I1.C.2.2.2 Bescanvi H/D seguit per MS

En s Ultims anys & desenvolupament de I’ espectrometria de masses ha permés monitoritzar €
plegament de proteines mitjangcant la téc nica de bescanvi H/D d una manera rapida i senzilla
L’ espectrometria de masses ens permet trebalar amb un gran nombre de mostres, en poc temps i
usant quantitats minimes de proteina. El principal inconvenient, comparat amb la RMN, és que, en
principi, no ens déna una informacié detalada a nivell atdomic, snd una informacié globa de la
molécula, tot i que s es combina amb la protedlis si que pot donar informacio detallada (Manddll i
col, 1998)

I1.C.2.2.2.1 Bescanvi H/D seguit per ESI MS

A I'espectrometria de masses dectrosprai (ESI MS) la mostra que s Utilitza és voldtilitzada a

I"interior d'un tub capil.lar que esta sotmés a un voltatge at (20kv), formant-se un esprai de gotes
fines carregades que formaran ions en fase gasosa. Aquests ions son introduits al’ espectrometre de
masses que té un buit molt alt (Fenn i col., 1989) i es produeix una generacié continua d’ions amb
carregues multiples del tipus [M+nH]™, on M és la massa molecular i n correspon a nimero de
carrega. A partir de les series de[M+nH]™ es pot determinar M amb una precisié molt alta (0.01%)
fent servir un algoritme senzill (Mann i col., 1989).

La generacio continua d'ions permet que € sistema es pugui acoblar a un altre sistema de
fraccionament de la mostra en continu, com un cromatograf 0 una eectroforesi capil.lar, donant
lloc ds aparels de cromatografia liquida-espectrometria de masses (LC-MS) o ds apardls
d electroforesi capil.lar-espectrometria de masses (CE-MS).

El bescanvi H/D s ha monitoritzat per RMN per a fer un seguiment del plegament de proteines,
pero aixo també es pot realitzar per espectrometria de masses. Usant |la mateixa aproximacié que en
el cas de la RMN (pulse-labelling) podem identificar les poblacions d'intermediaris presents en
cada punt del plegament en funcié del nombre de deuteris incorporats. La massa del pic al’ espectre
de masses ens permet determinar e nombre de deuteris que conté aguella poblacié i la intensitat
relativa dels pics ens dona la proporcio entre les diferents poblacions. Les dades obtingudes per
ESI-MSi per RMN s0n, per tant, complementaries.

En d cas dd lisozim, lainformacié obtinguda per RMN (Radford i col., 1992) i ESI-MS (Miranker
i col., 1993) va permetre identificar € seu cami de plegament. L’ESI-MS també s ha aplicat a
I'estudi d'interaccions proteina -proteina: Per a determinar € paper de les chaperones en €
plegament proteic es van redlitzar estudis de bescanvi amb e complex GroEL/a-lactabdiming, que
van mostrar que la proteccié vers € bescanvi que presentava la a-lactalbumina unidaa GroEL era
semblant ala del seu estat molten globule, tant pel que faa nombre d’ hidrogens protegits com ala
distribucié de poblacions (Robinson i cal., 1994).



11.C.2.2.2.2 Bescanvi H/D seguit per MALDI-TOF MS

L’ espectrometria de masses MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption |onization-Time Of
Flight) és una técnica que permet la determinacid rapida i acurada de la massa molecular de

péptids, protei nes, carbohidrats, acids nucleics, polimers sintétics i atres productes naturals de
masses moleculars finsi tot superiors a 100 KDa

L’ espectrometria de masses MALDI-TOF consta, basicament, de tres etapes (Figura 9):

PREPARACIO DE LA MOSTRA

La mostra es barreja amb un excés d'un compost anomenat matriu -generament un acid
organic debil- sobre una plagueta metal.lica, i un cop evaporat s introdueix al’ espectrometre de
masses. La matriu es prepara a una concentracié d’uns 5-10 g/L amb aigua desionitzada o bé
amb una barreja de solvent organic-aigua. La rdlacié molar optima andit/matriu per a la
produccié d'ions és de 100:1 a 50000:1.

IONITZACIO

La mostra és seguidament irradiada per un laser, que normalment emet a I’'UV (per ex. els
lasers de N2 emeten a 337 nm). L’energia del laser és absorbida preferencialment per les
molécules de la matriu, que son excitades i la seva posterior relaxacio térmica porta a
I"evaporacié de lamatriu i alatransferéncia de |’ analit a la fase gasosa sense fragmentar-lo. La
matriu actua també com a agent protonant, jugant un paper essencial en laionitzacio de I’ andlit.
Abans de I’ aparicio dels MALDI les mostres eren irradiades directament amb €l 1aser, sense la
presencia de la matriu, aixd provocava una fragmentacié de la majoria de les molécules, només
es podia aplicar a molécules de baix pes molecular.

DETECCIO

Quan elsions ja es troben a la fase gasosa ca emprar un analitzador de masses per a adquirir
I" espectre. L’ analitzador usat més freqlientment en I’ espectrometria de masses MALDI és el de
temps de vol (TOF), que presenta el modus lineal com a configuracié més senzilla: Els feixos
d’ions son accelerats amb una energia cinética fixa a través d'un potencial eléctric, passant
després per una regid lliure de camp eléctric on la velocitat que adquireixen els ions és
proporcional alasevamassa. Al final d' aquesta regio lliure de camp eléctric se situa € detector
gue produeix un senyal cada cop que arriba un grup d'ions. La diferencia entre € temps inicial,
que és coml a tots els ions, i € temps d'arribada (que és proporcional a parametre
massa/carrega (m/z)) és emprat per calcular la massa de cadaié (Hillenkamp i col., 1991).

El MALDI-TOF MS es pot emprar igual que I'ESI-MS per a seguiment de les reaccions de
bescanvi H/D. A diferencia de I'ESI-MS no és quantitatiu, pero té atres avantatges: presenta una
elevada tolerancia a impureses (sals o dtres contaminants), la qual cosa permet obtenir mesures del
bescanvi H/D en funcié de la concentracié de desnaturalitzant i poder donar aixi, una mesura de



I’estabilitat globa de la proteing; i és facilment automatitzable. També ens permet treballar amb
mostres no purificades o directament amb sobrenedants de cultiu.

Aftenuator
Mirrar
a Prism .
"""""" | i aiam——. || Ng Laser
—d -1 |
’ I 1
Focusing P :
Lens ¢ !
!‘, : _- h
‘ Trngger
,
i e
{= -“’,"' \ \
[ 4% I 3 . e Transient
F o K| a U W L
| el s = | |DNS\ " ! Yy 4}‘—) Digitizer
T Vg (s ¥ . o | Recorder
Wt 4 /
Sample = & Acceleration/ .L h Mutti- Electron
Carousel ¥ Focus HV | — | Channel  Multiplier
Plates Plate
Pump |
Camem\\
]
I = = - ey
Video Monitor [F.—‘_."—‘”
- m__ |
Computer
& =
.,
B | DETECTR |
a B
b B
A
& = S8
:E FLIGHT TURE
g
= & st kel
£
T 5 D- (:_:] prateine
LASER REAM 5 GROUNDGRID

——— YARIABLE GRRID

_'_‘_-::l mllshy - mH*
e i H*+M-—= i + [M+H) +

SAMPLE FLATE

Figura 9. Esquema de funcionament d’un espectrometre de masses MALDI-TOF en modus lineal. 9a
Esquema general dels components d’'un MALDI-TOF MS. 9b lonitzaci6é de la mostra per irradiacié amb
el laser. M indicalamostrai m lamatriu.

El SUPREX (Stability of Unpurified Proteins from Rates of H/D EXchange) és una técnica que ens
permet dur a terme un triatge rapid de I'estabilitat d’un gran nombre de proteines, mitjancant €

bescanvi H/D i I'espectrometria de masses MALDI-TOF (Ghaemmaghami i col., 2000). Ens
permet reditzar els experiments de bescanvi directament en llisats de cultius per dilucié en tampd
deuterat que conté concentracions variables d agent desnaturalitzant, i en funcié del nombre de
deuteris incorporats es pot extreure informacié sobre |’ estabilitat conformaciona de la proteina. A

causa de la permeabilitat vers  D,O i la urea de la membrana, també es poden reditzar els



experiments in vivo, mitjangant un creixement cel.lular en dues etapes. una primera etapa de
creixement i producci6 de la proteina recombinant en un medi amb H ,O i una segona etapa on les
cél.lules son centrifugades i ressuspeses en un medi que conté D,O. En aguesta segona etapa la
proteina és deuterada en funcio del seu grau de desplegament i posteriorment € cultiu és llisat i
anditzat per MALDI-TOF (Ghaemmaghami i Oas, 2001). Altres estudis redlitzats amb proteines
purificades, per exemple, es reditzats amb e domini d activacié de la CPA i mutants d’ aquest, han
permeés observar que hi ha una correlacié entre e nombre de protons protegits vers e bescanvi i la
seva estabilitat conformacional estudiada per métodes classics (Villanuevai col., 2000).

II.C.3 El procés de plegament de les proteines petites riques en ponts

disulfur

El plegament de les proteines petites riques en ponts disulfur esta conduit principament per la
formacio dels ponts disulfur i per tant, difereix de la resta de proteines, on les interaccions no -
covalents tenen un paper fonamental.

Els estudis de replegament oxidatiu i de desplegament redlitzats amb e PCI (Chang i cal., 1994), la
hirudina (Chatrenet i Chang, 1993), I'EGF (Chang, 1995), d TAP (Chang, 1996) i la RNasaA
(Chang, 1999) han demostrat que € mecanisme de plegament d aguestes proteines es pot
descompondre en dues etapes. una primera etapa de formacié de ponts disulfur de manera no
especifica, coneguda com a empaguetament, que mena cap a |’ aparicio de les formes scrambled
(molécules amb tots es ponts disulfurs formats, perd amb I’ gparellament no natiu) i una segona
etapa de consolidacié on aguestes formes scrambled es reordenen per tal d’ adquirir laforma nativa.
Tot i i I'existéncia d’ aguest mecanisme generd, es poden diferenciar dos grups de proteines en
funcié dd tipus d'intermediaris observats d llarg del plegament: un primer grup on s observa una
gran heterogeneitat d'intermediaris i un segon grup on hi ha una presencia d'intermediaris
preferentment amb ponts natius.

Taula 3. Classificacio de les protei nes petitesriques en ponts disulfur en funcio6 del tipus de mecanisme de
desplegament en presencia dereductor.

Tipus de desplegament en preséncia de reductor

Tot-o-res Seqiiencial
PCI EGF
Hirudina Lcr
TAP BPTI

2 El plegament in vitro del LCI télloc através d intermediaris estables que presenten | pont disulfur menys quela
formanativa (igual que I’EGFi el BPTI), laqual cosasemblaindicar que el seu desplegament en presénciade
reductor sera de tipus seqiiencial, tot i que encara no s’ ha demostrat.



Les proteines del primer grup presenten un mecanisme de desplegament en presencia de reductor
de tipus tot-o-res. La reduccié dels ponts disulfur es produeix ensems i en € plegament oxidatiu
S observa la presencia d'una elevada diversitat de formes amb | i Il ponts disulfur i de formes
scrambled (Chang i col., 2000a). Aix0 suggereix que els ponts disulfur d’ aguestes proteines estan
estabilitzats cooperativament i concertada i que les interaccions natives no-covalents no dirigeixen
la primera part del seu plegament.

Les proteines del segon grup presenten un mecanisme de desplegament seqiiencial en presencia de

reductor, on sSobserva la presencia d'un intermediari estable que conté ponts disulfurs
corresponents a la forma nativa. Aquest intermediari també rep e nom de trampa cinética. En €
plegament oxidatiu també s observa una acumulaciéo d' aguest intermediari amb ponts disulfur
natius, tot i que també hi ha una elevada heterogeneitat de formes amb menys ponts disulfur i de

formes scrambled (Chang i col., 200048). En aguest cas sembla que ds ponts disulfur no estan
estabilitzats d’ una manera concertada i que les interaccions no-covaents que estabilitzen la forma
nativa tenen un paper actiu en € procés de plegament, conduint a laformacié d espécies amb ponts
disulfurs natius. El BPTI representa un cas extrem dins d' aquest grup. Tant € plegament oxidatiu
com € desplegament del BPTI es produeixen a través d'un nombre limitat d’ intermediarisde | i 11
ponts disulfurs que contenen majoritariament ponts natius. Aixo fa que la heterogeneitat d’ aquests
intermediaris sigui molt més reduida i que no sobservi la preséncia de formes scrambled
(Weissman i Kim, 1991; Creighton, 1992).

II.C.3.1 El plegament de 1 inhibidor de carboxipeptidasa de patata

El mecanisme de plegament del PCI és un exponent del plegament de les proteines del primer grup;
lahirudinai € TAP presenten un plegament molt semblant.

Els estudis redlitzats en €l nostre grup de recerca han deixat palés que € plegament del PCI té lloc
a través de dues etapes (Chang i col., 1994). A I'etapa inicial 0 empaguetament es produeix la
formacid no especifica de ponts disulfur que condueix al’ acumulacio de formes scrambled (Figura
10). Aquest procés es caracteritza per un corrent sequiencial i irreversible que parteix del PCI reduit
i que progressa a través d'isomers de | i 1l ponts disulfur fins a arribar a les formes scrambled.
Mitjancant la combinacio de les técniques de RP-HPLC i espectrometria de masses MALDI-TOF
Shan aconseguit determinar 23 fraccions amb configuracions no natives, de les 75 possibles
combinacions. També s ha observat que en aquest estadi la composicié dels intermediaris de
plegament no es veu afectada per I'addicié d’ agents redox; és a dir, que la naturalesa i proporcié
entre les formes amb | i Il ponts disulfur no esta influenciada per la cinética del procés. Tampoc
Sobserva cap efecte en presencia d agents desnaturalitzants, la qual cosa suggereix que les
interaccions no covalents no participen de manera activa en aquesta fase inicial d’ empagquetament
no especific del PCI.



A I'etgpa find o consolidacié les formes scrambled es reorganitzen per a donar lloc a la forma
nativa. En aguest procés ca la presencia de grups tiol que actuin com a catalitzadors de la reacci6.
Durant la primera etapa de plegament les formes amb O, | i 1l ponts disulfur (que presenten grups
tiol Iliures) actuaven com a catalitzadors, pero en e moment en que tots els ponts disulfur s han
format, les formes scrambled s acumulen i queden atrapades, salvant que s addicionin tiols externs.
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En aquesta etapa si s observa un efecte dels agents desnaturalitzants, que afecten la quantitat de
forma nativa que es produeix i ateren la proporcié entre les formes scrambled que hi ha en
equilibri.

I1.C.3.2 El plegament del factor de creixement epidérmic (EGF)

Els estudis de plegament oxidatiu in vitro reditzats amb I'EGF han mostrat que aguesta proteina
presenta un plegament més complex que e PCl i constitueix un exeimple de les proteines que
contenen trampes cinétiques en € seu plegament.

El replegament oxidatiu de I'EGF reduit té lloc a través d' una poblacié important d’intermediaris
amb un pont disulfur, que sacumulen rapidament en forma d'un Unic intermediari estable de 1l
ponts disulfur (Chang i col, 2001). Els intermediaris amb | pont disulfur son molt heterogenis, es
troben en equilibri entre s i no contenen ponts natius de manera predominant; en canvi, hi ha un



intermediari de 1l ponts disulfur que conté ambdos ponts natius i representa la major trampa
cingticadins @ plegament de I’ EGF (Figura 11).
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Figura 11. Replegament oxidatiu deI’EGF in vitro en abséncia de tiols exter ns. Els cromatogrames de RP-
HPLC mostren les variants conformacionals de I'EGF capturades en medi acid durant el procés de
replegament oxidatiu. R, N, I, I11ai Illb corresponen alaformaredui da, laformanativa, al’intermediari
estable de dos ponts disulfur i a dues formes scrambled de I’ EGF, respectivament.

El pas d'aguest intermediari estable de Il ponts a la forma nativa no té lloc de manera directa
mitjancant la formacio del tercer pont, com passa en € cas dels BPTI (Weissman i Kim, 1991);
siné que es duu a terme a través d'una reorganitzacio estructura que dona lloc a la formacié
d espécies scrambled que contenen principadment ponts no natius (Chang i col., 1995). La
presencia d’ aguestes especies scrambled també és un tret diferencia entre e plegament de I’ EGF |
el del BPTI. Finament, aquestes espécies scrambled reorganitzen els seus ponts disulfur i passen a
laformanativa, laqual cosa congtitueix el segon pas limitant del plegament de I’ EGF.



llI-Objectius



Des d’'un punt de vista global I'objectiu d’aquest treball de recerca és I'estudi de la producci6
recombinant per expressio heterologa i del procés de plegament de la proteina inhibidora de
carboxipeptidasa de patata (PCl) i de les seves proformes com a paradigma de les proteines
petites riques en ponts disulfur; aixi com el desenvolupament de noves técniques que ens
permetin seguir el procés de plegament d’aquest tipus de proteines.

Dins de cada un dels treballs que conformen aquesta tesi es van proposar uns objectius
especifics:

P Desenvolupament d'un nou sistema d’expressio heterologa del PCl en flascd, que
presenti un nivell alt de producci6 proteica que ens permeti obtenir proteina suficient per a
realitzar els estudis funcionals, estructurals i de plegament, necessaris per a la caracteritzacio
de la proteina o de les possibles variants que es puguin generar.

P Produccié preparativa i purificacié del precursor del PCI a partir del sistema
optimitzat en el primer treball. Estudi del paper que juguen les prosequéncies N i C-terminals
del PCl sobre la cinética i I'eficiencia del procés de plegament de la proteina madura in vitro i
in vivo en Escherichia coli. Caracteritzacio estructural de la pro-proteina amb I'extensio N -
terminal.

P Caracteritzacio del procés de plegament proteic de les proteines petites riques en
ponts disulfur: Us del bescanvi D/H seguit per espectrometria de masses MALDI-TOF per a
una monitoritzacio rapida del plegament de proteines model i per a la caracteritzacié de
I'estabilitat dels intermediaris de plegament.





