendo su intensidad
progresivamente confortne aumentd la concentracién de Ca’" hasta desparecer

cornpletamente a una relacién molar ([Ca2+]fprote1'na) de 25:1.
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Figura VI.13. Especiros desconvoluides de FT-IR de los dominies C2 de las issenzimas clasicas
de la FKC a S80°C en funcih de la cohcentraciéh de Ca’'. 5e¢ muestran los especirns

desconvoluidos de los domimes C2 de 1a PECao (4, de la PECRIL (B) ?; de la PECy (C), &n sz
tampones cmrcspnndlmtts ent D;0, en laremon anuda I' (1700-1600 cm ) 3 B0°C en fanadn de la
concentradon de Ca, dasde g1 ausena 3 hasta una relacsn mola [[ZCa ]fproteina) de 30:1. Las
concentraciones de Ca ge muestran en forma de. relacidn mnlar ([Ca" Jiproteina). Se destacan las
sefiales caracteristicas de la agregacon 2 1618 cm ' v 2 160 e con flechas. En el caso del dominio
C2 de la PECy, estas sefiales desaparecen con el aumento de la concentracion de Ca’™. La obtencion
de estos espectros desconvoluidos se realizs como se comenta en el caso del amalias de la estrucira
secuntana (ver Figura VI Elineremento de las umdades de absorbanca (Aabs) fue de 0,02

3.2. Estudios de especiroscopia de infrarrojo de correlacion

bidimensional.

Para profundizar en las diferencias estructurales entre los tres dominios C2
estudiados, se llevaron a cabo analisis de correlacion bidimensional teniendo en
cuenta los cambios producidos en funcidn de la temperatura Para ello se utilizd
como referencia la media de los espectros obtenidos durante el barrido de

temperatura.

3.2.1. Correlacion bidimensional sincrona.
La Figura VI 144 muestra el mapa de contorno de la correlacion sincrona del
dominio C2 de la PECw, en presencia de EGTA (ausencia de Caﬂ} durante el

calentamiento desde 25°C hasta 20°PC en intervalos de 5°C. Se observaron dos
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autopicos situados a 1618 em™' v 1636 e’ que indican que las intensidades relativas
espectrales de estas bandas (hoja B agregada v hoja 3, respectivamente) cambiaron
conforme aumnentd la temperatura. A su wvez, también aparecieron diversos picos
cruzados. El mas importante se localizd en la zona de correlacion de los anteriores
mimeros de onda (1618-1636 cm™) v fue de signo negativo, lo cual indica que
durante el proceso de calentarniento los cambios registrados en la intensidad
espectral de ambos nimeros de onda fueron opuestos, es decir, que uno aumentd
mientras el otro disminuyd. Este hecho puede explicarse mediante los estudios de
FT-IE previos iTabla VI.1), donde se observd la desaparicidn de la componente de la
hoja B (1635 e’y asociada a la aparicién de la hoja P intermolecular agregada (1618

an’™).

El mapa de contorno de la correlacidn sincrona del barrido de temperaturas
desde 25 a 80°C del dominio C2 de la PECPIO en presencia de EGTA (Figura
VI.14B) fue srnilar al obtenido para el dormunio C2 de la PEC e Mostrd tambien dos
autopicos, centrados en 1619 cm’' v 1637 cm’, indicando de esta forma que los
cambios mas impottantes en las intensidades espectrales ocurrian en la regidn de la
agregacion de la hoja B (1619 am™) v en la zona correspondiente a la hoja B (1637
am’™h. Ademas, aparecié un pico cruzado negativo que correlacionéd ambas regiones
(1619-1637 "y, de forma que los cambios espectrales en ambos nimeros de onda
cambiaban en sentidos opuestos (la agregacidn aumentsd, mientras la hoja B
desaparecid) Los datos previos del estudio de la estructura secundaria del dominio

C2 de la PELCBII (Tabla VI.I) corroboraron estos datos.

Finalmente, el mapa de contorno del espectro de correlacion sincrono para el
barrido de temperaturas desde 25 a 80°C del dominio C2 de la PECvy en presencia de
EGTA Figura VI 14C) presentd un aspecto sumilar a los anteriores. Se observaron
dos autopicos centrados a 1619 e’ (agregacion de la hoja B) v 1637 e’ ¢hoja B) v
sélo un pico cruzados de correlacion importante, entre 1619-1637 em™, de signo
negativo como en los casos anteriores. De nuevo, los datos de FT-IR unidimensional

{Tabla VI.1) corroboraron estos cambios.
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Figura ¥I1.14. Mapa de contorne de correlacion bidimensional sincrona de los dominios C2 de
Ias isoenZituas clasicas de la FEC eh funcién de la temperatura. Se muestran los mapas de

contorne de correlacion idimensiona sincrona de los domimos C2 de la PECe (A}, dela FECRIL (B)
v de la FECy (C) entre 23 ¥ 50°C en presencaa de EGTA 0,2 mM, obtenidos utilizando el programa
2D-Focha (Adacly v Ozaa). Los pieos blancos v grises representan las correlaciones positivas v

nesAIvas, respectivam ents.
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3.2.2. Correlacion bidimensional asincrona.

Por ofro lado, el mapa de contorno del espectro de correlacién asincrono para
el barrido de temperaturas desde 25 a 80°C del dominio C2 de la PEECo en presencia
de EGFTA (Figura VI.15A) mostrd diversas correlaciones. La méas inportante fue el
pico cruzado de correlacidn entre 1616-1673 am’™'. Este pico fie de signo negativo,
aunque la correspondiente zona del mapa de correlacidn sincrona fue positiva, lo cual
indica que el cambio a 1673 em’' (la desaparicién de la hoja B antiparalela), ocurrié
antes que el cambio a 1616 cm'* (la aparicidn de la agregacién de la hoja ). Otro
pico cruzado importante se localizd entre 1616-1636 cm’', pero va que la
correspondiente zona del mapa de contomo de correlacién sincrona fue negativa, el
carnbio a 1618 an™ (la aparicién de la agregacién) debid tener lugar después del
cambio a 1636 cm'' (la desaparicién de la hoja B). Finalmente, se observd otro pico
cruzado de correlacién asincrona positivo entre 1636-1673 an’. No obstante, dado
que la correspondiente zona del mapa de contorno de la cotrelacidn sincrona es
negativa, en este caso el cambio a 1673 cm’ (cambio en la hoja P antiparalela)

ocurrid antes que el carnbio a 1636 crn™ (la desaparicién de la hoja B,

Fesulta interesante el hecho de que los mapas de contorno de la correlacicn
asincrona de los domimios C2 de las otras dos 1scenzimas fueron relativamente
sitnilares entre si, pero diferentes al del dominio CZ de la PECa Asi, en el caso del
mapa de contomo de la correlacidn asincrona del domimio C2 de la PECRIT (Figura
VI.15B), se observd un "patrdn de mariposa" caracteristico de un cambio en el
mimero de onda (Arrondo ¥ col, 2003) que ocurriria hacia 1619 e, como
consecuencia de la agregacidn que acompafia a la desnaturalizacidn Ademas se
encontraron tres correlaciones principales en este mapa de contomno. La primera
supuso un pico cruzado de correlacidn asincrona negativo entre 1619-1630 an’, lo
aial indica que el cambio en 1630 cm’' (desaparicién de la hoja B) precedid al
cambio en 1619 am’ (aparicién de la agregacion de la hoja B), pues la

correspondiente regidn del mapa de contorno de correlacidn sincrona fue posttiva.
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Figura VL15. Mapa de conforho de correlacion bidimehsobal asincrona de los domihios C2 de
las iscenzimas clasicas de la FEKC en funcién de la temperatura. Se muestran los mapas de
contorne de correlacdn mdimensiona asincrona de los domimos C2 dela PECw (A), de la PECEI
(B} v de la PECy (C) entre 25 v B0°C en presencia de EGTA 0,2 mM, obtemudos utilizands el
programa 2D-Pocha (Adachn v Ozala). Log picos blancos v grises representan lag correlaciones
posativas ¥ negalivas, respechivam ente.
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Aparecid ofro pico cruzado de cotrelacién asincrona negativo entre 1630-
1643 om’, que indica que el cambio a 1843 em’ (aumento de la estructura
desordenada v giros ablertos) ocurrid primero, pues la correspondiente region del
mapa de contorno de correlacién sincrona fue positiva, Finalmente, se cbservyd un
pico cruzado de correlacién asincrona de signo positivo entre 1617-1650 cm'™, pero
dado que la correspondiente regidn del mapa de contorno de correlacidn sincrona fue
negativa, esto indicé que el carnbio a 1650 cm’™ (desaparicién de la hélice ) precede

al cambio en 1617 em’' (aparicién de la agregacién de la hoja p.

El analisis asincrono del barrido de temperatura entre 25 v 80°C del dominio
C2 de la PECy en ausencia de ligandos mostrd un comportamiento similar al del
dominio C2 de la PECPBII (Figura VI 15C). El mapa de contorno de la correlacidn
asincrona se caracterizd por presentar el “patrén de mariposa”™ como en el caso

. . _L - - C P
anterior, hacia 1619 an”™, con tres picos cruzados relevantes El primero aparecid

entre 1619-1633 ™' v file negativo, como en el caso anterior, v dado que la regidn
correspondiente del mapa de correlacidn sincrona fue negativa, este pico cruzado
indica que el cambio a 1633 em™ (la desaparicién de la hoja ) ocurrid antes que el
camnbio a 1619 am’ (la agregacidn de la misma). Un nuevo pico cruzado asincrono
negativo aparecid entre 1634-1647 e, v como la regién correspondiente del mapa
de correlacién sincrona fue positiva, esto quiere decir que el cambio en 1647 cm™ (la
aparicién de la estructura desordenada) ocurnid primmero, como en el caso del dominio
C2 de la PELCBI. Finalmente, un nuevo pico cruzado asincrono negativo se encontrd

entre 1635-1657 cm’, sugiriendo que los cambios en la hélice @ (1657 an’™y

precedieron a los de la hoja p (1635 e

La gran diferencia entre el mapa asincrono del dominio C2 de la FECox v los
de los dominios C2 de la PECRIL y de la PELCy es que en el primero no se observa
claramente el “patrén de mariposa”, a pesar de que hay ciertos indicios de su
existenicia (aparecen unas correlaciones negativas en esa zona). Esto puede deberse a
la separacidn temporal entre la desaparicidén de la hoja p mtermolecular y la
agregacidn de la hoja B (pico cruzado a 1616-1673 am'™), la cual estaria claramente
definida en el caso del dominio C2 de la PECq, como se puede observar en la
representacidn  tridimensional de los espectros desconveoluidos durante el

calentamiento en ausencia de ligandos (Figura V1.3). En el caso del dommio C2 de la
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PECuq, la desaparicién de la hoja B intermolecular (1673 cm'™") ocurrid clararnente
antes que el inicio de la agregacién a 1616-1619 em’. En cambio, para los dominios
C2 de la FELCRI v de la PECv, estos sucesos ocurrieron cast simultaneamente, por lo
que el cambio en el nimero de onda caracterizado por el “patrdn de mariposa”

quedaria resaltado.

4. DISCUSION.

Las distintas sensibilidades que muestran los dominios C2 de las 1scenzimas
clasicas de la PKCa, PKCPII v PECy por Ca’' y lipido, asi como el distinto
cornportamiento durante el desplegamiento termico, ponen de manifiesto que,
aunque las secuencias de aminoacidos e incluso las estructuras tridimensionales de
los mismos son muy sumilares en principio (ver Capitulo IV de esta misma
Memoria), existen diferencias entre ellas que pueden ser significativas a la hora de

intentar explicar sus conocidas especializaciones funcionales,

Las estructuras secundarias de los tres dominios C2 son similares, tanto en
presencia como en ausencia de Ca’" a 25°C. Estas estructuras son similares a las
estructuras tridimensionales obtenidas mediante difraccidn de rayos-20 con los
dominios C2 de la PECo (Verdaguer v col., 1999) v de la PELCBI (Sutton v Sprang,
1998y (Tabla VL 35), lo cual indica que la espectroscopia de mirarrojo proporciona
una buena aproximacion de las cantidades relativas de las distintas estructuras
secundarias de una proteina. Mo obstante, algunas diferencias en la estructura
secundaria surgen mediante FT-IR cuando el Ca™ se estudia como agente protector
frente a la desnaturalizacion térmica, de forma que el dominio C2 de la PECy es
quien presenta un mayor efecto protector, mientras que el dominio C2 de la FEC I
es quien menor proteccién experimenta, necesitando asi una concentracién de Ca’’
constderablemente mayor para evitar la aparicidn de la hoja B intermolecular, hecho

que es conocido como sefial de desnaturalizacidn,

Las diferencias observadas durante los procesos de desnaturalizacidn pueden
reflejar diversos movimientos del esqueleto de las proteinas, por lo que podria tener

una mavyor relacidn con procesos dinamicos que con cambios estructurales (Careaga
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v Falke, 1992, Butler y Falke, 199¢). Este hecho se puede analizar mediante
diferentes técnicas como el intercambio H-D (Volkmann y col, 1998, Idivatullin v
col, 2003) o el tratamiento de los grupos disulfuro (Careaga v Falke, 1992; Butlery
Falke, 199€), a pesar de que la espectroscopia de infrarrojo también puede
proporcionar clerta informacidn acerca de esto. Cabe destacar este hecho pues el
presente estudio proporciona informacion sobre la estabilidad y dindmica de estas
proteinas, lo cual no se habia detectado mediante estudics estructurales anteriores,
como con la difraccidn de rayos-2 que da una visidn estatica de la estructura de las
proteinas. Por ello, esto supone un gran interés a la hora de analizar ¥ entender las
diferencias funcionales entre ellas. Esto puede significar que el Ca’" al unirse al
dominio C2 proporciona propiedades especificas a cada dominio, que podria esplicar
los efectos diferenciales tanto a nivel mtramolecular como intermolecular en el caso

de cada isoenzima.

Tabla VL5 Comparacién de la esiructura de los dominies C2 obienida mediante distindas
techicas.

Oominio C2 PRCo Oominio C2 PRCR

ans FT IR® 30 FT IR¢
Hoja-p 4 &8 54 87
Helice—r 1a 12 10 14
Giros-p 2 18 17 17
Oesordenada 16 1" 14 12

"Verdaguer v col, 1999 "Nuestros resultados con el domimo C2 de la PECou en presencia de Ca'™™ 12

mM a 2Z5°C. “Suiten y Sprang, 1598 "uestros resultados con el domimio G2 de la FECRII en
presencade Ca* 12 mM a 25°C.

La presencia de fosfolipido junto con Ca®™ produjo algunos cambios en la
estructura secundaria de los dominios C2 de las tres isoenzimas, principalmente con
un descenso en la proporcidn de hoja By un aumento del porcentaje de estructura
desordenada v hélice o, como st la presencia de fosfolipido pudiera influir en la

estructura secundaria de estos dominios. En presencia de Ca’" v fosfolipides, el
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dominio C2 de la PECy expenimentd una mayor proteccidn frente a la
desnaturalizacion térmica que los domimnios C2 de las 1soenzimas oy BII De hecho,
la estructura secundaria del dominio C2 de la PECv apenas varid entre la temperatura

de 25°C y BOPC.

Lautilizacidn de la espectroscopia de infrarrojo de correlacidn bidimensional
proporciond mayores detalles sobre los mecanismos de desplegamiento que sufren
los dominios C2 durante la desnaturalizacion térmica, poniendo de manifiesto clertas
diferencias entre ellos. As{, por eemplo, la correlacidn sincrona de la
desnaturalizacién térmica de los tres dominios en ausencia de Ca®’ puso de
manifiesto que los cambios mas importantes ocurrieron en la regidn de 1616-1612
am’, lo cual se corresponde con un aumento de la agregacidn de la hoja Poen la
proteina desnaturalizada. Este cambio estaba correlacionado principalmente con la

hoja B para los tres dominios C2.

For atro lado, la correlacidn asincrona de la desnaturalizacidn térmica de los
tres dominios en ausencia de Ca’" mostrd en todos los casos que la agregacién de la
hoja B aumentd después de los cambios en ofros componentes estructurales v que los
cambios en los giros P (en el caso de la 1scenzima o v y), en la hélice « v en los giros
(en el caso de la isoenzima ) v en la estructura desordenada v giros abiertos (en el
caso de la 1soenzima PII ¥ v) ocurren antes, es decir a temperaturas mas bajas, que
los cambios en la hoja p. Este hecho puede entenderse facilmente analizando la
estructura de los dormunios C2, donde el micleo principal de la proteina es el
sandwich 3, el cual permaneceria mas resistente frente a la dematuralizacion termica
que las restantes estructuras periféricas. No obstante, es interesante el hecho de que
existen ciertas diferencias entre loz tres dominios, como se indica mediants las
distintas correlaciones observadas en cada caso. A Juzgar de las correlaciones
sincrona y asincrona, parece ser que el dominio C2 de la iscenzima o difiere
sustancialmente de los ctros dos, pues no se observa el “patrén de mariposa™ tan
claramente como en los otros casos, a pesar de que existen indicios de su presencia
Lo que parece ser mas inportante en el caso del dominio C2 de la PECo es la
separacidn temporal entre la desaparicidn de la hoja B intermolecular v la agregacidn

de la hoja B, mientras que posiblemente en los otros dos casos no existiria tal
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separacidn ¥ los cambios en el nlmero de onda serfan los mas representativos del

proceso.

La especializacion de las diferentes iscenzimas clasicas de la PEC puede
apreciarse a través de sus diferentes papeles, por ejemplo, en relacidn al cancer. La
sobreexpresidn de la PECa lleva a un fenotipo mas agresivo de tumor (Ways y col,,
19953 v un compuesto antisentido dirigido al coddn de inicio de la traduccidn AUG
de la FECo murina inhibe el crecimiento de tumores en ratones desnudos (Yazakiy
col, 1996, Dean v col, 1996} Por otro lado, se ha descrito que niveles de expresién
elevados de la PECPI llevan a la inhibicidn del crecimiento de células HT29 de
cancer de colon v la supresion de tumores (Foldstein y col., 1995, Choi y col., 1990,
La PECPI también produce pérdida de la dependencia de anclaje, limita el
crecirmiento a altas densidades celulares y provoca la formacidn de tumores en
fibroblastos de rata B6 en ratones desnudos (Bomer ¥ col, 19953 Tambien bloquea
la diferenciacidn celular y estimula la proliferacidn (Sauma v col, 1996, Ehurt v
col, 1996). Por su parte, la FELCBII puede utilizarse como marcador de ciertos tipos
de cancer, como el cancer de colon. 3e ha chservado que el nivel de PECBI aumenta
draméaticamente en la proliferacidn de colonias Murray v col, 1999) v que se
transloca i vitre al micleo de células HLeO humanas {células de leucemia de
promielocitos humanos) (Hocevar v Fields, 199; Meri y col, 2002) Ademas, la
PECa juega un papel importante en los contactos celulares (Llosas v col., 1996) v en
la supresién de la apoptosis (Romanova v col, 1996). Loz niveles de la PECRIL ze
elevan en células vwasculares expuestas a altos nwweles glucosa v parece estar
involucrada en la disfuncidn vascular inducida por la diabetes (Inoguchi v col., 1992
v en la retinopatia diabética (Frank, 2002). La sobreexpresidn de la PECRIL esta
implicada también en el fallo cardiaco y en complicaciones cardiovasculares (Dean y
col, 1996, Cornford v col., 1999, Bowling v col., 1999, Walkasalu v col., 1997 Por
otro lado, la PE.Cv se expresa solamente en el sisterna nervioso central (Mishizuka,
1988; Bell y Burns, 1921) vy esta implicada en el desarrollo del dolor persistente
inducido por heridas (Basbaurm, 1999, Martin v col., 2001) Se ha descrito que una
mutacidn en la PECv de rata provoca un sindrome Parkinsoniano (Craig v col,
20013 También se ha propuesto que la PECv juega un papel en el control de las
unicnes tipo gap de la lente cortical (Baleh w col, 2001} Se han obterudo ratones
transgenicos tipo “lmodzout” para la PECy (Abeliovich ¥ col, 1993) v la FECR
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(Lettges v col, 1996€), los cuales estan asociados a desdrdenes neurcldgicos v del

sistermna inmune, respectivamente.

Las diferencias encontradas en este trabajo entre los dominios CZ de las
isoenzimas clasicas de la  PEC sugieren que estas proteinas tienen distintas
capactdades de adaptar sus estructuras tridimensionales durante la interaccidon con
ligandos, como el Ca’" o los fosfolipidos, los cuales tienen un papel clave en la
activacidn de la PEC. Asi, mientras la FECy es sensible a pequefios aumentos en la
concentracién de Ca’’, mayores concentraciones son necesarias para afectar la
estructura del dominio C2 de la 1soenzima BII El anclaje a la membrana de la
protefna completa dependerfa principalmente de la capacidad del Ca® de actuar
corno puente entre el dominio C2 y los fosfolipidos anidnicos de la membrana
(Verdaguer v col, 19990, Asi, seria interesante detectar las diferentes sensibilidades
de los dominios C2 en cuanto a la unién de Ca™ ya que esto supondria una
indicacién de las diferencias en las capacidades de anclaje a la membrana. En este
sentido, es interesante el hecho de que las sensibilidades observadas en este trabajo
son muy sunilares a las descritas en un trabajo antenor (Fohout v col, 2002), donde
se comentd que un incremento pequefio en la concentracidn de Ca’ permitiria el
anclaje a la membrana de la PECv de forma mas eficiente que la FECa, la cual a su
vez lo haria de manera mas eficiente que la tsoenzima p. Ademas, la introduccidn del
uso de una tecnica relativamente nueva, como es la correlacidn bidimensional de la
espectroscopia de infrarrojo, demostrando su utilidad para analizar interacciones

cotrplejas entre proteinas y ligandos.

Estas diferencias pueden ser significativas para las especializaciones
funcionales de las iscenzimas clisicas de la FEXC. Hasta la aportacidn de nueva
mformacidon acerca del papel concreto de cada una de las distintas iscenzimas
clasicas de la PEC a mivel celular, la contribucidn de este trabajo puede ser Otil para

intentar entender mejor la relacidn entre su estructura v su funcidn.
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Estructura secundaria de
la PKCo e inferaccion con
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1. RESUMEN.

Se estudid [a estrictura secundaria de la PEC o prrificada mediante FT-IER.
B musencia de ligandas y a 20°C, lo PEC o mastrd como camponente privncipal [o
hoja B, con el 44% del fotal, mientras que la helice o supuso el 22%. Ademds se
wtilizaron distintos ligandos (como Ca’', PMA, ATP y fosfolipidos anidnicos) para
estudiar los efectos que producen sobre [a estrictura secundaria de la PKCa, ast
camo sobre su estabilidad frente a la desnaturalizacion termica. La presencia de los
distintos ligandos provocd cambios en la estnichira secwdaria de la proteing a
20°C, siendo los mds importantes Las observados en presencia de Ca’ +, dorle o
fioja B plegads aiemento fasta el 48%. Las mayores combios se observaron en el
estudio del calentamiento de Ia proteing hasta 75°C en presencia de los ligandos.
Fsta afectd of proceso de desplegamienta de o profeing, de forma gue la PECa
mostrd uia mayor profeccion frente o la desnaturalizacion térmica en presencia de
Ca’*, con el descensa de la hoja § agregada, situada a 1618 cm™, desde el 19% en
ausencia de ligandos hasta el 13%. Tambien se observd este efecto en presencia de
FMA o de fosfolipidas anionicos.

Ademds, se analizd el proceso de desnaturalizacion de la PKCo mediante
2D-IR, tanto en ausencia como en presencia de las ligandos. Bl andlisis sincrono
mostro en fodos [os casas que los privcipales cambios fuvieron Rigar a idlo-1 019
e’ Lo cund se corresponde con el ncremento en o oja £ agregada imfermolectlar
de la forma desnaturalizada de la proteing., Este cambio estuvo relacionado en tados
los casas con 1654-1657 em™’, correspondiente a la hélice o, con la excepeion de la
PEstFa con wia combmacion de ligandos ca’t, ATP, PMA y fosfolipidas
anidnicas) donde la haja S agregada mostro correlacidn con el cambio de la
componente de la haja Sa 1635 cw™’. Por atro lado, el andlisis asincrono mostrd las
diferencins existenites en el orden secuencial de aconfecimientas gue octrren durante
el proceso de desnaturalizacion térmica en presencia de los distintos Ligandos, Asi,
la agregacion de la haja § aumento tras los cambios en las restantes componentes
estructirales, siendo mteresante el hecho de gue los cambios en la hélice o
acirrieron antes que [os de la hoja § en todos los casos, salvo en el caso de la
presencia de FMA, donde el orden secuencial fie el confraria, siendo Ia haoja § la
quie cambid antes que la helice o
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2. INTRODUCCION.

La proteina quinasa C consta de una sola cadena polipeptidica donde se
pueden diferenciar una regidn reguladora en el extremo amino terminal, con un
tamafio entre 20 v 40 kDa, v una regidn catalitica en el extremo carboxilo terminal,
con un tamafio aprozimado de 45 kDa (Coussens v col., 1986). En la estructura de la
PE.C se pueden distinguir cuatro dorminios conservados (llamados C1-C4) v cinco
regiones varables (V1-V5) (Coussens v col., 1986). La funcidn de estos dominios
conservados se ha caracterizado mediante mutagénesis v estudios bioquimicos. De
esta forma, la region reguladora contiene el dominio C1, el cual constituye el sitio de
unién a DAG/ésteres de forbol (Bell ¥ Burns, 19210, v el dominio C2, que posee el
sitio de reconocimiento de fostolipidos anidnicos y, en algunas isoenzimas, el sitio
de unién a Ca® (Mewton, 1993). Por otro lado, la regidn catalitica contiene el
dominio C3, que mcluye el sitio de enlace de ATP, v el dominio C4, que posee el

sitio de unidn del sustrato (Taylor v Radzio-Andzelm, 1994).

Hasta la fecha se han identificado diez 1soenzimas de la FEC en mamiferos
clasificadas en tres grandes subfamilias en funcidn de su estructura primaria v de la
regulacion de su actividad catalitica mediante cofactores (IMishizuka, 1995, Wewton,
1995, Mellor y Parker, 1998, Newton v Johnson, 1998, Toker, 1998, Newton, 20010
La subfamilia de las 1soenzimas clasicas es la mejor conocida v los integrantes de
este grupo se activan mediante su traslocacidn a la membrana enun proceso regulado

por dos tipos de sefiales moleculares: el Ca™ v el DAG.

La estructura tridimensional de alta resolucion de la FEC completa aln no se
ha resuelto, a pesar de que si se ha conseguido determinar las estructuras

tridimensionales de distintos dominios de la misma De esta forma, destacan los
estudios sobre la estructura del dominio C1 de la PECS (Zhang v col, 1995), de la
FECo (Hommel v col, 19940 v de la PECy 3{u y col, 1997), que se caracterizan
por la presencia de una secuencia rica en Cys (dedos de zinc) que adopta una
estructura  globular con dos hojas [ antiparalelas, de tres v dos cadenas

respectivamente, v una pequefia hélice @ en el extremo carboxilo terminal. Este
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dorninio une esteres de forbol sin variacidn de la estructura (Zhang v col, 1995). Par
otro lado, son numerosos los trabajos publicados sobre la estructura tridimensional
de alta resolucidn del dommio C2 de la PECRI (Sutton y Sprang, 1998), de la PECE&
(Pappa v col, 1998), de la PECo (Verdaguer y col, 1999, Ochoa v col, 2002) v de
la PECg (Ochoa v col, 2001). La estructura de este dominio consiste en ocho
cadenas [ antiparalelas agrupadas en dos hojas de cuatro cadenas cada una que
forman un sandwich B compacto. Este dominio interacciona con la membrana para la

activacidn de la proteina a través de un puente de Ca’", establecido gracias a la

presenicia de un sitio de alta finidad por Ca’ rico en residuos Asp (Verdaguer v col,
1992, Ochoa y col, 2002). En el caso del dominio C2 de la PECw se ha propuesto la
existencia de una zona de interaccidn con fosfolipidos adicional e independiente de
Ca’, en una region rica en Lys (Ochoa v col., 20023, la cual puede servir para la
activacidn de la PECo por PIP; (Corbalan-Garcia y col., 2003) Finalmente, a pesar
de que la resolucidn de la estructura tridimensional de la regidn catalitica no se
conoce todavia, se ha propuesto un modelo para la PECBII (Orr v Newton, 1594,
basandose en la estructura tridimensional de la regidn catalitica de la PELA (Enighton
v col., 1991), dada la elevada homologia de secuencia entre ambas La estructura
propuesta supone la existencia de una cavidad correspondiente al sitio activo que
estaria blogueada por el pseudosustrato en el estado mactivo de la proteina (O y

Wewton, 19940

Los estudios con la proteina completa son escasos y hasta la fecha ha sido
imposible obtener cristales de buena calidad para la difraccidn de rayos-2X. No
obstante, se han llevado a cabo algunos estudios de la estructura de la PEC de baja
resolucidn con microcristales de la PECP donde se estimé el tamafio v la forma de la
proteina (Boloduhkin v col, 2002), o bien algunos estudios de la estructura de
cristales bidimensionales de la PEZCS purificada (Solodulkhin v col, 2002) Ademas
se han llevado a cabo otros estudios de baja resolucion de la estructura de la PEC
mediante dicroismo circular (Shah v Shipley, 1992, Bosca y Moran, 1993), aunque
en estos casos se utilizaron muestras aisladas a partir de tejidos bioldgicos que

contenian mezclas de diversas isoenzimas.



270 Capiftdo VI

En este trabajo se ha utilizado la PECw clonada en baculovirus v expresada v
purificada a partir de células de insecto para llevar a cabo el estudio de la estructura
secundaria de la enzimas mediante FT-IR. Ademas, se analizd el desplegamiento
termico de la proteina y el efecto producido por la presencia de diferentes ligandos
que actban como activadores de la enzima. Finalmente, se utilizd 2D IR para intentar
aclarar el orden de acontecimientos durante la desnaturalizacidn térmica, asi como
para intentar analizar el tipo de interaccidn con los distintos ligandos. De esta
manera, queda patente la enorme importancia de la utilizacion de esta técnica

relatwvamente nueva, a la hora de estudiar la estructura de proteinas.

3. RESULTADOS.

2.1. Esiudios de la esirucinra secundaria medianie FT-TR.

3.1.1. Estructura secundaria de la FK Cq a 20°C.
Se estudid la estructura secundaria de la PEC o mediante la espectroscopia de
mnfrarrojo. La descomposicion de la banda armida I' de la forma nativa de la PECx en

tampén con agua deuterada y EGTA 200 phd (ausencia de ligandos) a Z0°PC se
muestra en la Figura VII.1A

Inicialmente, tanto el ndmero como la posicidn de las bandas componentes se
obtuvieron a partir de la segunda dertvada v la desconvolucidn de los espectros
obtenidos. Los parametros (posicidn, porcentaje del area total v correspondencia o
asignacion con la estructura) de las bandas componentes se muestran en la Tabla
VILI El espectro de la PECa en presencia de 200 pb EGTA a 20°C se puede
descomponer en siete bandas en la regidén amida I' (1700-1800 cam™). La
contribucidn cuantitativa de cada componente se calculd mediante el ajuste de la
curva del espectro original utilizando el programa Grams/32 (Galactic Industries

Corp., Balem, NH, EETI1T)
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La componente principal de la regién amida I’ esta situada a 1631 em™ v
proviene de las vibraciones intramoleculares de los grupos C=0 de las hojas B
(Erimm y Bandekar, 1936, Sust v Byler, 1987, Arrondo y col, 1989, Fabian y col,,
1992, Arrondo v col, 1994b, Gonzalez y col, 1997, Zhang v col, 1998) La
componente de alta frecuencia localizada a 1676 cm’™ se puede atribuir a la estructura
de hoja P antiparalela (Arrondo v col, 1989, Muga v col, 1993} La componente
situada a 1657 cm™ corresponde a la hélice o (Brimm y Bandekar, 1986, Bandelar,
1992; Arrondo v col, 1994b). La banda que aparece a 1644 cm™ puede asignarse a
conformaciones de estructura desordenada (Sust y col., 1967, Fabian v col, 19923
Las bandas localizadas a 1669 em™ v 1690 em’' provienen de los giros P (Arrondo v
col, 1989; Muga v col, 1993) Finalmente, se observa una banda adicional situada
alrededor de 1610 cm’' que se atribuye a la absorcién de las cadenas laterales de los
aminoacidos (3ust y col, 1967, Bandekar, 1992, Cladera v col, 1992) v, por lo
tanto, su contribucidn no ha sido incluida en el caleulo de la estructira secundaria de

la PEC o

El procedimiento utilizado en  estos  experimentos para  calcular
cuantitativamente la estructura secundaria de la PEC o presenta tipicamente un error
de apromimadamente 1% (Arrondo v col, 1994a) Mo cbstante, en nuestro caso,
mediante la comparacidn de los ajustes de, al menos, tres experimentos
independientes v la repeticidn del proceso realizado por tres personas diferentes, se
concluyd que el error experimental fue apromimadamente 1-2%, de forma que se

consideraron como significativos los cambios estructurales mayores a 4%,

La estructura secundaria de la PECo en presencia de EGTA 200 pbd a 20°C
se muestra en la Tabla VILI y se caracteriza por un alto porcentaje de hoja B, va que
teniendo en cuenta las aportaciones de las camponentes a 1631 e’ valéié am’,
este tipo de estructura presenta una contribucién del 49%. La hélice ¢ (1657 cm™)
alcanza un 22% de la estructura total, al igual que la estructura desordenada (1644

am’®. Finalmente, los giros B suponen el 7% de la estructura global, tomando en

conjunto las componentes a 1669 em™ v a 1690 cm™.
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Figura VIL1. Especiros de FT-IR de la FECa a Z0°PC. 5S¢ muestran los espectros de FT-IR de la
FECr en la region amida I' (1800-1700 cmY) a 20°C en tampén deuterado con las bandas
corponentes ajustadas Este tampon contenia Tris-HC 25 mM pD 7,5 ¥ WaCl 200 m M. 5e analizaron
diferentes muestras: la presencia de EGTA 200 UM (4], Ca’ 600 uM (B), ATF 500 WM con ZnCl; 1
WM (C), PMA 500 uM con ZnCl; 1 pM (D) vy una combmandn de ca’ 250 WM, ATP 500 pM, PMA
500 pM v POPC/POPA 58,4 mM (relacidn molar, 1:4) en presenaa de ZoCl; 1 pM (E). La proteina
se incubo a 4°C durante toda la noche para madmizar el intercambio H-D. La concentracion de la
proteina fue aprommadamente 5 megfml (60 M) El ineremento de las umdades de Abs (Aahs) fue
0,04. Los espectros de infrarrgyo de recogieron en un espectrofotometro de infrarrojo por transfbormada
de Fourler Bruker modelo Vector 22 equipado con un detector MCT. La camara del espectrofotémetro
s& pUrgh confinuaniente con Are seco pxra ewitar que el vapor de asua dela atmosferainterfiness con
las bandas de interés Las muestras se examinamn en una célula termostatizada Specac 20710
(Bpecac, Kent, Inglaterra), equipada con ventanas de CaF; v espaciadores de teflon de 25 pm. Cada
gspectro se ohiuvo mediante 1a acumulacon de 125 barridos con una resclucion noming de 2 em ' va
continuacion $e llewd a cabo la transformada de Fourier valizando una funcion de apodizacion
triangular. El numern, la posicasn, la anchura v la intensidad de cada componente mdividua se
estimaron imaamente mediante la desconwvolucidn v la denvacon del espectro origna uulizando el
programa Grams3Z. La desconvolucion de Fourier de la muestra en presenaa de EGTA (especiro
superior en F) ge redizd nhalizando una fonadn de suawnzado tipo Bessel, con forma Lorentziana, con
un factor ¥ 10 ¥ una anchura a media dtura de 20 cm ' La derivada de Savitzd-Golay de la misma
muesira (especiro inferior en F) de segundo srado se calenlo con 7-13 cm ' de suavizado. Para el resto
de muestrag ge utilizd el mismo procesamiento. Después se realizo el auste de la carva v loz valores
dela dtura las anchiras v posiames de cadabanda e fueron optimizando sucesivam ente hastallegar
a guste final. Lag &reas fracaonarias de las componentes de la region amida I° se calcolaron a partir
de 1as areas de las bandas gustadas Los parametros correspondientes 3 esas componentes aparecen
reflegpados enla Tabla WILL. Lalinea discortimua representa la curva qustada del espectro onginal.



Estnictura secindaria de la PEC o e inferaccion con diferentes ligandos. 273

Tabla VILL. Paametros de FT-IR de las bandas componentes de la PECo en la region amida I'a
Z0°C. Se vilizarom tampones D0 en presenca de EGTA 200 i (A), Ca’™ 600 pM (B), ATE 500
WM con ZnCl; 1 wM (C), PMA 500 WM con ZnCl; 1 WM (D) vl1a combinacion de Ca™ 250 pM, ATE
500 pM, PMA 500 M v POPC/POPA 564 mM (40mg/ml) (relacion molar, 1:4) en presenaa de
ZnCl; 1 pM (E).

A =] i C E
Poscon? Ama® Poscon Area Poscon Awea Poscon Area Poscbn Area
A5 gnac on [em-th % femty %) fomet) %y femly [ [em-th %)
Grosp 1690 1 16490 1 16BG 2 16B5 2 1ERY 1
Hoa p antpara ea 1676 3 1677 4 1674 B 1674 T 1677 4
Giosp 1669 B 1669 o 1663 12 1664 T 1666 ]
He ce-o 1657 22 1657 20 1652 14 1655 22 1655 21
Estiuctura desoidenada 1644 22 1644 22 1642 14 1643 20 1644 21
Hoap 1631 44 1631 4B 1630 40 1631 42 1631 44

*Posiciones de los picos de las bandas componentes de la region amida I' de la PECo a Z0°C.
“Parcentae de 1as bandas componemes de la region amida I'. El area comespondiente a las cadenas
lateral es localizadas a 1600-1615 cm ' 1o se considers.

Je obtuvieron resultados muy similares (Figura VIL1 v Tabla VILI) en la
estructura secundaria de la proteina en presencia de los distintos ligandos utilizados
Tanto en presencia de PhA (Figura VII1C v Tabla VIL.T) como en presencia de una
combinacion de ligandos con fosfolipidos anidnicos (Ca’", ATP, PMA ¥ una mezcla
de POPC/POPA a una relacion molar 143 (Figura VIIL1E y Tabla VILI), las
diferencias en la estructura secundaria de la PECq respecto a la comentada
anteriormente en ausencia de ligandos, se situaron en tomo a un 1-2% para cada
cormponente, los cuales no se consideraron significativos. En cambio, en presencia de
otros ligandos como Ca® (Figura VIL1E ¥ Tabla VILI) v ATP (Figura VI 1D v
Tabla VILI), las diferencias en la estructura secundaria resultaron mayores. Asi en
presencia de Ca’* €00 pM (Figura VIL 1B v Tabla VILI), lo cual supuso una relacién
molar ([Ca2+]fproteina} de aproimadamente 1:10, la estructura secundaria de la
PECa muestra un importante aumento en la hoja B (1631 ern™, 1a cual asciende un
4% hasta 48%, en detrimento de pequefios descensos repartidos entre el resto de

commponentes.

Por otro lado, en presencia de ATP 500 pbd con ZnCly 1 pbd (Figura VIL 1D

v Tabla VILI) se observaron dos cambios importantes. En primer lugar, se detectd un
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gran aumento en los giros P (1663 cm™), llegando hasta un 12% respecto al 6% en
ausencia de ligandos. En segundo lugar, la hoja B (1631 crn™ sufrié un descenso

hasta el 4084 respecto al 44% en ausencia de ligandos,

3.1.2, Estructura secundaria de la PK Ce a 75°C.
Con el fin de intentar dilucidar los posibles cambios estructurales que ocurren
durante la unidn de ligandos a la proteina se realizaron diferentes estudios sobre la

estabilidad térmica de la proteina tanto en ausencia como en presencia de ligandos.

El analisiz de la estructura secundaria de la PECc en DO ¥ en ausencia de
ligandos a 75°C, mostrd los cambios principales que tienen lugar en la banda amida
' Figura VII.2A) Estos cambios consistieron en el ensanchamiento global del
contorno de la banda amuda ' ¥ en la aparicidn de las dos componentes
correspondientes a la agregacién de la hoja B, localizadas a 1618 e v 1679 e’ v
caracteristicas de las proteinas desnaturalizadas termicamente (Arrondo v col., 1989,
Cladera v col, 1992}, Estas componentes indican que las estructuras extendidas se
formaron por la agregacion de la proteina desnaturalizada como consecuencia de la
desnaturalizacidn térmica irreversible (Susi, 1972, Surewicz v col, 1990, Arrondo v
col, 1994a) v supusieron un 19% v un 8% de la estructura secundaria total,
respectivamente (Tabla VILZ) No obstante, ademas de la aparicidn de estas
componentes, se observaron otros cambios en la estructura como resultado de la
desnaturalizacion térmica. Asi, la componente principal del espectro de la FECo en
ausencia de ligandos a 75°C (Figura VIL.2A) se encontrd a 1643 ermn™, supuso el 33%
del area total de la banda amida I* v se asignd a la estructura desordenada. La banda
correspondiente a la hoja P mostrd dos cambios principales: su contribucidn se
redujo hasta un 2084 v el nimero de onda maximo de esta componente cambid desde
1631 cm™ a 20°C hasta 1629 cm™' a 75°C (Tablas VIL.1 y VIL2). Por otro lado, la
hélice csuftid una reduccidn desde el 22% a 20°C hasta el 12% a 75%C (Tablas VII1
v VIL2). De esta forma, la desnaturalizacion térmica de la PEC o esta caracterizada
por una agregacién irreversible y un desplegamiento de la estructura de la hoja [

hasta una estructura desordenada con un importante descenso de la hélice o
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Figura VI1.2. Espedros de FT-IE de la FECa en tampon denterado a 75°C. 5e muestran los
espectros de FT-IR de la PECo en tampon demterade, en la region amida I' (1600-1700 e 'y a 75°C
con las bandas comp onentes austadas Las muestras analizadas fueron la presenaa de EGTA 200 UM
{4, Ca™ 600 WM (B ATP 500 uM con ZnCl; 1 WM (C), FMA 500 pM con ZnCl; 1 uM (D) v una
combinacion de Ca’™ 250 pM, ATFP 500 pM, FMA 500 UM v POPC/POPA 56,4 mM (relacion molar,
1:4) en presencia de ZoCl; 1 pM (E). El procedimmiento para la obtencsén de log espectros v su
procesamiento para llevar a cabo el ajuste de las bandas componentes fue ¢l mismo que en el caso
anterior (ver Figura VIL1) La concentracidn de 1a proteina fue 5 mg/ml (60 pM). El moemento de
las umndades de Abs (Aabg) fue 0,04, Los pardmetros correspondientes a lag bandas componentes de
la regon amida I aparecen reflejados en 13 Tabla WI1. La linea discontinua representa la curva
gustada del espectro ongnal. Se utilizd el programa Grams/52 para el tratamiento de log especiros de
lamisma manera que s¢ comentd en la Figura VIL 1.
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Tabla VILZ. Parametros de FT-IR de lag bandas componentes de la PECo en la regitn amuda I'a
F5°C. Se uvtilizaron tampones D;0 en presencia de EGTA 200 WM (A Ca¥™ 600 uM (B, ATF 500
WM con ZnCl; 1 WM (CY FMA 500 pM con ZnCl; 1 pM (D% yla combinacion de Ca® 250 WM, ATP
00 WM, PMA 300 M v POPC/POPA 56,4 mM (40mgiml) (relacin molar, 14} en presenaa de
ZnCl; 1 uM (E).

A = i C E

Poscor Areat Poscon Area Poscon Area Poscon Awa  Poscon  Area

A gnac on fom-'y %) fem-'y (%) [emy ffah  femty o W) [omty (%)
Hoja b agregada 1679 E 1679 g 1681 ] 1679 B 16ED )
Gios f 1667 B 166T ) 1667 11 166T 10 1667 13
He e 1667 12 1657 12 1657 12 1657 12 1654 16
Estuctura dezordenada 163 33 1 Gidd ar 1644 x| 1 Gidd az 1642 x|
Hoa p 1628 20 1629 33 1630 16 1631 23 1630 17
Hoa b agregada 1618 18 1618 13 1618 18 1618 18 1619 16

La adicién de Ca™ 600 pM (Figura VIL.2E v Tabla VIL2), lo cual supone una
relacidn molar ([Ca2+]fproteina} 10:1, dio lugar a cierta proteccidn sobre la proteina,
de forma cque la hoja P descendid sélo hasta el 33% a 75°C y la componente de
agregacion de la hoja B (sefial a 1618 cm') sélo aumentd hasta un 13%. La
estructura desordenada sdlo aurnentd hasta un 27%, frente al 33% en ausencia de
ligandos. Por otro lado, la heélice « descendid hasta un 12%, mivel similar al

alcanzado por la PEECa en ausencia de ligandos (Figura VIL.2ZA v Tabla VIL.2)

La presencia de Phis 500 ubd v ZnCly 1 ubd (Figura VII2C v Tabla VIL.2)

también proporciond clerta proteccidn frente a la desnaturalizacidn térmica aungue

fue menos importante que en el caso del Ca®™*. Asi, la componente a 1618 em™, que
se comresponde con la agregacidn de la hoja B, sdlo llegd hasta un 15% a 75°C en
presencia de PA | cuando en ausencia de ligandos alcanzd el 19%4. En este caso, la

hoja P situada a 1631 e’ se redujo hasta el 23%.

Otro de los ligandos analizados fue ATP 500 uh en presencia de ZnCly 1 udd
(Figura VI.2D y Tabla VII. 2} Este compuesto tambien introdujo algunos cambios
en el patrdn de desnaturalizacidn de la proteina, dando lugar a un mayor descenso de
la hoja B, la cual supuso tan soloun 16%%, en comparacion cot el 15%% en ausencia de

ligandos, v a un aumento de los giros [ hasta un 11%
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Finalmente, la muestra donde se combinaron distintos ligandos con
fosfolipidos anidnicos (Ca®™ 250 phd, ATE 500 phd, Phids 500 uh v POPC/FOPA
56,4 mbi a una relacidn molar 1:4, en presencia de ZnCly 1 pb) (Figura VIL.2ZE v
Tabla VII 2) también produjo algunas alteraciones en el patrdn de desnaturalizacion,
de forma que se observd un descenso en las componentes caracteristicas de la
agregacion de lahoja P, a 1619 cm™ v a 1680 em™, que contribuyeron al area total de
la banda amida I' con un 16% y un 5%, respectivamente. Esto supone que la
estructura agregada en conjunto alcanzo el 21% del area total, mientras que en
ausencia de ligandos llegd hasta un 27%. Cabe destacar también que la componente
de la hélice @ (1654 cm™") descendid tan solo hasta el 16% (12% en ausencia de
ligandos). Asimismo, se observd un aumento en los giros B (a 1667 cm’™™) que

alcanzaron un 13% de la estructura secundaria total.

Es interesante destacar el hecho de que la PECo se encontraba unida a la
mezcla de ligandos con fosfolipidos antdnicos utilizada en los experimentos de FT-
IE. de forma importante, como se pudo apreciar a través de un ensayo de unidn. En
este experimento se utilizaron vesiculas unilamelares grandes de POPC/POPA a una
relacidn molar 1:4, cargadas de sacarosa (Figura VIL3) La relacidn molar
iproteinaffosfolipidos) fue la misma que la utilizada en los experimentos de FT-IE.
La PECa unida a las vesiculas o la libre se detectd mediante mnrmunoanalisis de
forma sirmilar a la descrita en anteriores trabajos (Torrecillas y col., 2002, Conesa-
Zamora y col, 2002) (Figura VII.3A) La cantidad de proteina unida o libre se
cuantificd mediante densitornetria. Se utilizaron distintas concentraciones de Ca®" v
se observd que ncluso en presencia de las mencores cantidades de Ca’, la PKCu se
encontraba unida a las vesiculas en una proporcidn similar (aproximadamente al

60%) (Figura VIL.3B).

3.1.3. Estudio de la desnaturalizacion térmica de la PEC
La Figura VII.4 muestra la representacidn de la variacidn de la anchura a
media altura de la banda amida I' en funcidn de la temperatura, lo cual supone una

medida valida para detectar la desnaturalizacidn termica (Arrondo y col., 1994a) De



278 Capiftdo VI

esta manera, se puede cobservar que el efecto de los distintos ligandos sobre la
estabilizacidn térmica de la PECax no fue exactamente el mismo Asi, mientras el
Ca’" v el PMA protegieron clararente a la proteina del ensanchamiento de la banda
amida I" inducido por la temperatura, ctros ligandos como el ATP o la combinacidn
de Ca’", ATP, PMA vy fosfolipidos aniénicos no mostraron este efecto, a pesar de que

modifican de alguna manera el patrdn de desnaturalizacidn de la proteina.

A Relacien molar ([Ca2Y)fproteina)

[ EGTA 11 4.51 151 LIl

P SN P SM P SM P SMOP SMNOP SN

Ta

G0 = +

50 4

40 +

30 4

Froteina unida (%)

209 T

I:I T T T T T T

C EGTA 1 45 15 27
Relacion molar {[Ca+])/proteina)

Figura VIL3. Unién de la FEKCm a membranas con FOPC/FOFPA. 5e uilizaron 50 pg de 1la FECo,
¥ 400 pg de LUVs cargadas de sacarosa compuestas de POPC/POPA (relacion molar, 1:4) para
reproduar las condiciones utilizadag en log expenmentos de FT-IR. Las LUWVs se prepararon mediante
extrusion como se deseribid en el Capitule [T de esta Memoria Bascamente, los lipidos se
resuspendieron en Trig-HCl 25 mM pH 7,5, WaCl 100 mM, EGTA 1 mM, sacarosa 250 mM v DTT 1
M mediante asitacion enérgea Las vesiculas se congelaron ¥ descongelaron a 30°C anen vecesy, a
continuacion, se pasaron 3 través de dos filtros de policarbonate con un tamafo de poro de 0,1 pm
utilizando un aparato Extruder (Lipex Biomembranes Ine., Canada). El volumen final de cada muestra
fae de 200 pl v log expenimentos se llewaron a cabo a 20°C. Tras incubar la proteina con las mezclas
lipidicas durante 20 minuios, se somefieron 3 ultracentnfugacidn a 100.000xg durante 60 minuios a
153°C. Se ensavaron distintas concentracones de o v controles an proteina (denommado C) v sin el
16 lamade EGTA) La proteina umda a3 las vesiculas o libre se detectd mediante ensayos de
mmunoanahsag (4). La cuantificaadn de la proteing s readizd mediante densitometria ¥ se dibugd en
un dhagrama de barras (B).
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Figura VII4. Anchura a mediy altora de la region amida I' de Ja PKCo en funcion de Ia
temperatura. Se representa lavariacion de 1a anchura s media altura (en e ') de log espectros de FT-

IR de la PECo desde 20°C a 75°C, en presercia de EGTA 200 WM (o), Ca’™ 600 WM (), ATF 500
UM con ZoCl, 1wk (O), PMA 500 WM con ZnCl, 1 uh @) v Ca® 250 pM, ATP 500 pM, FMA 500
WM v POPC/FOPA 364 mM (40 mg/ml) ( relacionmolar, 1:4) (o).

Con el fin de observar mejor los cambios que tienen lugar durante la
desnaturalizacidn termica, se representaron tridimensionalmente los espectros
desconvoluidos de la PECo en ausencia v en presencia de los distintos ligandos

durante el proceso de calentamiento, de 20%C a 75°C (Figura VIL5).

En ausencia de ligandos, el ensanchamiento de la banda amida I" v a la
aparicién de las componentes caracteristicas de la agregacién a 1618 em™ v 1679 em’
' puede observarse claramente a partir de esta representacién tridimensional (Figura
VIL3A) Comparando esta representacidn con las obtenudas de los barridos en
presencia de Ca’" (Figura VIL5E) o PMA (Figura VIL5D), se puede comprobar
claramente que tanto el ensanchamiento general del contorno de 1a banda amida I,
como la sefial a 1618 e’ indicativa de la agregacién, se han reducido. En presencia
de ATPE (Figura VIL5C) o de la combinacidn de ligandos con fostolipidos (Figura
VII 5E) se pudieron apreciar los efectos caracteristicos de la agregacion, como en el

caso de ausencia de ligandos.
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Figura VIL5. E spectros desconvoluidoes de FT-IR de la PECo et funcion de La ternperatura. 5e
mauestran los espectros desconvoluidos de la PECo, en tampén deuterado en la regon amida I° (1600-
1700 ¢ l} ent funadn de la teruperatira entre 20 ¥ 75°C. Las muestras fueron en presenca de EGTA
200 UM (4), Ca™ 600 pM (B), ATP 500 UM con ZnCl; 1 UM (C) FMA 500 UM con ZnCls 1 UM
(DY ¥ Ca™" 250 WM, ATP 500 uM, PMA 500 uM v POPC/FOFA 56,4 mM (40 mg/ml) (relacion
molar, 1:4) en presenaa de ZnCl; 1 pM (E). La concentracion de laproteina fue aprommadaments de
5 mg/ml (60 pM;. La obtenaon de estos especiros desconvoludos se realizd como se comenta en el
cago del analisiz de la estructura secundana (ver Figura WILLG. El meremento de las umdades de
ahsorbanaa (Aabs) fue de 0,04 5e destacan las posiaones de las componentess caracteristicas de la
asresacion, localizadas 3 1618-161% cm ' v 3 1679-1681 e '
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Este comportamiento tan variado en cuanto a los perfiles de desnaturalizacidn
de la PECax en presencia de los distintos ligandos podria reflejar diferentes
movimientos en el esqueleto de la proteina, estando asi mas relacionado con procesos
dinamicos que con cambios estructurales, como se comentd en el Capitulo VI de esta

mistma hetrioria,

3.2. Estudios de especiroscopia de infrarrojo de correlacion

bidimensional.

Se obtuvo una mavor profundizacidn en el mecanismo de desplegamiento de
la proteina vy en el papel de los distintos ligandos a través de la espectroscopia de
correlacidn bidimensional. En todos los casos se utilizd como espectro referencia

para la correlacicn el espectro medio de los barridos de temperatura entre 20 v 75%C.

3.2.1. Correlacion bidimensional sincrona.

El mapa de contorno de la correlacidn sincrona del proceso de
desnaturalizacidn térmica de la PECo en ausencia de ligandos (Figura VIIgA)
mostrd la presencia de dos autopicos centrados a 1617 cm™ v 1650 an™, lo cual
indica que los principales cambios que tuvieron lugar durante el desplegamiento de
la proteina inducide por efecto de la temperatura tienen que ver con la agregacidn de
lahoja P (1617 em’™") v la hélice ¢ (1650 em™). El pico cruzado mas intenso aparecis
localizado entre ambos mimeros de onda (1617-1650 crm™) v fue negativo, lo cual
indica que durante el proceso de calentamiento una de las componentes aumenta (la
agregacion de la hoja pa 1617 ey, mientras que la otra disminuye (la hélice o a
1650 em™). Estas conclusiones se pueden explicar mediante los estudios de FT-IR
anteriormente descritos, donde se observd la desaparicidn de la componente de la
hélice o asociada a la aparicidn de la agregacién de 1a hoja B intermolecular (Figura

VIL1y VIL2 y Tablas VIL1y VIL.2).

La presencia de Ca’t (Figura VILEB), ATP (Figura VII.&C) o PhA (Figura
VILED) no modificaron sensiblemente el mapa de contorno de la correlacidn
sincrona del proceso de desnaturalizacidn de la PECa en ausencia de ligandos
comentado anteriormente, de forma que se observaron los mismos picos de

correlacidn (autopicos ¥ picos cruzados).
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Figura VIL6. Mapasde contornoe de la corr elacidn bidimensional sincroba de los especiros de Ia
FECp, en fmmcion de la temperatira. 5e utilizaron los espectros entre 20°C v 75°C en presenaa de
EGTA 200 pM (4} Ca’™ 600 pM (B, ATF 500 pM con ZnCl; 1 M (C), PMA 500 WM con ZaCl; 1
WM (D) v1a combinacion de Ca™ 250 WM, ATF 500 pM, PMA 500 pM vy FOPC/POPA 564 mM (40
mgml) (telacion molar, 1:4) en presenaa de ZoCl; 1 pl (E). La correlacén se caleuls utlizando el
programa 2D -Focha (Adachi vy Ozala) Los picos blaneos ¥ grises indican lag correlaciones postivas v
nesalivas respectivam ente.
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En cambio, la adicién de la combinacién de ligandos con los fosfolipidos
aniénicos (Ca’ 250 uM, ATP 500 uM, PMA 500 uM y POPC/POPA 564 mM a
una relacidn molar 1:4, en presencia de ZnCly 1 phD) (Figura VIL6E) produjo un
cambio importante en el mapa de contorno de la correlacidn sincrona. Asi, en este
caso los autopicos aparecieron situados a 1616 cm™ v 1635 cm'™, lo cual indica que
los principales cambios durante el proceso de desnaturalizacidn térmica de la PE.Co
en presencia de estos compuestos tuvieron ligar en la hoja P agregada (1616 cn™) v
en la hoja P plegada (1635 cm'™). En este caso, ademas, se observo la presencia de
varios picos de correlacidn cruzados. El mas importante se localizd en 1616-1636
am’t v fue negativo, indicando que la agregacién de la hoja B (1616 am’™) cambid en
sentido opuesto a la hoja P (1636 cm™). Segin los estudios de FT-IR anteriores, la

hoja B disminuye mientras la agregacidn de la misma avmenta.

3.2.2. Correlacion bidimensional asincrona.

El mapa de contorno de la correlacidn asincrona de la PEEC o en presencia de
EGTA durante el proceso de calentamiento entre 20°C vy 75°C (Figura VIIT7A)
mostrd un “patrdn de mariposa” caracteristico de un desplazamiento de la frecuencia
en los espectros (Arrondo y col, 2003), el cual tendria lugar hacia 1617 em™ como

consecuencia de la agregacidn asociada a la desnaturalizacion.

El mammo de esta comrelaciin de “tipo manposa” de signo negativo se
encontrd a 1617-1629 cm™, lo cual indica que el cambio a 1629 e’ (descenso de la
hoja ) precedié al cambio a 1617 cm™ (la aparicién de la agregacidn de la hoja p
intermolecular) La cola de esta zona de correlacidn presenta dos picos de correlacidn
de signo negativo a 1634-1649 cm™ v a 1634-165% cm’', lo cual indica que los
camnbios en la hoja P (1634 cm™") ocurrieron después de los cambios en las
cornponentes de la estructura desordenada (1649 e v de la hélice « (1658 ey,
Finalmente, se observé otro pico de correlacién de signo positivo a 1618-1658 am™,
el cual indica que los cambios en la hélice « (desaparicidn) ocurrieron antes que los
carnbios en la agregacion de la hoja P intermolecular (aumento), va que la
correspondiente zona del mapa de contomo de la correlacidn sincrona fue de signo

negativo.
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Figura VIL.7. Mapas de contorno de Ia correlaciin bidimensional asincrona de los especires de
la FEKCo. en funcion de la temperatura. 3¢ utilizaron los especiros entre 20°C v 75°C en presencia
fe EGTA 200 uM (4, Ca™ 600 uM (B), ATP 500 pM con ZaCl; 1 pM (C), FMA 500 uM con ZnCl,
1 WM (D) vla combinacion de Ca’™ 250 pM, ATF 500 pM, PMA 500 uM v PFOPC/POPA 56,4 mM
(40 megmly relacdon molar, 1:4) en presencia de ZnCl; 1 pM (E). La correlacon se caleuld utilizando
¢l programa 2D-Pocha (Adacln y Ozaa) Los picos blancos v grses indican las correlaciones
positivas vy negativas respeclivamente.
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El analisis asincrono del barrido de temperaturas de la PEC en la presencia
de Ca®" 600 uii, lo cual supone una relacidn molar ([Ca'ﬁ]a’proteina} de 1:10, mostrd
un aspecto bastante diferente (Figura VIL7B), con un solo pico de correlacidn
significativo a 1617-1651 em’'. El signo de esta correlacion fue positivo pero, va que
la correspondiente zona del espectro de correlacidn sincrona era negativa, se deriva
que el cambio en la hélice o (1651 ™) ocurrid antes que la aparicidn de la hoja B
agregada (1617 am’™). Este pico de correlacién es similar a uno de los observados en
presencia de EGTA (Figura VIITA), a pesar de que ahora, en presencia de Ca®, no
se detecta el “patrén de mariposa” correspondiente al desplazamiento espectral en

frecuencias, como era de esperar a partir del papel protector del ca’.

Elmapa de contorno de la correlacidn asincrona de la muestra en presencia de
ATPE 500 phf con ZnCls 1 phd Figura VIL7C) fue muy similar al obtenido con la
muestra control con EGTA (Figura VILT7A), mostrando aproximadamente las

mismas correlaciones.

En presencia de PMA 500 phd con ZnCly 1 uhd (Figura VIL.7D) se observd
un cambio en el mapa de contorno de la correlacidn asincrona aparentemente
significativo respecto a la muestra con EGT A A pesar de que en este caso tambien
se detectd cierto “patrén de mariposa” hacia 1617 e, el signo de la correlacién fue
ahora positivo en lugar de negativo De cualquier manera, el significado final de esta
correlacidn resultd ser el mismo. Esto se debe a que el pico maximo de correlacidn
en esta zona se encontrd a 1617-1636 em’', asociando los cambios en la hoja B
agregada (1617 am’™) con los de la hoja P (1636 cm™™). El drea correspondiente del
espectro de correlacion sincrona (Figura VILED) fue, en este caso, negativa, de
forma que el descenso de la hoja P (1836 cm™) ocurrid antes que la agregacién de la
hoja B intermolecular (1617 em’'). Asi el crden secuencial de estos acontecimientos
fue el mismo que en el caso de la muestra control con EGTA. Parece ser que el
autopico localizado a 1617 e’ en el mapa de contorno sincrono de la rmuestra con
EGTA (Figura VIL6A) presentd un mayor didmetro, cubriendo asi una mayor regidn
y afectando al pico cruzado de correlacidn a 1617-1629 e’ en el espectro asincrono

de la muestra control con EGTA (Figura VIL74A) En el caso de la muestra con FhA,
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el autopico a 1617 cm™ de la correlacién sincrona (Figura VILSD) no fue tan grande
v el pico cruzado a 1617-1636 cm™ en el mapa de contorno asincrono no esta bajo la
mfluencia de este autopico, sino del pico cruzado de correlacion smerona negativo
localizado a 1617-1650 cm™. De cualquier manera, el mapa de contomo de la
correlacién asincrona de la muestra con PMA (Figura VILTD) mostrd que existe una
diferencia importante en el orden secuencial de los sucesos que ocurren durante la
desnaturalizacidn térmica, como se deduce del pico de correlacidn situado a 1636-
1658 e’ Como este pico es positivo, asi como la regién correspondiente del mapa
de correlacién sincrona, el orden secuencial en este caso suglere que los cambios en
la hoja B (1636 cm'") tienen lugar antes que los de la hélice o (165% cm’™"), justo al

cotitratrio de como ocurte en el caso de la muestra control con EGT A

Finalmente, el mapa de contorno de la correlacién asincrona de la muestra en
presencia de la combinacidn de ligandos con Ca® 250 phd, ATE 500 phd, PhA 500
pi vy POPC/POPA 56,4 mbd a una relacidn molar 1:4, en presencia de ZnCly 1 udd
(Figura VIL.7E) fue muy smnilar al obtenido en presencia de EGT A (Figura VI 7A),
mostrando aproimadamente las mismas correlaciones Las Umicas diferencias se
encontraron en la regién cercana a 1700 an’ debido probablemente al efecto

producido la presencia de fostolipido que absorbe por encima de dicha frecuencia.

4. DISCUSION.

La determunacidn de la estructura de la PECo con alta resolucidén no se ha
obtenido atn, por lo que resulta Otil realizar una estimacién de dicha estructura
aunque sea con baja resolucidn. Con este cbjetivo se ha utilizado una técnica muy
adecuada para el cdleulo de la estructura secundaria de las proteinas, como es la
espectroscopia de mnfrarrojo por transformada de Fourter (FT-IR). La estructura
secundaria descrita en este trabajo mediante FT-IR supone la primera estimacidn de
la estructura completa de una PEC purificada, en este caso la PECa Algunos

estudios previos sobre la estructura de la PEC se llevaron a cabo utilizando otras
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técnicas, como el dicroismo circular (Shah y Shipley, 1992, Bosca y Moran, 1993),
aunque en estos casos se usaron muestras extraidas de distintos tejidos bioldgicos,
formados por mezclas de diferentes 1soenzimas de la FEC. Por ello, los resultados
obtenidos con la PECo purificada no pueden ser comparados de forma absoluta con

los trabajos previamente publicados sobre la estructura de la FEC.

Enla Tabla VII.3 se muestra un resumen de los distintos resultados obtenidos
anteriormente sobre la estructura de la PELC para poder realizar una comparacion con
nuestros resultados de FT-IE. Ademas se mncluye tambien una estimacidn
aproximada de la estructura secundaria de 1a PEC calculada a partir de las estructuras
tridimensicnales de alta resolicién obtenidas de forma independiente de los
diferentes dorminios de la proteina, como el pseudosustrato (IMishizawa v col., 1997,
el dominio C1 de la PECa (Hommel v col, 1994, Ichikawa y col, 199%) v el
dorminio C2 de la PECo (Verdaguer v col,, 1999, Ochoa v col, 2002) A pesar de
que la estructura del dominio catalitico no se conoce todavia, se ha utilizado para esta
estimacion la estructura de la PEC el dominio catalitico de la proteina quinasa A
PEAY (Enighton v col, 1991}, teniendo en cuenta la elevada homologia de
secuencia existente entre estos dominios (Orr v NMewton, 1994) Tomando estos datos
de los distintos dominios de la preteina podemos realizar una aproxinacién de la
estructura de la PECa sobre 437 aminoacidos, de forma que queda una parte
relativamente grande de la proteina sin calcular (235 ammoacidos, es decir el 353%
del total), a pesar de que la mavyoria corresponda presumiblemente a lazos o bien a
estructura desordenada. De acuerdo con estas estimaciones, existen 124 aminoacidos
con estructura en helice « (12 en el dominio C1, 9 en el dominio C2 y 102 en el
dominio catalitico), 1o cual supone un 19% de la estructura total de la PECo
Ademnis, hay 168 residuos con estructura en hoja B (39 del domuinio C1, 72 del
dorminio C2 y 57 del dominio catalitico), que representa el 25% de la estructura total
de la FE.Ca. For otro lado, se han identificado 108 residuos que adoptan la estructura
de giros B (35 del dominio C1, 49 del dominio C2 vy 24 del dominio catalitico),
sumando en total el 16% de la estructura total de la PEC o Finalmente, el dominio
pseudosustrato meluye 37 residuos con, probablemente, una estructura desordenada

Esto supondria 6% de la estructura total de la PECa
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De los datos mostrados en la Tabla VI3 lo mas sorprendente es el elevado
porcentaje de hélice o detectado mediante dicroismo circular, aunque esta tecnica
puede tender a sobreestimar dicha estructura (Pribic y col, 1993) Dre cualquier
modo, este valor de helice o« es superior al obtenido por FT-IR e incluso al valor de
la estimacidn realizada a partir de las estructuras tridimensionales conocidas de los
dominios de la proteina. 1Mo parece que sea posible, en el caso de la estimacidn de la

estructura a partir de las de los distntos dominios, que la parte desconocida (34%4)
corresponda a hélice @ u hoja B, al menos en una elevada proporcidn, sino que mas

bien debe suponer probablemente una estructura de tipo lazos o desordenada.

Tabla VIIZ. Comparacion de la estruciura de la PEC o obtenida segin difer entes técnicas.

Helce-c. Haa-§ Giras-f  ESUER@  Decegpocda
desgrdenada

co® 36 57 7 i
[Shah y Shipley)

co
410 HWDOe ND ND
[Bascay Wlaran)

FT-IR 22 41 7 22
[este traha)a)d

Estimacian a partir de las
estructuras canacidas de 13 13 16 i 14

las daminia s

"Tiernismo circular, ©5in mngon ligando. Mo determinada "En presenca de Z00 pM EGTA a 20°C.

De cualquier forma, nuestros datos destacan que la presencia de ligandos
proporciona clerta proteccidn frente a la desnaturalizacion térmica de la PEC oo Este
hecho es posiblemente méas adecuado para observar el enlace a los sitios de alta
afinidad de la proteina, ya que normalmente este proceso de unidn no provoca
grandes cambios en la estructura secundara de la proteina, sino gque afecta
probablemente al plegamiento tridimensional. El enlace de ligandos a la proteina
puede afectar a la coherencia de la proteina, en la mayoria de los casos aumentando
esta caracteristica, de forma que asi se cobservaria proteccidn frente a la
desnaturalizacion. Es cunioso el hecho de que ligandos como el Ca’" o el PMA
protegen de forma eficaz la estructura de hoja B, mientras que en el caso de la
combinacidn de ligandos (Ca2+, ATP, PMA v fosfolipidos anidnicos) se observd una

mayor proteccion de las estructuras de los giros By la hélice o Esta proteccidn de la
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hélice & puede deberse posiblemente a la interaccion con los fosfolipidos, va que los

restantes ligandos presentes en la mezcla, independientemente no tuvieron este

efecto

Mo cbstante, conviene recordar que los comportarientos variados de la
PECa frente a la desnaturalizacidn en presencia de los distintos ligandos podrian
reflejar movirnientos diferentes en el esqueleto de la proteina y estar asi relacionados
mas con procesos dinamicos gue con cambios estructurales, como se comentd en la

discusidn del anterior Capitulo VI de esta misma Memoria.

El analisis de correlacidn bidimensional del proceso de desplegamiento
térmico proporciond una interesante informacion. El espectro de correlacidn sincrona
de la PECw en presencia de EGTA mostrd una correlacidn negativa entre la hélice o
v la agregacidn de la hoja . En cambio, en el espectro de correlacidn sincrona de la
muestra en presencia de la combinacidn de ligandos, la correlacion observada fue
entre la hoja B v la agregacidn de la hoja P intermolecular, lo cual estd de acuerdo
cont los resultados previos de FT-IE que sugieren que la presencia de la combinacién
de ligandos protegerfa frente a la desnaturalizacidn de la hélice @, probablemente
debido a la presencia de fosfolipidos. De acuerdo con la estimacidn de la estructura
secundaria mostrada en la Tabla VIL3, la mayor parte de los aminocacidos que
presentan estructura en heélice o se encuentran en el dominio catalitico, el cual esuna
de las regiones propuestas para la union a la membrana durante la activacion de la

PEC (Zidovetzki v Lester, 1992).

El espectro de correlacion asincrona de la PECo en presencia de EGTA
mostrd que el desplegamiento sigue clerto orden secuencial en cuanto a los
acontecimientos que tienen lugar. De esta forma, en primer lugar ocurriria la
desaparicion de la hélice o seguida del descenso en la hojpa B vy finalmente la
aparicién de lahoja P agregada. En presencia de Ca’’, la correlacién mds imp ortante
fiue la que se presentd entre la hoja p agregada v la hélice o, lo cual confirma la
conclusién derivada de nuestros estudios de FT-IR. donde la unién de Ca®* produjo
de alguna manera la proteccidn de la hoja B Debe destacarse el hecho de que se sabe
que el Ca™" se une al dominio C2 de la PKCq, siendo la estructura de este dominio

un sindwich de hoja B compacto (Verdaguer v col., 1999 Ademas se comprobd
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anteriormente que la presencia de Ca™ protege a este tipo de estructura en el dominio
atslado de la PECo frente a la desnaturalizacidn térmica (Garcla-Garcia v col,, 1992,
asi como los resultados presentados en esta Memoria en el Capitulo VI Por ello, es
posible que el efecto que se observa con la enzima completa en presencia de Ca’ se
deba a su dominio C2. Mo obstante, seglin el espectro de correlacidn asincrona de la
muestra con PhiA la secuencia de sucesos no fue como la anteriormente descrita,
sino que la disminucidn de la hoja B oprecedid al descenso de la hélice o, lo cual
podria estar debido a que este ligando interacciona con el dominio C1 en lugar de

cont el dominio C2 (Zhang v col., 1995),

En conclusidn, se han obtenido interesantes resultados scbre la estructura
secundaria de la PECo v sobre su desplegamiento térmico, a la vez que se ha
introducido el uso de una técnica relativamente mieva, como es la correlacidn
bidimensional de la espectroscopia de infrarrojo, demostrando asi su utilidad para

analizar interacciones complejas entre proteinas v ligandos.
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1. DISCUSION GENERAL.

La famnilia de la PEC incluye diez isoenzimas en mamiferos clasificadas en
tres grandes grupos o subfamilias en funcidn de su estructura primaria v de su
requerimiento de cofactores para la regulacidn de su actividad enzimatica. Mo
chstante, incluso dentro de una rmisma subfamilia se encuentran iscenzimas con
diferentes funciones y localizaciones celulares, asi como con distintos y precisos
mecanismos de regulacion. Todas estas diferencias en cuanto a su regulacion deben
tener relacidn con alguna caracteristica estructural o funcional de cada isvenzima,
localizada principalmente a nivel de la regidn reguladora, en concreto en los
dominios C1 v C2 de la misma. Estos dominios cumplen una funcion esencial en la
regulacidn de la PEC, va que estan involucrados en la interaccidn de la proteina con
la membrana, lo cual supone un punto clave en el proceso de activacidn de la FPEC
Las 1scenzimas clasicas de la PEC estan reguladas por diferentes cofactores, como
los esteres de forbol, diacilgliceroles, fosfolipidos anidnicos vy Ca’”. Los dos
primeros cormpuestos interaccionan con la PEC a nivel del dominio C1, mientras que
los fosfolipides aniénicos v el Ca’™™ lo hacen a través del dominio C2. Tanto los
asteres de forbol como los DAGs se unen al dommio C1 en la misma regidn v sm
provocar grandes cambios estructurales. Por otro lado, el papel del Ca™ en la
regulacidn de la PEC es esencial para la mteraccion de la proteina con la membrana
v su consecuente activacidn. Gracias a los datos de la resolucidn de la estructura
tridimensicnal del dominio C2 de la PECo, se conocen los residuos que intervienen
en la unién a Ca™ v fosfolipidos anidnicos, asi como el hecho de que el Ca’* tiene un
papel de puente en dicha interaccidn. Por todo ello, consideramos muy importante el
estudio de ambos dominios a la hora de intentar dilucidar el proceso de regulacidn de
la PEC Ademas, el analisis comparativo de los dominios C2 de una rmusma
subfamilia de la PELC, a nivel de su estructura en ausencia y presencia de diferentes
ligandos, asi como de su atinidad por los mismos, podria aportar informacidn acerca

de las caracteristicas diferenciales de la regulacidn de las distintas isoenzimas.

Los ésteres de forbol v los diacilgliceroles interaccionan con el dominio C1
de la PEC modulando asi la actividad de la proteina. Asimismo, la actividad de la
PE.C estd regulada por las propiedades biofisicas de la membrana. Algunos DAGs

son capaces de modificar el comportamiento de fase de los fosfolipidos de la
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mermbrana, produciendo una separacion lateral de fases, formando fases sin bicapa o
provocando la deshidratacidn de la membrana. Parte de los estudios realizados en
esta Tesis Doctoral han side encaminados a analizar la relacidn entre la activacidn de
la PE.Ce y las propiedades biofisicas de un sistema modelo de membrana compuesto
por fostolipidos (POPC/POPE) v un diacilglicerol completamente saturado (DPG)
El sistema lipidico se caracterizd mediante diferentes técnicas biofisicas como la
calorimetria diferencial de barrido (DSC), la espectroscopia de mfrarrojo (FT-IR) ¥
la resonancia magnética nuclear de P (RMN-'P). A continuacién se observé que la
PECa mostrd unidn v activacidn en presencia de membranas de este sistemna
lipidico. Estos resultados podrian estar mediados por la interaccidn del dominio C2
con los fosfolipidos anidnicos del sistema (POPE) o bien por la actuacidn del DPG
sobre el dominio C1 de la proteina. Para ntentar discriminar 1a regidn de la FECo
responsable de este efecto, se utilizd el dominio C2 aislado de la misma, asi como un
mutante de la FECo (D246/248N) con una alteracion en el mismo dominio que
muestra una capacidad de unir Ca’” reducida. e observé que el dominio C2 de la
FE.Cw se enlazd a las membranas de este sistema lipidico, mientras que la proteina
mutante fue mcapaz de mostrar activacidn y unidn Para corroborar estos resultados,
se analizd el comportamiento de la PECo en presencia de ofro sistemna lipidico,
incluyendo en esta ocasion un diacilglicerol con una cadena insaturada (POG). Este
nuevo sisterna modelo fue capaz de promover la unidn del dominio C2 aislado de la
PE.Ca, asi como la unidn y activacion de la PECa. Ademnds, la proteina mutante fue
capaz de mostrar umon v activacion, a pesar de que necesitd mayores
concentraciones de este DAG que la forma silvestre. Estos resultados reflejan la
importancia de la presencia de una insaturacidn en una de las cadenas del
diacilglicerol que componen la membrana a la hora de estimular la activacion de la

FECua.

El otro punto clave en la regulacion de la PEC es el domimo C2. El analisis
comparativo de las diferentes caracteristicas de los dominios C2 de las distintas
isoenzimas de una misma subfamilia de la PEC, donde se supone una elevada
similitud, resulta de gran interés para poder determinar asi los diferentes v precisos
mecanismos de regulacidn que presentan las mistmas. Por ello, decidimos estudiar los
dominios C2 de tres de las 1soenzimas clasicas de la PEC (la PECq, la PECPI v la
FE.Cv), desde puntos de wista diferentes: la afinidad por ligandos v la estructura
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secundaria. Para llevar a cabo este anilisiz, se utilizaron diferentes técnicas
biofisicas, como la espectroscopia de flucrescencia, la calorimetria de titulacidn
1sotérmica (ITC), la calorimetria diferencial de barrido (DEC) v la espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR). Asimismo, se introdujo el analisis de correlacidén de la
espectroscopia de infrarrojo bidimensional (2D-IK) para completar el estudio de la
estructura secundaria de estos tres dominios C2, asi como del proceso de
desnaturalizacidn térmica de los mismos. Esta técnica reciente proporciona una
informacion adicional valiosa para profundizar en el analisis estructural de las

proteinas que no era accesible mediante las técricas anteriores.

La espectroscopia de fluorescencia se ha utilizado ampliamente a la hora de
analizar interacciones de proteinas con diversos ligandos, aprovechando la propiedad
fluorescente de los residuos de Trp En concreto se estudid la afinidad por Ca™ v
membranas con fosfolipidos anidnicos de los dominios C2 de las PECs clasicas
(PECo, FECRII v FE.Cv) mediante espectroscopia de fluorescencia mtrinseca y de
transterencia de energia de resonancia (FRET), respectivamente. En ausencia de
fostolipidos, los tres dorminios presentaron afinidades similares por ca’ v
cooperatividad, al menos para los dominios C2 de la PECa v de la PECy, mdicando
asi la unién de un minimo de dos iones Ca™™. En cambio, en presencia de fosfolipidos
aniénicos, la afinidad per Ca™ aumenté dos érdenes de magnitud, poniendo asi de
manifiesto el efecto aditive de ambos compuestos en el proceso de interaccidn En
general, si bien las afinidades por Ca’™ en presencia de fosfolipidos aniénicos fueron
similares y mayores para los dominios C2 de la PECo vy de la PECPIL el
cornportamiento del dominio C2 de la PECy mostrd una mayor capacidad de
respuesta frente a pequefios cambios en la concentracién de Ca®, a pesar de que
precisd mayores cantidades del 10n. Esta diferente capacidad de respuesta frente a los
distintos ligandos estarfa involucrada en las distintas funcionalidades de las

1soenzimas clasicas de la FEC.

Por ofro lado, la calorimetria de titulacidn isctérmica (ITC) permite
determinar la afinidad de una macromolécula por un ligando, midiendo los calores
liberados o absorbidos fruto de la interaccidn. El analisis comparativo de las
afinidades de los dormunios C2 de las 1soenzimas clasicas de la PEC hacia distintos

ligandos como Ca” v fosfatildilserina mediante esta técnica resulta muy interesante
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La interaccién con Ca’ fue similar en los tres casos, mostrando la presencia de dos
tipos de sitios de umidn. El primero, de alta afinidad, uniria un 1on Ca’ de manera
exotérmica con una constante de disociacidn del orden de 1 micramoelar, En cambio,
el segundo tipo de sitios de unién, de menor afinidad, unirfa dos iones Ca™ de
manera endotérmica con afinidades diferentes El dominio C2 de la PECv fue el que
mostrd una afinidad por Ca’ mayor (&3 = 4,3 M), mientras que los dominios C2 de
la PECa v de la PECBO mostraron afinidades menores pero similares entre si (22,2
UM v 17,2 pb). En ausencia de Ca®*, los tres dominios unieron fosfatidilserina de
forma muy débil (& =430 ub) v sin llegar a saturacidn En cambio, la presencia de
Ca’ aumentd claramente la afinidad de los dominios C2 por fosfatidilserina (18,0
pd para el dominio C2 de la PECw, 9,7 pbd para el dominio C2 de la FECRIIy 184
phd para el dominio C2 de la FECwv), lo cual puso de manifiesto el papel
mtermediario o puente del Ca’" en la unién a los fosfolipidos anwdnicos. Esta unidn
fue de caracter exotermico. Las diferencias en la afinidad de los tres dominios C2 de
las 1soenzimas clasicas de la PEC pueden tener una gran umportancia a la hora de

intentar explicar las distintas funcionalidades de las diversas 1scenzimas de la PEC.

La calorimetria diferencial de barrido (D3C) permite estudiar la transicidn de
biomoléculas entre diferentes estados, como los cambios de fase en los fosfolipidos
o la fransicion entre la forma nativa v la forma desnaturalizada de una proteina. El
estudio de la estabilidad térmica de los tres dominios C2 de las PECs clasicas en
presencia de Ca® v fosfolipidos mediante DEC resultd bastante complejo. La
desnaturalizacidn térmica de los tres dominios C2 resultd irreversible. En general, se
observé que la presencia de Ca’’ desplazéd la transicidn de las tres proteinas hacia
ternperaturas mayores, como cabria esperar de la estabilizacion de la estructura de las
proteinas tras la unidn de ligando. En presencia de fosfolipidos anidnicos, este
desplazamiento fue mayor a la misma concentracion de Ca’, pontendo de manifiesto
la accion aditiva de la presencia de ambos ligandos sobre la estabilizacidn de la
estructura de las tres proteinas. Mo obstante, este desplazarmiento de la transicidn fue
distinto para los tres dorminios, indicando asi que, a pesar de que los tres dominios C2
unen Ca’" v fosfolipidos de manera relativamente similar, el significado del Ca®™* v
fosfolipido unmido es distinto para cada uno de ellos, reflejando asi las posibles
diferencias fiuncionales de las 1soenzimas de una misma subfamilia de la PEC. El

proceso de desnaturalizacion de los tres dominios en presencia de ligando esta
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caracterizado por la liberacidn del mismo en una etapa previa a la limitante de la
velocidad del proceso. La entalpia de union de los ligandos fue muy pequeria, de
forma que la entalpia de desnaturalizacion del proceso mdicd principalmente el

aurnento de la capacidad calorifica de la desnaturalizacidn de las proteinas.

El estudio de la estructura secundaria de los tres dominios C2 en presencia de
diferentes ligandos supone un paso mas en el analisis comparativo de los mismos. La
espectroscopia de mnfrarrojo (FT-IR) es una de lastécnicas mas utilizadas a la hora de
analizar la estructura de proteinas Las estructuras tridimensionales de los dominios
22 de la PECo v de la PECBI se han resuelto y muestran una alta similitud. Estos
dorminios presentan una estructira caracterizada por un sandwich P compacto, con
dos hojas B con cuatro cadenas cada una. Entre las distintas cadenas f aparecen unos
lazos donde residen las propiedades caracteristicas de cada dominio. A pesar de que
no existen datos estructurales sobre el dominio C2 de la PECy, la elevada homologia
de secuencia puede indicar que dicha estructura tridimensional debe ser similar. Los
resultados obtenidos de la estructura secundaria de los tres dominios C2 de las PE.Cs
clasicas mediante espectroscopia de infrarrojo fueron coherentes con las estructuras
tridimensicnales resueltas mediante difraccidn de rayos-X, poniendo de manifiesto
asi la validez de los analisis llevados a cabo mediante esta tecnica. La estructura
secundaria nativa de los tres dominios C2 de la PECa obtenida mediante FT-IE en
ausencia de ligandos mostrd el mismo patrdn, con una importante contribucidn de
hoja B (5084) v la presencia de una proporcion moderada de héelice o (12%). La
adicién de diferentes concentraciones de Ca®* no modificd la estructura secundaria
nativa de los tres dominios C2. Las mayores diferencias se observaron tras la adicidn
de fosfolipidos anidnicos (POPC/POPA) en presencia de Ca’’, con un importante
descenso de la hoja B (36%0) v un aumento de la estructura desordenada (23-24%) v
la hélice @ (16-18%) Estos cambios podrian reflejar la reordenacidn estructural de la
region implicada en la union de ca® v fosfolipidos. A& alta termperatura se observaron
las sefiales caracteristicas de la desnaturalizacién térmica proteica: el ensanchamiento
de la banda amida I' vy la aparicidon de la hoja P agregada. La adicidn de ligandos
(ca®’ v fostolipidos) prategid frente a la desnaturalizacidn térmica, de manera que
las sefiales anteriormente comentadas fueron de menor intensidad. La adicidn deuna
concentracidn saturante de Ca’® ofrecié una proteccién total frente a la

desnaturalizacién en el caso de la PECv. El patrén de desnaturalizacidn de los tres
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dominios fue distinto en cada caso y podria reflejar las diferencias en el movimiento
del esqueleto de las proteinas. El anélisis de correlacidn bidimensional de la
desnaturalizacidn térmica de los tres dominios C2 en ausencia de ligandos confirmd
los resultados anteriores y proporciond informactdn nueva v valiosa, Los principales
cambios en el proceso de desnaturalizacion térmica recayeron en la hoja b agregada
v en la hoja B, como se describid anteriormente. El orden secuencial de los eventos
durante esta desnaturalizacion fue distinto para los tres dominios, va que la
desaparicidon de la hoja B oantiparalela ocurrio antes que la aparicion de la hoja B
agregada en el caso del dominio C2 de la PECq, mientras que para los otros dos
dominios estos sucesos ocurrieron practicamente de forma simultanea. Asi, para los
dominios C2 de la PECRIL v de la PELCv se cbservd un “patrdn de mariposa”,
caracteristico de un desplazamiento espectral, el cual queda enmascarado en el caso
del dominio C2 de la PECox debido a la separacidn temporal de los sucesos
previamente comentados. De esta manera, las diferencias en la interaccidn con los
distintos ligandos, asi como en el patrdn de desnaturalizacidén podrian estar

relacionadas con las diversas funcionalidades de 1as iscenzitnas clasicas de la FEC.

Finalmente, se decidid analizar la estructura secundaria de la PEC o completa
purificada mediante FT-IE. Dado que no se han llevado a cabo estudios estruchirales
previos con la proteina purificada, el interes de este trabajo es muy unportante, pues
supotie el primer acercamniento al analisis de la estructura de una iscenzima de la
FE.C purificada. La estructura secundaria nativa de la PECC en ausencia de ligandos
muestra una alta contribucidn de la hoja B (44%0) La adicidn de diferentes ligandos
no provocd grandes cambios en la estructura secundaria nativa de la PECa 3dlo la
presericia de Ca’* provocd un aumento de la hoja p (48%4), mientras que la presencia
de ATP produjo un descenso en la hoja B (40%) vy un aumento de los giros B (12%6).
A alta temperatura se observaron las seflales caracteristicas de desnaturalizacidn
térmica, anteriormmente citadas Mo obstante, la adicidn de ligandos, sobre todo Ca®* v
PMA, produjeron una impottante proteccidn frente a esta desnaturalizacidn. Mo
obstante, el vanado patrdn de desnaturalizacion de la proteina en presencia de los
distintos ligandos podria reflejar las diferencias en el movimiento del esqueleto de la
proteina. El analisis de correlacién bidimensional corrobord los resultados anteriores
vy proporciond nueva informacidn. Los principales cambios en el proceso de

desnaturalizacion recayeron en la hoja B agregada v en la hélice a en todos los casos,
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salvo en presencia de una combinacidn de ligandos con fosfolipidos anidnicos
(POPC/POPA), donde estos cambios residieron en la hoja B agregada v en la hoja B,
pontendo demanifiesto la posible interaccidn de los fosfolipidos con el dominio C2 v
la regidn catalitica de la proteina, lugares donde esta componente estructural es
mayorttaria. El orden secuencial de acontecimientos fue el siguiente: descenso de la
hélice o, descenso de la hoja By aparicidén de la hoja p agregada Este patrdn se
ohservd en todos los casos, salvo en presencia de PMA | donde los cambios en la hoja
p precedieron a los cambios en la helice o, lo cual podria estar relacionado con que
este compuesto no se une al dominio C2 de la proteina, donde la presencia de hoja
es mayortaria. Este analisis de la estructura secundaria de la PECo tiene un gran

interés puesto que supone la primera aproximacion estructural de una isoenzima de la
PE.C purificada.

2. CONCLUSIONES.

De los resultados presentados en esta Memoria se pueden extraer las

sigulentes conclusiones generales:

1. La actividad de la PECw esta regulada por diversos factores, como las propiedades
de la membrana, as{ como la presencia de Ca’*, DAG v fosfolipidos antdnicos. Los
DAGs son capaces de modular el comportamiento de fase de los fosfolipidos de la
membrana, de forma que su papel en la regulacidn de la actividad de la PECo es
muy importante. Asi) la presencia de una cadena insaturada en uno de los acidos

grasos del DA G influye claramente sobre la activacidn de la PECa.

2. Mediante la espectroscopia de fluorescencia se comprobd que la afinidad de los
dominios C2 de la PKCq, de la PKCPI v de la PECy por Ca’’ en ausencia de
fostolipidos anidnicos fue similar e indicd cooperatividad en todos los casos, salvo
para el dominio C2 de la PECPI. La presencia de fosfolipidos antdnicos provocs el
aumento de la afinidad por Ca’* en los tres casos, siendo el dominio C2 de la PKCy
el gque mostrd una mayor capacidad de respuesta frente a pequefios cambios en la

o i+ P . . -
concentracion de Ca™ |, a pesar de que precisd mavores cantidades de dicho 1dn.
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3. La calonimetria de titulacidn isotermica permitid cuantificar directamente las
afinidades de los dorminios C2 de la FECe, de la PECPIL v de la FECv por o v
fosfolipidos anidnicos. En ausencia de mermbranas, los tres dominios C2 unen Ca®’
de forma similar, mostrando la existencia de dos tipos de sitios que enlazarian tres
jones Ca’" en total. En presencia de Ca’’, la afinidad de los tres dominios por
fostolipidos anidnicos aumentd claramente. La calorimetria diferencial de barrido
mostrd que la desnaturalizacion térmica de los tres dominios C2 fue irreversible, La
presencia de o provoctd el desplazamiento de la transicidn hacia temperaturas
mayores, siendo este efecto mayor en presencia de fostolipidos anidnicos. Este
desplazamiento fue diferente para los tres dominios reflejando asi que la unidn de los

ligandos tiene un distinto significado.

4. La estructura secundaria de los dommios T2 de la PECe, de la FECRIL v de la
FE.Cvy mediante FT-IR mostréd una predominancia de la hoja B La adicidn de
distintas concentraciones de Ca®” no modificd dicha estructura, aunque si auments la
estabilidad de los tres dominios frente a la desnaturalizacion térmica. El dominio C2
de la PECv mostrd una proteccidn total frente a este proceso en presencia de una
concentracién de Ca’* saturante. La unién a vesiculas compuestas por POPC/POPA
mostrd una reorganizacidn de la estructura secundaria de los tres domunios, con una
disminucidn de la hoja By un aumento de la estructura descrdenada. El orden
secuencial de los eventos que sucedieron durante la desnaturalizacidn térmica fue
distnto para las tres proteinas, de forma que los dominios C2 de la PECPI v de la
FE.Cv mostraron principalmente las caracteristicas de un desplazamiento espectral,
mientras que en el caso del dominio C2 de la PECwo, la separacidn temporal entre la
desaparicion de la hoja B antiparalela v la aparicidn de la hoja B agregada resultd de

mayor itnportancia.

5. La estructura secundaria nativa de la PECo en ausencia de ligandos obtenida
mediante FT-IR mostrd una predominancia de la hoja p (44%). La unidn de distintos

ligandos (Ca2+, ATPE, PMA v una combinacidn de estos ligandos con fosfolipidos
aniénicos) no provocd grandes cambios en esta estructura, salvo la adicién de Ca®"

(que aumentd la hoja B) ¥ la adicidn de ATP (que redujo la hoja By aumentd los
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giros ). No chstante, la presencia de los ligandos, sobre todo de Ca®™ v PMA,
provocd un aumento de la estabilidad frente a la desnaturalizacidn térmica. El orden

secuencial de los sucesos que tuvieron lugar durante la desnaturalizacidn térmica fue
similar en todos los casos, mostrando que los cambios en la hélice « fuercn previos a
los de la hoja B, v todos estos anteriores a la aparicién de la hoja P agregada. Mo
ohstante, en presencia de P4 los cambios en la hoja B precedieron a los de la

helice o
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