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Leonardo da Vinci



AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi mas sincero agradecimiento a todas aquellas personas que de una
u otra manera han contribuido a la realizacion de este trabajo, en especial :

A la Dra. Pilar Lillo, directora de esta tesis, por la atencion con la que ha
dirigido y corregido este trabajo. Por sus animos en los peores momentos y por
haberme ensefiado a trabajar con rigor cientifico.

Al Dr. Ulises Acufia, por haber puesto a mi disposicion todos los medios de su
laboratorio para la realizacion de este trabajo. Por sus interesantes observaciones, por
las discusiones cientificas que hemos tenido a lo largo de este tiempo y por su
amabilidad al haber revisado el manuscrito de la tesis.

Al Dr. German Rivas, por haber sugerido la idea central de este trabajo. Por su
ayuda con los experimentos de ultracentrifugacion y por su atenta revision del
manuscrito de esta tesis.

Al Dr. Abderrazak Douhal, por haberme facilitado el acceso a su equipo de
fluorescencia con resolucién temporal, que ha permitido la realizacién de una parte de
los experimentos de este trabajo.

To Dr. Ton Visser, for having accepted me in his lab to do the FCS experiments
of this work and for helpful comments on this work. And also to the people at his lab,
Mark Hink, Ruchira and Dr. J W Borst for all the help they gave me during my short
stay in The Netherlands.

To Dr. Allen Minton, for his help with the data analysis of some
ultracentrifugation experiments of this work and for helpful discussions.

A la Dra. Maria Gasset, por haberme permitido el acceso al material de su
laboratorio, en especial a su fluorimetro. Por sus consejos cientificos, animos y ayuda
en el dia a dia.

A Dra. Mercedes Jiménez y al Dr. Carlos Alfonso, por su gran ayuda con los
experimentos de centrifugacion. Por su amabilidad, sus &nimos y su buen humor. A
José, por su ayuda con los pésters, por su simpatia y por sus animos.

A la Dra. Asuncion Bosch, por su labor como tutora de esta tesis. Por sus
animos y consejos, por haber supervisado el manuscrito de la tesis y por su ayuda con
la parte administrativa.

A todo el personal del Instituto Rocasolano, taller mecanico, almacén,

conserjes, secretaria, por su amabilidad.



A la Comunidad de Madrid, por la concesion de una Beca de Formacion de
Personal Investigador, sin la cual no hubiera sido posible la realizacion de este trabajo.
Por la ayuda econémica recibida en el proyecto CAM 07B/0042/1999. Al Ministerio de
Ciencia y Tecnologia, por la concesion del proyecto DGICYT BQU 2000-1500. Al Dr
Emilio Diez y a Smithkline Beecham Pharmaceuticals por participar como Ente
Promotor-Observador de este trabajo.

A mis compafieros de laboratorio, Olga, Reinerio, Gema, Isabel, José y
Nikolay, por los buenos ratos que hemos pasado juntos y por haber hecho mas
agradable el tiempo durante el que hemos trabajado juntos con su simpatia y buen
humor. A Rosa y Juan por haberme apoyado durante todo este tiempo.

A M. Carmen, Ruth, Cristina y Modnica, por ser mis amigas y por haberme
ayudado y animado siempre que lo he necesitado.

A mis padres, en especial a Carmen, por su carifio, su espiritu positivo, su
manera de entender la vida y en definitiva por ser mi madre. A Ilvan y Leyre por
haberme animado y apoyado en todas las etapas de mi vida. A mis abuelos, por ser
los mejores abuelos. A Olga y a Javier por el carifio y apoyo que me han mostrado
desde el primer momento.

Y muy especialmente a Pablo, por estar a mi lado, por haberme animado y
cuidado. Por su ayuda con el manuscrito de la tesis y por lo que cada dia aprendo de

él.



Indice




indice

indice "
Abreviaturas IX

Resumen X1

1. INTRODUCCION. Aglomeracion macromolecular. Consecuencias
bioquimicas, biofisicas y fisioldgicas
1.1. Interacciones no especificas. Fenémeno de exclusién de volumen
1.2. Consecuencias termodindmicas de la aglomeracién macromolecular 7
1.3. Efecto de la aglomeracién macromolecular sobre la velocidad
de las reacciones
1.4. Aglomeracién macromolecular y funcion biolégica

1.5. Aproximaciones experimentales al estudio del efecto de la

aglomeracién macromolecular sobre las reacciones entre macromoléculas 10
2. OBJETIVOS 13
3. FUNDAMENTO TEORICO 17
3.1. Espectroscopia de fluorescencia 19
3.1.1. Tiempos de vida media de fluorescencia 20
3.1.2. Anisotropia de fluorescencia 21

3.1.2.1. Emisién de fluorescencia polarizada. Concepto de fotoseleccion 21
3.1.2.2. Despolarizacion de fluorescencia inducida por la rotacion
browniana 22
3.1.2.3. Despolarizacion de fluorescencia en estado estacionario.
Ecuacion de Perrin-Weber 23
3.1.2.4. Multiplicacién de factores de despolarizacion. Regla de Soleillet 26

3.1.2.5. Despolarizacién de fluorescencia resuelta en el tiempo. Rotacion

global y dinamica local 27

3.2. Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) 33
3.2.1. Fundamento de la técnica 33
3.2.2. Funcion de autocorrelacion. Coeficiente de difusion translacional 35
3.3. Ultracentrifugacion analitica. Equilibrio de sedimentacion 40
4. MATERIALES Y METODOS 45
4.1. Proteinas, sondas fluorescentes y otros reactivos a7

4.2. Preparacion de apomioglobina 49



indice

4.3. Marcado de proteinas con fluoroforos extrinsecos
4.3.1. Determinacion del grado de marcado
4.3.2. Utilizacion de las proteinas marcadas con fluoroforos
extrinsecos como trazadores
4.4. Espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible
4.5. Espectroscopia de fluorescencia
4.5.1. Espectroscopia de fluorescencia en estado estacionario
4.5.1.1. Anisotropia de fluorescencia en estado estacionario
4.5.2. Espectrometria de fluorescencia con resolucion temporal de
picosegundos
4.5.2.1. Medida experimental de los tiempos de vida media de
fluorescencia y de la anisotropia de fluorescencia con resolucién
temporal
4.5.2.2. Andlisis numérico de los decaimientos de fluorescencia.
Técnicas de reconvolucion iterativa
4.5.3. Medidas de fluorescencia realizadas en un lector de placas
4.5.4. Determinacion de la constante de homodimerizacion aparente de
apoMb en presencia de distintas concentraciones de RNasa A por
anisotropia de fluorescencia
4.6. Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS)
4.6.1. Procedimiento experimental
4.6.2. Andlisis numérico de las funciones de autocorrelacion
4.7. Medida de las viscosidades macroscopicas
4.8. Ultracentrifugacion analitica. Equilibrio de sedimentacion
4.8.1. Procedimiento experimental

4.8.2. Andlisis de los gradientes de equilibrio de sedimentacion

5. RESULTADOS
5.1 Preparacion de apomioglobina
5.2. Caracteristicas de los Marcajes de apomioglobina y ribonucleasa A
con fluoréforos extrinsecos
5.3. Estudio del efecto de la alta concentracién de proteinas en solucion
(medios aglomerados) sobre las reacciones de asociacion: apomioglobina
en presencia de ribonucleasa A y de albumina sérica humana
5.3.1. Comportamiento hidrodinamico de la apomioglobina en soluciones
tampon

49
51

52
53
55
55
60

64

67

68
71

72
73
73
75
77
78
78
82

83
85

86

89

89



indice

5.3.1.1. Caracterizacién hidrodinamica de la apomioglobina
marcada con ANS
5.3.1.2. Caracterizacion hidrodindmica de la apomioglobina
marcada con fluoresceina
a. Experimentos de fluorescencia
b. Experimentos de ultracentrifugacion analitica
5.3.1.3. Estudio comparativo de las conformaciones globales de
apoMb-Fl y apoMb-ANS
5.3.2. Estudio del estado de asociacion de la apomioglobina en
presencia de altas concentraciones de ribonucleasa A
5.3.2.1. Experimentos de fluorescencia con apomioglobina
marcada con ANS
5.3.2.2. Experimentos de fluorescencia con apomioglobina
marcada con fluoresceina
5.3.2.3. Experimentos de fluorescencia en estado estacionario a
concentracion fija de ribonucleasa A y con concentraciones
variables de apomioglobina
5.3.2.4. Experimentos de equilibrio de sedimentacion de
ribonucleasa A altamente concentrada
5.3.3. Estudio del estado de asociacién de la apomioglobina en
presencia de altas concentraciones de HSA
5.4. Efecto de la alta concentracion de proteinas en solucién (medios
aglomerados) sobre la difusion rotacional y translacional de proteinas:
apomioglobina en presencia de altas concentraciones de ribonucleasa A
o de albumina sérica humana
5.4.1. Viscosidad macroscopica de soluciones de ribonucleasa A 'y de
albumina sérica humana
5.4.2. Difusion rotacional y viscosidad local de apomioglobina en
presencia de altas concentraciones de ribonucleasa A o
de albumina sérica humana
5.4.2.1. Apomioglobina en soluciones concentradas de ribonucleasa A
5.4.2.2. Apomioglobina en presencia de altas concentraciones
de albumina sérica humana
5.4.3. Difusion translacional y viscosidad local de apomioglobina en

soluciones de ribonucleasa A y de albumina sérica humana

90

91

91

100

100

104

104

112

115

117

122

131

131

133

133

135

137



indice

6. DISCUSION

6.1. Propiedades de asociacion de la apomioglobina en presencia

de proteinas aglomerantes: ribonucleasa A y albumina sérica humana

6.2. Desviacion de la ley de Stokes-Einstein-Debye para la difusion rotacional y

translacional de proteinas en condiciones de aglomeracién macromolecular

VI

6.1.1 Ventajas de los fluor6foros ANS vy fluoresceina para la realizacion
de estudios hidrodinamicos de anisotropia de fluorescencia
6.1.2. Equivalencia de las estructuras de apoMb-ANS y apoMb-Fl en
solucion diluida
6.1.3. Dimerizacion de la apomioglobina en presencia de altas
concentraciones de ribonucleasa A
6.1.3.1.La presencia de ribonucleasa A como proteina
aglomerante no altera significativamente las propiedades
espectroscépicas de apoMb-ANS
6.1.3.2. La presencia de la ribonucleasa A como proteina
aglomerante favorece la formacion de dimeros de apomioglobina
6.1.3.3. Flexibilidad conformacional del dimero de apomioglobina
6.1.3.4. Estimacion de la proporcion de monémero y dimero de
apomioglobina en soluciones de distintas concentraciones de
ribonucleasa A como proteina aglomerante
6.1.3.5. Exclusion de la heteroasociacion de la apomioglobina
con la ribonucleasa A
6.1.4. Ausencia de autoasociacion de la apomioglobina en presencia de
altas concentraciones de albumina sérica humana
6.1.4.1. Cambios en las propiedades espectroscépicas de
apoMb-FI| debidos a la presencia de albumina sérica humana
como proteina aglomerante

6.1.4.2. La apomioglobina permanece en forma monomeérica en

presencia de la albumina sérica humana como proteina aglomerante

6.1.5. Tendencia de la apomioglobina a la dimerizacion en

determinadas condiciones de aglomeracién macromolecular

6.2.1. Efecto de la aglomeracion macromolecular debida a altas

concentraciones de proteina (ribonucleasa A y albumina sérica humana)

sobre la difusion rotacional de otra proteina (apomioglobina)

149

151

151

152

156

156

157

162

163

165

167

167

168

169

172

173



indice

6.2.2. Efecto de la aglomeracion macromolecular debida a la alta
concentracion de proteina (ribonucleasa A o albamina sérica humana)
sobre la difusion translacional de otra proteina (apomioglobina)
6.2.3. La aglomeracion macromolecular debida a la alta concentracion
de proteina (ribonucleasa A o albumina sérica humana), afecta en
mayor medida a la difusién translacional que a la rotacional de
otra proteina (apomioglobina)
6.3. Anisotropia de fluorescencia y FCS, dos técnicas complementarias
para estudios cuantitativos en medios aglomerados
6.4. Perspectivas futuras

7. CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

174

177

180
184

187

191

VI



Abreviaturas y Simbolos

Abreviaturas y simbolos

ADN

AEDANS

Alexa 488

Alexa 546

ANS

ApoMb
ApoMb-Alexa 488
ApoMb-Alexa 546
ApoMb-ANS
ApoMb-FI

a;

BSA
bi

ADC

TAC
DMSO
D,

D,
EDTA
e

Factor G
FAD
FCS

FIA
FITC
FMN

Absorbancia

parametro estructural de las medidas de FCS

Actividad termodinamica de la especie i

Acido desoxirribonucleico
N-yodoacetilaminoetil-5-naftaleno-1-sulfonato

Acido Alexa fluor 488 carboxiico

Acido Alexa fluor 546 carboxilico

Sal amonica del acido 1-anilinonaftalen-8-sulfonico
Apomioglobina

Apomioglobina marcada covalentemente con Alexa 488
Apomioglobina marcada covalentemente con Alexa 546
Apomioglobina marcada con ANS

Apomioglobina marcada covalentemente con fluoresceina

Factor preexponencial en la expresion de un decaimiento de

intensidad de fluorescencia

Albumina sérica bovina
Contribucion fraccional del tiempo de correlacion i al decaimiento

de anisotropia de fluorescencia
Convertidor analégico digital

Concentracion de la especie i

Convertidor tiempo amplitud

Dimetil sulfoxido

Coeficiente de difusion rotacional
Coeficiente de difusion translacional
Etilendiamitotetraacetato sddico dihidratado

Coeficiente de absorcion molar

Sensibilidad diferencial del sistema de deteccion

Flavin dinucledtido fosfato

Espectroscopia de correlacion de fluorescencia
fluoresceina unida a través de un grupo yodoacetamido
5-isotiocianato de fluoresceina

Flavin mononucledétido fosfato



Abreviaturas y Simbolos

Fuip Fraccion de fluoréforo en el estado triplete

f Tiempo de correlacion rotacional

G(t) Funcién de autocorrelacion

GFP Proteina fluorescente verde

g Coeficiente de actividad termodinamica de la especie i

h Hidratacion

HEPES Sal sodica del é&cido N-(2-hidroxietil)piperazina-N"-(2-
etanosulfonico)

HSA Albumina sérica humana

h Viscosidad

[h] Viscosidad intrinseca

| Intensidad de fluorescencia

I(t) Decaimiento de intensidad de fluorescencia

1(0) Intensidad de fluorescencia a tiempo cero

I el Componentes polarizadas de la intensidad de fluorescencia
J Flujo de sedimentacion

k Constante de Boltzman

K Constante termodinamica de equilibrio

K’ Constante de equilibrio aparente

L(t) Funcién instrumental experimental

I Longitud de onda

M Masa molecular

M* 200 Masa molecular de flotacion aparente

Mb Mioglobina

MCA Analizador multicanal

M* Masa molecular de flotacion

m Potencial quimico de la especie i

n Intensidad de fluorescencia por unidad de molécula (brillo)
N NuUmero de particulas en el elemento de volumen
Na Numero de Avogadro

NADH Nicotinamida adenina dinucleotido

r anisotropia de fluorescencia en estado estacionario
R Constante de los gases ideales

ry Anisotropia residual



Abreviaturas y Simbolos

r(0)

r(t)

Ro

fo

RNasa A
RNasa A-Fl

-

Qe

Anisotropia a tiempo cero

Decaimiento de anisotropia de fluorescencia

Distancia de Forster

Anisotropia intrinseca

Ribonucleasa A

Ribonucleasa marcada covalentemente con fluoresceina
Densidad

Coeficiente de sedimentacion

Desviacion tipica

Temperatura absoluta

Tiempo de difusion translacional de la especie i
Tiempo de relajacion del estado triplete

Tiempo de vida media de fluorescencia

Tiempo de vida media de fluorescencia promediado por la

amplitud

Tiempo de vida media de fluorescencia promediado por la

intensidad

Volumen molar
Volumen especifico parcial de la especie i
Concentracion en mg/mL

Velocidad angular

Angulo del semicono en el que difunde un fluoréforo con rotacion

restringida

Angulo formado por el dipolo de emisién y el eje Z

Xl



Resumen




Resumen

Una propiedad caracteristica de los sistemas bioldégicos es su elevada
concentracion total de macromoléculas (entre 50 y 400 mg/mL), lo que implica una
significativa ocupacion de volumen (Ellis, 2001). En general, no existen especies
Gnicas con una concentracién tan alta, sino que son todas las macromoléculas,
tomadas en conjunto, las que proporcionan esta elevada concentracion total. Por ello,
no nos referimos a este tipo de sistemas como concentrados, sino como aglomerados
(“crowded”) (Minton, 2001).

Tradicionalmente, el conocimiento detallado de las velocidades, equilibrio y
mecanismo de las reacciones bioquimicas se ha adquirido a partir de experimentos
realizados en condiciones préximas a las ideales con una muy baja concentracion total
de macromoléculas (menor, aproximadamente, de 1 mg/mL). Sin embargo, la alta
concentracién de macromoléculas en los sistemas biol6gicos da lugar a interacciones
de tipo no especifico, que tienen un importante efecto sobre la termodindmica y la
cinética de las reacciones, como las homo y heteroasociaciones, que tienen lugar en
estos sistemas.

El estudio cuantitativo de las propiedades de las macromoléculas asi como de
sus interacciones en sistemas que simulan la aglomeracibn macromolecular existente
“in vivo”, presenta grandes dificultades experimentales que afectan tanto al disefio
como a la interpretacion de los experimentos. Hasta la fecha, muy pocas técnicas
biofisicas se han aplicado de forma satisfactoria al estudio de las interacciones entre
macromoléculas en presencia de altas concentraciones de otras o de la misma
macromolécula, siendo el equilibrio de sedimentacion la mas consolidada (Rivas et al,
1999a).

El objetivo global de este trabajo es desarrollar métodos avanzados de
anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal de picosegundos y de
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS), apropiados para el estudio
cuantitativo de la estructura y dinamica de macromoléculas en condiciones de
aglomeracion macromolecular. Para el desarrollo de este objetivo, se ha seleccionado
una proteina modelo bien caracterizada, la apoMb. La apoMb es una proteina que en
solucion diluida a pH 7.4 se encuentra en forma monomérica, mientras que en
presencia de altas concentraciones de otras proteinas como la RNasa A da lugar a la
formacién de homodimeros (Wilf y Minton, 1981). En este trabajo, se han estudiado de
forma comparativa las propiedades dinamicas y estructurales de la apoMb en
soluciones de altas concentraciones de RNasa Ay de HSA.
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Resumen

La apoMb se ha marcado alternativamente con varias sondas fluorescentes,
ANS, fluoresceina, Alexa 488 y Alexa 546. Las primeras dos sondas se utilizaron para
los experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal y las
segundas para los de FCS. En todos los casos, se han estudiado las propiedades
espectroscopicas de la apoMb marcada con el fluor6foro correspondiente, en solucién
diluida y en presencia de altas concentraciones de RNasa A y de HSA.

A lo largo de este trabajo, se han desarrollado y aplicado métodos de
anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal para la identificacion de las
distintas especies de apoMb presentes en soluciones de alta concentracion de HSA y
de RNasa A. En las soluciones de HSA solo se han encontrado monomeros de
apoMb, mientras que en las de RNasa A se han detectado, ademéas, homodimeros de
apoMb. La explicacion del diferente efecto de altas concentraciones de las dos
proteinas sobre el equilibrio de dimerizaciéon de la apoMb, podria encontrarse en la
diferente exclusiéon de volumen en las soluciones de HSA y de RNasa A a igualdad de
concentracion en mg/mL.

Los métodos de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario y con
resolucion temporal, han permitido detectar la presencia de flexibilidad de dominios en
el dimero de la apoMb, en las soluciones de alta concentracion de RNasa A, similar a
la encontrada para la apoHb (Sassaroli et al, 1986).

Se ha estimado la proporcion de monoémeros y dimeros de apoMb en
soluciones de distintas concentraciones de RNasa A mediante métodos de anisotropia
de fluorescencia con resolucion temporal. También se ha puesto un limite inferior a las
constantes de equilibrio de dimerizacion aparente de la apoMb en presencia de
distintas concentraciones de RNasa A como proteina aglomerante.

Los experimentos realizados han permitido distinguir entre la formacién de
homodimeros de apoMb y heterodimeros de apoMb y RNasa A, descartando los
altimos.

En medios aglomerados, en los que el solvente no es continuo ni homogéneo,
las leyes de la hidrodinamica clasica (Stokes-Einstein-Debye) dejan de ser validas
para describir la variacion de los tiempos de correlacion rotacional y de difusion
translacional con la viscosidad macroscépica del sistema. Trabajos previos proponen
una relacion empirica potencial entre la viscosidad macroscépica y la microviscosidad
rotacional (ecuacion (5.12), Lavalette et al, 1999; Endre y Kuchel, 1986; Gavish, 1980)
para determinados medios. Los experimentos de anisotropia de fluorescencia con

resolucién temporal realizados en este trabajo, han probado la validez de esta relacién

XVI



Resumen

empirica para la descripcion de la difusion rotacional de proteinas como la apoMb,
monomerica o dimérica, en presencia de otras proteinas como la HSA o la RNasa A.
El efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la difusion rotacional es unico para
cada pareja de especie que rota y especie aglomerante de modo que el parametro q
debe determinarse especificamente para cada sistema. Los valores obtenidos para
este exponente g en este y otros trabajos son siempre menores que 1.

Por otro lado, se ha estudiado mediante una técnica de molécula Unica, FCS, la
difusion translacional del monémero de apoMb en presencia de altas concentraciones
de RNasa A o de HSA. Se ha propuesto una relacion empirica, analoga a la utilizada
para la difusion rotacional (ecuacion (5.13)), para la descripcion de la variacion de los
tiempos de difusion translacional obtenidos con la viscosidad macroscépica. También
en este caso, el valor del parametro q debe determinarse individualmente para cada
pareja de especie que difunde y especie concentrada. Para la difusion translacional, la
diferencia mas llamativa con respecto a lo encontrado para la difusiéon rotacional es
gue el valor del pardmetro g es en todos los casos mayor que 1.

En igualdad de condiciones de aglomeracion macromolecular, la difusion
translacional de una especie se ve mas impedida que su difusiéon rotacional. Este
mayor impedimento podria estar relacionado con la presencia de obstaculos que
dificultan la difusion translacional y que afectan en menor medida a la difusion
rotacional.

La informacion que las técnicas de FCS y anisotropia de fluorescencia
proporcionan, al ser aplicadas a estudios en medios aglomerados, es en cualquier
caso complementaria por lo que siempre que sea posible la mejor @cion es su
utilizaciéon conjunta. Sin embargo, en ocasiones, las caracteristicas del sistema objeto
de estudio pueden limitar la aplicacion de alguna de las dos.

La viabilidad de la aplicacion de los métodos de anisotropia de fluorescencia
con resolucion temporal y de FCS a los medios aglomerados demostrada en este
trabajo, proporciona herramientas de potencial utilidad para el estudio cuantitativo de
las propiedades e interacciones entre macromoléculas en este tipo de medios.
Asimismo, estudios detallados como el aqui realizado, facilitan la interpretacién de
posibles ensayos de alto rendimiento y cribado, en sistemas con aglomeracion
macromolecular, en los que se utilicen algunas de estas técnicas, anisotropia de

fluorescencia o FCS.
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1. Introduccion

1. AGLOMERACION MACROMOLECULAR. CONSECUENCIAS BIOQUIMICAS,
BIOFISICAS Y FISIOLOGICAS

Una propiedad caracteristica de los sistemas bioldégicos es la alta
concentracién total de macromoléculas (entre 50 y 400 mg/mL), que pueden
encontrarse en solucion o bien formando estructuras diversas, como es el caso de las
fibras citoesqueléticas (Fulton, 1982; Zimmerman y Minton, 1993). Asi, por ejemplo, el
plasma sanguineo contiene una concentracion total de proteina del orden de
80 mg/mL (Ellis, 2001), la hemoglobina se encuentra a una concentracion total de
330 mg/mL en el citosol del eritrocito, la matriz mitocontrial contiene una concentracion
total de proteinas de 500 mg/mL (Ralston, 1990) y el citoplasma bacteriano contiene
una concentracion de proteinas del orden de 300-400 mg/mL (Record et al, 1998;
Zimmerman y Trach, 1991).

En general, en los sistemas bioldgicos, dicha concentracion tan elevada no se
debe a una unica especie molecular, sino que se origina en la suma de una gran
variedad de macromoléculas del sistema tomadas en conjunto, las cuales ademas dan
lugar a una significativa ocupacion de volumen (igura 1.1). Por ello, en lugar de
referirmos a estos sistemas como “concentrados”, nos referimos a ellos como
aglomerados (“crowded”) o bien mnfinados, dependiendo de que las especies se
encuentren en solucion o formando estructuras (Minton, 2001).

En los experimentos ‘in vitro” se intenta controlar condiciones experimentales
como el pH, la fuerza i6nica o la composicion del sistema, de modo que se asemejen,
en la medida de lo posible, a las condiciones del medio biol6gico en el que se
desarrolla el proceso objeto de estudio. Sin embargo, el conocimiento detallado de las
velocidades, equilibrio y mecanismo de las reacciones bioquimicas, se ha adquirido a
partir de experimentos realizados tradicionalmente en soluciones con muy baja
concentracion total (menor, aproximadamente, de 1 mg/mL) de macromoléculas
(proteinas, acidos nucleicos y/o polisacaridos) junto con sales tamponadoras y
ligandos fisiolégicos de bajo peso molecular (Ellis, 2001; Minton, 2001).

La alta concentraciébn de macromoléculas en los sistemas biologicos da lugar a
interacciones de tipo no especifico entre las especies presentes, que tienen un
importante efecto sobre la termodindmica y la cinética de las reacciones entre
macromoléculas en los fluidos fisiologicos (Ellis, 2001). Por tanto, para determinar
correctamente el papel fisiolégico de una reaccion particular o de un conjunto de

reacciones caracterizadas “in vitro”, es importante considerar la posible influencia de la
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aglomeracion macromolecular, o del confinamiento, sobre la reaccion en su medio
biolégico (Minton, 2001).

B

100nm

In vitro In vivo

Figura 1.1: Comparacion del entorno de una macromolécula en un experimento “in
vitro” realizado en solucion diluida con la situacion “in vivo” de dicha macromolécula.
La imagen amarilla representa la molécula de la chaperona molecular GroEL en
tampon (“in vitro”) y en el interior del mismo volumen de citoplasma bacteriano donde
dicha proteina ejerce su funcion. Figura tomada de Ellis y Hartl, (1996).

1.1. Interacciones no especificas. Fendmeno de exclusion de volumen

Las interacciones no especificas son aquellas que no dependen fuertemente de
detalles de la estructura primaria, secundaria o terciaria de las macromoléculas, sino
mas bien de sus propiedades globales, como la carga neta, la polaridad y la forma
macromolecular. Las interacciones no especificas pueden ser de tipo repulsivo
(estéricas, electrostaticas...) 0 atractivo (electrostéaticas, hidrofobicas...) y, en general,
son sustancialmente mas débiles que las interacciones especificas.

La repulsion estérica es la mas fundamental de todas las interacciones entre
macromoléculas en solucién, y est4 siempre presente a concentraciones finitas

independientemente de la magnitud de interacciones electrostaticas o hidrofébicas
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adicionales (Minton, 1997). Dado que dos moléculas no pueden ocupar la misma
region del espacio, cuando la concentracion de macromoléculas es muy alta, una
proporcion significativa de volumen esta fisicamente ocupada y, por tanto, no
disponible para otras moléculas. Como ejemplo se puede considerar el caso mas
sencillo de moléculas idénticas todas ellas esféricas, en el que la posicién de cada una
gueda perfectamente definida por la posicion de su centro. En principio, lo mas
cercanos que pueden estar dos centros es una distancia igual a la suma de los radios
de las dos particulas, de modo que alrededor de cada molécula hay un volumen en el
cual bs centros de otras estdn excluidos (Figura 1.2). Si se continla afiadiendo
moléculas en la solucién, las posiciones en las que es posible colocar cada molécula
afadida se limita progresivamente. El espacio en el que cada molécula puede estar
localizada esta restringido al volumen de la solucion del que no esta excluida, es decir,
el volumen disponible (Ralston, 1990).

El volumen excluido y el volumen disponible en una solucion, dependen de las
formas y tamanios relativos de todas las especies presentes en b misma. Cuando a
una soluciéon con una alta concentracion de particulas de un cierto tamafio se afiade
otra especie, entonces, si el tamafio de la nueva especie es pequefio en comparacion
con el de las especies ya presentes, el volumen disponible para esta nueva especie es
aproximadamente la parte del volumen total no ocupada por las particulas previamente
existentes. Sin embargo, si la nueva especie es de un tamafio comparable o superior
al de las especies ya presentes, el volumen disponible es sustancialmente mas
pequefio que el volumen no ocupado por las particulas iniciales (Figura 1.2, Minton,
2001).

La concentracion real, ¢, y la concentracién efectiva o actividad termodinamica,
a, de una especie en solucién estan relacionadas a través del denominado coeficiente

de actividad, g que tiene en cuenta las desviaciones con respecto al comportamiento

ideal:

g=2 (1.1)

En una solucion ideal, no existe interaccion entre las moléculas de soluto, de
modo que el coeficiente de actividad es igual a 1 y la actividad termodindmica de una
especie es idéntica a su concentracion. Sin embargo, en los sistemas en los que existe

aglomeracion macromolecular, la ocupacion de volumen impone restricciones en la
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posicion que nuevas macromoléculas pueden ocupar en el espacio. Cuantas mas
particulas haya en la solucion, menores son las posibilidades de distribucion espacial
de nuevas particulas, lo que conlleva a una disminucion de la entropia del sistema. La
disminucion de la entropia del medio tiene como consecuencia el aumento de la
energia libre del mismo, lo que implica que el coeficiente de actividad es mayor que 1
y, por tanto, la concentracién efectiva de las especies es superior a su concentracion
real (Ralston, 1990). La diferencia entre las concentraciones efectiva y real de las
especies, tiene importantes consecuencias sobre la cinética y la termodinamica de las

reacciones que tienen lugar en los medios aglomerados (Ellis, 2001).

Figura 1.2: Volumen excluido (rojo y negro) y volumen disponible (azul) en una
solucién de alta concentracion de particulas esféricas. Figura A: volumen disponible
para una particula de tamafio infinitesimal. Figura B: volumen disponible para una
particula de tamafio comparable al de las particulas ya presentes en el medio. Figura
tomada de Minton, (2001).
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1.2. Consecuencias termodinamicas de la aglomeracién macromolecular

La exclusion de volumen en condiciones de aglomeracion macromolecular
afecta a los equilibrios quimicos de reacciones entre macrosolutos mediante la
desestabilizacion preferencial de reactivos o productos. En general, el estado mas
favorable sera el que menos volumen excluye al resto de las especies presentes en el
sistema. Por ejemplo, las conformaciones macromoleculares compactas excluyen
menos volumen para otros macrosolutos que las extendidas, y los agregados
oligoméricos o poliméricos macromoleculares, excluyen menos volumen para otros
macrosolutos que un numero igual de subunidades aisladas (Figura 1.3). Por tanto, en
general, la aglomeracién macromolecular proporciona una fuerza no especifica para la
compactacion y la asociacion de macromoléculas (Zimmerman y Minton, 1993; Minton,
1981; Minton, 1998a).

El aumento que la aglomeracion macromolecular produce en las constantes de
equilibrio de las reacciones de asociacion, con respecto a las que se obtienen en las
mismas condiciones pero en soluciones diluidas, puede ser de varios ordenes de
magnitud dependiendo de los tamarios relativos de los reactivos y productos de la
reaccion y de la especie altamente concentrada del medio (Ellis, 2001). Un aspecto de
importancia es que la aglomeracion macromolecular aumenta la tendencia inherente
de las macromoléculas a la asociacion, pero no crea dicha tendencia “de novo”.

El caso méas sencillo de una reaccion de asociacion macromolecular lo
constituye la dimerizacion reversible de una proteina:

P+P P,

La constante termodindmica de asociacion de este equilibrio se expresaria en
términos de los coeficientes de actividad:

K =—2 (1.2)

donde los subindices 1y 2 se refieren al monémero y dimero, respectivamente. Por
otra parte, se suelen utilizar cominmente constantes de equilibrio expresadas en
términos de concentraciones de especies:
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[Pz ] (1.3)

K =
PF

Esta constante K" es en realidad una constante aparente, que se relaciona con
la constante termodinamica del equilibrio K mediante la siguiente expresion:

2
K’ = K% (1.4)
2

donde de nuevo los subindices 1 y 2 se refieren al monémero y dimero,
respectivamente. En soluciones diluidas ideales, los coeficientes de actividad son
cercanos a la unidad y la constante de equilibrio aparente es aproximadamente igual a
la constante real del equilibrio. Sin embargo, en condiciones de aglomeracion
macromolecular, como ya se ha indicado, los coeficientes de actividad de las especies
del sistema toman valores muy diferentes de la unidad asi como la relacion de los
mismos, de modo que la constante aparente difiere del valor termodinamico (Ralston,
1990).

1.3. Efecto de la aglomeracién macromolecular sobre la velocidad de las

reacciones

El efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la velocidad de reaccién va
a depender de cual sea la etapa limitante de la velocidad global. En el caso de que la
velocidad de la reaccion dependa de la velocidad a la que los reactivos se aproximan
unos a otros, entonces la reaccion estara limitada por la difusion. Como la
aglomeracion macromolecular reduce la difusion translacional, entonces también
disminuira la velocidad de la reaccion. La etapa limitante de la velocidad global de la
reaccion puede ser también la velocidad de conversion del estado de transicion en
productos. En este caso, si la formacion del estado de transicion esta favorecida por la
aglomeracion macromolecular, como sucede en el caso de las reacciones de
asociacion por ejemplo, la velocidad de la reaccion aumentaria. En el limite de alta
ocupaciéon de volumen, es de esperar que todas las reacciones estén limitadas por la
difusién y que, por tanto, la aglomeracién macromolecular de lugar a una disminucién
de su velocidad global (Minton, 2001).
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Volumen de exclusién perdido en la asociacion

Figura 1.3: La formacion de un dimero a partir de dos mondémeros esféricos produce
una pérdida de volumen excluido a un soluto inerte, representado por las regiones
rayadas. Figura tomada de Ralston, (1990)

1.4. Aglomeracion macromolecular y funcién biolégica

En principio, la aglomeracion macromolecular afecta el equilibrio y la cinética
de cualquier reaccion macromolecular en la que exista una diferencia significativa
entre el volumen excluido a los reactivos y el excluido a los productos de la reaccion.
Estas reacciones incluyen las homo o heteroasociaciones, la condensacion
(cristalizacion, formacion de fibras controlada por nucleacion), la union de
macromoléculas a sitios de superficie especificos, la adsorcion inespecifica a
superficies y la isomerizacion de proteinas, incluido el plegamiento y desplegamiento
(Lebowitz et al, 1965; Minton, 1981; Zimmerman y Minton, 1993; Ralston, 1990;
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Minton, 1995, 2000a y b). La aglomeracion puede incluso afectar a reacciones entre
pequefias moléculas catalizadas por enzimas, si el mecanismo de catalisis implica un
cambio conformacional significativo del enzima (Minton, 1981, 2001)

Como se ha visto mas arriba, la ocupacion de volumen tiene un efecto muy
importante sobre la reactividad de casi cualquier especie macromolecular, tanto
concentrada como diluida, que desarrolle su funcion en un medio fisiolégico. A partir
de la teoria de exclusion de volumen, se ha estimado que pequefios cambios en la
concentracion intracelular total de macromoléculas, pueden tener como consecuencia
importantes cambios en la reactividad de las especies (Minton, 1994). Por ello, todo
tipo de células, desde las bacterianas a las humanas, disponen de uno o mas
mecanismos para el mantenimiento o la restauracién del volumen celular en respuesta
a cambios en la composicion del fluido extracelular (Somero et al, 1992; Record et al,
1998).

Estudios recientes (Shtilerman et al, 2002; Uversky, 2001) han demostrado,
gue la aglomeracion macromolecular en el citoplasma de las neuronas puede
favorecer y acelerar la formacion y estabilizacion de fibras amiloides directamente
relacionadas con la enfermedad neurodegenerativa de Parkinson. Por lo tanto, el
incremento de la incidencia de este tipo de enfermedades, relacionadas con la
formacion de fibras amiloides con la edad de los individuos, podria ser una
consecuencia directa del aumento de la concentracion total de proteina intracelular
con la edad. Esta hipotesis esta apoyada por la evidencia de una disminucion
significativa del contenido de agua en el cerebro con el envejecimiento (Naber et al,
1979; Zs-Nagy et al, 1981, 1982).

1.5. Aproximaciones experimentales al estudio del efecto de la
aglomeracion macromolecular sobre las reacciones entre

macromoléculas

El conocimiento detallado de los procesos que tienen lugar en el interior de las
células vivas, en general, se adquiere mediante una aproximacion en tres etapas. En
primer lugar, a pesar de que las técnicas biofisicas aplicables a los sistemas ‘in vivo”
estan desarrolldndose a gran velocidad, todavia es necesario estudiar las propiedades
e interacciones de los componentes celulares que intervienen en los distintos procesos

en condiciones proximas a las termodinamicamente ideales. En segundo lugar, es
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necesario comprender el efecto de la presencia de moléculas que ocupan volumen
sobre los parametros experimentales y las interacciones entre las macromoléculas.
Este conocimiento se puede adquirir, en parte, mediante estudios cuantitativos del
fendmeno de la exclusion de volumen en sistemas modelo bien definidos. En tercer
lugar, los resultados obtenidos en solucién diluida y en medios aglomerados, seran de
gran utilidad para la interpretacion de las propiedades y parametros de las
interacciones determinadas “in vivo” (Ralston, 1990).

El estudio cuantitativo de la estructura y dinamica de macromoléculas en
condiciones de aglomeracion macromolecular presenta grandes dificultades
experimentales, derivadas fundamentalmente de la elevada concentracion total de
macromoléculas en este tipo de sistemas. La mayor parte de las técnicas biofisicas
comunmente utilizadas para el estudio y caracterizacién de procesos bhioquimicos en
solucion diluida, se encuentran con importantes problemas cuando son aplicadas al
estudio de dichos procesos en sistemas con aglomeracién macromolecular. Algunos
de estos problemas afectan al disefio experimental. Asi, por ejemplo, la elevada
absorbancia, la dispersion de luz, los cambios de indice de refraccion o la elevada
magnitud de los fondos de fluorescencia, obligan a realizar modificaciones en los
protocolos experimentales con respecto a los habitualmente utilizados en solucion
diluida. Por otro lado, las desviaciones del comportamiento ideal observadas en estas
soluciones introducen dificultades en la interpretacion de los resultados experimentales
obtenidos con las distintas técnicas. Por ejemplo, como consecuencia de la no
idealidad termodinamica, las masas moleculares aparentes ceterminadas para las
especies presentes en los sistemas con aglomeracion macromolecular, utilizando
técnicas de ultracentrifugacion analitica, deben ser corregidas con el fin de obtener los
verdaderos valores. Las viscosidades microscépicas que actian sobre la rotacion o la
translacion de las especies moleculares en los medios con aglomeracion
macromolecular, difieren de la viscosidad macroscopica. Por ello, a partir de los
coeficientes de difusion rotacional o translacional medidos en estas soluciones, es
dificil determinar el tamafio de las correspondientes especies, si no se tiene
informacién sobre la viscosidad microscopica.

El equilibrio de sedimentacién es uno de los tres métodos clasicos para la
medida directa de la actividad termodinamica de macromoléculas en solucién, ademas
de la medida de la presion osmotica y la dispersion de luz Rayleigh (Tanford, 1961).
En principio, ninguna de estas técnicas parece adecuada para la medida de la

actividad y estado de asociacion de una especie trazadora en una solucion con
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aglomeracién macromolecular. Sin embargo, las medidas y el andlisis del equilibrio de
sedimentacion en condiciones de no idealidad con trazador, recientemente introducido
por Rivas et al (1999a), permiten utilizar la técnica de equilibrio de sedimentacion para
la medida de coeficientes de actividad y propiedades de asociacion de proteinas a
baja concentracion, en presencia de altas concentraciones de proteinas no
relacionadas. Otra herramienta experimental con un gran potencial para estudios de
propiedades moleculares de proteinas individuales en medios altamente aglomerados
es, en principio, la espectroscopia de fluorescencia. Las técnicas de fluorescencia se
utilizan habitualmente, con gran éxito, para la obtencion de informacion cuantitativa
sobre la conformacion e interacciones de macromoléculas biolégicas en solucion
diluida. Sin embargo, hasta ahora, el Unico intento de aplicacion de estas técnicas al
estudio de asociaciones en medios con aglomeracion macromolecular, lo constituye un
trabajo publicado por Wilf y Minton (1981). En este trabajo, se estudiaba la
autoasociacion de la proteina apoMb en presencia de altas concentraciones de
proteinas no relacionadas, como la RNasa A, la lisozima o la b-lactoglobulina,
mediante medidas de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario. La
aplicacién y desarrollo de métodos avanzados de espectroscopia de fluorescencia con
resolucion temporal de picosegundos, asi como de espectroscopia de correlacion de
fluorescencia (FCS), para el estudio de las propiedades dinamicas y estructurales de
macromoléculas en condiciones de aglomeracion macromolecular, puede ser de gran
utilidad para la cuantificacion de los procesos bioguimicos que tienen lugar en este tipo
de medios y, por tanto, para un conocimiento mas completo de los procesos

fisiolégicos y celulares.
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El objetivo general de este trabajo es desarrollar métodos avanzados de
espectroscopia de fluorescencia con resolucion temporal de picosegundos y de
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS), para la caracterizacion
hidrodindmica y el estudio cuantitativo de las interacciones entre macromoléculas en
condiciones de aglomeracion macromolecular, que asemejen las existentes en los
fluidos fisiologicos.

Para dicho estudio se ha seleccionado una proteina modelo fisica y
guimicamente bien caracterizada, la apomioglobina (apoMb), que en solucién diluida,
a pH 7.4, se encuentra en forma monomérica a las concentraciones estudiadas en
este trabajo. En presencia de altas concentraciones de algunas proteinas no
relacionadas, la apoMb autoasocia, dando lugar ala formacion de dimeros (Wilf y
Minton, 1981).

Los objetivos especificos que se han planteado en el desarrollo de la
metodologia propuesta han sido los siguientes:

1. Identificar y caracterizar hidrodinamicamente distintas especies en
condiciones de aglomeracion macromolecular, mediante métodos de anisotropia de
fluorescencia con resolucion temporal de picosegundos. El desarrollo de este objetivo
se realizar4 mediante la Identificacién de la presencia de monémeros y/o dimeros de
apoMb en soluciones concentradas de ribonucleasa A (RNasa A) o de albumina sérica
humana (HSA). Asimismo, se estudiara el efecto de altas concentraciones de RNasa A
o de HSA, tanto sobre las conformaciones globales como sobre los posibles
movimientos segmentales del monémero y el dimero de apoMb.

2. Aplicar las técnicas de anisotropia de fluorescencia a la determinacién de las
proporciones de distintas especies macromoleculares, y de constantes de equilibrio de
asociacion aparentes, en medios aglomerados. Para alcanzar este objetivo se
determinaran las proporciones de monémero y dimero de apoMb y las constantes de
dimerizacion aparentes en soluciones con concentraciones elevadas de RNasa A o
HSA.

3. Estudiar de forma comparativa el efecto de altas concentraciones de
distintas especies sobre constantes de equilibrio de asociacion aparentes. El
desarrollo de este objetivo se realizard mediante el estudio del efecto de altas
concentraciones de RNasa A y de concentraciones del mismo orden de HSA sobre el
equilibrio de dimerizacion de la apoMb.

4. Estudiar, mediante técnicas de anisotropia de fluorescencia con resolucion

temporal, el efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la difusién rotacional de
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las proteinas. Se pretende estudiar el efecto sobre la rotacion global de una especie y
sobre los posibles movimientos segmentales (flexibilidad) de la misma. Con este
objetivo, se estudiara el efecto de la presencia de altas concentraciones de RNasa A
y HSA sobre la rotacion del dimero y el monémero de apoMb.

5. Comprobar las condiciones de validez de la ecuacion empirica ((ecuacion
5.12), Endre y Kuchel, 1986; Lavalette et al 1999; Gennaro et al 1996; Gavish, 1980)
que establece una relacién potencial entre la viscosidad macroscopica y la
microviscosidad rotacional, para la descripcion de la difusion rotacional de proteinas
en presencia de altas concentraciones de otras proteinas. El desarrollo de este
objetivo se realizara mediante el estudio de la difusion rotacional del monémero y el
dimero apoMb en soluciones de alta concentracién de RNasa A y de HSA utilizando
métodos de anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal.

6. Desarrollar una metodologia que permita la aplicacién de la técnica de FCS
al estudio de la difusién translacional de proteinas en presencia de altas
concentraciones de otras proteinas. Para lograr este objetivo se estudiara la difusion
translacional del monémero de apoMb en presencia de altas concentraciones de
RNasa Ay de HSA.

7. Proponer relaciones empiricas entre la viscosidad local que actia sobre la
translacion y la macroviscosidad, validas para describir el efecto de la aglomeracion
macromolecular sobre la difusion translacional.

8. Comparar el efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la difusion
rotacional y translacional de una misma especie en el mismo y en distintos medios. El
desarrollo de este objetivo se realizard mediante el estudio comparativo del efecto de
la presencia de altas concentraciones de RNasa A o de HSA sobre la difusién

rotacional y translacional de la apoMb.
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3.1. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La fluorescencia es un caso particular de luminiscencia en el que la excitacion
Optica de un cromoforo y la emisién desde el mismo, tienen lugar a través de estados
electronicos singletes. Algunas sustancias naturales, como las proteinas, muestran
fluorescencia intrinseca como resultado de la presencia de grupos aromaticos en su
estructura (triptéfano, tirosina, fenilalanina, FMN, FAD, NADH...). Sin embargo, en
ocasiones es necesario introducir fluoroforos extrinsecos (fluoresceina, ANS,...) con el
fin de adecuar las propiedades espectrales de las sustancias a las necesidades de
cada experimento.

La determinacion de la intensidad de fluorescencia se puede realizar en estado
estacionario, es decir, con excitacion y observacion constantes. También se pueden
realizar determinaciones con resolucién temporal, cuando la muestra se excita, por
ejemplo por un pulso de luz de muy corta duracion y la emision se detecta por medio
de un sistema de alta velocidad. El tiempo de vida media de fluorescencia de un
fluoréforo es el tiempo promedio que la molécula permanece en el estado excitado
antes de decaer al estado fundamental. Los tiempos de vida media de fluorescencia
de los fluoréforos utilizados cominmente suelen ser del orden de 2-15 ns. Debido a la
corta escala de tiempos de la fluorescencia, las medidas de fluorescencia resueltas en
el tiempo requieren métodos opticos y electrénicos muy complejos. A pesar de las
dificultades experimentales, los estudios de fluorescencia con resolucion temporal son
muy utiles debido al gran volumen de informacién que proporcionan, en comparacion
con la informacién (promediada temporalmente) que se obtiene a partir de las medidas
de estado estacionario. Los métodos habitualmente utilizados para medir intensidades
de fluorescencia en la zona ultravioleta-visible pueden trabajar en el dominio de
tiempos o de frecuencias. En el presente trabajo se ha utilizado el primero de los dos
meétodos, de dominio de tiempos, en el que la muestra se excita con un pulso de luz y
se mide la variacion temporal de la intensidad de fluorescencia.

El éxito de la espectroscopia de fluorescencia para los estudios dinamicos y
estructurales de sistemas bioldgicos se debe a su gran sensibilidad, a su capacidad de
respuesta a cambios en el microentorno de la molécula emisora, debido a la
especificidad de las caracteristicas de la fluorescencia (espectros, rendimiento
cuantico, tiempos de vida media...) y a la posibilidad de proporcionar informacion
espacial y temporal.
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3.1.1. Tiempos de vida media de fluorescencia

El tiempo de vida media de fluorescencia () es el tiempo promedio que las

moléculas permanecen en el estado excitado después de la excitacion. El tiempo de
vida media de fluorescencia es una de las caracteristicas mas importantes de los
fluoréforos, ya que representa la ventana experimental de tiempo para la observacion
de cualquier proceso dinamico.

La excitaciébn de una muestra que contiene un fluor6foro con un pulso de luz
infinitamente estrecho, tiene como consecuencia que un cierto nimero de moléculas
del fluoroforo pasen al estado excitado. Para fluoréforos con un solo tiempo de vida
media de fluorescencia, la intensidad de fluorescencia decae exponencialmente de

acuerdo con la siguiente expresion:
() =1(0)exp( - th) (3.1)

donde I(0) es la intensidad de fluorescencia a tiempo cero. El tiempo de vida media de
fluorescencia () es el tiempo en el que la intensidad de fluorescencia decae en un
factor de 1/e con respecto a su valor a tiempo cero (1(0)).

Normalmente, sobretodo en el caso de moléculas biolégicas, es dificil encontrar
muestras que presenten decaimientos de intensidad de fluorescencia
monoexponenciales. En estos casos, se utiliza un modelo multiexponencial, segun el
cual la intensidad de fluorescencia decae como una suma de decaimientos

exponenciales:

=108 aexp(- ) (3.2)

i=1

donde t; son los tiempos de vida media de fluorescencia y a; los factores
preexponenciales, que representan la contribucion fraccional de la especie con tiempo
de vida media t; al decaimiento de intensidad (Sa; = 1). La existencia de varios
tiempos de vida media de fluorescencia puede deberse a la presencia de varios
fluoréforos en la muestra o bien de un unico fluoréforo que se encuentra en distintos
microentornos dentro del sistema. En éste ultimo caso, los factores preexponenciales

se pueden interpretar como la fraccion de moléculas de fluoréforo en cada

20



3. Fundamento Tebrico

microentorno. En general, los factores preexponenciales a; contienen informacion

sobre la concentracion, el coeficiente de absorcidbn molar y el rendimiento cuantico de

fluorescencia de la especie i.
Para los decaimientos de intensidad de fluorescencia multiexponenciales, se

pueden definir dos tipos de tiempos de vida media promedio (Valeur, 2002): el

promediado por la amplitud (<t>;) y el promediado por la intensidad de fluorescencia

(<t>):

4 at

altl.

<t >, = —i:i (33)
o}

i=1

dat’
<t>,=2— (3.4)

o]
aat,

i=1

3.1.2. Anisotropia de fluorescencia

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se han utilizado ampliamente para
la obtencidn de informacién sobre la forma, el tamafio, la rigidez o la flexibilidad de
moléculas bioldgicas. La técnica constituye asimismo una herramienta de gran utilidad
para el estudio de interacciones moleculares proteina - proteina, proteina — ligando o

proteina — acidos nucleicos.

3.1.2.1. Emision de fluorescencia polarizada. Concepto de fotoseleccion

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se basan en el principio de
excitacion fotoselectiva de fluor6foros mediante luz polarizada. Cuando una poblacién
de fluoréforos se excita con luz linealmente polarizada, la probabilidad de excitacion de
una molécula de fluoréforo depende de la orientacion de su momento dipolar de
absorcion con respecto a la direccion del vector campo eléctrico de la luz de
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excitacion. De este modo, se excitan preferentemente las moléculas de fluoréforo cuyo
momento de transicion esta orientado en una direccion proxima a la del vector campo
eléctrico de la luz de excitacion, lo que se conoce como fotoseleccion (Lakowicz,
1999). La excitacion selectiva da lugar a una poblacion de fluoréforos parcialmente

orientada y por tanto a una emision de fluorescencia parcialmente polarizada.

3.1.2.2. Despolarizaciéon de fluorescenciainducida por la rotacién browniana.

Cualquier cambio en la orientacion del momento dipolar de absorcion del
fluoréforo durante el tiempo de vida media del estado excitado, provoca una
disminucién de la anisotropia de la fluorescencia emitida. Existen numerosos factores
gue producen una despolarizacién de la fluorescencia emitida, entre los que se
pueden mencionar las vibraciones torsionales, la transferencia de energia de
excitacion a otra molécula con diferente orientacion y la difusion rotacional de la
molécula excitada.

En soluciones fluidas, las moléculas se desplazan angularmente al azar debido
al movimiento browniano inducido térmicamente, de modo que la distribucion angular
inicial de moléculas creada tras la excitacion se va destruyendo progresivamente con
el tiempo. A partir de la extension con que se produce la despolarizacion de la
fluorescencia, se puede obtener informacién sobre los movimientos moleculares, que
dependen de la forma y tamafio de las moléculas, y sobre la fluidez del microentorno.

El curso temporal de la despolarizacion de fluorescencia depende de la relacién
existente entre el tiempo de vida media de fluorescencia y la velocidad de rotacion de
las moléculas fluorescentes. Cuando los tiempos de difusion rotacional son muy
diferentes del tiempo de vida media de fluorescencia del fluoréforo, no se obtiene
practicamente informacién dindmica, ya que la rotacion ocurre fuera de la ventana de
tiempo del experimento. Cuando el tiempo de rotacion de una molécula es mucho
menor que el tiempo de vida media de fluorescencia de la sonda, se producen
muchas rotaciones durante la duracién del estado excitado y la intensidad de
fluorescencia esta totalmente despolarizada. En caso contrario, es decir, cuando la
molécula rota muy despacio en comparacién con el tiempo de vida media de
fluorescencia del fluoréforo, la intensidad de fluorescencia decae antes de que se

produzca una disminucion significativa de la anisotropia.
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3.1.2.3. Despolarizacion de fluorescencia en estado estacionario. Ecuacion de

Perrin-Weber

La anisotropia de emision de fluorescencia en estado estacionario de una
solucion excitada con luz polarizada linealmente se puede calcular mediante la

siguiente expresion (Jablonski. 1957):

r=—1 -~ (3.5)

donde |, e I» son las componentes de la emisién de fluorescencia en la direcciones
paralela y perpendicular respectivamente a la direccion del plano de polarizacion de la
luz de excitacion. En esta expresion I,+2l. es proporcional a la intensidad total de

fluorescencia (Figura 3.1).

Excitacion

12° Iy

° I

Emision

Figura 3.1: Fluorescencia polarizada emitida por una poblacion fotoseleccionada de

fluoroforos. e es el angulo que forman el momento de transicion de la emision y el eje
Z del laboratorio.
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La anisotropia de fluorescencia es funcion del angulo promedio formado por el

momento dipolar de emision y la direccion de la polarizacion de la luz de excitacion, ge.

En el caso de fluoroforos con momentos dipolares de absorcion y emision paralelos, la
anisotropia de fluorescencia se puede expresar como (Lakowicz, 1999):

r_3<coszqe>-1

_ (3.6)

Cuando los dipolos de emisién estan distribuidos al azar, sin ninguna
orientacion preferente, el valor de <cos’qg.> es 1/3 y la anisotropia de fluorescencia es

cero. Cuando, por el contrario, una poblacién de emisores esta totalmente alineada
segln el eje z, el valor de <cos®ge> es 1y la anisotropia de fluorescencia es 1. En el
caso de una poblacion fotoseleccionada de fluoréforos, cuando los momentos
dipolares de absorcién y emision son paralelos, el méximo valor posible del <cos’qge>
es 3/5, de modo que la anisotropia de fluorescencia no puede ser superior a 0.4
(Lakowicz, 1999).

Una propiedad especialmente util de la anisotropia de fluorescencia es la
aditividad. La anisotropia de fluorescencia correspondiente a una mezcla de varios
fluoréforos se puede expresar como (Valeur, 2002):

r= é f,r, (3.7)

donde r; es la anisotropia de cada una de las especies y f; es la intensidad fraccional

correspondiente a cada fluoréforo:

f.:li

=
Iy

(3.8)

donde |; es la intensidad de fluorescencia del fluoréforo i e I+ es la intensidad total de
fluorescencia.
En el caso de un fluoréforo con un Unico tiempo de vida media de fluorescencia

(t), unido rigidamente a una esfera, la anisotropia de fluorescencia en estado

estacionario se puede expresar como (Perrin, 1926):

24



3. Fundamento Tebrico

r=—o (3.9)

donde r, es la anisotropia intrinseca es decir, la anisotropia caracteristica del
fluoréforo en ausencia de movimientos. El valor de r, es una propiedad especifica de
cada fluoréforo y depende de la orientacion relativa de los momentos dipolares de
transiciéon de absorcion y emision. f es el tiempo de correlaciéon rotacional del
fluoréforo, que esta relacionado con el coeficiente de difusion rotacional (D,) mediante

la siguiente expresion:
f =@6D,)* (3.10)

En medios continuos y homogéneos, la ecuacion de Stokes-Einstein-Debye
establece la siguiente relacién entre el tiempo de correlacién rotacional de un rotor

esférico y su volumen hidrodinamico:

¢ _hv

== (3.11)

donde h es la viscosidad del medio, T la temperatura en Kelvin, k es la constante de
Boltzman y V el volumen hidrodindmico de la especie que rota.

El volumen hidrodinamico de una proteina en solucion acuosa se puede
expresar en funcién de su masa molecular M, del volumen especifico parcial v y del

grado de hidratacién h (Cantor y Schimmel, 1980):
V =M(V +h) (3.12)

La hidratacién de una proteina suele tomar valores entre 0.2 y 0.4 gramos de
H,0 por gramo de proteina (Squire y Himmel, 1979).

Las ecuaciones (3.11) y (3.12) permiten estimar de forma aproximada el tiempo
de correlacion rotacional de una proteina, conocida su masa molecular, si se

comportara en solucion como un solido rigido esférico (Lakowicz, 1999):
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hv _hM -
f=——=—(v+h 3.13
RT RT( ) ( )

En general, los tiempos de correlacion rotacional determinados
experimentalmente para las proteinas suelen ser mayores que los estimados a partir
de la expresion (3.13), lo que se debe normalmente a la incompleta esfericidad de las
mismas. La determinaciéon de tiempos de correlacion rotacional menores, suele ser un
indicativo de flexibilidad molecular.

En el caso general de fluoréforos con mas de un tiempo de correlacion
rotacional y mas de un tiempo de vida media de fluorescencia, la expresion que se
obtiene para la anisotropia en estado estacionario es la siguiente (Lillo, Tesis Doctoral,
1985):

a — (3.14)
j i

f

—+

at, S . , . .
donde f; = s——— representa la contribucion fraccional de cada tiempo de vida media
a a'i i
i
de fluorescencia t; a la intensidad de fluorescencia total y b; la contribucion fraccional
de cada tiempo de correlacion rotacional f; al decaimiento de anisotropia de

fluorescencia (ver Fundamento Teorico 3.1.2.5).

3.1.2.4. Multiplicacion de factores de despolarizacién. Regla de Soleillet

Un fendbmeno de fotoseleccion da lugar a una poblacion orientada de
fluoréforos excitados cuya emision esta fuertemente polarizada. Cada desplazamiento
angular del dipolo de emision respecto del de absorcion, da lugar a una
despolarizacién de la fluorescencia que puede expresarse como un factor de
despolarizaciéon d. De acuerdo con la regla de Soleillet (Soleillet, 1929), la anisotropia

resultante depende del producto de los factores de despolarizacion:

r=roQd, (3.15)
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Cuando la despolarizacion de la fluorescencia tiene lugar como consecuencia
de un cierto nimero de procesos sucesivos de reorientaciones locales, la anisotropia

de fluorescencia se puede expresar como (Soleillet, 1929):

Ciﬂgfﬂﬁ;} (3.16)

r=r,
: 2

donde @ representa el angulo del desplazamiento del momento dipolar de

emision con respecto al de absorcién, provocado por cada reorientacion.

3.1.2.5. Despolarizacion de fluorescencia resuelta en el tiempo. Rotacion global y

dinamica local

La anisotropia de fluorescencia en estado estacionario representa un promedio
temporal del decaimiento de anisotropia pesado por la intensidad de fluorescencia en
cada instante. Por otra parte, la anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal
proporciona informacion muy importante, ya que esta directamente relacionada con la
forma, el tamafio y la flexibilidad de la macromolécula.

La obtencién del decaimiento de anisotropia de fluorescencia de un fluor6foro
excitado con luz polarizada verticalmente, implica la medida experimental de los
decaimientos de las componentes de la emision de fluorescencia polarizadas vertical

I,(t) y horizontalmente I.(t). Los decaimientos de las componentes paralela y

perpendicular de la emision vienen dados por:

|”®=%mm+zm] (3.17)

umzémm-mﬂ (3.18)
donde r(t) es el decaimiento de anisotropia de fluorescencia:

I||(t)' I (t)

"= I, (1) + 214 (Y)

(3.19)
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La informacion que se puede obtener del analisis de un decaimiento de
anisotropia de fluorescencia depende de la relacion existente entre el tiempo de vida
media del fluoroforo y los tiempos de correlacion rotacional asociados a este
fluoroéforo. Como ya se ha comentado antes, las condiciones experimentales que
permiten estudiar mejor los fendmenos de rotacion, son aquellas en las que el tiempo
de vida media del fluor6foro es del mismo orden que los tiempos de correlacion
rotacional que se desea medir.

Rotores rigidos esféricos. En el caso mas simple, de un rotor esférico con un unico
tiempo de correlacion rotacional, el decaimiento de anisotropia de fluorescencia se

puede expresar como una funcion monoexponencial de la forma:
rt) =r.exp( - t/f) (3.20)

donde ry es la anisotropia intrinseca del fluoréforo.

A medida que el modelo hidrodinamico del rotor se aleja de la simetria esférica,
las expresiones para r(t) se hacen mas complejas. Ademas, al movimiento global de la
macromolécula objeto de estudio, se pueden superponer movimientos locales. En este
caso, los decaimientos de anisotropia de fluorescencia se pueden expresar de forma

mas general como funciones multiexponenciales del tipo:

r(t)=r, & bexp(- t/f,) (3.21)

donde, f; son los tiempos de correlacion rotacional individuales y b; son las amplitudes

fraccionales de cada movimiento (é b, =1).

Rotores rigidos asimétricos. Un rotor rigido totalmente asimétrico presenta tres
coeficientes de difusion rotacional alrededor de los tres ejes principales de difusion de
la molécula (D;, D,y D;) y su decaimiento de anisotropia de fluorescencia se expresa

como suma de varias exponenciales (Belford et al, 1972):

((t)=r, & bexp(- t/f,) (3.22)
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donde los tiempos de correlacion rotacional estan relacionados con los coeficientes de
difusion rotacional principales (D1, D,y D3). En el caso general en el que los momentos
de absorcion y emision no estén orientados a lo largo de uno de dichos ejes
principales, el decaimiento de anisotropia es una suma de 5 exponenciales. Con las
técnicas experimentales actuales no es posible determinar mas alla de tres tiempos de
correlacion rotacional. (Small e Isenberg, 1977).

En el caso particular de los elipsoides de revolucion, el decaimiento de

anisotropia presenta tres tiempos de correlaciéon rotacional, f,, f, y fa, aunque

habitualmente sé6lo es posible resolver dos de ellos. Dichos tiempos de correlacion
rotacional dependen de los dos coeficientes de difusién rotacional (D, y D-)
- -1

2D, +4D, ' ? 5D. +D,

yfs= y sus amplitudes relativas son funcion de

1

6D,

la orientacion de los momentos dipolares de absorcion y emision respecto de los ejes
de simetria del elipsoide (Figura 3.2).

Rotacién restringida. Se entiende como rotacion restringida aquella en la que el
intervalo angular de rotacion del fluoréforo esta espacialmente limitado. En este caso,

la difusion rotacional no produce una despolarizacion total de la fluorescencia, sino
gue la anisotropia se aproxima a un valor residual finito (ry) para tiempos largos

comparados con el tiempo de vida media del fluor6foro. En el modelo méas sencillo
para el decaimiento de anisotropia de fluorescencia, se puede suponer que la
anisotropia decae exponencialmente desde r, hasta ry :

r(t) =(r, - 1y )exp(-tf ) +r, =r,[bexp(-t/f ) +(1- b)] (3.23)

La expresion mas general que relaciona el valor de ry con el intervalo angular

de rotacion del fluoréforo es (Steiner y McAllister, 1957):

2
ri:—3<cosq>'1:1- b (3.24)
o 2

donde <cos’c> es el valor promedio de todos los posibles angulos entre la direccion

del momento dipolar de absorciéon (en el instante en que se produce absorcién) y el

momento de emision (en el instante en que se produce la emision). En otros modelos
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como los propuestos por Kinosita et al, (1977) y Lipari y Szabo (1980) se supone que

la rotacion del fluor6foro se encuentra restringida al interior de un cono.

Superposiciéon de movimientos locales restringidos a la rotacion global. En
ocasiones, una molécula presenta, ademas de su movimiento global, movimientos
segmentales rapidos que también contribuyen a la despolarizacion de la fluorescencia.
Esto sucede, por ejemplo, en el caso de fluoréforos unidos covalentemente a una
proteina. Si se admite que el movimiento segmental y el movimiento global son
independientes, el decaimiento de anisotropia de fluorescencia se puede expresar
como el producto de los términos responsables de la despolarizacion:

r(t) =r,[bexp(-t/f | ) +(1 - b)]exp(-t/f ) (3.25)

donde f| y fg son los tiempos de correlacién rotacional correspondientes a los
movimientos local y global del fluoréforo y b la contribuciéon fraccional del movimiento

segmental a la despolarizacién de la fluorescencia. Operando en la expresion anterior,

se obtiene;

r(t) =ro[bexp( - (t/f | +tf 4 ))+(1- b)exp(-t/f ) (3.26)

En el caso de que f| << f ¢ se tiene que i+i»i de modo que la expresion
L G L

anterior se puede aproximar como:

r(t) =r, [bexp(-t/f | )+ (1- b)exp(-t/f.)] (3.27)
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Figura 3.2: Ejes de simetria y coeficientes de difusion de una esfera (A) y de un
elipsoide de revolucion (B).
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r(t) =r,exp( - t/f )

O

A r(t)

r(t) =r,(bexp(-t/f ) +(1- b))exp(-t/fy)

SN

B r(t)

r(t) =(ro - ry)exp(-t/f)+r,

C r(t) !

Iy

Figura 3.3: Forma del decaimiento de anisotropia de fluorescencia para un fluoréforo
esférico que rota libremente (A), para un fluor6foro que presenta movimientos
segmentales ademas del global (B) y para un fluor6foro esférico cuya rotacion se

encuentra restringida (C).

32



3. Fundamento Tebrico

3.2. ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION DE FLUORESCENCIA (FCS)

La técnica de espectroscopia de correlacion de fluorescencia, FCS, fue
introducida a principios de los afios 70 para el andlisis de las fluctuaciones
termodinamicas de los sistemas quimicos (Magde et al, 1972; Elson y Magde, 1974;
Ehrenberg y Rigler, 1974). En principio, la técnica de FCS se utilizo para estudios de
cinética quimica a concentraciones muy diluidas en sistemas biolégicos. Estudios
tedricos y experimentales (Magde et al, 1974, Magde et al, 1978) demostraron pronto
gue con los métodos de FCS se podia medir no sélo coeficientes de difusion sino
también constantes de velocidad, concentraciones y estado de agregacion.

En la dltima década se han realizado importantes avances en el campo de la
deteccion ultrasensible de la emisién de fluorescencia (Barnes et al, 1995; Eigen y
Rigler, 1994; Nie y Zare, 1997). Se ha conseguido obtener elementos abiertos de
volumen de observacion extremadamente pequefios mediante el enfoque de la fuente
de luz laser de excitacion, lo cual combinado con fotodiodos de avalancha de elevada
sensibilidad para la deteccién de fluorescencia y filtros de paso de banda altamente
discriminativos, ha permitido la deteccion de moléculas Unicas (Rigler y Widengren,
1990; Rigler et al, 1992,1993; Rigler y Mets, 1992, Eigen y Rigler, 1994, Widengren y
Rigler 1998). Estos recientes avances han hecho posible la aplicacion de la técnica de
FCS en una amplia variedad de campos de la fisica, la quimica, la biologia o la
biomedicina.

FCS es una técnica muy poderosa para el estudio de interacciones de
importancia bioldgica, como la hibridacién entre oligonucleétidos y dianas de ADN o
ARN o la interaccién entre péptidos ligandos y receptores aislados o unidos a células y
entre antigenos y anticuerpos. Dado que la interaccion puede ser analizada
rapidamente en pequefios volimenes de muestra y sin necesidad de separar el
ligando unido del ligando libre, la técnica de FCS presenta una aplicabilidad importante
en estudios de cribado de farmacos a gran escala (Rigler, 1995, Sterrer y Henco,
1997). Otra ventaja importante de las técnicas de FCS es que pueden aplicarse
directamente en células vivas (Van Craenenbroeck y Engelborghs, 2000).

3.2.1. Fundamento de la técnica

FCS, es una técnica muy sensible que permite el estudio de procesos
dinamicos de moléculas fluorescentes bajo condiciones de equilibrio. En las medidas
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de FCS se determinan las fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia en un
elemento abierto de volumen creado mediante una luz laser de excitacion enfocada.
En principio, puede ser medido cualquier proceso dindmico que produzca un cambio
en la intensidad de fluorescencia.

En un experimento de FCS, la luz laser de excitacion se enfoca en la muestra
creando un pequefio elemento de volumen abierto. Este elemento de volumen puede
ser tan pequefio como 0.2 fL (Hink y Visser, 1999). Las moléculas fluorescentes
presentes en el elemento de volumen se excitan y se detecta su emision de
fluorescencia. Debido al movimiento Browniano, las moléculas entran y salen del
elemento de volumen, lo cual produce fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia
detectada. Estas fluctuaciones pueden ser medidas rapidamente con un detector
rapido de fotones como un fotodiodo de avalancha y autocorrelacionadas
automaticamente para construir la funcion de autocorrelacion, que proporciona
informacion sobre las propiedades de difusion de las particulas fluorescentes.

Dado que el numero relativo de fluctuaciones de la fluorescencia aumenta al
disminuir el nimero de particulas fluorescentes excitadas en el elemento de volumen
seleccionado, es importante realizar los experimentos con la minima cantidad de
sonda fluorescente posible. En el pasado, la alta intensidad debida a la emisién de
fondo de las muestras, hacia imposible reducir la concentracién de fluor6foro sin que
la sefal de fluorescencia estuviera dominada por dicho fondo. Recientemente, el
disefio de nuevas sondas fluorescentes y el aumento de la sensibilidad de la
instrumentacion optica y electronica, han permitido obtener volimenes de deteccion
por debajo de 1 fL, lo que produce una disminucion de la contribucién del fondo, un
namero mas elevado de fluctuaciones relativas de la intensidad de fluorescencia y una
menor fotodegradacién de la sonda. Las concentraciones de fluoro6foro para un
experimento de FCS son actualmente del orden de 107 a 102 M, e incluso se han
realizado medidas a concentraciones mas bajas (Hink y Visser, 1999).

Los cambios en la intensidad de fluorescencia dentro del elemento de volumen
pueden deberse a numerosos factores. El primer factor es, como se ha indicado, la
difusion de las particulas del sistema dentro y fuera del elemento de volumen. Este
fenomeno de la difusién dependera del elemento de volumen, de modo que cuanto
mas grande sea dicho volumen mas grande sera el tiempo de residencia de las
particulas dentro él (Figura 3.4). Cuando el elemento de volumen es pequefio en
comparacion con el volumen disponible a la particula (que es el inverso de la

concentracion de particulas) se obtienen grandes fluctuaciones de la intensidad de
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fluorescencia. En el caso contrario, es decir, cuando el elemento de volumen es
grande en comparacion con el volumen disponible a la particula, lo que se obtiene son
pequefias fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia (Figura 3.5).

Una molécula pequefia difundira mucho mas rapidamente en el elemento de
volumen que una grande, de modo que si un ligando fluorescente pequefio
interacciona con una macromolécula, se producira una disminucion importante en su
velocidad de difusion. La técnica de FCS permite, por tanto, detectar y cuantificar
interacciones con una sensibilidad de molécula Unica.

No solo la difusion de las particulas produce cambios en la intensidad de
fluorescencia detectada. Las reacciones quimicas, tales como las cinéticas de
asociacion y disociacion (Kinjo y Rigler, 1995; Rauer et al, 1996) y las reacciones
fotoquimicas tales como las del estado triplete, también pueden dar lugar a dichos
cambios en determinadas condiciones. De este modo, bs métodos de FCS permiten
estudiar equilibrios de asociacion y disociacion e incluso cambios conformacionales
siempre y cuando ambos vayan acompafiados de un cambio en la emision de

fluorescencia del fluoréforo (Figura 3.6).

3.2.2. Funcién de autocorrelacion. Coeficiente de difusion translacional

En un experimento de FCS se miden las fluctuaciones de la intensidad de
fluorescencia alrededor del valor medio de dicha intensidad. Para analizar estas
fluctuaciones, se calcula la funcién de autocorrelacion (G(t)), que relaciona la

intensidad de fluorescencia | en un instante t con la intensidad de fluorescencia t

segundos mas tarde (Rigler et al, 1992):

(oI +t ) :<I>2 +<d I(t)d I(t +t )>
)’ (1)’

G(t)= (3.28)

donde dI denota la fluctuacion de la intensidad de fluorescencia alrededor de su valor
medio dfn La intensidad de fluorescencia depende en cada caso de la concentracion y

de las propiedades espectroscépicas de la sonda, asi como de la eficiencia de

deteccion del sistema experimental (Visser y Hink, 1999).
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Figura 3.4: Tiempos de residencia de particulas para distintos tamafos del elemento
confocal de volumen de muestra. El tamafio del elemento de volumen en A es mas
grande que en By, por tanto, el tiempo de residencia de la particula serd& menor en

este ultimo caso.

SN RO

Figura 3.5: Fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia en un experimento de FCS
en funcion del tamafio relativo del elemento de volumen V. y del volumen de
disponible a la particula V; (inverso de la concentracion de particulas). En el caso
representado en A (Vc>>Vp), se tiene una elevada intensidad de fluorescencia
promedio y pocas fluctuaciones, mientras que en el caso representado en B (Vc<Vp)
se tienen grandes fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia.
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Difusion translacional

Formacioén / disociacion de complejos

Cambios conformacionales

>

Figura 3.6: Representacion de algunos de los procesos que pueden ser estudiados y
caracterizados por la técnica de FCS. La formacion de complejos y los cambios
conformacionales sélo se pueden detectar si las intensidades de fluorescencia de los
reactivos y productos de la reaccion son distintas.

37



3. Fundamento Teodrico

Dependiendo de cuales sean los procesos responsables de las fluctuaciones

de la intensidad de fluorescencia, el valor de di(t) se puede expresar en funcion de

parametros macroscopicos medibles, de manera que se puede obtener
matematicamente una forma mas conveniente para G(t) (Van Craenenbroeck y
Engelborghs, 2000). El caso mas general es aquél en el que las fluctuaciones de la
intensidad de fluorescencia se producen como consecuencia de la difusion de las
distintas especies presentes en el sistema. Un factor adicional, que casi siempre hay
gue tener en cuenta, es la conversion al estado triplete del fluoréforo, debido a la
elevada intensidad de los laseres utilizados como fuente de excitacion. El estado
triplete no es fluorescente, de modo que la extension en la que el fluor6foro es
transformado en este estado transitorio no emisivo limita la intensidad de
fluorescencia, contribuyendo a las fluctuaciones de la misma (Widengren, 2001).

Suponiendo que el volumen de deteccién tiene un perfil gausiano en las tres
dimensiones del espacio (Aragon y Pecora, 1976), la funcion de autocorrelacion se
puede escribir en funcion de las constantes de difusion translacional (Thompson,
1991) como:

é u
T é a
a-F,. +F, exp(-t/T,  )6é . a
G(t )=1+ e T T OXPUL T )00 i mu (329
S N(1- Fyp) X tege t 0 u
¢ Err o
8 i a’Tig g

donde N es el numero promedio de particulas que se observan simultdneamente en el
volumen de deteccion, Fyi, Y Tuip representan la fraccion de poblacion y el tiempo de
relajacion del estado triplete respectivamente y T; es el tiempo de difusién translacional
de la especie i. F; es la contribucién de cada una de las especies presentes en el
sistema. Cuando el rendimiento cuantico de todas las especies presentes es el mismo,
F; es la fraccion molar de cada especie. En caso contrario, F; depende ademas de los
rendimientos cuanticos de las particulas del sistema (Meseth et al, 1999). a es el
parametro estructural que define la forma del elemento de volumen de deteccion, que
viene determinado por el tamafio del foco del laser y de la apertura confocal, de modo
gue si ambos se mantienen constantes, el tamafio del elemento de volumen seria

también constante (Wohland et al, 1999). a = w,/w; donde w; y w, se definen como la
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distancia radial y axial a la cual la intensidad del laser ha decaido en 1/e* (ver Figura
3.7).

El tiempo de difusion translacional de una particula (T;) en un experimento de
FCS se define como el tiempo necesario para que dicha especie se traslade una
distancia w,, y esté relacionado con la constante de difusion translacional Dy; a través

de la ecuacion de Einstein:

D,, =% (3.30)

Los valores del parametro w; y del parametro estructural a se obtienen

mediante calibrado del sistema con una solucién de un compuesto cuya constante de
difusion translacional sea conocida, por ejemplo rodamina 6G (ver Materiales y
Métodos 4.6). Si la forma del volumen de deteccion se aproxima a la de un cilindro, los

parametros W, y W, permiten la estimacion de su volumen:

V =pw2w, (3.31)

Figura 3.7 : Vista esquematica del elemento de volumen de deteccion de la muestra
en un experimento de FCS.
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3.3. EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION

La ultracentrifugacion es un método clasico para el estudio de la estructura
global de macromoléculas tales como proteinas en solucibn, a partir de la
determinacion de sus propiedades hidrodindmicas (Waxman et al, 1994). Los métodos
de centrifugacion analitica permiten, ademas, detectar y cuantificar especies de
diferente masa molecular, por lo que se han utilizado ampliamente en el estudio de
interacciones macromoleculares reversibles, que incluyen homo y heteroasociaciones
proteina-proteina, proteina-ADN y ligando-receptor (Ralston, 1993; Rivas et al, 1999b).
La técnica es especialmente Util para la caracterizacion cuantitativa de interacciones
débiles, como es el caso de una buena parte de las interacciones macromoleculares
con relevancia funcional en biologia (Muramatsu y Minton, 1989; Rivas et al, 1999a).

En los experimentos de ultracentrifugacion, la muestra se somete a la accién
de un campo centrifugo, de modo que sobre las particulas actian dos fuerzas
contrapuestas, la fuerza centrifuga y la de difusion. El flujo de sedimentacion, J;, de
una especie i sometida a la accion de un campo centrifugo viene dado por la ecuaciéon
de Lamm (Rivas et al, 1999b):

J =sw?rw, - D, Tw, (3.32)
I | I I ﬂr

donde w es la velocidad angular, r la posicion radial, w la concentracion en mg/mL de

la especie iy s; y D; son los coeficientes de sedimentacion y difusion de la particula i,

respectivamente, que vienen dados por las siguientes ecuaciones:

_M@-vir)

s 3.33

T (3:33)

D, =T (3.34)
N,

donde r es la densidad del solvente, M; y vi son la masa molecular y el volumen

especifico parcial de la especie i, respectivamente, T es la temperatura en Kelvin, R es
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la constante de los gases ideales, N, el nUmero de Avogadro y f; el coeficiente de
friccién translacional.

Las dos aproximaciones experimentales basicas en los métodos de
ultracentrifugacion analitica son las denominadas equilibrio y velocidad de
sedimentacion. En los experimentos de velocidad de sedimentacion, debido a que el
campo centrifugo aplicado es muy elevado, la fuerza centrifuga supera a la de
difusién, produciéndose un transporte neto de materia en el sistema. En los
experimentos de equilibrio, el campo centrifugo aplicado es moderado, de modo que,
si la muestra se centrifuga durante un tiempo suficiente, se alcanza la condicion de
equilibrio (Figura 3.8). En el equilibrio de sedimentacion, los efectos opuestos de la
centrifugacion, que produce el alejamiento de las moléculas del centro de rotacion, y
de la difusion, que se opone a la formacién de un gradiente de concentracion de soluto
en la solucion, se compensan de manera que no existe un flujo molecular neto (J; = 0):

dinw; _M;w?

3.35
dr? 2RT (3.35)

donde M. es la masa molecular de flotacién de la especie i, que viene dada por:
M =M, (1- vir) (3.36)

En condiciones de equilibrio de sedimentaciéon se aplica la siguiente relacion
fundamental (Wills y Winzor, 1992, Rivas et al, 1999a):

*np2
am _Mw (3.37)
dr 2RT
donde mes el potencial quimico de la especie i, dado por:
m =nf +RTIng, +RTInw; (3.38)

donde nf, g y w son el potencial quimico estandar, el coeficiente de actividad y la

concentracion en mg/mL de la especie i, respectivamente. El coeficiente de actividad

es una medida de la energia libre de interaccion entre una molécula de la especie i y el
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resto de las moléculas de la misma y otras especies, de modo que g es funcién de la

concentracion de todas las especies (Minton, 1983, 1998b).

Velocidad de sedimentacion Equilibrio de sedimentacién
Concentracion Concentracion
Radio Radio
Sedimentacion Sedimentacion
Difusion
Transporte neto No hay transporte neto
f (Forma y masa molecular) f (Masa molecular)

Figura 3.8: Esquema de las dos aproximaciones experimentales en las técnicas de
ultracentrifugacion analitica: velocidad y equilibrio de sedimentacion.

En la situacion de equilibrio, el potencial quimico de las especies no varia con
la distancia radial, de modo que se obtiene un gradiente exponencial de concentracion
con la dicha distancia que no varia con el tiempo y que depende sélo de la masa
molecular de la especie pero no de su forma.

A partir de la expresion (3.35) se puede determinar la masa molecular de
flotacion promedio a diferentes concentraciones, lo que permite detectar y estudiar la
tendencia a la asociacion de las especies presentes en la muestra centrifugada.

Combinando las ecuaciones (3.35) y (3.37), se tiene (Rivas et al, 1999b):
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&Aing, O
Mian=M" - & W jé—gTM oo (3.39)
! i

w; 5

En condiciones ideales, el valor de los coeficientes de actividad de las especies

es igual a 1 y por tanto, Mfapp = |\/|*i . Sin embargo, en condiciones de no idealidad, el

valor de los coeficientes de actividad es diferente de 1 y ademas es funcion de la
concentracion, de modo que el término de los coeficientes de actividad no se cancela 'y

su valor se puede estimar empleando aproximaciones de la termodinamica estadistica

(Minton 1998b; Rivas et al, 1999b) que permitirian obtener los valores de |\/|*i a partir

*
de Miapp -
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4.1. PROTEINAS, SONDAS FLUORESCENTES Y OTROS REACTIVOS

Proteinas. La mioglobina (Mb) del musculo esquelético de caballo cristalizada y
liofilizada, la albumina sérica humana (HSA) cristalizada y liofilizada y la ribonucleasa
A (RNasa A) pancredtica bovina cristalizada 5 veces procedian de Sigma (n® de
catalogo M-0630, R-4875 y A-9511, respectivamente). Estas proteinas se utilizaron sin
posterior purificacion si bien previamente a cualquier procedimiento experimental, las
proteinas se dializaron de forma exhaustiva frente al tampdn correspondiente. Salvo
gue se indique lo contrario, el tampdn utilizado para los experimentos fue fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.

Sondas fluorescentes. El 5lsotiocianato de fluoresceina (FITC), sal de dilitio del
succinimidil éster del acido Alexa flior 488 carboxilico y sal de disodio del succinimidil
éster del acido Alexa flior 546 carboxilico procedian de Molecular Probes (n* de
catalogo F-1906, A-20000 y A-20002, respectivamente). La sal amoénica del aido
1-anilinonaftalen-8-sulfénico (ANS) fue de Fluka (n° de catdlogo 10417). Estas sondas

se utilizaron sin purificacion posterior.

Otros reactivos. La acetona se obtuvo de Fluka, el hidrogenofosfato disddico
heptahidratado (Na,HPO, - 7H,O) de Riedel-De Haén AG Seelze-Hannover y el
dihidrogenofosfato sédico dihidratado (NaH,PO,  2H,0) de Panreac. La sal sodica del
acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N"-(2-etanosulfonico) (HEPES) y el cloruro sdédico
(NaCl) fueron de Sigma. El etilendiaminotetracetato sodico dihidratado (EDTA) fue de

Merck. El dimetil sulfoxido (DMSO) para sintesis fue de Scharlau.
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ANS

N—o—c—(CHz)sNH—ﬁ—Cst Na
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ALEXA 488

Figura 4.1: Estructura quimica de las sondas fluorescentes utilizadas en este trabajo.
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4.2. PREPARACION DE APOMIOGLOBINA

La apoMb se preparé a partir de la Mb mediante una modificaciéon del método
del acido/acetona (Rossi-Fanelli et al, 1958; Wilf y Minton, 1981).

Se prepard una solucién de Mb al 3 % (30 mg/mL) en agua destilada (Milli-Q),
se enfrid en hielo y se afadi6 gota a gota lentamente sobre 30 volumenes de una
mezcla de acetona y HCI (3 mL de HCI 1 M por litro de acetona) vigorosamente
agitada y enfriada a —20 °C con hielo seco. Terminada la adicion la mezcla continu6
siendo agitada y enfriada en las mismas condiciones durante 2 horas, después de lo
cual se centrifugé a 10000 rpm (11000 x g) durante 15 minutos a —10 °C en una
centrifuga Universal 30 RF Hettich Zentrifugen. El sobrenadante se desechd y el
precipitado se disolvié en la minima cantidad posible de agua Milli-Q enfriada en hielo,
se dializ6 frente a 500 volumenes de agua Milli-Q durante 6 horas a 4 °C y luego frente
a tampon HEPES 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2. Después de esta dialisis se formé un
floculo rosaceo de proteina desnaturalizada que se elimind posteriormente por
centrifugacion a 10000 rpm (11000 x g) durante 10 minutos a 4 °C.

La eficiencia de eliminacién de grupo hemo mediante este procedimiento se
determiné espectrofotométricamente, por comparacion de la relacion de picos de
absorbancia de la proteina a 405 y 280 nm antes y después de la eliminacion del
grupo hemo.

4.3. MARCADO DE PROTEINAS CON FLUOROFOROS EXTRINSECOS

La introduccién de sondas fluorescentes en proteinas, se realiz6 mediante la
union especifica no covalente de la sonda a sitios hidrofébicos de la proteina (apoMb
con ANS) o bien mediante la union covalente de la sonda a la proteina (apoMb con
FITC, Alexa 488 y Alexa 546 y RNasa A con FITC).

Marcado de apoMb con ANS. ElI ANS forma en disolucion un complejo 1:1 con la
apoMb, presumiblemente mediante la ocupacion del sitio de union del grupo hemo en
la Mb (Stryer, 1965). El marcado de apoMb con ANS se realizO por mezcla de
soluciones de apoMb y ANS en tampén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM,
pH 7.4.
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Marcados covalentes de apoMb y RNasa A. Los marcados covalentes se realizaron
por reaccion del grupo reactivo de la sonda (isotiocianato o succinimidil éster) con los
grupos amino alifaticos (extremo amino terminal y grupo amino de la cadena lateral de
las lisinas) no protonados de la proteina.

El protocolo general seguido para el marcado covalente de las proteinas fue el
siguiente:

Se preparé una solucién de la proteina en tampon de pH adecuado. Para
mantener los grupos amino alifaticos de la proteina no protonados, la reaccion de
marcado debe realizarse a pH ligeramente basico. El grupo amino de las lisinas tiene
un pK, en torno a 10.5 mientras que el pK, del extremo amino terminal de las
proteinas es mas bajo, por ello el marcado es mas selectivo a estos Ultimos grupos
cuanto mas bajo sea el pH de la reaccién de marcado.

Por otro lado se prepar6 una solucion concentrada de la sonda en DMSO. Se
utilizd este disolvente organico debido a que la mayor parte de las sondas
fluorescentes son muy poco solubles en tampones acuosos. La solucion se preparo
suficientemente concentrada para que la cantidad de DMSO finalmente afiadida sobre
la solucién de proteina fuera menos del 10 % del volumen total. La sonda fluorescente
se disolvi6 en DMSO inmediatamente antes de la adicién sobre la solucion de
proteina, ya que los compuestos reactivos no son muy estables en solucion.

A continuacion se anadieron 50-100 nL de la solucion de sonda sobre 1 mL de

la solucién de proteina mientras ésta se mantenia en agitacion. La mezcla de reaccion
se incub6 durante 30 minutos - 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante.

Finalmente, la sonda no reaccionada se separé de la proteina por
cromatografia de exclusion en gel en columnas HiTrap Desalting de Pharmacia
Biotech, con un relleno de Sephadex G-25 y/o mediante didlisis exhaustiva. Las
proteinas marcadas se guardaron congeladas a —20 °C en tampén fosfato 20 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.

En la Tabla 4.1 se resumen las condiciones especificas de cada uno de los
marcados covalentes de proteina realizados. Las condiciones se eligieron, en cada
caso, en funcion del grado de marcado de la proteina deseado y de la cantidad de
sonda fluorescente de que se disponia.
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Tabla 4.1: Condiciones especificas de los distintos marcados covalentes de proteina.

Proteina Sonda  Tiempo reaccion Cpoeina* SOnda:proteina®  Tampoén

RNasa A FITC 30 minutos 10 mg/mL 51 Fosfato 0.2M pH8.0
ApoMb FITC 30 minutos 10 mg/mL 10:1  Fosfato 0.2M pH 8.0
ApoMb  Alexa488 30 minutos 5 mg/mL 1:1 NaHCO;0.2M pH 8.2
ApoMb Alexa 546 1 hora 2 mg/mL 1:1 NaHCO;0.2M pH 8.3

* Los valores indicados se refieren a la reaccion de marcado. #* La relacion
sonda:proteina estd dada en numero de moles de sonda/mol de proteina.

4.3.1. Determinacién del grado de marcado

Marcado de apoMb con ANS. El nimero de moles de sonda por mol de proteina se
estimé a partir de la constante de equilibrio de disociacion del complejo ANS-proteina
cuyo valor a 20 °C es 3.4x10° M (Stryer, 1965). La relaciéon de marcado fue, en la

mayor parte de los experimentos, 0.8 moles de ANS por mol de apoMb.

Marcados covalentes. El grado de marcado de una proteina con una sonda
fluorescente depende de las caracteristicas de la proteina y la sonda, asi como de las
condiciones de la reaccion de marcado (concentracion de sonda y proteina, numero de
moles de sonda por mol de proteina, pH, tiempo y temperatura). Para determinar el
grado de marcado obtenido, se estimaron las concentraciones de sonda y proteina en
la solucion que se obtiene finalmente tras la eliminacion de la sonda no unida a la
proteina.

La concentracion de sonda fluorescente se determin6
espectrofotométricamente, a partir de la absorcion en el maximo en la zona del visible,
donde la proteina no absorbe. La concentracion de proteina se determiné a partir de la
absorcion en el maximo en el ultravioleta (en torno a 280 nm) corregida por la
contribucién de la sonda fluorescente, que también absorbe en dicha zona del

espectro.
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A
Csonda =ﬁ (41)
1
— Al 2 B Al 1 F
Cprot _T (42)
€,

donde Csnia Y Cpot SON las concentraciones molares de sonda y proteina
respectivamente. | . y |, son las longitudes de onda correspondientes al maximo de
absorcion de la sonda en el visible y de la proteina en el ultravioleta respectivamente.

Ay A;; son las absorbancias de la solucion de proteina marcada a las longitudes de

sonda prot

ondal .yl . respectivamente. e, Ye, SON los coeficientes de absorcion molar de

la sonda y la proteina a las longitudes de onda | . y | . respectivamente. F es un factor

de correccion resultado del cociente de los coeficientes de absorcion molar de la

sonda sonda

sonda a las longitudes de onda | .y | . (F =g e, ). En la Tabla 4.2 se muestran

los valores de F para las distintas sondas utilizadas.

Tabla 4.2: Valores del factor de correccion F para las distintas sondas.

Sonda fluorescente F

FITC 0.34 (medido experimentalmente)
Alexa 488 0.11(Molecular Probes, 2001)
Alexa 546 0.12 (Molecular Probes, 2001)
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4.3.2. Utilizacién de las proteinas marcadas con fluor6foros extrinsecos

como trazadores

En las soluciones preparadas con apoMb marcada con ANS la relacién de
marcado se pudo controlar facilmente, lo que permitié ajustar la intensidad de emision
de fluorescencia y la absorbancia a la longitud de onda de excitacién de las muestras,
a las necesidades de cada experimento. Sin embargo, cuando el fluor6foro esta unido
covalentemente a la proteina, la relacion de marcado es fija y sélo podria modificarse
mediante nuevas reacciones de marcado. Esto supuso un problema en el caso de
fluoréforos como la fluoresceina, cuyo elevado coeficiente de absorcion a la longitud
de onda de excitacion asi como su elevado rendimiento cuantico, dificultaron en la
mayoria de los casos el trabajo con soluciones en las que toda la proteina estuviera
marcada. Para resolver este problema, en las muestras preparadas con apoMb-Fl o
con RNasa AFl para las medidas de fluorescencia y ultracentrifugacion, la proteina
marcada se utilizO como trazador. Es decir, que se prepararon muestras con una
concentracion fija de proteina-FIl, completando la cantidad total deseada de proteina
(apoMb o RNasa A) para cada muestra con proteina no marcada. La concentracion de
proteina-F| se eligi6 de modo que la sefial de fluorescencia fuera adecuada para las
condiciones experimentales y la absorbancia a la longitud de onda de excitacién no
fuera superior a 0.1 (para 1 cm de paso Optico) (ver Materiales y Métodos 4.5.1). En
todos los casos se comprobaron las propiedades espectroscopicas del trazador en los
distintos medios.

4.4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Los espectros de absorcion de las muestras se adquirieron en un
espectrofotbmetro ultravioleta-visible Varian Cary 3E, de doble haz y doble
monocromador (190-900 nm £ 0.2 nm) cuya resolucion espectral se puede seleccionar
en un intervalo de 0.2-10 nm. La exactitud de los valores de la longitud de onda y de
las medidas de absorcién de dicho espectrofotémetro se comprob6é mediante filtros
calibrados (Ultraviolet Spectrometry Group, 1981a): 666-F1 (6xido de holmio) y 666-F2
(neutro) de Hellma. En la Figura 4.2 se muestra un esquema simplificado del
espectrfotometro Cary 3E. Para las medidas se utilizaron cubetas de cuarzo Hellma
(111.057-QS) de 0.5 x 0.5 cm o Starna de 0.2 x 1 cm.
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Los espectros de absorcion se adquirieron de forma rutinaria para la

determinacion de la concentracion de proteina o de sonda fluorescente en las

soluciones de trabajo, asi como para la determinacion del grado de marcado covalente

de proteinas con fluoréforos extrinsecos (ver Materiales y Métodos 4.3.1). En la Tabla

4.3 se resumen los coeficientes de absorcion molar utilizados para las distintas

proteinas y sondas.

Lampara de
cuarzo halégeno
(luz visible)

Referencia

Lampara de
deuterio (luz
ultravioleta)

Doble L Detector: Tubo
monocromador ] fotomultiplicador

Muestra

Figura 4.2: Diagrama esquematico de un espectrofotometro de doble haz.

Tabla 4.3: Coeficientes de absorcién molar de las proteinas y sondas fluorescentes.
Todos los valores corresponden a la proteina o sonda en tampon.

| (nm) e(M'ecm™)
Proteinas
ApoMb 280 15700 (Wilf y Minton, 1981)
RNasa A 2775 9800 (Torrent et al, 1999, Sela y Anfinsen, 1957)
HSA 280 34600 (Peters, 1996, Mach et al, 1992)
Sondas fluorescentes
FITC 490 72800 (Diehl y Horchak-Morris, 1987)
ANS* 350 5000 (Stryer, 1965)
Alexa 488 494 71000 (catadlogo de Molecular Probes, 2001)
Alexa 546 558 104000 (catalogo de Molecular Probes, 2001)

* El valor indicado es el correspondiente al fluor6foro libre (no unido a proteina) en

tampon.
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4.5. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La técnica de espectroscopia de fluorescencia se ha utilizado a lo largo de este
trabajo para el estudio del estado de asociacion de la apoMb, marcada con los
fluor6foros fluoresceina o ANS, en solucién diluida y en presencia de altas
concentraciones de RNasa A o de HSA. También se ha utilizado esta técnica para el
estudio de la difusion rotacional de la apoMb, marcada con las mismas sondas, en
soluciones con una alta concentracion de RNasa A o de HSA. Finalmente, algunos de
los gradientes de equilibrio de sedimentacion se obtuvieron a partir de medidas de
fluorescencia realizadas en un lector de placas (ver Materiales y Métodos 4.8).

4.5.1. Espectroscopia de fluorescencia en estado estacionario

Los espectros de fluorescencia asi como las medidas de polarizacion de
fluorescencia en estado estacionario se realizaron en un espectrofluorimetro SLM
8000D o en un espectrofluorimetro SLM 8100. En la Figura 4.3 se muestra un
diagrama esquematico representativo de los dos espectroflurimetros utilizados. La
fuente de luz es una lampara de xeno6n de alta presién Osram (450 W) que emite de
forma continua desde 250 nm hasta el infrarrojo, siendo seleccionada la longitud de
onda de excitacion por medio de un doble monocromador. La fluorescencia emitida por
la muestra se recoge perpendicularmente al haz de excitacion y tras pasar por el
monocromador de emision es detectada por el fotomultiplicador. En el
espectrofluorimetro SLM 8000D se operé con el fotomultiplicador en modo de contaje
de fotones mientras que en el SLM 8100, en modo analégico.

Para las medidas se utilizaron cubetas de cuarzo Starna de 0.2 x 1 cm, Hellma
(111.057-QS) de 0.5 x 0.5 cm y NSG Precision cells de 0.3 x 0.3 cm. El compartimento
de las muestras se termostatizé a 20 °C con un kafio de agua HETOFRIG (SLM
8000D) o LAUDA Ecoline RE 104 (SLM 8100) y la temperatura de la muestra se
comprobd con un termopar (Digi-Sense de Cole-Parmer).
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Figura 4.3: Esquema simplificado de los espectrofluorimetros SLM 8000D y SLM

8100.
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Espectros de emisién y excitacion. El espectro de emision de una sustancia se
determina a partir de la variacion de la intensidad de fluorescencia con la longitud de
onda de emision a una longitud de onda de excitacion fija. Del mismo modo, la
variacion en la intensidad de fluorescencia en funcion de la longitud de onda de
excitacion para una longitud de onda de emision fija constituye el espectro de

excitacion.

Correccién de los espectros de excitacion y emision de fluorescencia. Los
espectros de excitacion y emisibn de fluorescencia adquiridos en un
espectrofluorimetro estan distorsionados debido fundamentalmente a la dependencia
con la longitud de onda de la respuesta del conjunto monocromador de emision y
fotomultiplicador del instrumento. La correccién de los espectros de fluorescencia es
imprescindible para la determinacion de rendimientos cuanticos, integrales de
solapamiento o0 para la comparacion de espectros obtenidos con distintos
espectrofluorimetros.

Correccion de los espectros de excitacion. La distorsién de los espectros de
excitacion se debe fundamentalmente a que la intensidad de la luz emitida por la
fuente de excitacion y la eficiencia de transmision del monocromador de excitacion son
funcion de la longitud de onda. Los factores de correccion para los espectros de
excitacion del espectrofluorimetro SLM 8000D se obtuvieron mediante la utilizacion de
un contador cuantico de Rodamina B (Melhuish, 1962), que absorbe virtualmente toda
la luz incidente entre 220 y 600 nm (Cafadas, Tesis Doctoral, 2002). El rendimiento
cuantico y el maximo de emision de la rodamina B son independientes de la longitud
de onda de excitacion, por lo que la intensidad de emision es proporcional al flujo de
fotones de excitacion. En la Figura 4.4 se muestran los factores de correccion de
excitacion, obtenidos para el espectrofluorimetro SLM 8000 D con el polarizador de

excitacion en posicion vertical.

Correccion de los espectros de emision de fluorescencia. La distorsion de los
espectros de emision se debe fundamentalmente a la dependencia con la longitud de
onda de la eficiencia del monocromador de emisibn y de la respuesta del
fotomultiplicador. Los factores de correccion de los espectros de emision de
fluorescencia del espectrofluorimetro SLM 8000D se obtuvieron en el laboratorio
mediante la utilizacibn de una lampara calibrada de wolframio (Cafadas, Tesis
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Doctoral 2002). Brevemente, el procedimiento seguido fue el siguiente: se determiné
una pequefia fraccién de la sefial debida a la intensidad de la lampara calibrada I(I ) en

funcion de la longitud de onda utilizando el sistema de deteccion del
espectrofluorimetro. Los factores de correccién S(l ) se obtienen dividiendo la funcion
I(I') asi obtenida entre la respuesta espectral de la lampara L(l ). En la Figura 4.4 se
muestran los factores de correccion de emisién obtenidos para el espectrofluorimetro
SLM 8000 D con el polarizador de emisién en posicion de angulo magico (54.7°).

1.0
0.8
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s()
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0.2

0.0 : : : 0.0
300 400 500 600 280 380 480 580 680 780

I (nm) [ (nm)

Figura 4.4: Variacion con la longitud de onda de los factores de correccion para los
espectros de excitacion (A) y emision (B), utilizados para la correccion de los
espectros adquiridos con el espectrofluorimetro SLM 8000D. Los factores de
correccién indicados, son adecuados para la correccidn de espectros de excitacion
obtenidos con el polarizador de excitacién en posicion vertical y de emisién obtenidos
con el polarizador de emision en posicién de angulo magico (54.7°).

Distorsiones en las medidas de fluorescencia debidas a las caracteristicas de la
muestra. Las distorsiones mas comunes en la medida de la intensidad total de
fluorescencia de soluciones de proteinas son debidas al efecto de filtro interno (de
excitacion o de emisidbn o autoabsorcion), a la presencia de impurezas y a la

polarizacion.
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Efecto de filtro interno de excitacién. Cuando la densidad éptica de la muestra a la
longitud de onda de excitacion es muy alta, una parte significativa de la luz incidente
es absorbida antes de alcanzar la parte central de la cubeta, por lo cual la intensidad
de fluorescencia detectada de la muestra deja de ser proporcional a la concentracion
de fluoréforo. Para evitar este efecto se trabajo con soluciones de absorbancia < 0.1

(medida con una cubeta de 1 cm de paso éptico) a la longitud de onda de excitacion.

Efecto de filtro interno de emision o autoabsorcion. Cuando existe solapamiento entre
los espectros de excitacion y emision de la muestra, a altas concentraciones puede
producirse un efecto de reabsorcién de la luz emitida que provoca un cambio en la
forma del espectro de emision en la regién de solapamiento. Para evitar este efecto se
trabaj6 con soluciones de absorbancia < 0.1 (medida con una cubeta de 1 cm de paso

Optico) a la longitud de onda de excitacion.

Efecto de la presencia de impurezas fluorescentes. Cuando se excita una muestra, la
sefial de fluorescencia que se detecta a una determinada longitud de onda
corresponde a la emision de todas las sustancias fluorescentes presentes en dicha
muestra con absorbancia no nula a la longitud de onda de excitacion y que emitan en
dicha zona. Si la muestra contiene impurezas fluorescentes, su contribucion debera
ser restada a la sefial de fluorescencia de la muestra con el fin de obtener la sefial
correspondiente al fluoréforo de interés. Otra posible contaminacion de la sefial de
fluorescencia es la debida a la luz dispersa. Para corregir ambos efectos, en todos los
casos se adquirieron espectros de fluorescencia del tampdén o del tampdn con proteina
no marcada (fondo) en las mismas condiciones que para la muestra. Finalmente, los

espectros del fondo se restaron al espectro de la muestra.

Efectos de polarizacion. Aun en ausencia de polarizadores, la luz procedente de un
fluorimetro de red de difraccibn, como son los empleados en este trabajo, esta
parcialmente polarizada con lo cual, si la anisotropia de la muestra es diferente de
cero, la emision puede estar también polarizada. Como la eficiencia de transmision de
un monocromador y la intensidad de fluorescencia observada dependen de la
polarizacion de la fluorescencia emitida, la polarizacion de la emisién puede generar
errores sisteméaticos en las medidas de fluorescencia. La solucién que se adopt6 para
eliminar este problema y obtener una respuesta proporcional a la intensidad total de
fluorescencia, fue colocar el polarizador de excitacidbn en posicion vertical y el de
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emision a 54.7° (angulo magico) (Spencer y Weber, 1970). En la Figura 4.5 se muestra
un esquema de los polarizadores en esta configuracion. Todos los espectros de
emision presentados en este trabajo se han realizado en condiciones de &angulo

magico.

Monocromador P olarizador

vertical
Lémpara Muestraﬁr/
doxenon | T ey RN >
Iy
o ‘ Polarizador

Angulo magico

Monocromador

Fotomultiplicador

Figura 4.5: Esquema de una de las configuraciones de los monocromadores de
excitacion y emisién que permiten la deteccibn de una sefial proporcional a la
intensidad de fluorescencia total, eliminando los efectos de polarizacion residual de la
intensidad de excitacion.

4.5.1.1. Anisotropia de fluorescencia en estado estacionario

Medida experimental de la anisotropia de fluorescencia. Las medidas de
anisotropia de fluorescencia en estado estacionario se realizaron en los
espectrofluorimetros SLM 8000 D y SLM 8100. Las muestras se excitaron con luz
linealmente polarizada vertical y se midieron las componentes de la intensidad de
fluorescencia polarizada en las direcciones paralela (1)) y perpendicular (I.) al plano de
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polarizacién de la luz de excitacion (Figura 4.6). Ambas componentes de la intensidad
de fluorescencia se midieron alternativamente utilizando el mismo canal de emision vy,
por tanto, el mismo fotomultiplicador (formato en L). Los espectrofluorimetros utilizados
disponen de dos fotomultiplicadores, de modo que las componentes paralela y
perpendicular de la intensidad de fluorescencia polarizada podrian haber sido medidas
de forma simultanea (formato en T). Sin embargo, en esta Ultima configuracion, lo que
se determina experimentalmente son relaciones de las componentes paralela y
perpendicular de modo que no es posible eliminar la contribucion del fondo.

Célculo de la anisotropia de fluorescencia. En condiciones ideales, la anisotropia

de fluorescencia se calcularia mediante la siguiente expresion (Jablonski, 1957):

ol b
i+ 21

(4.3)

Sin embargo, en la expresion anterior fue necesario introducir dos
correcciones. La primera se debe a la contribucion de las impurezas fluorescentes
presentes en la muestra, asi como de la luz dispersa Raman y Rayleigh (fondo). La
segunda correccién es debida a la diferente sensibilidad del canal de emision a la luz
polarizada horizontal y verticalmente (factor G).

Contribucion del fondo. Cuando la muestra contiene impurezas fluorescentes, su
contribucion a las componentes paralela y perpendicular de la intensidad de
fluorescencia polariza debe ser evaluada y restada, para obtener el valor correcto de la
anisotropia de fluorescencia del fluoroforo objeto de estudio. Otro factor que puede
afectar a la medida de la anisotropia es la presencia de luz dispersa, que a su vez esta
también polarizada. Para corregir estos dos efectos, se midi6 la solucion tampdn o
tampén con proteina sin marcar en las mismas condiciones que la muestra. La
contribucion obtenida se rest6 a las componentes paralela y perpendicular de la
intensidad de fluorescencia emitida por la muestra:

— jmuestra fondo
i =1y - (4.4)

|a = I/r\nuestra _ If\ondo

(4.5)
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| muestra | fondo | fondo
N II N

Donde e

I muestra
1] ’

son las componentes paralela y

perpendicular de la intensidad de fluorescencia polarizada de la muestra y del fondo
respectivamente.

Factor G El factor G se puede definir como la relacién de las sensibilidades del

sistema de deteccion para la luz polarizada vertical y horizontalmente:

_Sv
G=2X (4.6)
SH

donde Sy y Sy son las sensibilidades del canal de emisién para la luz polarizada
vertical y horizontal respectivamente. Si 1, 1,, 1. e 1. son las componentes

paralelas y perpendiculares de la emision de fluorescencia medidas
experimentalmente (superindice exp) y reales (superindice real) respectivamente se

tiene:

1P =ks, I[ 4.7)
oP=K gy, 1@ (4.8)

donde k es un factor de proporcionalidad que tiene en cuenta factores instrumentales.

La anisotropia de fluorescencia se puede expresar como:

Ilr:aal I Ir\eal -1
r =((W))+—2 (4.9)

y sustituyendo las ecuaciones (4.7) y (4.8) se tiene la expresion finalmente utilizada

para el calculo de la anisotropia de fluorescencia:

ex ex
— ||| P- Gl" P

- — (4.10)
7P +2G P

Experimentalmente, el valor del factor G se determind utilizando luz de

excitacion polarizada horizontalmente (Figura 4.7). Cuando la muestra se excita con
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luz polarizada horizontalmente, las diferencias entre la intensidad medida con
polarizacion vertical y horizontal en la emision se deben Unicamente a la diferente
sensibilidad del sistema de deteccion a la luz polarizada. El valor del factor G se

calcul6 mediante la expresion siguiente:

G=Iv (4.11)

Donde Iy € Iy son las componentes polarizadas vertical y horizontalmente de
la intensidad de fluorescencia emitida cuando la excitacion esta polarizada

horizontalmente.

Polarizador
vertical Muestra

e e e B B 7

Monocromador

Polarizador |\

Horizontal o al
vertical /

Monocromador

In

Fotomultiplicador

Figura 4.6: Diagrama esquematico de la medida experimental de la anisotropia de
fluorescencia.
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Figura 4.7: Esquema 6ptico de la medida experimental del factor G.

45.2. Espectrometria de fluorescencia con resolucién temporal de

picosegundos

Las medidas de fluorescencia con resolucion temporal fueron realizadas en el
dominio de tiempos utilizando la técnica de contaje de fotones Unicos correlacionados
temporalmente (Yguerabide e Yguerabide, 1984; Ware, 1971; Birks y Munro, 1967,
Birch, e Imhof, 1991; Lakowicz, 1999). La muestra es excitada mediante un corto pulso
de luz y la respuesta fluorescente es detectada en funcién del tiempo.

Para la realizacibn de estos experimentos se utlizaron dos
espectrofluorimetros laser con resolucién temporal de picosegundos optimizados para
trabajar a las longitudes de onda de excitacién de 460 nm (Lillo et al, 2002) y 393 nm
(Organero et al, 2002). Los decaimientos de las muestras en las que el fluoréforo era

fluoresceina se recogieron en nuestro laboratorio, mientras que los decaimientos de
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muestras en las que el fluoréforo era ANS se obtuvieron en el laboratorio del Profesor
A. Douhal (Universidad de Castilla La Mancha).

Las cubetas utilizadas fueron las mismas cubetas de cuarzo empleadas para
las medidas de fluorescencia en estado estacionario. En las medidas realizadas en el
sistema de nuestro laboratorio se emplearon las cubetas de paso 6ptico 0.3 x 0.3cmy
en las realizadas con el otro sistema, las de paso Optico 0.2 x 1 cm. En ambos
instrumentos, el compartimento de la muestra se termostatizé a 20 °C con un bafio de
agua Heto. La temperatura de la muestra en la cubeta se comprob6 con un termopar
(Digi-Sense de Cole-Parmer).

En la Figura 4.8 se muestra un esquema simplificado de un sistema de medida
de fluorescencia con resolucién temporal. En el montaje de nuestro laboratorio, la
fuente de excitacion es un laser sintonizable de Titanio/zafiro (Ti:Za, Tsunami, Spectra-
Phisics), bombeado por un laser de Nd:YVO, (Millenia, Spectra-Physics) que a su vez
es bombeado por un laser continuo de diodos (Millenia, Spectra-Physics) que produce
pulsos de 0.8-2 ps. En el otro montaje, la fuente de excitacion es un laser de diodo con
longitud de onda fija de excitacion (393 nm). En asociacion con el pulso Optico
procedente de la fuente de excitacién, se genera un pulso eléctrico que, a través de un
discriminador, produce una sefal de inicio en el convertidor de tiempo-amplitud (TAC).
La muestra, al ser excitada, emite fluorescencia que se detecta a 90° del haz de luz de
excitacion. La deteccion del primer foton provoca una sefial de parada en el TAC, que
produce un pulso cuya amplitud es proporcional al tiempo transcurrido entre las
sefiales de inicio y parada. Las condiciones del sistema deben ser tales que no se
detecte mas de un fotén por pulso de excitacion. El analizador multicanal (MCA)
convierte el voltaje en una sefial digital proporcional al tiempo, utilizando un
convertidor analégico digital (ADC). Sumando muchos pulsos, el MCA construye un
histograma de probabilidad de cuentas frente a valores de tiempo que representa el
decaimiento de intensidad de fluorescencia de la muestra.
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Figura 4.8: Diagrama esquematico de un sistema de medida de fluorescencia resuelta

en el tiempo.
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4.5.2.1. Medida experimental de los tiempos de vida media de fluorescenciay de

la anisotropia de fluorescencia con resoluciéon temporal

Para la medida de los tiempos de vida media se recogieron decaimientos de la
intensidad de fluorescencia de la muestra con luz de excitacion polarizada
verticalmente y con el polarizador de emisién en posicion de angulo magico (s4(t) o
I«(t)). Para la obtencion de los decaimientos de anisotropia se recogieron
alternativamente, durante el mismo tiempo, decaimientos de las componentes paralela
I,(t) y perpendicular 1. (t) de la intensidad de fluorescencia excitando la muestra con luz
polarizada verticalmente. En ambos casos se coloco un filtro de corte (SCHOTT KV)
delante del monocromador con el fin de eliminar contaminaciones de luz dispersa de
excitacion residual.

Inmediatamente antes y después de cada medida se recogio en las mismas
condiciones pero sin ningun filtro, la funcion de respuesta instrumental del sistema,
utilizando para ello la luz dispersa emitida por agua Milli-Q a la misma longitud de onda
de excitacion.

Finalmente, y con el fin de eliminar la contribucién del fondo, se recogieron los
decaimientos del tampon o del tampon con proteina en idénticas condiciones al
decaimiento de la muestra.

Las condiciones experimentales se ajustaron para evitar que el numero de
fotones emitidos por segundo superara los 10000 o 12000, correspondientes a la zona
lineal de respuesta del detector. Tipicamente los decaimientos de fluorescencia de la
muestra se recogieron durante un tiempo suficiente para acumular un total de fotones
superior a 10°.

Para obtener los decaimientos de anisotropia de fluorescencia es necesario
determinar el valor del factor G del espectrometro laser. El factor G se determind
considerando que la anisotropia de fluorescencia de estado estacionario (r) estimada a
partir de la integracion de los decaimientos de las componentes paralela (l,(t)) y
perpendicular (I~(t)) de la intensidad de fluorescencia, debe coincidir con la
determinada utilizando el espectrofluorimentro de estado estacionario, para una misma

muestra en idénticas condiciones experimentales:

¥ ¥
ol (Hdt - G dl~ (t)dt
0 0

r= (4.12)

¥ ¥
du (Ddt +2G g (t)dt
0 0
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45.2.2. Andlisis numérico de los decaimientos de fluorescencia. Técnicas de
reconvolucién iterativa

Se define la respuesta a un impulso de un sistema, i(t), como la respuesta que
se observaria con un instrumento ideal si el sistema se excita con un pulso de luz de
duracion cero y energia finita (funcion d). El pulso de excitacion de las fuentes de luz

laser utilizadas en los experimentos tiene una cierta duracion (unos pocos ps) VY,
ademas, el sistema de deteccién introduce distorsiones de decenas de picosegundos.
Por ello, la respuesta de fluorescencia obtenida experimentalmente le,(t) es el
resultado de la convolucién de la respuesta ideal i(t) con la funcion de respuesta
instrumental L" (t). El grado de deformacion en la medida depende de la duracion de
la funcién de respuesta instrumental en relacion con las constantes de tiempo del
decaimiento de fluorescencia.

Matematicamente el concepto de convolucion se expresa del siguiente modo:
t ’ .
lexp() = L (T)i(t -T)dT (4.13)
0

donde T es el tiempo de inicio de la respuesta al pulso de excitacién. El decaimiento
experimental le,(t) es la suma de las respuestas a los impulsos i(t) creadas por todas

las funciones d de excitacion (pulsos d) individuales que ocurren hasta el tiempo T. La

funcion instrumental determinada experimentalmente a la longitud de onda de
excitacion, L(t), es una buena aproximacién a L~ (t) siempre y cuando las distorsiones
introducidas por el sistema de deteccion para L(t) e le.(t) sean lineales y las mismas
para ambas medidas.

Las distorsiones introducidas en las magnitudes observadas por los sistemas
de deteccion son varias. Los fotomultiplicadores introducen dos distorsiones
temporales, una que desplaza el origen de la sefial en la escala de tiempos y que se
puede corregir facilmente y otra en la zona de 0.7-5 ns que es mas importante y que
determina la anchura minima del pulso que se puede obtener con el sistema. Otros
componentes como los amplificadores, discriminadores, TAC y MCA producen
distorsiones en los pulsos eléctricos que pueden ser lineales si se selecciona
adecuadamente el tipo de médulos y las condiciones de operacion.

El método utilizado para la obtencion de las vidas medias de fluorescencia y el
andlisis del decaimiento de anisotropia, se denomina método de reconvolucion
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iterativa y se basa en el ajuste de minimos cuadrados no lineales (Grinvald y
Steinberg, 1974; Grinvald, 1976; Zimmerman et al, 1974, Beechem, 1992), que
proporciona estimaciones de los parametros que tienen la probabilidad mas alta de ser
correctos.

El analisis se realizé con el programa de reconvolucion iterativa de minimos
cuadrados no lineales desarrollado en el Laboratory for Fluorescence Dynamics de la
Universidad de lllinois (Urbana-Champaign). El error en los parametros de ajuste se
obtuvo a partir de un analisis riguroso de errores para un nivel de confianza del 67 %
(Beechem et al. 1991).

Andlisis de los decaimientos de intensidad de fluorescencia. Para el analisis de
los resultados se asume que el decaimiento de intensidad de fluorescencia se puede

expresar como una suma de exponenciales, de la forma:

i(t)=i(0)aa exp(- th:) (4.14)

La funcion i(t) se convoluciona con la funcion instrumental L(t) y el resultado
obtenido I°(t) se compara con los datos experimentales le,,(t). Los \alores de los
factores preexponenciales a; y de los tiempos de vida media de fluorescencia t; se van
variando utilizando como método de minimizacion el algoritmo de Marquardt
(Marquardt, 1963). El proceso se repite hasta encontrar la funcién i(t) para la cual I°(t)
tenga el menor grado de disparidad con le(t). EI grado de coincidencia de las

funciones le,p(t) e I(t) se determina cuantitativamente a partir del parametro c?
reducido €g%). Si Unicamente contribuyen errores al azar al valor de cg’, el valor

esperado para Cg’es proximo a la unidad:

(4.15)

donde n es el nUmero de datos, p el nUmero de parametros del ajuste y el término n-p
representa el nimero de grados de libertad del ajuste. ¢ viene dado por la siguiente

expresion:
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2
o) 1) = & [l t)- 18]

i=1S i=1 Iexp(ti ) (416)

En esta expresion la suma se extiende al nimero total de datos n. 1/s; * es el

factor de peso estadistico y S; es la desviacion estandar de cada dato, que para este
caso viene dada de acuerdo con la distribucién de Poisson, por la raiz cuadrada del
namero de fotones.

Otro diagndstico de la correccion del ajuste es la distribucion de residuos
normalizados r(t), que representan las diferencias entre las funciones experimental y

ajustada:
ra(t) = é[lexp(ti )-1.)] (4.17)

En general se consideré adecuado un ajuste que proporciona valores de Cg’

proximos a 1 y ademas da lugar a una distribucion al azar de residuos.

Andlisis de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia. El analisis de los
parametros de la anisotropia de fluorescencia es un analisis de tipo global, en el que
se analizan simultaneamente las componentes paralela y perpendicular del
decaimiento de intensidad de fluorescencia, y todos los parametros se optimizan
simultineamente para obtener el mejor ajuste. Para el andlisis de los decaimientos de
anisotropia de fluorescencia, se considera que cada componente de la intensidad de

fluorescencia se puede expresar como:

() =%§i +or & byexpl-t/f,) %a, expl-th ) (4.18)
i aij

0= 5 8- roabiexpl-tf ) Saa; exol-th ) (4.19)
i 4]

Ambas componentes se convolucionan con la funcion instrumental del sistema

L(t). Las funciones obtenidas [i(t) e |%(t) se comparan con las funciones
experimentales |$*°(t) e |P(t). Los valores a; y t; se obtienen del analisis

independiente del decaimiento de intensidad total de fluorescencia correspondiente.
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Los valores de b;y f; se van variando hasta alcanzar un valor de c? global reducido

minimo (cé,g ), utilizando como método de minimizacion, el algoritmo de Marquardt
(Marquardt, 1963).
1 1

2 1 2 1 2 1 7 )
C = a—— |?\XD ti - |(,:\ ti + a |exp ti _ Ic ti 4.20
" n'pizlsi(o( (=15 n- pi:lSI2||(t)(“ ()= i)y (420

Otro diagnostico de la bondad del ajuste es la distribucion de residuos r(t;)
normalizados:

rwm)=§4?mn-mm» (4.21)

ryaJ=§4%ma-wm» (4.22)

4.5.3. Medidas de fluorescencia realizadas en un lector de placas

Estas medidas se realizaron en un lector de placas FLUOstar Galaxy de BMG
Labtechnologies utilizando placas de 96 pocillos de color negro y de fondo redondeado
Nunc Maxixorp.

La fuente de iluminacion del lector de placas es una lampara de destello de
Xenodn (flash lamp). El equipo dispone de varios conjuntos de guias opticas, rellenas
de liquido, que se seleccionaron segun se quisiera medir intensidad o anisotropia de
fluorescencia. Las longitudes de onda excitacion y emision se seleccionan por medio
de filtros de interferencia. Existen dos canales de deteccion de la emision y por tanto
dos fotomultiplicadores.

Para las medidas de intensidad de fluorescencia la ganancia del
fotomultiplicador se ajusté automaticamente, tomando como referencia el pocillo en el
gue se esperaba la mayor sefial de fluorescencia.

El lector de placas se ha utilizado de forma sistematica para la reconstruccion
de gradientes de equilibrio de ultracentrifugacion de RNasa A o apoMb marcadas con
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fluoresceina, en soluciones con alta concentracion de proteina (ver Materiales y
Métodos 4.8).

4.5.4. Determinacion de la constante de homodimerizacion aparente de
apomioglobina en presencia de distintas concentraciones de

ribonucleasa A por anisotropia de fluorescencia

Para la determinacion de la constante de dimerizacion aparente de apoMb en
presencia de distintas concentraciones de RNasa A, se prepararon muestras con una
concentracion fija de RNasa A (100,150, 200 y 250 mg/mL) y distintas concentraciones
de apoMb entre 10°y 9x10™* M, (0.17 y 15 mg/mL) marcada con ANS. Las muestras
se dejaron equilibrar durante al menos 1 hora y luego se termostatizaron a 20 °C
durante otra media hora. Se realizaron varias medidas de anisotropia de fluorescencia
a diferentes tiempos para asegurar el correcto equilibrado y termostatizado de cada
muestra.

Andlisis de la variacion de la anisotropia para la obtencion de constantes de
dimerizacion aparente. La variacion de la anisotropia con la concentracion total de

apoMb se analizé utilizando el siguiente modelo (Chauvin et al, 1994):

-1 +\/1 +8 K’ CapoMb

4K CapoMb

(4.23)

r:rd'(rd'l'm

donde r es la anisotropia de estado estacionario medida para una cierta concentracion
molar de apoMb Capomp), I'm Y e SON las anisotropias que se obtendrian si toda la
apoMb estuviera en forma monomérica o dimérica respectivamente. K es la constante
de dimerizacion aparente que se define como k’=[D]J/[MF donde [D] y [M] son las
concentraciones molares de monomero y dimero en el equilibrio.

La ecuacion (4.23) se obtiene a partir de la propiedad aditiva de la anisotropia
(ecuacion (3.7), ver Fundamento Teorico 3.1.2.3):

r=fyrg +frm (4.24)
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donde fy y f, son las fracciones molares de monomero y dimero si y sélo si la
formacion del dimero no da lugar a cambios en los paradmetros de emision de la sonda

(ecuacion (3.8), Fundamento Tedrico 3.1.2.3).

4.6. ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION DE FLUORESCENCIA (FCS)

La técnica de FCS se ha utilizado fundamentalmente para el estudio de la
difusion translacional de la apoMb, marcada con Alexa 488 o con Alexa 546, en
soluciones con una alta concentracion de RNasa A o de HSA. Las medidas de FCS se

realizaron en el laboratorio del Dr Visser (Universidad de Wageningen, Holanda).

4.6.1. Procedimiento experimental

Las medidas de FCS se realizaron con un microscopio confocal invertido
ConfoCor de Zeiss-EVOTEC (Hink y Visser 1999; Visser y Hink 1999).

En la Figura 4.9 se muestra un esquema de un equipo de medida de
espectroscopia de fluorescencia correlacionada. Las fuentes de luz fueron
alternativamente un laser de i6n Argon enfriado por aire (longitudes de onda de
excitacion de 488 y 514 nm) y un laser de Helio/Neon (luz de excitacién de 543 nm).
La luz laser de excitacion se hace pasar por filtros de interferencia apropiados y por
filtros dicroicos, se enfoca en la muestra por medio de un objetivo de inmersién v,
finalmente, la fluorescencia emitida por la muestra es recogida por el mismo objetivo
(Figura 4.10). De nuevo es necesario introducir filtros de banda y espejos dicroicos
apropiados para separar la luz de excitacion de la sefial de fluorescencia emitida. Una
apertura confocal, tipicamente de 40 nmm de diametro, elimina la luz fuera de foco.
Finalmente, la fluorescencia emitida se detecta con un btodiodo de avalancha, en
modo de contaje de foton Unico, cuya sefial es procesada por un correlador.

Las medidas se iniciaron sistematicamente con el calibrado del sistema, es
decir, con la determinacién del parametro estructural a=w»/w;. Dicho parametro
describe la forma del volumen de deteccién, que viene determinada por el tamafio del
foco del laser y de la apertura confocal. El valor del parametro a se mantendra
constante durante el experimento mientras no cambie el foco del laser y la apertura
confocal. El calibrado se realiz6é utilizando compuestos como la rodamina 6 G o la

tetrametil rodamina, cuya constante de difusion translacional se conoce con precision:
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2.8x10™° m?s™ (Hink y Visser, 1999). Se utiliz6 uno u otro compuesto de referencia
segun la longitud de onda de excitacion del experimento: rodamina 6G para excitacion
a 488 nm y tetrametilrodamina para excitacion a 543 nm.

Para las medidas de FCS se utilizaron placas negras con fondo de vidrio de 96
pocillos UniVew de Whatman con un volumen de muestra en cada pocillo de 50 ni.
Cada muestra se midié 10 veces durante 1-2 minutos cada vez, para la obtencion de
las funciones de autocorrelacion. La concentracion de sonda para estos experimentos
(Alexa 488 o Alexa 546 dependiendo de la longitud de onda de excitacién) fue del

orden de nM.

CAMARA

MUESTRA

Filtro de J>

excitacion

" | Espejo
LASER | dicroico

Fitrode ——
emision

Divisor de <

luz
I O DETECTOR [ ORDENADOR

Apertura
confocal

Figura 4.9: Esquema basico del equipo de FCS.
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Figura 4.10: Esquema del efecto de los filtros de excitacién y emision y del divisor de
luz.

4.6.2. Andlisis numérico de las funciones de autocorrelacion

El modelo 1 utilizado para el andlisis de los datos experimentales considera
que, los cambios de intensidad de fluorescencia en el elemento de volumen de
deteccion son debidos Unicamente a la difusion de especies presentes y a la poblacion

y despoblacion del estado triplete del fluoroforo (ecuacion (3.29)). Para el caso de una

sola especie:
6T 9
a - Ftrip + Ftrip exp(- 1:/‘T trip) +g 1 _
G=1+E& 2s . N (4.25)
N(1-Fyp) ® to t -
Qg]_ +—i[l+——1
& T a’Ty g

donde N es el ndmero promedio de moléculas fluorescentes en el volumen de

deteccion. Fyip Y Tuip SON la poblacion fraccional y el tiempo de relajacion del estado

triplete respectivamente y T, (T, =w; 2/4D1 ) es el tiempo de difusién translacional de la
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especie fluorescente. D, es la constante de difusion translacional. a es el parametro

estructural del montaje instrumental (a =w2/w1 ). W, y W, son la distancia desde el eje

Optico y la distancia en la direccién Z respectivamente, a la cual el laser ha disminuido
en 1/e%. El perfil de excitacién es Gausiano en las tres dimensiones (ver Figura 3.7).

La evaluacion de la contribucion del fondo a la funcion de autocorrelacién no
resulta evidente. En los experimentos presentados en este trabajo, la sefal debida al
fondo esta también correlacionada, por lo que en el modelo 2 utilizado, el fondo se ha
tratado como una segunda especie fluorescente. La contribucion del fondo en este
caso, depende no sélo de la intensidad de fluorescencia emitida, sino también y
fundamentalmente de numero relativo de fotones emitidos por cada molécula (brillo)
(Niswender et al, 1995). El modelo de andlisis que tiene en cuenta la contribucion del

fondo es el siguiente (Brock y Jovin, 2001):

3 - Fuip + Furip exp(- t/Ttrip) 9

G)=1+ N 2(x; Diffr +x Diffs) (4.26)
~ Ttrip

donde Diff; y Diffs son las contribuciones a la difusion de la especie trazadora
(fluoroforo de interés) y de las especies que constituyen el fondo, respectivamente, y

se pueden expresar como:

1
Diff; = - (4.27)
t o t
+—= 1+ >
e T aTi

Donde el subindice i hace referencia al trazador o a las especies del fondo. XYy
Xg son los factores fraccionales de peso para la contribucion de la especie trazadora y

del fondo a la funcién de autocorrelacion, que se puede escribir como:

2
« __fin” (4.28)

2

S
gaLfini =
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Donde el subindice i hace referencia al trazador o el fondo. f; es la fraccién molecular

relativa de cada especie:
f, =N,/N (4.29)

donde N;es el niumero de moléculas de la especie iy N el nUmero total de moléculas.
n; es la intensidad de fluorescencia por molécula o brillo, que se define como:

(4.30)

donde |; es la intensidad total de fluorescencia de la especie i.

El andlisis preliminar de los resultados se llevo a cabo por medio del conjunto
de programas FCS ACCESS suministrado con el instrumento EVOTEC / ZEISS. Se
realiz6 un andlisis mas riguroso y detallado utilizando el programa FCS Data
Processor, desarrollado por Digris* et al (2001). Para el estudio de la contribucion del
fondo a la funcién de autocorrelacion fue necesario modificar el programa FCS Data
Processor (Hink, M). El programa ajusta la funcion de correlacion a los datos
experimentales por un método iterativo basado en el algoritmo de Marquardt. La
bondad del ajuste se juzgd a partir del valor del parametro c? y partir de la distribucion
de residuos al azar. El andlisis de errores se realizé para un nivel de confianza del
67 %.

*Digris, AV. Skakoun VV, Novikov EG, Apanosovich VV, Hink MA y Visser AJWG
(comunicacién personal)

4.7. MEDIDA DE LAS VISCOSIDADES MACROSCOPICAS

La determinacion de la viscosidad macroscépica de soluciones de HSA y
RNasa A se realiz6 utilizando un microviscosimetro capilar de Ostwald, calibrado por
el fabricante SCHOTT-GERATE GmbH. El volumen de solucion de proteina empleado
para cada medida fue de 2 mL. Durante la medida, el sistema se mantuvo
termostatizado a 20 = 0.1 °C mediante un bafio de agua. Para cada muestra la medida
de la viscosidad se repiti6 5 veces, siendo la precision en la medida del tiempo
0.01 segundos. La determinacion de la densidad de las distintas soluciones de
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proteina se realizd por pesada de volimenes conocidos de cada muestra,

promediando el resultado de 10 medidas para cada muestra.

4.8. ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA. EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION

4.8.1. Procedimiento experimental

Ultracentrifugacion analitica de muestras de baja concentracién de proteina.
Estos experimentos fueron realizados con ayuda del Dr Carlos Alfonso, (Centro de
Investigaciones Biologicas, CSIC, Madrid), utilizando una ultracentrifuga analitica
Beckman Optima XL-A equipada con un dispositivo de medida de absorcion optica
ultravioleta-visible. Las muestras se centrifugaron en un rotor AnTi-50, utilizando
celdas de doble sector, a 3 velocidades distintas (15 krpm, 18 krpm y 23 krpm) durante
tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio (1-2 dias). El equilibrado de las muestras a
cada velocidad se comprobd mediante la superposicion de barridos de absorciéon en
funcidn de la posicion radial, tomados a tiempos diferentes. La adquisicion de la linea
base para la correccion de las sefiales de absorbancia se realiz6 después de
centrifugar la muestra a 50000 rpm. Los experimentos se realizaron a 20 °C y el

volumen de muestra empleado fue 70 L. En la Figura 4.11 se muestra un esquema

de los barridos de absorbancia frente a la posicion radial que se obtienen en un
experimento tipico asi como su interpretacion.

En este trabajo se han realizado experimentos de centrifugacion de muestras
poco concentradas (menos de 1 mg/mL) de apoMb y de RNasa A sin marcar
fluorescentemente y de apoMb marcada con los fluoréforos, fluoresceina, Alexa 488 y
Alexa 546. Para las muestras en las que la proteina no estaba marcada, los gradientes
se obtuvieron a partir de medidas de absorbancia en la region del ultravioleta. En los
casos en que la proteina estaba marcada con alguno de bbos fluoréforos indicados, los
gradientes se obtuvieron a partir de medidas de absorbancia de la muestra en la
region visible del espectro.

Ultracentrifugaciéon analitica de muestras de alta concentracion de proteina. Los
experimentos de ultracentrifugacion analitica con muestras de elevada concentracion
de proteina resultaron inviables, debido a la elevada absorbancia, a los cambios de
indice de refraccion y a la dispersion de luz, derivados de la alta concentracion de
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proteina presente en estas muestras. En la Figura 4.12 se muestra un esquema del
procedimiento experimental seguido para la realizacion de este tipo de experimentos
(Darawshe, 1993), en los que se utilizé una ultracentrifuga preparativa como
herramienta analitica. Este tipo de experimentos se habian realizado anteriormente
con muestras en las que la proteina estaba marcada con is6topos radioactivos, o bien
con compuestos que presentaban absorcion en la zona visible del espectro. En este
trabajo se ha estudiado la utilidad y las limitaciones de un marcado fluorescente de la
proteina para la obtencion de gradientes de equilibrio de sedimentacion de dicha
proteina, en presencia de altas concentraciones de la misma proteina o de otra no
relacionada.

En cada tubo de centrifuga se colocaron 70 nL de muestra sobre 90 nL de un

derivado fluorocarbonado inmiscible (FC 43 Beckman Spinco 306394), que sitla la

muestra a la altura apropiada, y se sellaron con 70 nL de dimetil polisiioxano DOW

CORNING 200, cuya funcion es evitar la evaporacion del disolvente. Las muestras se
centrifugaron en una ultracentrifuga preparativa Optima XL-A 90 de Beckman
utilizando un rotor basculante SW 41 a 20 krpm a 20 °C durante el tiempo suficiente
para alcanzar el equilibrio de sedimentacion (4-7 dias). El tiempo necesario para el
equilibrado de cada muestra, que depende fundamentalmente de su viscosidad
macroscopica, fue calculado utilizando el programa SIMCEN (cedido por el Dr. A.P.
Minton N.I.H., E.E.U.U.). Las muestras se fraccionaron mediante un microfraccionador
automatico de tubos de centrifuga Brandel FR-115, de acuerdo con su posicion radial,

en alicuotas de 3.5 nL correspondientes a un incremento en la posicién radial de
0.02 cm. Cada fraccion se diluyé en tampén hasta un volumen final de 200 L y su

fluorescencia o absorbancia se midieron con un lector de placas FLUOStar o con el
espectrofotometro Cary 3E, respectivamente para reconstruir el gradiente de
sedimentacion de la muestra.

Para la obtencion del gradiente de sedimentacion de una especie molecular, es
imprescindible que la propiedad que se mide (absorbancia, emision de radioactividad,
emision de fluorescencia...) a cada distancia radial sea proporcional a la concentracion
de dicha especie y, ademas, que la constante de proporcionalidad no varie al cambiar
dicha posicion radial. La relacion entre la intensidad de fluorescencia emitida por un
fluoréforo y su concentracion puede verse alterada por una serie de factores que se

resumen a continuacion:
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- la intensidad de fluorescencia emitida por un fluor6foro es directamente
proporcional a su concentracion sélo cuando su absorbancia a la longitud de onda de
excitacion es menor que 0.1 (ley de Lambert — Beer, error menor del 3%).

- las propiedades espectroscopicas del fluoroforo (rendimiento cudntico,
espectro de fluorescencia) pueden variar con la concentracion total de proteina.

- la contribucién del fondo de fluorescencia, debido a la proteina no marcada,
que sera distinta para cada fraccion dependiendo de la concentracion total de proteina
de la misma.

Para evitar distorsiones en los gradientes obtenidos a partir de medidas de
fluorescencia debidas a los factores indicados, la absorbancia final de las fracciones a
partir de las cuales se obtuvieron los gradientes de equilibrio, se estimo a partir de la
concentracion de fluoréforo de la muestra que se iba a centrifugar y del factor de
diluciéon de dichas fracciones. Ademas, cada pareja fluoréforo-proteina se caracterizo
espectroscopicamente, como paso previo a la realizacion del experimento de
centrifugacion. Finalmente, la diferente contribucion del fondo para cada fraccion se
eliminé maximizando la relacion sefial / fondo, hasta un punto en el que la contribuciéon
del fondo se hiciera despreciable en el intervalo de concentraciones de proteina del
gradiente, mediante el ajuste de la concentracion inicial de fluoréforo y de la dilucion
previa a la medida de la emision de fluorescencia de las fracciones.

El procedimiento descrito se aplico al estudio de soluciones de distintas
concentraciones de RNasa A, entre 25 y 200 mg/mL, en ausencia de apoMb. Los
experimentos se realizaron con dos tipos de muestras: unas que contenian
exclusivamente RNasa A y otras en las que ademas de RNasa A se incorpor6 RNasa
A-FI (2x10°M, 0.03 mg/mL) como trazador. Las muestras de menor concentracion de
RNasa A (25, 50, 75 y 100 mg/mL) se centrifugaron durante 4 dias a 20000 rpm y
20 °C, mientras que las de 150 y 200 mg/mL se centrifugaron en idénticas condiciones
pero durante 7 dias, ya que debido a su elevada viscosidad necesitaban un tiempo
superior de centrifugado para garantizar la condicion de equilibrio. Las medidas de
fluorescencia para la reconstruccion de los gradientes de muestras con RNasa A-Fl se
realizaron con longitudes de onda de excitacion y emision 488 y 520 nm
respectivamente. Las medidas de absorcidn correspondientes a muestras de RNasa A
no marcada se realizaron a una longitud de onda de 280 nm. Los experimentos se

realizaron para cada muestra como minimo por cuadruplicado.
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Figura 4.11: Diagrama esquematico del resultado obtenido en un experimento de
equilibrio de sedimentacion realizado con una ultracentrifuga analitica.
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Figura 4.12: Esquema del procedimiento experimental seguido para la centrifugacion
de muestras de elevada concentracion de proteina.
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4.8.2. Analisis de los gradientes de equilibrio de sedimentacién

Las masas moleculares promedio de flotacion aparente (|\/|’;pp ) se determinaron

mediante el ajuste de los datos experimentales al modelo de sedimentacion (Rivas et
al, 1999b):

L % 2, 9 2
gMappW (r - r0 )H

S(r)=S(r, )expé J (4.31)
0 g 2RT i

donde S es una sefial proporcional a la concentracion, r, es la posicion radial de
referencia y r es la posicion radial. T es la temperatura en Kelvin, R es la constante de
los gases y W la velocidad angular.

Los programas utilizados para el andlisis de los gradientes de equilibrio fueron
EQASSOC y XLAEQ (Beckman Instruments, Minton 1994).

La dependencia de la masa molecular de flotacién aparente de una proteina
con su concentracion contiene informacion sobre el estado de asociacion de dicha
proteina. Sin embargo, dicha correlacién no es trivial en el caso de medios no ideales
(ver Fundamento tedrico 3.3) y se requieren aproximaciones de la termodinamica
estadistica (Minton, 1998a; Zimmerman y Minton, 1993) para la estimacion de los
valores de los coeficientes de actividad de las especies. Estos procedimientos estan
siendo desarrollados por el Dr AP Minton (N.I.H., E.E.U.U.).
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5.1. PREPARACION DE APOMIOGLOBINA

El método del acido/acetona utilizado para la obtencién de apoMb a partir de
Mb proporcioné proteina libre de grupo hemo en un 98 % con un rendimiento del 60 -
70 %. En la Figura 5.1 se muestran los espectros de absorciéon de la Mb y de la apoMb
obtenida por el método indicado. La pureza de la Mb de partida asi como la integridad
(no fragmentacion) de la apoMb obtenida fueron comprobadas por electroforesis en

gel de poliacrilamida del 15 %.
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Figura 5.1: Espectros de absorcion de Mb ¢ -) y apoMb @4) en tampdn fosfato

20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. Los espectros corresponden a la misma concentracion
de Mb y apoMb. El espectro de absorcién de la Mb presenta una intensa banda de
absorcion en la region de Soret (méaximo en torno a 409 nm) caracteristica del grupo
hemo. Esta banda es apreciablemente mas débil en el espectro de la apoMb debido a
la eliminacion de dicho grupo. En el recuadro se muestran los mismos espectros con
una escala mas apropiada para observar la banda residual de absorcion de la apoMb
en la region de Soret.
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5.2. CARACTERISTICAS DE LOS MARCADOS FLUORESCENTES DE
APOMIOGLOBINA Y RIBONUCLEASA A CON FLUOROFOROS EXTRINSECOS

Marcado de apoMb con ANS. La incorporacion del ANS al sitio de union de la
apoMb, provoca cambios importantes en las propiedades espectroscopicas de la
sonda, como se puede ver en las Figuras 5.2 y 5.3. El espectro de absorcion del ANS
en tampdén muestra una banda ancha con un maximo de absorcion en torno a 350 nm.
Al incorporarse a la proteina, el maximo se desplaza a 374 nm, observandose un
hombro en torno a los 350 nm. El espectro de emisién se desplaza del verde para el
ANS en solucién, al azul (maximo a 465 nm) para el ANS unido a la apoMb. El cambio
mas notable se refiere al rendimiento cuantico de fluorescencia, que aumenta mas de
200 veces, asi, el rendimiento cuantico del ANS en solucion es 0.004 mientras que

cuando se une a apoMb su valor es de 0.98 (Stryer, 1965).

Marcados covalentes de apoMb y RNasa A. Todos los marcados covalentes
realizados son de tipo no especifico, a los grupos amino de los residuos amino
terminal y a los residuos de lisina de la proteina (ver Materiales y Métodos 4.3). En la
Figura 5.4 se muestran los espectros de absorcién de apoMb-FI, apoMb-Alexa 488,
apoMb-Alexa 546 y RNasa A-Fl, a partir de los cuales se calcul6 el grado de marcado
de cada proteina. La relacion molar de marcado obtenida en cada caso (Tabla 5.1),
depende de las condiciones de la reaccion de marcado, asi como de las

caracteristicas especificas de cada sonda y proteina.

Tabla 5.1: Relacién de marcado obtenida para los distintos marcados covalentes de
proteina.

Proteina Sonda Moles de sonda / mol de proteina
ApoMb FITC 11
ApoMb Alexa 488 0.1
ApoMb Alexa 546 0.8
RNasa A FITC 0.5
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Figura 5.2: Espectros de absorcion de ANS ¢ -) en tampdn fosfato 20 mM, NaCl
150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 y de ANS unido a apoMb (34) en el mismo tampon. El
espectro de ANS en solucion corresponde a una concentracion 0.8x10* M. El espectro
de apoMb-ANS se obtuvo para una concentracion 10 M de proteina y 0.8 moles de
sonda / mol de proteina calculada a partir de la constante de disociacion del complejo
apoMb-ANS (Stryer, 1965).
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Figura 5.3: Espectros de excitacion (A) y emision de fluorescencia (B) corregidos y
normalizados de ANS en tampédn (- -) y de apoMb-ANS (34) en tampdn. El tampon fue
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 y la temperatura, 20 °C. La
longitud de onda de excitacion para los espectros de emisién fue 375 nm y la de
emision para los espectros de excitacion 465 nm.
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Figura 5.4: Espectros de absorcion de apoMb-FI (A), apoMb-Alexa 488 (B),
apoMb-Alexa 546 (C) y RNasa AFI (D) en tampdn fosfato 2 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 0.1 mM, pH 7.4. Los espectros presentados corresponden a una relacion de
moles de sonda / mol de proteina de 1.1 para ApoMb-Fl, 0.1 para ApoMb-Alexa 488,
0.8 para ApoMb-Alexa 546 y 0.5 para RNasa A-Fl.
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5.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ALTA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN
SOLUCION (MEDIOS AGLOMERADOS) SOBRE LAS REACCIONES DE
ASOCIACION: APOMIOGLOBINA EN PRESENCIA CE RIBONUCLEASA A Y [E
ALBUMINA SERICA HUMANA

En un estudio previo, utilizando técnicas de anisotropia de fluorescencia (Wilf y
Minton, 1981) se postula que la apoMb forma dimeros en presencia de altas
concentraciones de proteinas no relacionadas como la RNasa A, la lisozima o la beta-
lactoglobulina, mientras que concentraciones del mismo orden de diversos
polietilenglicoles no dan lugar a dicha dimerizacion. En esta parte del trabajo, se tratd
de confirmar y estudiar de forma cuantitativa la dimerizacién de la apoMb en presencia
de altas concentraciones de RNasa A. Por otro lado, también se traté de determinar si
altas concentraciones de otra proteina, la HSA, inducen la formacion de dimeros de
apoMb en solucién. En ambos casos se realiz6 un estudio detallado utilizando técnicas
de anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal de picosegundos. Para las
muestras con alta concentracién de RNasa A, dichos estudios se complementaron con
experimentos de ultracentrifugacion.

5.3.1. Comportamiento hidrodindmico de la apomioglobina en soluciones

tampodn

El estudio del estado de asociacion de la apoMb en presencia de altas
concentraciones de RNasa A y de HSA, se llevd a cabo con soluciones de apoMb
marcada con los fluoroforos ANS o fluoresceina. La eleccion de una u otra sonda para
marcar la apoMb se realiz6 en funcion de las caracteristicas de cada sistema, asi
como del tipo de experimento que se deseaba realizar en cada caso. En este apartado
se describe el estudio de las propiedades hidrodinamicas de la apoMb-ANS y de la
apoMb-FI en soluciones tampdn en ausencia de otras proteinas. Dicho estudio tiene
como finalidad comprobar el posible efecto de cada fluoréforo sobre el comportamiento
hidrodinamico de la proteina, asi como estudiar la equivalencia de apoMb-ANS y
apoMb-FI en lo referente a sus conformaciones globales en solucion.

En todos los experimentos que se presentan en este apartado se utilizd un
tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 y la temperatura 20 °C.
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5.3.1.1. Caracterizacion hidrodinamica de la apomioglobina marcada con ANS

El estudio se llevd a cabo con una solucion de apoMb-ANS de concentracion
10“ M de apoMb, con 0.8 moles de ANS unidos por mol de apoMb. Las longitudes de

onda de excitacién y emision fueron 393 y 465 nm, respectivamente.

Decaimiento de intensidad de fluorescencia. El decaimiento de intensidad de
fluorescencia de apoMb-ANS en el tampén indicado (ver Figura 5.12), recogido en

condiciones de angulo magico, se ajusto a una funcién biexponencial de la forma:

0 =104 a,expl-t1 ) (5.1)

i=1

Como resultado del andlisis del decaimiento de intensidad de fluorescencia se
determinaron dos tiempos de vida media de 15.2 y 3.4 ns con contribuciones del 84 %
y 16 % respectivamente. Los tiempos de vida media de fluorescencia promediados por
la amplitud y por la intensidad de fluorescencia tienen un valor de 13.3 y 14.7 ns,
respectivamente.

Decaimiento de anisotropia de fluorescencia. El decaimiento de anisotropia de
fluorescencia de apoMb-ANS en tampoén (Figura 5.14) se ajusto satisfactoriamente a

una funcién monoexponencial de la forma:
r(t) = r(0)exp (- t/f ) (5.2)

El valor de la anisotropia a tiempo cero, r(0), obtenido a partir del ajuste,
0.35 + 0.01, coincide dentro del error con el valor de la anisotropia intrinseca de la
sonda ANS a las longitudes de onda de excitacion y emision del experimento (Hudson
y Weber, 1973).

Del analisis del decaimiento se obtiene un Unico tiempo de correlacion
rotacional, de valor 9 £ 0.2 ns, que corresponde al movimiento global de la proteina.
Esto indica que el ANS, en el sitio de unién de la apoMb, no presenta ningun

movimiento segmental.
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La anisotropia de estado estacionario determinada para apoMb-ANS en
tampon tiene un valor de 0.134 + 0.005, para concentraciones totales de apoMb entre
2x10° My 10* M, independientemente de la proporcién de ANS.

5.3.1.2. Caracterizacion hidrodindmica de la apomioglobina marcada con
fluoresceina

El estudio hidrodinamico de la apoMb-FlI se llevo a cabo utilizando dos técnicas:
espectroscopia de fluorescencia y ultracentrifugacion analitica.

a. Experimentos de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se realizaron con soluciones de apoMb-FlI
(2x10° M) a las que se afiadi6 apoMb no marcada hasta completar la concentracion
total de apoMb necesaria para cada muestra (2x10°, 10°, 10* y 10°% M). Las
longitudes de onda de excitacion y emision en estos experimentos fueron 460 y 520
nm respectivamente. La contribucion a la intensidad de fluorescencia del grupo hemo
residual no eliminado en la preparacion de apoMb, menor del 1 % para la muestra de

mayor concentracion de apoMb, fue restada en todos los experimentos.

Espectros de emisiéon de fluorescencia. No se han observado diferencias ni en la
forma ni en la intensidad de los espectros de emision de fluorescencia obtenidos para
muestras con una concentracion total de apoMb 2x10°, 10° y 10 M. Sin embargo,
para la muestra de apoMb 10° M, la intensidad de fluorescencia disminuye
aproximadamente un 50 % respecto de los valores observados a concentraciones
menores o iguales que 10” M, produciéndose ademéas un muy ligero ensanchamiento

en la zona roja del espectro de emision, como se puede observar en la Figura 5.5.
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Figura 5.5: Espectros de emisién de fluorescencia corregidos y normalizados de
apoMb-Fl 2x10° M en presencia de apoMb no marcada para una concentracion total
de apoMb 2x10° M (linea negra), 10° M (rojo), 10* M (verde) y 10° M (azul). La
longitud de onda de excitacion fue 460 nm. Los espectros se determinaron en tampoén
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

Decaimientos de intensidad de fluorescencia. Los decaimientos de intensidad de

fluorescencia obtenidos para estas soluciones de apoMb-Fl (Figura 5.6), fueron
ajustados satisfactoriamente a un modelo de tres exponenciales, de la forma:

) =10)4a,exp(-tt ) (5.3)

El comportamiento multiexponencial de los decaimientos de fluorescencia se
puede explicar por la posibilidad de que el fluoréforo fluoresceina se encuentre en
diferentes entornos en la proteina. En la Tabla 5.2 se muestran los tiempos de vida
media de fluorescencia t;y sus factores preexponenciales a;, asi como los tiempos de
vida media promediados por la amplitud &t>;) o por la intensidad de fluorescencia
(<t>,) en funcién de la concentracion total de apoMb. Como se puede observar, los
tres tiempos de vida media son esencialmente iguales, dentro del error, para todas las
muestras. La contribucién de los tres tiempos de vida media, asi como los tiempos de
vida media promedio, son los mismos para las muestras con una concentracion total
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de apoMb 2x10°, 10®° y 10* M. Sin embargo, para la muestra de concentracion total
de apoMb 10° M, se observa un incremento de la contribucién de los tiempos de vida
media mas cortos con respecto a las muestras menos concentradas, lo que da lugar a
una disminucion significativa en los tiempos de vida media de fluorescencia promedio

obtenidos.
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Figura 5.6: Decaimientos normalizados de la intensidad de fluorescencia de apoMb-Fl
2x10° M en presencia de apoMb no marcada para una concentracion total de apoMb
2x10° M (rojo) y 10 M (azul). Las longitudes de onda de excitacién y emision fueron
460 y 520 nm, respectivamente. Los decaimientos de muestras de apoMb-FI 2x10° M
en presencia de apoMb no marcada para una concentracion total de apoMb 10° M y
10" M se superponen con el presentado para apoMb 2x10° M. La resolucion temporal
fue 13.1 ps / canal. Los decaimientos se recogieron en tampoén fosfato 20 mM, NacCl
150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Tabla 5.2: Parametros de los decaimientos de intensidad de fluorescencia y tiempos
de vida media de fluorescencia promedio de muestras de apoMb-FI 2x10° M en
presencia de apoMb no marcada para una concentracion total de apoMb 2x10°, 10°,
10” y 10 M. Los factores preexponenciales a; estan normalizados. Los tiempos de
vida media promediados por la amplitud <t>; y por la intensidad de fluorescencia <>,
se calcularon utilizando las ecuaciones (3.3) y (3.4) respectivamente (ver Fundamento
Tedrico 3.1.1). Los errores se calcularon para un nivel ¢ confianza del 67 %. Las
longitudes de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente. Las
medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1
mM, pH 7.4.

2

Concentracion a; t, a, t, as ts C <t>; <t>,

de apoMb (M) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns)
+0.02 0.1 +0.02 0.3 +0.02 +0.05

2x10° 023 0.2 0.23 1.2 0.54 3.81 106 24 34

10° 023 0.3 0.24 14 0.53 3.88 109 25 35

10* 022 0.3 0.26 15 0.52 3.88 103 25 34

10° 0.28 0.3 0.31 1.4 0.41 3.83 102 21 32

La fluoresceina es un fluoréforo que puede encontrarse en distintos estados de
ionizacion (forma protonada, forma neutra, forma monoanionica y forma dianionica)
dependiendo del pH del medio (Sjoback et al, 1995; Klonis y Sawyer, 1996). En
nuestras condiciones de pH el fluoroéforo fluoresceina, accesible al disolvente, se
encuentra en principio como una mezcla de las especies monoanionica y dianionica,
con propiedades espectroscépicas muy diferentes y con proporciones que vendrian
dadas por la constante de disociacion de la fluoresceina, pKa = 6.4 (Sjoback et al,
1995; Klonis y Sawyer, 1996). Los tiempos de vida media de fluorescencia t; y t,
determinados para las muestras de apoMb-FI| estudiadas, son menores que los que
cabria esperar para el monoanion 3 ns) y el dianion 4 ns) de fluoresceina en
solucion (Klonis y Sawyer, 1996), lo que indica que existe una fraccién de moléculas
de fluoresceina en un entorno que desactiva su emision de fluorescencia. En las
muestras de concentracion total de apoMb 10° M, se observa un ligero aumento de las

proporciones de los tiempos de vida media de fluorescencia t; y t,, junto con una

fuerte disminucion en la intensidad de fluorescencia determinada en estado
estacionario, con respecto a muestras de menor concentracion total de apoMb. Estas
dos diferencias podrian estar indicando un cambio en el microentorno de la
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fluoresceina y, probablemente, en la conformacién global de la apoMb e, incluso, en
su estado de asociacion, a concentraciones mayores o iguales que 10 M, de tal modo
gue se desactiva la emision de fluorescencia bien por un mecanismo colisional o bien

por la formacién de complejos no emisores en el estado fundamental.

Anisotropia de fluorescencia en estado estacionario y con resolucion temporal.
Se observd un aumento de la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario de
las muestras de apoMb-FI en presencia de apoMb, al aumentar la concentracion total
de apoMb (Figura 5.7).

En la Figura 5.8 se muestran los decaimientos de anisotropia de fluorescencia
de apoMb-Fl 2x10° M en presencia de distintas concentraciones totales de apoMb.
Dichos decaimientos, fueron ajustados a una funcion biexponencial, correspondiente a

la superposicién de dos movimientos independientes:
r® =r(O)b.exp (- t/f ) +bsexp(- t/f ;)] (5.4)

donde r(0) es la anisotropia a tiempo cero, f_y fs son los tiempos de correlacion

rotacional que se asocian al movimiento local de la fluoresceina y a la rotacion global
de la molécula de apoMb-Fl, respectivamente. b, y b son las amplitudes fraccionales
correspondientes.

El valor de r(0) obtenido para todas las muestras fue 0.25. El valor de la
anisotropia fundamental r, de la fluoresceina es r, = 0.4 para la longitud de onda de
excitacion de estos experimentos (Chen y Bowman, 1965). La gran diferencia entre
este valor tedrico de r, y el determinado experimentalmente, r(0), indica la posible
presencia de componentes rapidas de despolarizacion (< 50 ps) no resueltas en el
experimento.
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Figura 5.7: Anisotropia en estado estacionario de apoMb-FI (2x10° M) en presencia
de apoMb no marcada en funcién de la concentracion total de apoMb (marcada y no
marcada). La escala del eje de abscisas se ha puesto en forma logaritmica. Las
longitudes de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente. Las
medidas se realizaron en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4
a20°C.

Tabla 5.3: Pardmetros de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de
muestras de apoMb-FI 2x10° M en presencia de apoMb no marcada para distintas
concentraciones totales de apoMb (marcada y no marcada). El valor de r(0) fue 0.25.
Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente.
Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4. Las amplitudes fraccionales estan normalizadas. Los errores se
calcularon para un nivel de confianza del 67 %.

Concentracion b, f. be fo c?
de apoMb (M) (ns) (ns)

+0.05 +0.1 +0.05 +1.3
2x10°® 0.54 0.2 0.46 9.1 1.07
10° 0.48 0.2 0.52 9.6 1.07
10* 0.40 0.2 0.60 9.9 1.08
10° 0.38 0.2 0.62 11.0 1.10
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Figura 5.8: Decaimientos de anisotropia de fluorescencia de apoMb-FI 2x10° M en
presencia de apoMb no marcada para una concentracion total de apoMb (marcada y
no marcada) de 2x10°M (A), 10° M (B), 10* M (C) y 10° M (D). Las longitudes de
onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente. La resolucion

temporal fue 13.1 ps / canal. Los decaimientos se dtuvieron en tampon fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Figura 5.9: Representacion de los parametros de los decaimientos de anisotropia de
fluorescencia de muestras de apoMb-FI 2x10° M en presencia de apoMb no marcada
en funcibn de la concentracion total de apoMb (marcada y no marcada).
A: Comparacion de los ajustes de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de
muestras de apoMb-FI 2x10® M en presencia de apoMb no marcada para una
concentracion total de apoMb 2x10° M (linea negra), 10° M (rojo), 10* M (verde) y
10° M (azul). B y C: Variacion de la contribucion fraccional del movimiento local de la
fluoresceina (b.) y del movimiento global de la apoMb-FI (bg) al decaimiento de
anisotropia con la concentracion total de apoMb. D: Variacion del tiempo de
correlacion rotacional global, normalizado por su valor a concentracién total de apoMb
2x10° M (f ,),con la concentracion total de apoMb. En las figuras B, C y D la escala de
concentraciones de apoMb esta en forma logaritmica. Los decaimientos se obtuvieron
en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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La contribucién del movimiento segmental de la molécula de fluoresceina (b,) a

la despolarizacion de la fluorescencia va disminuyendo a medida que se incrementa la
concentracion total de apoMb en la solucion (Tabla 5.3y Figura 5.9). El valor promedio

del angulo g en el que difundiria la sonda, se calcul6 para cada concentracion de

apoMb utilizando la ecuacion (3.24) (ver Fundamento Tedrico 3.1.2.5). Los valores
estimados para este angulo oscilan entre los 37 y los 30 grados para muestras de
concentracion total de apoMb 2x10° y 10° M respectivamente, lo que estaria
indicando un muy ligero aumento de la restriccion del movimiento de la sonda a
medida que aumenta la concentracion total de apoMb, que explicaria el aumento que
se observa en la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario con la
concentracion de proteina.

Como se puede observar en la Tabla 5.3, el tiempo de correlaciéon rotacional
asociado a la oscilacion independiente de la sonda permanece constante dentro del
error para todas las muestras, mientras que el correspondiente al movimiento global va
aumentando sensiblemente a medida que aumenta la concentracion total de apoMb
(Figura 5.9). En principio, la variacién del f ¢ podria deberse a varios factores, entre los
gue se puede mencionar un cambio conformacional, una autoasociacion de la apoMb
0 bien la combinacién de ambos.

El valor del tiempo de correlacion rotacional determinado para apoMb-ANS
para una concentracion de apoMb 10* M (9 ns) es compatible con la forma
monomeérica de la apoMb. Por tanto, el ligero aumento en la anisotropia de estado

estacionario y en el valor de f ; observado para las muestras de concentracion total de

apoMb menor o igual que 10* M, podrian ser el resultado de pequefios cambios
conformacionales, que llevarian asociados cambios locales en el microentorno de la
fluoresceina, proporcionando un entorno mas restringido al fluoréforo.

El comportamiento de la muestra de concentracion total de apoMb 10° M se
diferencia del correspondiente a concentraciones totales de apoMb menores. En este
caso, ademas del cambio conformacional de la apoMb, el aumento en el tiempo de
correlacion rotacional global determinado, pareceria indicar la presencia de fracciones
de agregados, probablemente dimeros, de apoMb en una proporcién menor del 15 %.
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b. Experimentos de ultracentrifugacion analitica

Se realizaron experimentos de ultracentrifugacion analitica con las mismas
muestras de apoMb de concentraciones 2x10°, 10°y 10* M, con y sin apoMb-FI como
trazador (2x10° M). Las muestras se centrifugaron a 22000 rpm a una temperatura de
20 °C hasta alcanzar el equilibrio. El ajuste de los datos experimentales se realizd
tomando como volumen especifico parcial de la apoMb 0.74 cm®g (Van Den Oord et
al, 1969) y para la densidad de la solucién 1.007 g/mL (calculado con el programa
SEDNTERP (obtenido del servidor de RASMB, Laue et al, 1992). Los valores
obtenidos para las masas moleculares fueron del orden de 17500 + 2000, donde el
error se ha estimado a partir de los valores obtenidos para distintas preparaciones. No
hay grandes diferencias entre las masas moleculares promedio obtenidas para
muestras marcadas y sin marcar y tampoco se observa ningin cambio apreciable al
aumentar la concentracion de apoMb.

5.3.1.3. Estudio comparativo de las conformaciones globales de apoMb-Fl y
apoMb-ANS

Los experimentos de anisotropia de fluorescencia y de ultracentrifugacion
presentados en este trabajo, se han realizado con apoMb-FI o con apoMb-ANS segun
resultara mas conveniente para cada sistema. Resulta importante, por tanto,
comprobar en la medida de lo posible si las moléculas de apoMb-FI y apoMb-ANS
presentan caracteristicas estructurales similares.

Como ya se ha visto, a concentracion 10* M, apoMb, apoMb-ANS y apoMb-FI
permanecen en estado monomerico (ver Resultados 5.3.1.1 y 5.3.1.2). Sin embargo,
gueda por comprobar si la unién covalente de la fluoresceina da lugar a cambios
conformacionales locales en la apoMb. Uno de los aspectos que se ha comprobado es
si la presencia de fluoresceina unida covalentemente a la proteina altera la afinidad de
la apoMb por la molécula de ANS. Si la apoMb-FI mantuviera la capacidad de union de
ANS, esto estaria indicando la conservacion de la estructura de la apoMb en la

apoMb-FlI, al menos en lo que respecta al sitio hidrofébico de unién del ANS.
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Figura 5.10. A: Espectros de emision de fluorescencia de apoMb 5x10° M con ANS
4x10° M (rojo), apoMb-Fl 5x10° M (linea negra) y apoMb-Fl 5x10° M con ANS
4x10° M (verde). B: Espectros de emisién de fluorescencia de apoMb 2.5x10° M con
ANS 2.5x10° M (rojo), apoMb-FI 2.5x10° M con ANS 2.5x10° M (linea negra) y
apoMb-Fl 2.5x10° M con ANS 2.5x10°M y apoMb 2.5x10° M (verde). La longitud de
onda de excitacion fue 393 nm. Los espectros se tomaron a 20 °C en tampoén fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.
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En la Figura 5.10 se muestran los espectros de emision de fluorescencia con
longitud de onda de excitacion 393 nm de una solucién de apoMb-Fl a la que se ha
afladido ANS. Como se puede observar, no aparece ninguna banda de emision en la
zona en la que emitiria el ANS unido a apoMb (maximo en torno a 465 nm), mientras
gue la banda de emisién de fluoresceina unida a apoMb experimenta un ligero
incremento con respecto a la correspondiente a la apoMb-F| en ausencia de ANS. La
ausencia de emision de fluorescencia en la zona de la apoMb-ANS tendria en principio
dos explicaciones, podria ser que la apoMb-FI no uniera ANS o bien que la apoMb-Fl
uniera ANS pero no se observara su emision debido a un proceso de transferencia de
energia entre el ANS y la fluoresceina, proceso que se ha observado anteriormente en
apoHb marcada con fluoresceina (Sassaroli, 1984).

Los espectros de emision del ANS y de excitacion de la fluoresceina presentan
un considerable solapamiento y, aunque la fluoresceina esté distribuida al azar en la
apoMb, la distancia entre el ANS y la fluoresceina no puede ser mayor que el diametro
de la apoMb, aproximadamente igual que el de la Mb que tiene un valor de 3.5 nm
(Papadopoulos S, 2000). Como la distancia de Forster, R,, para la pareja ANS -
fluoresceina es del orden de 5 nm (Sassaroli, 1984), se podria esperar que el proceso
de transferencia de energia fuera muy efectivo. El hecho de que la desaparicion de la
emision del ANS venga acompafada de un aumento de la emision de la fluoresceina,
respecto de soluciones de la misma concentracion de apoMb-FI en ausencia de ANS,
apoyaria la hipotesis de la transferencia de energia.

Para poder distinguir entre las dos posibilidades propuestas, ausencia de union
de ANS por parte de la apoMb-FI o bien transferencia de energia entre ANS y
fluoresceina, se prepar6 una solucién de apoMb-Fl 2.5x10° M en presencia de ANS a
la misma concentracion y se afiadié apoMb hasta una concentracion 2.5x10° M. El
espectro de emision de fluorescencia de dicha soluciéon a una longitud de onda de
excitacion de 393 nm se muestra en la Figura 5.10. En el caso de que la apoMb-FI no
uniera ANS, el fluor6foro se encontraria en su totalidad en forma libre en la solucion
inicial de apoMb-FI y ANS, de modo que al afiadir apoMb se produciria la formacién de
complejo apoMb-ANS en una concentracion 2.4x10° M de acuerdo con la constante
de disociacién del complejo apoMb-ANS de 3.4x10° M (Stryer, 1965). Si, por el
contrario, la apoMb-FI uniera ANS con una constante de union comparable a la de la
apoMb, entonces el ANS se repartiria por igual entre la apoMb-Fl y la apoMb, de modo
que tendriamos una concentracién de ANS-apoMb-FI de 1.2x10° M y de apoMb-ANS

de 1.2x10° M. Como se puede ver en la Figura 5.10, la emision de fluorescencia de la
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muestra a 465 nm con longitud de onda de excitacion 393 nm, es la que
corresponderia a una solucién de concentracion de apoMb-ANS 1.2x10° M. Por lo
tanto, parece que la apoMb-FI une ANS con una constante de union similar a la de la
apoMb y, ademas, el proceso de transferencia de energia entre el ANS y la
fluoresceina dentro de la ANS-apoMb-FI es muy efectivo. La pequefa deformacion del
espectro de emisién de fluorescencia que se observa en la zona del ANS (maximo
hacia 465 nm) se debe a un efecto de filtro interno de emision, como consecuencia del
solapamiento de los espectros de emision del ANS y de excitacion de la fluoresceina y
de la elevada absorcion de la muestra en la zona de la fluoresceina (maximo en torno
a 495 nm).

Por otro lado, es de destacar que la emision de fluorescencia de una solucién
de apoMb-FI con ANS cuando se excita a 520 nm es de la misma intensidad que la de
una muestra de la misma concentracion de apoMb-FI pero sin ANS. A 520 nm absorbe
la fluoresceina pero no el ANS, de modo que la emisién se debe Unicamente a la

fluoresceina.
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5.3.2. Estudio del Estado de asociacion de la apomioglobina en presencia

de altas concentraciones deribonucleasa A

Estudios previos de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario de
apoMb en presencia de altas concentraciones de RNasa A, han sido interpretados en
términos de capacidad de dimerizacion de la apoMb, tendencia que parece ir en
aumento a medida que se incrementa la concentracion de RNasa A (Wilf & Minton,
1981). El objetivo principal de esta parte del trabajo ha sido desarrollar la metodologia
de polarizacién de fluorescencia resuelta en el tiempo para el estudio de interacciones
en medios complejos, en concreto de la autoasociacion de la apoMb en presencia de
altas concentraciones de RNasa A. Para ello se realizaron experimentos de
fluorescencia con muestras de apoMb-ANS y de apoMb-FI en soluciones de altas
concentraciones de RNasa A. De forma paralela, se realizaron experimentos de
equilibrio de sedimentacion de muestras de alta concentracion de RNasa A en
ausencia de apoMb, con el fin de estudiar su estado de asociacion a distintas
concentraciones.

5.3.2.1. Experimentos de fluorescencia con apomioglobina marcada con ANS

Estos experimentos de fluorescencia se realizaron con muestras de
apoMb-ANS en presencia de distintas concentraciones de RNasa A desde 0 a
250 mg/mL. La concentracion de apoMb en estas muestras fue en todos los casos
10* M (1.7 mg/mL) con 0.8 moles de ANS por mol de apoMb. Las muestras se
equilibraron después de su preparacion durante un minimo de 30 minutos. El tiempo
necesario para el equilibrado de estas soluciones se comprobé mediante medidas
sucesivas de anisotropia en estado estacionario a distintos tiempos.

A la emision de fluorescencia obtenida para cada muestra se le resto la
correspondiente a una solucion de RNasa A de la misma concentracion en presencia
de apoMb 10* M no marcada (fondo). La contribucién del fondo fue menor del 4 % de
la intensidad total para la muestra de mayor concentracién de RNasa A (250 mg/mL).

Las longitudes de onda de excitacioén y emision para estos experimentos fueron
393 y 465 nm respectivamente. Las medidas se realizaron en tampoén fosfato 20 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 y la temperatura 20° C.
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Espectros de emisién de fluorescencia. La forma de los espectros de emision de
fluorescencia de las muestras es similar para todas las concentraciones estudiadas de
RNasa A como se puede ver en la Figura 5.11. Sin embargo, se observa una
disminucién en la intensidad de la fluorescencia emitida a medida que aumenta k
concentracién de RNasa A, que en cualquier caso no supera el 10 % para 250 mg/mL
de RNasa A.
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Figura 5.11: Espectros de emision de fluorescencia corregidos y normalizados de
muestras de apoMb-ANS (apoMb 10 M con 0.8 moles de ANS / mol de apoMb) en
presencia de distintas concentraciones de RNasa A (0, 50, 100, 150, 225, 250 mg/mL).
La longitud de onda de excitacion fue 393 nm. Las medidas se realizaron en tampén
fosfato 20mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

Decaimientos de intensidad de fluorescencia. Los decaimientos de la intensidad
de fluorescencia (Figura 5.12) recogidos para muestras de apoMb-ANS en presencia

de RNasa A se ajustaron a una funcién biexponencial de la forma:

i) =10)aaexpl-th ) (5.5)
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El andlisis individual de los decaimientos obtenidos para cada concentracion de
RNasa A proporciono dos tiempos de vida media de fluorescencia, uno mas largo en
torno a 15 ns y otro mas corto en torno a 3-5 ns, dependiendo de la concentracion de
RNasa A. Debido a esta similitud en los tiempos de vida media se realizaron dos
intentos de andlisis global de todos los decaimientos: uno en el que los dos tiempos de
vida media se suponian iguales para todas las muestras y otro en el que sélo el tiempo
de vida media mas largo se suponia igual para todas las muestras. El andlisis mas
satisfactorio fue este dltimo, en el que el tiempo de vida media més largo es idéntico
para todas las concentraciones de RNasa A. Como se puede ver en la Tabla 5.4, el
tiempo de vida media de fluorescencia mas corto aumenta ligeramente al aumentar la
concentracién de RNasa A, aungue su contribucién es muy pequefia de modo que el
tiempo de vida media de fluorescencia promedio se mantiene constante dentro del

error para las distintas concentraciones de RNasa A.
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Flgura 5.12 : Decaimientos de intensidad de fluorescencia de apoMb-ANS (apoMb
10* M con 0.8 moles de ANS / mol de apoMb) en ausencia de RNasa A (rojo) y en
presencia de 250 mg/mL de RNasa A (azul) normalizados (B) y sin normalizar (A). La
resolucion temporal fue de 12.2 ps / canal. Las medidas se realizaron en tampoén
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

106



5. Resultados

Tabla 5.4: Parametros de los decaimientos de intensidad de fluorescencia y tiempos
de vida media de fluorescencia promedio de muestras de ApoMb-ANS (apoMb 10* M
y 0.8 moles de ANS / mol de apoMb) en presencia de distintas concentraciones de
RNasa A (0-250 mg/mL). Los resultados presentados corresponden a un analisis
global de los decaimientos de intensidad de fluorescencia en el que la vida media larga
se ha considerado igual para todas las muestras. Los factores preexponenciales a;
estan normalizados. Los tiempos de vida media promediados por la amplitud <>; y
por la intensidad de fluorescencia <t>, se calcularon utilizando las ecuaciones (3.3) y
(3.4) respectivamente (ver Fundamento Teorico 3.1.1). Los errores se calcularon para
un nivel de confianza del 67 %. Las longitudes de onda de excitacién y emision fueron
393 y 465 nm respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.

Concentracion a; t, a, t, <t> <t>
de RNasa A (mg/mL) (ns) (ns) (ns) (ns)
+0.02 +0.3 10.02 0.1
0 0.16 3.4 0.84 15.2 13.3 14.7
50 0.15 35 0.85 15.2 134 14.7
100 0.14 3.6 0.86 15.2 13.6 14.8
150 0.15 4.0 0.85 15.2 135 14.7
225 0.16 55 0.84 15.2 13.6 14.6
250 0.15 55 0.85 15.2 13.7 14.6

Anisotropia de fluorescencia en estado estacionario. Los valores de la anisotropia
de estado estacionario de muestras de apoMb en presencia de distintas
concentraciones de RNasa A se muestran en la Figura 5.13. Para longitudes de onda
de excitacién y emision 375 y 465 nm, respectivamente, los valores de anisotropia de
estado estacionario obtenidos coinciden con los publicados previamente (Wilf y
Minton, 1981). A medida que se incrementa la concentracion de RNasa A se produce
un aumento de la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario. En grincipio,
este aumento podria deberse a varios factores, un aumento en la viscosidad del
sistema, una tendencia a la autoasociacion de la apoMb, una tendencia a la asociacion
entre la apoMb y la RNasa A al aumentar la concentracion de RNasa A, o bien a la

combinacion de dos o0 mas de estos factores.

107



5. Resultados

0|24 T T T T T T

0.22

He
e

0.20

- 0.18
0.16 | [] . 1

0.14 -E 7

012 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

CRNasa A (mg/mL)

Figura 5.13 : Variacién de la anisotropia en estado estacionario de muestras de
apoMb-ANS (apoMb 10* M con 0.8 moles de ANS por mol de apoMb) con la
concentracion de RNasa A a longitudes de onda de excitacion y emision 393 y 465 nm
respectivamente. Las medidas se realizaron en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 0.1 mM, pH 7.4.

Decaimientos de anisotropia de fluorescencia. Con el fin de obtener mas
informacion sobre el comportamiento hidrodinamico de las especies presentes en el
sistema, se realizaron experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal. Los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de muestras de
apoMb-ANS con RNasa A (Figura 5.14) se ajustaron a un modelo de dos
exponenciales de la forma:

r(t) = r(O)[blexp (- t/f 1)+ b,exp ( t/ff 2)] (5.6)

Donde f ;1 y f2 son los tiempos de correlacion rotacional correspondientes a la
especie o especies fluorescentes presentes en la disolucién y b, y b, las amplitudes

fraccionales correspondientes a cada movimiento.
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Los valores de r(0) obtenidos en los ajustes coinciden, dentro del error, con el
valor de la anisotropia intrinseca de la sonda a las longitudes de onda del experimento
(Hudson y Weber, 1973).

En la Tabla 5.5 se puede observar que los valores de f 1 y f » van aumentando a

medida que aumenta la concentracion de RNasa A. Ademas, la contribucion fraccional

b, del tiempo de correlacién rotacional mas grande aumenta al aumentar la

concentracion de RNasa A.

Tabla 5.5: Parametros de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de
muestras de ApoMb-ANS (apoMb 10* M con 0.8 moles de ANS unido por mol de
apoMb) en presencia de distintas concentraciones de RNasa A (0-250 mg/mL). Las
longitudes de onda de excitacion y emision fueron 393 y 465 nm respectivamente. Las
medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4. Las amplitudes fraccionales estan normalizadas. Los errores se
calcularon con un nivel de confianza del 67 % y los intervalos de error asimétricos
aparecen debajo del nimero correspondiente entre paréntesis.

Concentracion r(0) b, fi b, f, c?

de RNasa A (mg/mL)  +0.01 (ns) (ns)

0 0.35 1 9.0 - - 1.32

(8.8-9.2)

50 0.34 0.85 94 0.15 24 1.19
(0.75-0.93) (8.8-10.1) (0.17-0.25) (23-25)

100 0.34 0.80 9.9 0.20 28 1.27
(0.70-0.90) (9.0-10.8) (0.10-0.30) (25-30)

150 0.35 0.61 10.8 0.39 36 1.20
(0.56-0.67) (9.9-11.9) (0.33-0.44) (30-46)

225 0.34 0.51 12.2 0.49 52 1.22
(0.44-0.55) (10.7-14.0) (0.45-0.56) (41-69)

250 0.34 0.40 124 0.60 54 1.22

(0.35-0.47) (10.7-14.6) (0.53-0.65) (45-69)
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Figura 5.14: Decaimientos de anisotropia de fluorescencia de apoMb-ANS (apoMb
10* M con 0.8 moles de ANS por mol de apoMb) en ausencia de RNasa A (A) y en
presencia de 50 mg/mL (B), 100 mg/mL (C), 150 mg/mL (D), 225 mg/mL (E) y
250 mg/mL (F) de RNasa A. En G se comparan los ajustes correspondientes a los
decaimientos de anisotropia anteriores en ausencia de RNasa A (linea negra) y en
presencia de 50 mg/mL (rojo), 100 mg/mL (verde), 150 mg/mL (amarillo), 225 mg/mL
(azul), 250 mg/mL (rosa). En H se muestra la variacion de la contribucién del tiempo
de correlacion mas largo al decaimiento de anisotropia con la concentracion de RNasa
A. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 393 y 465 nm
respectivamente. La resolucion temporal fue 12.2 ps / canal. Las medidas se
realizaron en tampoén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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5.3.2.2. Experimentos de fluorescencia con apomioglobina marcada con

fluoresceina

En esta parte del trabajo se realiz6 un estudio de anisotropia de fluorescencia
con resolucién temporal de apoMb-FI (2x10° M) en presencia de apoMb
(concentracion total de apoMb 10 M (1.7 mg/mL)) y de RNasa A a una concentracion
de 200 mg/mL. Los resultados obtenidos se compararon con los que se obtuvieron
para apoMb-ANS en presencia de RNasa A en las mismas condiciones. Los
decaimientos de intensidad y anisotropia de fluorescencia se recogieron con
longitudes de onda de excitacion y emision de 460 y 520 nm respectivamente. El
tampon fue también fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.

Decaimiento de intensidad de fluorescencia. El decaimiento de intensidad de

fluorescencia fue ajustado a una funciéon suma de tres exponenciales de la forma:
3
It =1(0)a a,exp(-t ;) 6.7
i=1

El resultado obtenido en el analisis se muestra en la Tabla 5.6. Se observa una
disminucién de los tiempos de vida media de fluorescencia, asi como un aumento de
la contribucion de los tiempos de vida media mas cortos con respecto a los
determinados para apoMb-Fl| en ausencia de RNasa A (ver Tabla 5.2). La forma de los
espectros de emision de fluorescencia obtenidos para esta solucion coincide con la
correspondiente a una solucion de apoMb-FI de la misma concentracion, aunque su

intensidad es ligeramente inferior.
Anisotropia fluorescencia de estado estacionario y con resolucion temporal. El

valor de la anisotropia de estado estacionario de esta solucion de apoMb-Fl en
presencia de 200 mg/mL de RNasa A fue 0.150 + 0.005.

El decaimiento de anisotropia de fluorescencia obtenido para esta muestra
(Figura 5.15) se ajust6 a un modelo de dos exponenciales mas una constante:

r(®) =r(O)|b.exp (- t/f1) +b,exp (- t/f ;) + by | (5.8)

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.7.
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Tabla 5.6: Parametros del decaimiento de intensidad de fluorescencia y tiempos de
vida media de fluorescencia promedio de una muestra de ApoMb-FI 2x10° M en
presencia de apoMb no marcada (concentracion total de apoMb 10 M) y de RNasa A
a concentraciéon 200 mg/mL. Los factores preexponenciales a; estan normalizados.
Los tiempos de vida media promediados por la amplitud <t>; y por la intensidad de
fluorescencia <t>, se calcularon utilizando las ecuaciones (3.3) y (3.4)
respectivamente (ver Fundamento Teodrico 3.1.1). Los errores se calcularon para un
nivel de confianza del 67 %. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron
460 y 520 nm respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato

20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4. El valor del c? obtenido fue 1.15.

ai t]_ a, tz as t3 <t>1 <t>2

(ns) (ns) (ns) (ns)  (ns)
+0.02 +0.04 +0.01  #0.2 003  0.07

0.30 0.26 0.27 13 0.43 3.7 2.1 3.2
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Figura 5.15: Decaimiento de anisotropia de fluorescencia de apoMb-Fl (2x10° M) en
presencia de apoMb no marcada (concentracion total de apoMb 10* M (1.7 mg/mL)) y
de 200 mg/mL de RNasa A. Las longitudes de onda de excitacién y emisiéon fueron
460 y 520 nm respectivamente. La resolucién temporal fue de 13.1 ps / canal. Los
decaimientos se recogieron en tampoén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0. 1 mM,
pH 7.4 a 20 °C.
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Tabla 5.7: Parametros del decaimiento de anisotropia de fluorescencia de ApoMb-Fl
2x10° M en presencia de apoMb no marcada (concentracion total de apoMb 10 M) y
de 200 mg/mL de RNasa A. Las longitudes de onda de excitacién y emisiéon fueron
460 y 520 nm respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4. Las amplitudes fraccionales estan
normalizadas. Los errores se calcularon con un nivel de confianza del 67 % y los

intervalos de error asimétricos aparecen debajo del nimero correspondiente entre
paréntesis.

r(0) b, fi b, f by c?
(ns) (ns)
+0.1 +0.08 +0.1 +0.1
0.25 0.33 0.28 0.4 8 0.3 1.12
(5-14)

El tiempo de correlaciéon rotacional, f,, se asigné al movimiento segmental
independiente de la molécula de fluoresceina. El tiempo mas largo, f ,, es del orden
del tiempo de correlacién rotacional mas corto determinado para apoMb-ANS con
RNasa A, con lo cual cabrian asignaciones anélogas a las que alli se hicieron (ver
Resultados 5.3.2.1). La fluoresceina en apoMb-FI presenta un tiempo de vida media
de fluorescencia (<t>; = 2 ns) muy inferior al del ANS, de modo que no permite
determinar tiempos de correlacion rotacional mayores que unos 10 ns. La contribucién
de tiempos de correlacion rotacional mas largos, aparece englobada en la expresion
para r(t) como una anisotropia limite ry (ver Fundamento Teérico 3.1.2.5). El tiempo de
correlacion rotacional correspondiente al movimiento segmental de la fluoresceina, asi
como su contribucion a la despolarizacion de la fluorescencia, son del mismo orden
gue los encontrados para muestras de apoMb-F| en tampén (Resultados 5.3.1). Esto
hace suponer que el movimiento restringido de la fluoresceina es equivalente tanto en
el monémero como en el dimero de apoMb. La contribuciéon relativa a la
despolarizacion de la fluorescencia del tiempo de correlacion rotacional f, (b,) y del
movimiento global de la especie de mayor tamafio (by) es aproximadamente un 60 y

40 % respectivamente, lo que estaria en acuerdo con los resultados obtenidos para
apoMb-ANS en presencia de RNasa A.
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5.3.2.3. Experimentos de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario a
concentracion fija de Ribonucleasa A y con concentraciones variables de
apomioglobina

Los experimentos descritos en Resultados 5.3.2.1 y 5.3.2.2 permitieron
identificar la formacion de especies de mayor tamafio que la apoMb monomérica a
medida que se incrementaba la concentracion de RNasa A, para una concentracion
total fija de apoMb (10 M). En esta parte del trabajo, se pretende explorar la variacion
de la proporcion de esa nueva especie con la concentracion de apoMb, para diferentes
concentraciones fijas de RNasa A, por medio de medidas de anisotropia de
fluorescencia de estado estacionario. Las medidas se realizaron a 20 °C a longitudes
de onda de excitacion y emisién 393 y 465 nm.

La contribucion de la sefial de fluorescencia del fondo de RNasa A a la sefial
total es inferior a un 10 % para una concentracion de apoMb 10° M y una
concentracion de RNasa A de 250 mg/mL. Por debajo de esta concentracion de
apoMb, la concentracion de ANS unido a la proteina es muy baja y la sefial de
fluorescencia disminuye notablemente de modo que la contribucién del fondo no
permite hacer una buena estimacién de la anisotropia. Por este motivo, no se
realizaron medidas a concentraciones de apoMb por debajo de 10° M. Para las
muestras medidas la contribucién del fondo fue restada en todos los casos. Los
efectos de filtro interno de las muestras estudiadas no fueron apreciables. Los
experimentos se realizaron con muestras de apoMb-ANS con distinta proporcion de
ANS por mol de proteina (entre 0.2 y 0.8), sin que ello afectara a los valores de
anisotropia de fluorescencia obtenidos para una misma concentraciéon de apoMb y
RNasa A. Para las muestras con una concentracion de RNasa A de 150 mg/mL, se
realizaron medidas de anisotropia a distintas longitudes de onda de excitacién y
emision como control de posibles efectos de transferencia de energia o de filtro interno
obteniéndose el mismo resultado para todas las condiciones probadas.

La variacidon de la anisotropia de fluorescencia con la concentracién total de
apoMb que se obtuvo para muestras con una concentracion total de RNasa A de 100,
150, 200 o 250 mg/mL, es la indicada en la Figura 5.16. Como se puede observar, no
se detecta un cambio apreciable en h anisotropia de fluorescencia al aumentar la
concentracion de apoMb en el intervalo estudiado, a las distintas concentraciones de
RNasa A.
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Figura 5.16: Variacion de la anisotropia de fluorescencia de estado estacionario con la
concentracion de apoMb para concentraciones fijas de RNasa A 250 mg/mL (A),
200 mg/mL (B), 150 mg/mL (C) y 100 mg/mL (D). En todos los casos la apoMb estaba
marcada con ANS. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 393 y
465 nm respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampén fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.
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5.3.2.4. Experimentos de equilibrio de sedimentacién de ribonucleasa A

altamente concentrada

En la Figura 5.17 se muestran los gradientes de equilibrio de sedimentacion
obtenidos para soluciones de distinta concentraciéon de RNasa A asi como los ajustes
con el programa XLAEQ (Beckman Instruments, Minton 1994) a partir de los cuales se
obtuvieron las masas moleculares de flotacion. Los resultados obtenidos para
muestras con RNasa A-FI como trazador, fueron comparables con los que se
obtuvieron para muestras que contenian solo RNasa A dentro del error experimental,
lo que indica que el marcado con fluoresceina no afecta a las propiedades de la
RNasa A en lo referente a su estado de asociacion.
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Figura 5.17 : Gradientes de equilibrio de sedimentacion de soluciones de RNasa A de
concentracion 25 mg/mL (A), 50 mg/mL (B), 75 mg/mL (C),100 mg/mL (D),150 mg/mL
(E) y 200 mg/mL (F). Las muestras se centrifugaron a 20000 rpm a 20 °C. La longitud
de onda a la que se midio la absorciéon fue 280 nm. Los experimentos se realizaron en

tampdn fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.
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Del analisis de la variacion de M*,, con la concentracion de proteina, se obtuvo
informacion sobre la tendencia a la asociacion de la RNasa A. Dicho andlisis fue
amablemente realizado por el Dr. A.P. Minton (N.I.LH., U.S.A)) (ver Materiales y
Métodos 4.8.2). Los datos experimentales resultaron incompatibles con un modelo en
el que la RNasa A se mantuviera monomérica en todo el intervalo de concentraciones.
Por ello se estudiaron otros modelos sencillos de asociacién: monémero - dimero,
monomero - trimero, mondémero - tetrAmero y monémero - pentamero. Los resultados
experimentales son compatibles con los modelos monémero - trimero y monémero —
tetrdmero y excluyen las posibilidades mondmero — dimero y monémero — pentamero.
El ajuste de los datos experimentales a los modelos mondémero-trimero y monémero-
tetrAmero se muestra en la Figura 5.18. La proporcion de cada una de las especies
presentes en la solucion para una determinada concentraciéon de RNasa A, calculada a
partir de las constantes de asociacion estimadas a partir del analisis de los datos

experimentales, se muestra en la Figura 5.19.
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Figura 5.18: Variacion de la masa molecular de flotacion aparente con la
concentracion de RNasa A. Los ajustes corresponden a un modelo monémero -
trimero (A) y a un modelo monémero - tetrdmero (B). Los experimentos se realizaron
en tampodn fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Figura 5.19: Variacion de la concentraciéon en mg/mL de mondmero () y trimero (0)
(panel A) o de monémero y tetramero (0) (B) con la concentracion total de RNasa A.
Los experimentos se realizaron en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

121



5. Resultados

5.3.3. Estudio del estado de asociacion de la apomioglobina en presencia

de altas concentraciones de albimina sérica humana

En esta parte del trabajo, se pretende aplicar la espectroscopia de
fluorescencia con resolucion temporal para la obtencion de informacion cuantitativa
sobre las propiedades hidrodinAmicas y el estado de asociacion y de la apoMb en
soluciones de alta concentraciéon de HSA. La utilizacion del ANS como sonda para
marcar la apoMb en soluciones que contienen HSA es inviable ya que la HSA presenta
a su vez sitios de unién de dicho fluoréforo (Weber y Young, 1964). Por ello, todos los
experimentos de fluorescencia correspondientes a este sistema se realizaron con
muestras de apoMb-Fl.

Para estos experimentos se prepararon muestras con apoMb-FI como trazador
a concentracion 2x10°® M (en presencia de apoMb no marcada hasta una
concentraciéon total 10* M (1.7 mg/mL)) y la cantidad correspondiente de HSA
(0-200 mg/mL). Después de su preparacion, las muestras se dejaron equilibrar durante
al menos 30 minutos antes de ser medidas. La HSA utilizada para estos experimentos
presenta trazas de impurezas fluorescentes que absorben y emiten en el intervalo de
longitudes de onda de trabajo. Una de estas impurezas parece ser la bilirrubina, que
forma un complejo muy estable con la HSA mediante la unién a sitios hidrofobicos
(Beaven et al, 1974, McDonagh et al, 1989 Lamola et al, 1982). Se realizaron varios
intentos de eliminacién de dichas impurezas con escaso éxito, también se probé con
muestras de HSA comercial de distintas especificaciones de pureza pero no
presentaban ninguna ventaja frente a la inicialmente elegida. En cualquier caso, la
contribucion del fondo de HSA para la muestra de mayor concentracion de HSA
probada (200 mg/mL) es del orden del 10 % de la sefial total de fluorescencia. La
contribucion del fondo de HSA fue restada en todos los casos a la sefial de la muestra
con fluoréforo.

Las longitudes de onda de excitacion y emision para estos experimentos fueron
460 y 520 nm respectivamente el tampon, fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4 y la temperatura 20 °C.

Espectros de emision de fluorescencia. La forma de los espectros de emision de

fluorescencia obtenidos para las distintas muestras de apoMb-FI es la misma
independientemente de la concentracion de HSA presente. Sin embargo, se observa

un descenso en la intensidad de fluorescencia en estado estacionario a medida que
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aumenta la concentracién de HSA, que para la muestra de 200 mg/mL de HSA, es de

un 25 % respecto del valor obtenido en ausencia de HSA.
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Figura 5.20: Espectros de emision de fluorescencia corregidos y normalizados de
apoMb-Fl (2x10° M) en presencia de apoMb no marcada (concentracion total de
apoMb 10 M (1.7 mg/mL)) y HSA (5, 25, 50, 100 y 200 mg/mL). La longitud de onda
de excitacion fue 460 nm. Los espectros se tomaron en tampoén fosfato 20 mM, NacCl
150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

Decaimientos de intensidad de fluorescencia. Los decaimientos de la intensidad de
fluorescencia obtenidos para muestras de apoMb-FlI en presencia de HSA (Figura

5.21) se ajustaron a un modelo de tres exponenciales de la forma:

I =10)8 aexp(-t4,) (5.9)

i=1

Los tres tiempos de vida media obtenidos en los correspondientes analisis

individuales fueron semejantes para todas las muestras de apoMb-FI
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independientemente del contenido de HSA, por ello, se decidié realizar un analisis
global de todos los decaimientos en el que cada uno de los tres tiempos de vida media
se suponian iguales para todas las muestras.

En la Tabla 5.8 se presentan los resultados del analisis global. Se observa un
aumento de la contribuciéon de los tiempos de vida media cortos, a medida que se
incrementa la concentraciéon de HSA. Esto se traduce en una disminucion de los
tiempos de vida media promedio que en el caso de <t>;, para 200 mg/mL de HSA,

resulta ser coincidente con la disminucion detectada en la intensidad de fluorescencia

en estado estacionario.

Tabla 5.8: Parametros de los decaimientos de intensidad de fluorescencia y tiempos
de vida media de fluorescencia promedio de muestras de ApoMb-Fl (2x10° M) en
presencia de apoMb no marcada (concentracion total de apoMb 10 M (1.7 mg/mL))
ademas de la correspondiente concentracion de HSA. Los resultados presentados
corresponden a un analisis global de todos los decaimientos de intensidad. El valor del
092 obtenido fue 1.12. Los factores preexponenciales a; estdn normalizados. Los
tiempos de vida media promediados por la amplitud <t>; y por la intensidad de
fluorescencia <t>, se calcularon utlizando las ecuaciones (3.3) y (3.4)
respectivamente (ver Fundamento Teodrico 3.1.1). Los errores se calcularon para un
nivel de confianza del 67 %. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron
460 y 520 nm respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato
20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4

Concentracion a t, a, t, a; ts <t> <t>;
de HSA (mg/mL) (ns) (ns) (ns) (ns) (ns)
+0.02 +0.04 +0.01 0.2 +0.03 +0.07
0 0.22 028 026 15 0.52 3.87 25 34
0.23 028 026 15 051 3.87 24 34
25 0.25 028 030 15 045 3.87 2.3 3.3
50 0.30 028 028 15 042 3.87 2.1 3.3
100 0.30 028 031 15 0.39 3.87 2.1 3.2
200 0.35 028 031 15 0.34 3.87 1.9 31
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Figura 5.21: A: decaimiento de la intensidad de fluorescencia en condiciones de
angulo méagico de apoMb-FI (2x10° M) en presencia de apoMb no marcada
(concentracion total de apoMb 10* M (1.7 mg/mL)) y de 200 mg/mL de HSA.
B: decaimientos de intensidad de fluorescencia en condiciones de angulo magico
normalizados de apoMb-FI (2x10°® M) en presencia de apoMb no marcada
(concentracion total de apoMb 10* M (1.7 mg/mL)) (linea negra) y en presencia de
5 mg/mL (rojo), 25 mg/mL (verde), 50 mg/mL (amarillo), 100 mg/mL (azul) y
200 mg/mL (rosa) de HSA. La resolucién temporal fue 13.1 ps / canal. Las longitudes
de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente. Los
decaimientos se recogieron en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM,
pH 7.4 a 20 °C.

Anisotropia de fluorescencia estado estacionario y con resolucion temporal. Se
determin6é la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario de apoMb en
presencia de distintas concentraciones de HSA utilizando apoMb-FI como trazador.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.22. La anisotropia de
fluorescencia de las muestras aumenta al aumentar el contenido de HSA. Como se
comento para las muestras de apoMb-ANS en presencia de RNasa A Resultados
5.3.2.1), este aumento puede deberse a varios factores, el aumento de la viscosidad,
una posible autoasociacion de la apoMb, una asociacion de la apoMb con la HSA o
bien a la combinacion de dos 0 mas de éstos factores.
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Figura 5.22: Variacion de la anisotropia de estado estacionario de apoMb-FI
(2x10°® M) en presencia de apoMb (concentracion total de apoMb 10™ M) en funcién
de la concentracion de HSA presente en la solucién. Las longitudes de onda de
excitacion y emision fueron 460 y 520 nm respectivamente. Las medidas se realizaron
en tampodn fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

Se realizaron experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal, con el fin de caracterizar hidrodinamicamente y cuantificar la especie o
especies de apoMb presentes en las soluciones de alta concentracion de HSA. Los
decaimientos de anisotropia de fluorescencia obtenidos para apoMb en presencia de
HSA con apoMb-FI como trazador (Figura 5.23) se ajustaron en todos los casos a un
modelo biexponencial de la forma:

r(t) =r(0)[b exp (- t/f ) +bgexp(- t/f ;)] (5.10)

donde r(0) es la anisotropia a tiempo cero, f_ y fs son los tiempos de correlacion

rotacional asociados al movimiento local de la fluoresceina y a la rotacion global de la

apoMb-FI respectivamente y b, y b son sus amplitudes fraccionales.

El valor del r(0) obtenido, 0.25, es bastante mas bajo de lo que cabria esperar
para una sonda como la fluoresceina, cuyo r, es del orden de 0.4 a la longitud de onda
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de excitacién (Chen y Bowman, 1965). Esto indica que estan teniendo lugar procesos
de despolarizacion muy rapidos (< 50 ps) que no son resueltas por el instrumento.

En la Tabla 5.9 se presentan los parametros de los decaimientos de
anisotropia. Como se puede observar, el movimiento local de la fluoresceina en la
apoMb permanece inalterado a medida que se va afiadiendo HSA, mientras que el
movimiento global de la apoMb se va haciendo cada vez mas lento. La contribucién de
cada movimiento a la despolarizacion de la fluorescencia es la misma dentro del error
independientemente de la concentracion de HSA. El aumento del tiempo de
correlacion rotacional mas largo al aumentar la concentracion de HSA se puede
explicar por el aumento de la viscosidad de la solucién (ver Resultados 5.4.2) sin
necesidad de recurrir a la posible formacién de nuevas especies.
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Figura 5.23: Decaimientos de anisotropia de fluorescencia de apoMb-Fl (2x10°® M) en
presencia de apoMb no marcada (concentracion total de apoMb 10 M, 1.7 mg/mL) en
presencia de 5 mg/mL (A) , 25 mg/mL (B), 50 mg/mL (C), 200 mg/mL (D) y 200 mg/mL
(E) de HSA. F: decaimientos de anisotropia de fluorescencia normalizados de
apoMb-Fl £2x10'6 M) en presencia de apoMb no marcada (concentracion total de
apoMb 10" M) en presencia de 5 mg/mL (linea negra), 25 mg/mL (rojo), 50 mg/mL
(verde), 100 mg/mL (amarillo) y 200 mg/mL (azul) de HSA. La resolucion temporal fue
13.1 ps / canal. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm
respectivamente. Los decaimientos se recogieron en tampoén fosfato 20 mM, NacCl

150 mM, EDTA 0. 1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Tabla 5.9: Parametros de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de
muestras de ApoMb-FI (2x10° M) en presencia de apoMb no marcada (concentracion
total de apoMb 10* M (1.7 mg/mL)) ademas de la correspondiente concentracion de
HSA. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 460 y 520 nm
respectivamente. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato 20 mM, NacCl
150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4. Las amplitudes fraccionales estan normalizadas. Los
errores se calcularon para un nivel de confianza del 67 % y los intervalos de error
asimétricos aparecen debajo del nUmero correspondiente entre paréntesis.

Concentracion r(0) b, fo bs fe c?
de HSA (mg/mL) (ns) (ns)
+0.02 +0.02

0 0.25 0.40 0.2 0.60 9.9 1.08

5 0.25 0.40 0.2 0.60 10.2 1.12
(9.6-10.8)

25 0.25 0.40 0.2 0.60 10.6 1.18
(9.4-12.2)

50 0.25 0.40 0.2 0.60 10.7 1.14
(9.4-12.6)

100 0.25 0.39 0.2 0.61 11.4 1.21
(10.1-12.8)

200 0.25 0.38 0.2 0.62 13.6 1.22
(11.6-15.8)
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5.4. EFECTO DE LA ALTA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN SOLUCION
(MEDIOS AGLOMERADOS) SOBRE LA DIFUSION ROTACIONAL Y
TRANSLACIONAL DE PROTEINAS: APOMIOGLOBINA EN PRESENCIA DE
ALTAS CONCENTRACIONES DE RIBONUCLEASA A O DE ALBUMINA SERICA
HUMANA

En esta parte del trabajo se realizo0 un estudio detallado del efecto de la
viscosidad microscopica, a veces también llamada “microviscosidad”, que actia sobre
la rotacion y la traslacién de la apoMb en soluciones con una alta concentracion de
RNasa A o de HSA. La informacion sobre la difusion rotacional de la molécula se
obtuvo a partir de los experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal descritos en Resultados 5.3. Para la obtencién de informaciéon sobre la
difusion translacional se realizaron experimentos de espectroscopia de correlacion de

fluorescencia (FCS).

5.4.1. Viscosidad macroscoépica de soluciones de ribonucleasa A y de

albimina sérica humana

En la Figura 5.24 se muestra una representacion de los valores de la
viscosidad macroscopica de soluciones de distinta concentracion de RNasa A y de
HSA determinados experimentalmente (Materiales y Métodos 4.7). Como se puede
observar, la viscosidad correspondiente a las soluciones de RNasa A es superior a la
correspondiente a soluciones de HSA para una misma concentracion de proteina (en
mg/mL). En dicha figura se muestra también el ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion de Mooney (Mooney, 1951; Ross y Minton, 1977):

h & Ac 0
—=eX = 5.11
" P Bey (5.11)

donde h es la viscosidad macroscépica de la solucién determinada para cada

concentracion de proteina, h, es la viscosidad del tampén, A es un parametro
caracteristico de las interacciones hidrodinamicas y B es proporcional a un factor de
autoaglomeracion. El valor de h, para el tampén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA

0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C es 1.026 cP (calculado con el programa SEDNTERP (obtenido
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del servidor de RASMB (Laue et al, 1992)). En la ecuacion originalmente propuesta
por Mooney, ¢ correspondia a la fraccion de volumen de la proteina, sin embargo, en
nuestro caso ¢ se ha tomado como la concentracion de proteina en mg/mL. Dado que
las densidades de las soluciones de RNasa A y HSA determinadas experimentalmente
son muy proximas a 1 (entre 1.00y 1.03 para HSA y entre 1.00 y 1.04 para RNasa A),
las dos variables son proporcionales, de modo que la utilizacion de fracciones de masa
en vez de fracciones de volumen soélo se traduce en que los valores de Ay B
obtenidos no son valores absolutos sino relativos (Lavalette et al, 1999). En la Tabla
5.10 se muestran los valores de A y B obtenidos en el ajuste de los datos
experimentales.
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Figura 5.24: Variacion de la viscosidad macroscopica relativa de soluciones de HSA
(o) y RNasa A () con la concentracion total de proteina. Los datos experimentales se
han ajustado a la ecuacién (5.11) (ecuacién de Mooney generalizada). Los valores de
los parametros A y B obtenidos fueron (3.94 # 0.05)x10° y (1.47 + 0.03)x10°
respectivamente para RNasa Ay (2.7 = 0.1)x10° y (1.3 + 0.1)x10° respectivamente
para HSA. Para el tampoén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a

20 °C la viscosidad es 1.026 cP (calculado con el programa SEDNTERP (obtenido del
servidor de RASMB (Laue et al, 1992)).
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Tabla 5.10: Valores de los parametros A y B de la ecuacion generalizada de Mooney
para soluciones de HSA y RNasa A en tampén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

Proteina Ax10° Bx10®
RNasa A 3.94+0.05 1.47 +0.03
HSA 2.7+0.1 1.3+0.1

5.4.2. Difusion rotacional y viscosidad local de apomioglobina en
presencia de altas concentraciones de ribonucleasa A o de albumina

sérica humana

Los parametros de los decaimientos de anisotropia de fluorescencia con
resolucion temporal de apoMb en presencia de distintas concentraciones de RNasa A
y de HSA presentados en Resultados 5.3.2 y 5.3.3, contienen informacién sobre la
rotacion browniana de la apoMb en estos medios con aglomeracion macromolecular.
Los tiempos de correlacion rotacional determinados dependen basicamente del
volumen y la forma de la especie que rota y de la viscosidad local que actia sobre
dicha rotacion.

5.4.2.1. Apomioglobina en soluciones concentradas de ribonucleasa A

Los decaimientos de anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal de
apoMb-ANS en presencia de distintas concentraciones de RNasa A (Resultados
5.3.2.1) fueron ajustados a un modelo de dos tiempos de correlacién rotacional, f 1y
f,. Estos dos tiempos de rotacion experimentan un incremento al aumentar la
concentracién de RNasa A (ver Tabla 5.5). El aumento que se produce es, en ambos
casos, inferior al que se obtendria si los tiempos de correlacion rotacional
correspondientes a cada concentracion de RNasa A fueran proporcionales a la
viscosidad macroscopica de la solucion (ver Figura 5.25). Ademas, el efecto de la

viscosidad es mayor sobre el tiempo de rotaciéon mas largo, f ,, que sobre el menor, f 4,
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lo que se indica que las interacciones que afectan a la difusion rotacional varian con el
tamafio relativo de la especie que rota y de las circundantes.

El comportamiento observado para los tiempos de difusion rotacional de
especies en medios en los que no se verifican las relaciones de Stokes-Einstein-
Debye, se ajusta en general a la siguiente relacion empirica (Gavish, 1980, Lavalette
et al 1999, Endre y Kuchel, 1986):

fi = expg—; (5.12)
f

donde f ; es el tiempo de correlacién rotacional asociado a cada especie 0 movimiento
determinado para cada concentracion de RNasa A, f ;, es el tiempo de correlacion que
corresponderia a esa especie 0 movimiento en tampoén, g es un factor empiricoy A, B
y € son las mismas magnitudes que en la ecuacion de Mooney. La ecuacion (5.12) se

obtiene suponiendo una dependencia potencial de la “microviscosidad” rotacional con

.q
. . L . 0 : .
la viscosidad macroscopica del tipo :— = gL: , 'y aplicando la ecuacion de Mooney
0 0@
(5.11).
La variacion de los tiempos de correlacién rotacional determinados en este
trabajo para apoMb-ANS, con la concentracibn de RNasa A, se ajustd

satisfactoriamente a la ecuacion (5.12). Los valores del pardmetro g obtenidos a partir
del ajuste de los datos experimentales fueron 0.219 + 0.006 para el tiempo de

correlacién rotacional mas corto, f 1, y 0.61 + 0.05 para el mas largo, f ,. El valor de f ; o
se midi6é experimentalmente y se fij6 en el ajuste (ver Resultados 5.3.1), sin embargo,
f 2,0 no se pudo medir experimentalmente de modo que se obtuvo a partir del ajuste. El
valor de f ,,, obtenido del ajuste, 22 + 2 ns es del mismo orden que el valor publicado

para € tiempo de correlacion rotacional de la apohemoglobina marcada con ANS en
tampodn fosfato, 22.34 + 0.75 ns (Sassaroli et al, 1986)
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hih, fif,

0 50 100 150 200 250
CRrNasa A (mg/mL)

Figura 5.25: Incremento de la viscosidad macroscopica relativa {riangulos) y de los
tiempos e correlaciéon rotacional f; (cuadrados rellenos) y f (cuadrados vacios)
relativos determinados para apoMb-ANS (ver Resultados 5.3.2.1) con la concentracion
de RNasa A en tampon fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
Las lineas continuas corresponden a los ajustes de los datos experimentales a la
ecuacion de Mooney (5.11) para la viscosidad macroscopica y a la ecuacion (5.12)
para los tiempos de correlacion rotacional. El subindice 0 indica el valor de la magnitud
correspondiente en tampon.

5.4.2.2. Apomioglobina en presencia de altas concentraciones de albumina

sérica humana

Como resultado del andlisis de los experimentos de anisotropia de florescencia
con resolucién temporal de muestras de apoMb-FI en presencia de HSA se obtuvieron
dos tiempos de correlacion rotacional, uno de 0.2 ns correspondiente al movimiento
segmental de la fluoresceina y otro mas largo que corresponderia la movimiento global
de la apoMb (ver Tabla 5.9). El tiempo de correlacion rotacional mas corto permanece
inalterado al aumentar la concentracion total de HSA o, lo que es lo mismo, no es
sensible al aumento de la viscosidad macroscopica producido por la adicion de HSA.
Este resultado estaria indicando que la difusion restringida de la fluoresceina en el

microentorno de la apoMb no se afecta por la presencia en el medio de una alta
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concentracion de moléculas de HSA. Sin embargo, el tiempo de correlacién rotacional
correspondiente al movimiento global de la apoMb se ve mas afectado por el aumento
de la concentracion de HSA. Como se puede observar en la Figura 5.26, el aumento
del tiempo de rotacion con la concentracion de HSA es inferior al que se produciria si
los tiempos de correlacion rotacional obtenidos fueran proporcionales a la viscosidad
macroscopica para cada concentracion de HSA.

También en este caso, la variacibn obtenida para el tiempo de difusion
rotacional correspondiente al movimiento global de la apoMb-FI con la concentracion
de HSA, se ajustd satisfactoriamente a la ecuacion (5.12) (Figura 5.26). El valor
obtenido para el factor g fue 0.44 + 0.02.

2.5

2.0

hih, fIf,

15

1.0

0 50 100 150 200 250

Figura 5.26: Incremento de la viscosidad macroscopica relativa (triangulos) y del
tiempo de correlacion rotacional f, (cuadrados) relativo determinado para apoMb-FI
(ver Resultados 5.3.3) con la concentracion de HSA en tampén fosfato 20 mM, NacCl
150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C. Las lineas continuas corresponden a los
ajustes a la ecuacién de Mooney (5.11) para la viscosidad macroscépica y a la
ecuacion (5.12) para los tiempos de correlaciéon rotacional. El subindice O indica el
valor de la magnitud correspondiente en tampon.
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5.4.3. Difusién translacional y viscosidad local de apomioglobina en

soluciones de ribonucleasa Ay de albimina sérica humana

El objetivo en esta parte del trabajo ha sido estudiar el efecto de la alta
concentracion de proteina presente en los sistemas con aglomeracion macromolecular
sobre la difusion translacional de las especies presentes en dichos medios desde un
punto de vista microscopico. La técnica elegida para el estudio de la difusién
translacional de la apoMb en soluciones con alta concentracion de RNasa A o de HSA,
fue la espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS).

Para las muestras en las que la proteina que estaba presente con alta
concentracion era la RNasa A, fue posible realizar medidas a dos longitudes de onda
de excitacion: 488 y 543 nm. Para las medidas a 488 nm se prepararon muestras con
apoMb-Alexa 488 mientras que para las medidas a 543 nm se prepararon muestras
con apoMb-Alexa 546. En el caso de las muestras en las que la proteina concentrada
era HSA, la elevada intensidad de fluorescencia de las impurezas de la HSA cuando
se excitaba a 488 nm saturaba el detector, lo que hizo inviables las medidas a esa
longitud de onda de excitacion, por lo que soélo se realizaron medidas a 543 nm.

Experimentos de equilibrio de sedimentacion realizados con muestras de
apoMb-Alexa 488 y apoMb-Alexa 546 a concentraciones de proteina en torno a
1 mg/mL en tampén, permitieron determinar pesos moleculares idénticos a los
encontrados para la apoMb, lo que indica que ninguna de estas dos sondas produce
ningun tipo de fragmentacién o autoasociacion de la apoMb.

Las funciones de autocorrelacion obtenidas experimentalmente se ajustaron
satisfactoriamente a un modelo simple (modelo 1) (ecuacion (4.25), ver Materiales y
Métodos 4. 6.2) en el que la variacion de la fluorescencia en el elemento de volumen
se debe a la difusion de una sola especie. Dicho modelo incluia las correcciones
debidas a la contribucién de la poblacién y despoblacién del estado triplete de la
sonda.

Tanto la RNasa A como la HSA contienen trazas de impurezas fluorescentes.
Sin embargo, como ya se vio en Materiales y Métodos 4.6.2, la contribucion de una
impureza fluorescente a la funcion de autocorrelacion no es trivial y depende de dos
factores. Por un lado depende de la relacion entre la intensidad total de fluorescencia
del fluoréforo de interés y de la impureza en la muestra objeto de estudio y por otro, de
la relacion entre la intensidad de fluorescencia por molécula (brillo) del fluoréforo y de

la impureza. En la Tabla 5.11 se muestran los valores de la intensidad de
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fluorescencia y de la intensidad de fluorescencia por unidad de molécula para varias
muestras y sus fondos correspondientes. Para evaluar la contribucion de las trazas de
impurezas fluorescentes a la funcion de autocorrelacion, se obtuvo para cada muestra
la funcion de autocorrelacion correspondiente a su fondo (RNasa A o HSA a la
concentracion apropiada). Dicha funcién se analiz6 utilizando el modelo de difusion de
una sola especie (modelo 1, ecuacion (4.25)) para obtener el tiempo de difusion
translacional correspondiente a las impurezas. Finalmente se realizO un segundo
andlisis de las funciones de autocorrelacion obtenidas para cada muestra utilizando el
modelo que tiene en cuenta el fondo (ecuacion (4.26), ver Materiales y Métodos 4.6.2).
En este modelo (modelo 2), se fij6 el tiempo de difusion translacional obtenido para las
impurezas como resultado del andlisis de la funcion de autocorrelacion del fondo.

En las Figuras 5.27, 5.28 y 5.29 se muestran las funciones de autocorrelacion
obtenidas para distintas muestras de apoMb-Alexa 488 y apoMb-Alexa 546 en
presencia de altas concentraciones de RNasa A y HSA. En dichas figuras se muestran
también los ajustes de las funciones de autocorrelacion obtenidas utilizando el modelo
2 arriba indicado. En todos los casos, incluso para las muestras de mayor
concentracién de HSA o RNasa A, los ajustes a los modelos 1y 2 y los tiempos de
difusion translacional de la apoMb determinados a partir del ajuste de los datos
experimentales a ambos modelos, son indistinguibles. Sorprendentemente, estos
resultados indican que el fondo no contribuye significativamente en ningin caso de los
analizados a la funcién de autocorrelacion. Este efecto despreciable del fondo no es
evidente si se observa la contribucion de dicho fondo a la intensidad de fluorescencia
total, que en algunos casos es superior al 60 %. Sin embargo, hay que resaltar que el
brillo del fluoréforo es mas de 6 veces mayor que el correspondiente al fondo y la
contribucion de este parametro a la funcién de autocorrelacion es proporcional al
cuadrado de su valor.

Por otro lado, el brillo obtenido para soluciones de apoMb-Alexa 488 o
apoMb-Alexa 546 en presencia de altas concentraciones de proteina (HSA o RNasa A)
no es el mismo que en solucion diluida, sino apreciablemente menor. Esto se debe a
gue la fluorescencia por unidad de molécula que se obtiene para estas muestras es un
promedio del brillo de cada molécula pesado por el nimero de moléculas de cada tipo.
En estas muestras, en el elemento de volumen tenemos dos tipos de moléculas, las de
apoMb-Alexa 488 o apoMb-Alexa 546, que tienen un brillo mayor pero que son menos
abundantes y las de las impurezas fluorescentes (de la RNasa A o de la HSA), que

son apreciablemente menos brillantes, pero mucho mas abundantes.
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Tabla 5.11: Intensidad de fluorescencia (I)) y fluorescencia por unidad de molécula (n;)
para varios fluoréforos y sus fondos correspondientes. Los subindices T y B hacen
referencia al fluoréforo de interés o trazador y a las impurezas que constituyen el fondo
respectivamente.

Proteina altamente Fluoréforo (concentracion) I+ g nr Ng

concentrada (250 mg/mL) (kHz) (kHz) (kHz) (kHz)
RNasa A apoMb-Alexa 488 (20 nM) 190 70 23 35
RNasa A apoMb-Alexa 546 (50 nM) 100 14 23 35
HSA apoMb-Alexa 546 (25 nM) 130 80 23 3

Los tiempos de difusion translacional determinados para apoMb-Alexa 488 o
apoMb-Alexa 546 a cada concentracion de RNasa A o HSA se representan en la
Figura 5.30. Como se puede ver, en el caso de las soluciones de RNasa A, los valores
de los tiempos de difusion translacional obtenidos para muestras de apoMb-Alexa 488
y apoMb-Alexa 546 fueron comparables dentro del error experimental. El aumento que
se produce en el tiempo de difusion translacional con la concentracion de RNasa A o
HSA es, en todos los casos, superior al estimado si dicho tiempo fuera proporcional a
la viscosidad macroscopica de la solucion.

La variacion de los tiempos de difusién translacional de apoMb determinados
experimentalmente con la concentracion de RNasa A o de HSA se ajustd

satisfactoriamente a una ecuacién andloga a la (5.12):

0 (5.13)

donde T; es el tiempo de difusion translacional obtenido para apoMb a cada
concentracion de RNasa A o HSA, T, es el tiempo de difusién translacional que se
obtendria para apoMb en tamp6n, q es un factor empirico y A, B y ¢ son las mismas
magnitudes que en la ecuacion de Mooney (5.11). Los valores de q obtenidos fueron
1.35 £ 0.04 para apoMb en soluciones de RNasa A y 1.28 + 0.04 para apoMb en
soluciones de HSA. El valor de T;, se midi6 experimentalmente y se fijo en el ajuste, el

valor obtenido fue 195 + 5 nrs.
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Figura 5.27: Funciones de autocorrelacion obtenidas para apoMb-Alexa 488 en
ausencia de RNasa A (A) y en presencia de 25 mg/mL (B), 50 mg/mL (C), 100 mg/mL
(D), 150 mg/mL (E), 200 mg/mL (F), 225 mg/mL (G) y 250 mg/mL (H) de RNasa A. En
| se presenta la funcion de autocorrelacion obtenida para 250 mg/mL de RNasa Ay en
J los ajustes normalizados de la funcion de autocorrelacion para apoMb-Alexa 488 con
las distintas concentraciones de RNasa A indicadas en los paneles anteriores (0
negro, 25 rojo, 50 verde, 100 amarillo, 150 azul oscuro, 200 rosa, 225 azul claro y 250
rojo oscuro). Los ajustes presentados corresponden al modelo 2, que tiene en cuenta
la contribucién del fondo (ecuacion (4.26)). La longitud de onda de excitacion fue

488 nm. Las medidas se realizaron en tampén fosfato 20mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

142



5. Resultados

15
14
__ 13 .
O 192 O 1.06
11
~ 10 ~ 1.
n n
w 6e3 %, 6e-3 T
o 0 o 0 ANpbapn e
> > "W‘IV"" Mand
2 eyt 2 fe3l——
g 10210210110°10'10%210%104 @ 10310210110° 10* 102108 104
tiempo (ms) tiempo (ms)
1.10 ——————— 1.06
1.08 1.05
1.06 1.04
e £ 1.03
O 1.04
1.02
1.02 1.01
1.00 1.00
@ 1 1 1 1 1 1 @ 1 1 1 1 1 1
. 6e-3 ——————— o 6e-3 —
g 0 W%q&-m g 0 l‘ifl' AR
% -66-3 ! ! ! ! ) ) % -66-3 ] ] ] ] ] ]
g 10210210110°10*10210%10% @ 10-310210-110°10* 107 10% 104
tiempo (ms) tiempo (ms)

143



5. Resultados

1.06 1.06
1.05 1.05
1.04 1.04
£ 1.03 £ 1.03
O O
1.02 1.02
1.01 1.01
. 1.00 . 1.00 L T
in/ 1 1 1 1 1 1 @/
n 6e'3 T T T T T T n 68-3 T T T T T T
S o0 «WW%W § 0 Pt -
.-f,_j) _6e_3 1 1 1 1 I I a ‘66'3 1 1 1 1 1 1
o 10°10210110°10*10%10%10* @ 10310210110°10110210%104
tiempo (ms) tiempo (Ms)
1.0 .
0.8 .
= __ 06 .
) R
O 04 ]
0.2 .
@ 6 3 1 1 1 1 1 1 O.O . |
P 8' .W /1gI a o 10310210110°10110210%104
3 1]
2 -6e-3 A Lo tiempo (ms)
Qo 10°10210110° 10t 102 10% 10

tiempo (ms)

Figura 5.28: Funciones de autocorrelacion obtenidas para apoMb-Alexa 546 en
ausencia de RNasa A (A) y en presencia de 100 mg/mL (B), 150 mg/mL (C),
200 mg/mL (D), 225 mg/mL (E), 250 mg/mL (F), de RNasa A. En el panel G se
presenta la funcién de autocorrelacién obtenida para 250 mg/mL de RNasa A y en el
panel H los ajustes normalizados de la funcion de autocorrelacion para apoMb-Alexa
546 con las distintas concentraciones de RNasa A indicadas en los paneles anteriores
(0 negro, 100 rojo, 150 verde, 200 amarillo, 225 azul oscuro, 250 rosa). Los ajustes
presentados corresponden al modelo 2, que tiene en cuenta la contribucion del fondo
(ecuacion (4.26)). La longitud de onda de excitacion fue 543 nm. Las medidas se
realizaron en tampoén fosfato 20mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Figura 5.29: Funciones de autocorrelacion obtenidas para apoMb-Alexa 546 con
25 mg/mL (A), 50 mg/mL (B), 100 mg/mL (C), 150 mg/mL (D), 200 mg/mL (E),
225 mg/mL (F) y 250 mg/mL (G) de HSA. En H se presenta la funcion de
autocorrelacion obtenida para 250 mg/mL de HSA Ay en | los ajustes normalizados de
la funcién de autocorrelacion para apoMb-Alexa 546 con las distintas concentraciones
de HSA indicadas en los paneles anteriores (25 negro, 50 rojo, 100 verde,
150 amarillo, 200 azul oscuro, 225 rosa, 250 azul claro). Los ajustes presentados
corresponden al modelo 2, que tiene en cuenta la contribucion del fondo (ecuacion
(4.26)). La longitud de onda de excitacion fue 543 nm. Las medidas se realizaron en
tampdn fosfato 20mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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Figura 5.30: A: Incremento de la viscosidad macroscépica relativa (riangulos) y del
tiempo de difusion translacional relativo para muestras de apoMb-Alexa 488 (circulos
rellenos) o de apoMb-Alexa 546 (circulos vacios) con la concentracion de RNasa A. B:
Incremento de la viscosidad macroscépica relativa (triangulos) y del tiempo de difusion
translacional relativo para muestras de apoMb-Alexa 546 (cuadrados rellenos) con la
concentracion de HSA. Las lineas continuas corresponden a los ajustes a la ecuacion
de Mooney (5.11) para la viscosidad macroscopica y a la ecuacion (5.13) para los
tiempos de difusién translacional. Las medidas se realizaron en tampon fosfato 20 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C. El subindice 0O indica el valor de la
magnitud correspondiente en tampdn.
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6.1. PROPIEDADES DE ASOCIACION DE LA APOMIOGLOBINA EN PRESENCIA

DE PROTEINAS AGLOMERANTES: RIBONUCLEASA A Y ALBUMINA SERICA
HUMANA

6.1.1. Ventajas de los fluoréforos ANS y fluoresceina para la realizacion

de estudios hidrodinamicos de anisotropia de fluorescencia

Los estudios de fluorescencia en estado estacionario y con resolucién temporal
de la apoMb, tanto en solucion diluida como en presencia de otras proteinas, se han
realizado alternativamente con muestras en las que la apoMb estaba marcada con
ANS o con fluoresceina, dependiendo de las caracteristicas de cada experimento.

La eleccion del ANS como sonda para la realizacion de estudios
hidrodinamicos de soluciones de la apoMb se basa en su tiempo de vida media de
fluorescencia, mas largo que el de sondas como la fluoresceina, que hacen del ANS
una sonda apropiada para el estudio de la rotacion de especies del tamafio de los
dimeros de apoMb. Por otro lado, el ANS, se une al sitio hidrofébico de la apoMb de tal
forma que no presenta movimientos locales que contribuyan a la despolarizacion de la
emision de fluorescencia, lo que facilita la interpretacion de los decaimientos de
anisotropia de fluorescencia. Sin embargo, al ser su uniéon a la apoMb de tipo no
covalente, su uso es inviable en soluciones en las que, ademas de la apoMb, alguna
de las especies presentes en el sistema contiene sitios de unién de esta sonda, como
sucede en el caso de la HSA. En los experimentos de ultracentrifugacion, el uso de
esta sonda es también limitado ya que debido a su unién no covalente a la proteina, la
emision de fluorescencia depende no solo de la concentracion de proteina sino
también de la constante de union del ANS a la apoMb.

El fluoréforo fluoresceina, se eligié para el marcaje covalente de la apoMb
debido a su elevado coeficiente de absorcién y rendimiento cuantico de fluorescencia.
Ademas, la fluoresceina es un fluoroforo muy sensible a las propiedades
electrostaticas del medio. La ventaja que presenta frente al ANS es que su union a la
proteina es covalente y por tanto puede ser utilizado en presencia de proteinas como
la HSA o bien en experimentos de ultracentrifugacion. Las mayores desventajas de
esta sonda son su reducido tiempo de vida media de fluorescencia y su movimiento
segmental, que contribuye significativamente a la despolarizacién de la fluorescencia,
lo que reduce la precision en la medida de los tiempos de correlacion correspondientes
al movimiento global de la apoMb-FI.
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6.1.2. Equivalencia de las estructuras de apoMb-ANS y apoMb-Fl en

solucion diluida

Interpretacion de los tiempos de vida media determinados para apoMb-ANS y
apoMb-Fl en solucién diluida. Tanto las soluciones de apoMb-ANS como de apoMb-
FI presentan decaimientos de intensidad de fluorescencia multiexponenciales, con dos
y tres tiempos de vida media de fluorescencia, respectivamente (ver Resultados
5.3.1.1 y 5.3.1.2). En las muestras de apoMb-FI la explicacién de este comportamiento
multiexponencial es mas sencilla, ya que el fluoréforo fluoresceina puede encontrarse
en distintos entornos dentro de la proteina al tratarse de un marcaje de tipo no
especifico. Sin embargo, en las muestras de apoMb-ANS, la interpretacion no es tan
evidente, ya que el ANS se une al sitio altamente apolar que deja la eliminacion del
grupo hemo en la apoMb, con una estequiometria 1:1 (Stryer, 1965), de modo que los
dos tiempos de vida media resueltos no se pueden asignar a dos sitios de union
diferentes dentro de la proteina con entornos diferentes para la sonda. Sin embargo, la
componente corta que se obtiene ha sido observada con anterioridad en los
decaimientos de intensidad de fluorescencia del ANS, asi como de otros naftalenos
sustituidos, tanto unidos a proteinas como en mezclas de agua y solventes organicos.
Solamente en solventes organicos puros, el fluor6foro ANS muestra un decaimiento
monoexponencial (Robinson et al, 1978). Una posible explicacion de este tiempo de
vida media mas corto seria la solvatacion de la sonda dentro del bolsillo hidrofébico de

la proteina (Sassaroli et al, 1984).

Comportamiento hidrodindmico del monomero de apoMb en solucion. Los
tiempos de correlacion rotacional determinados en este trabajo correspondientes al
movimiento global de la apoMb son 9 + 0.2 ns para la apoMb-ANS y 9.9 + 1.3 ns para
la apoMb-FI (ambos para una concentracion total de apoMb 10 M). El error en la
medida del tiempo de correlacion rotacional global de la muestra de apoMb-Fl es
mayor que el asociado a las muestras de apoMb-ANS debido fundamentalmente a dos
factores. En primer lugar, el tiempo de vida media de fluorescencia de apoMb-ANS
(<t>; = 13.3 ns) es del orden de 5 veces mayor que el de apoMb-FI (<t>;=2.5ns). En
segundo lugar, la fluoresceina unida a la apoMb presenta movimientos segmentales
gue contribuyen de forma muy significativa a la despolarizacion de fluorescencia en la
primera parte del decaimiento. En general, la presencia de movimientos segmentales

disminuye el grado de resolucién de los decaimientos de anisotropia en la zona de
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tiempos mas largos, que es de donde se obtienen los parametros hidrodinamicos
correspondientes al movimiento global de la apoMb.

Medidas experimentales de anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal, en las que se utilizaba la fluorescencia intrinseca de la apoMb debida a sus
dos residuos de triptéfano (Tcherkasskaya et al, 2000), proporcionan valores del
tiempo de correlaciéon rotacional asociado al movimiento global de la apoMb a 25 °C
(viscosidad 0.89 cP) de 7.3 = 1 ns. En el presente trabajo, las medidas de los
coeficientes de correlacion rotacional se han realizado a 20 °C en un tampon de
viscosidad 1.03 cP (calculada con el programa SEDNTERP (obtenido del servidor de
RASMB, Laue et al, 1992)). Haciendo la correspondiente correccion por la viscosidad,
el tiempo de correlacion rotacional de 7.3 + 1 ns determinado a 25 °C, tendria un valor
de 9.3 £ 1 ns a 20 °C, que coincide dentro del error con los tiempos de correlacion
rotacional medidos experimentalmente en este trabajo. Finalmente, los valores
obtenidos no difieren esencialmente de los medidos por ésta y otras técnicas para Mb
(Wang et al, 1997).

Si la apoMb se comportara desde el punto de vista hidrodinamico como una
esfera rigida de masa 17000 Da en nuestras condiciones de trabajo (20 °C y h =1.03
cP), el tiempo de correlacién rotacional que le corresponderia calculado con la
ecuacion (3.13) (ver Fundamento Tedrico 3.1.2.3) seria de 7.0 ns (suponiendo un
grado de hidratacion de 0.23 g de agua/g de proteina). Los tiempos determinados
experimentalmente son ligeramente mayores, lo que indicaria una desviacion con
respecto a la forma esférica o un grado de hidratacion superior al indicado.

Si se asume que la molécula de apoMb tiene la forma de un elipsoide de
revolucion prolato con una relaciéon axial de aproximadamente 2 (Tcherkasskaya et al,
2000), en lugar de un Unico tiempo de correlacion rotacional, teéricamente, deberian
obtenerse tres tiempos de correlacién rotacional f 5, f, y f 5, que dependen de los dos
coeficientes de difusion rotacional D, y D~ (ver Fundamento Tedrico 3.1.2.5). Sin
embargo, para relaciones axiales menores o iguales que 2, esos tres tiempos no son
muy diferentes y lo que se determina experimentalmente es un promedio. Los valores
de los coeficientes de difusion rotacional D, y D~ se han estimado (Cantor y Schimmel,
1980) para una relacion axial de 2 utilizando un valor del parametro de Simha de 2.908

(Simha, 1940) y la viscosidad intrinseca de la apoMb [h] = 3.4 + 0.4 cm®g™ (Griko et al,

1988). Los valores de f,, f, y f 3, estimados a partirde D,y D~ son 8.0 ns, 11.1 nsy

12.7 ns respectivamente. La contribucion de los tres tiempos de correlacion rotacional
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al decaimiento de anisotropia y por tanto al valor promedio determinado
experimentalmente, depende de la orientacion relativa del momento dipolar de emision
del fluoréforo con respecto al eje de revolucion del elipsoide.

El marcado fluorescente de la apoMb con fluoresceina es de tipo no especifico,
de modo que se puede suponer que la sonda esta distribuida al azar en la proteina.
Para el caso en que la sonda esta distribuida al azar, el valor del tiempo de correlacién

rotacional promedio que se determinaria experimentalmente se puede estimar a partir

de las dimensiones del elipsoide <f >=; (Lillo, Tesis doctoral, 1985). En el

n 1l

caso de la apoMb, el valor del tiempo de correlacion rotacional promedio que se
obtendria seria de 9.8 ns, que coincide en muy buena aproximacion con el obtenido
experimentalmente para apoMb-Fl. En la apoMb-ANS, la sonda tiene una localizacién
y orientacién especificas en la proteina. El hecho de que el tiempo de correlacion
rotacional determinado experimentalmente para apoMb-ANS se aproxime al valor
estimado para f 1, estaria indicando que el momento dipolar de emision del ANS esta
formando un angulo menor que 90° con el eje de revolucion del elipsoide.

Los tiempos de correlacion rotacional global de apoMb-ANS y de apoMb-FI en
solucién diluida a concentraciones menores iguales que 10* M son compatibles con
una molécula de apoMb ligeramente asimétrica, del tamafio de un monémero de
apoMb. Las diferencias observadas en los valores experimentales pueden explicarse
por una diferente orientacion de los momentos dipolares de los fluor6foros en apoMb-
ANS y en apoMb-Fl.

Conformacion del monémero de apoMb marcado con fluoresceina o con ANS.
La capacidad de union del fluoroforo ANS por parte de la apoMb, se utiliza
comunmente como diagnostico de posibles cambios en la estructura de la dicha
proteina (Bismuto, et al, 1996). Asi, un cambio en la estructura que implicara la
desorganizacioén de la regién de union del grupo hemo, daria lugar a una pérdida de la
capacidad de unién de ANS. Los resultados presentados en el apartado 5.3.1.3
indican que la apoMb-FI une ANS y, ademas, con una constante de union
aproximadamente del mismo orden de la observada para apoMb sin marcar con
fluoresceina. Por otro lado, el comportamiento espectroscépico de la fluoresceina, a
longitudes de onda de excitacion a las que no existe absorcion del ANS, son idénticas
en apoMb-FI con y sin ANS unido. Estos resultados indican, por un lado, que el

marcaje de la apoMb con fluoresceina no produce cambios importantes en su
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estructura, al menos no en la zona del bolsillo hidrofébico de unién del grupo hemo vy,
por otro lado, que el microentorno de la fluoresceina es muy similar en la apoMb-FI en
presencia y en ausencia de ANS unido, lo cual parece sugerir que las conformaciones
de la apoMb en ambos casos no son muy distintas. Los resultados obtenidos a partir
de los experimentos anisotropia de fluorescencia, asi como de ultracentrifugacion
analitica, parecen indicar que la presencia de la fluoresceina en la apoMb no induce
ninguna tendencia a la autoasociacion en solucién diluida, al menos a concentraciones
totales de apoMb menores o iguales que 10* M.

En las condiciones de pH en las que se han realizado los experimentos
descritos en este trabajo (pH 7.4), la apoMb se encuentra en su estado nativo. El

estado nativo de la apoMb, aunque presenta un menor contenido de hélice a que la

Mb, retiene la mayor parte de los motivos estructurales de ésta, es decir, un corazon
hidrofébico estable y compacto y un dominio mas desordenado (Haouz et al, 1998,
Hughson et al, 1990; Cocco y Lecomte, 1994; Johnson y Walsh, 1994; Barrik y
Baldwin, 1993). Estudios recientes han detectado en la apoMb nativa caracteristicas
similares a las que se encuentran en un glébulo fundido, que la hacen menos estable y
compacta que la Mb (Tanaka et al, 2000; Griko et al, 1988), aunque no se trata de una
proteina desordenada. La correlacion encontrada entre las propiedades del estado de
glébulo fundido y la estructura nativa de la apoMb, sugiere que dicha estructura nativa
se encuentra fluctuando entre varias conformaciones diferentes (Lin et al, 1994). Los
pequefios cambios observados en la contribucién de los tiempos de vida media de
fluorescencia, asi como el sutil aumento de la restriccion del movimiento segmental de
la fluoresceina en las muestras de apoMb-FI a medida que aumenta la concentracién
de apoMb (ver Resultados 5.3.1.2), podrian ser debidos pequefios cambios en las
proporciones de las distintas conformaciones de la apoMb que se encuentran en
equilibrio.

En conclusion, la conformacion global de las proteinas marcadas con sondas
fluorescentes apoMb-ANS y apoMb-FI no es diferente de la de apoMb de acuerdo con

nuestros datos experimentales.
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6.1.3. Dimerizaciobn de la apomioglobina en presencia de altas

concentraciones de ribonucleasa A

6.1.3.1. La presencia la ribonucleasa A como proteina aglomerante no altera

significativamente las propiedades espectroscopicas de apoMb-ANS

Las propiedades espectroscépicas del ANS en la apoMb-ANS se mantienen
esencialmente inalteradas independientemente de la concentracibn de RNasa A
presente en la solucion. Cabe mencionar sin embargo dos pequefios cambios, un
ligero aumento del tiempo de vida media de fluorescencia mas corto, t; (ver Tabla 5.4)

y una leve disminucion de la intensidad de emisién de fluorescencia en estado
estacionario, a medida que se incrementa la concentracién de RNasa A de la solucion.

De los dos tiempos de vida media de fluorescencia encontrados para las
soluciones de apoMb-ANS en presencia de RNasa A, el méas largo (15.2 ns) y de
mayor contribucion, es idéntico en el intervalo de concentraciones de RNasa A
estudiado (0 a 250 mg/mL), mientras que el mas corto parece ir aumentando
sensiblemente a medida que aumenta la concentracion de RNasa A. Como ya se ha
indicado, la componente corta en el tiempo de vida media de fluorescencia de la
apoMb-ANS parece estar directamente relacionada con la presencia de moléculas de
agua en el interior del bolsillo hidrofébico de la apoMb (ver Discusion 6.1.2). En las
soluciones que, ademas de apoMb, contienen altas concentraciones de RNasa A, el
contenido de agua en el sitio hidrofébico de la apoMb podria verse alterado, afectando
al valor del tiempo de vida media de fluorescencia mas corto del ANS. La apoMb en
solucion parece presentar varias conformaciones en equilibrio (ver Discusién 6.1.2), la
presencia de RNasa A podria estabilizar preferencialmente una o varias de estas
conformaciones de modo que cambiara la conformacion promedio, que es lo que se
determina con estas técnicas, con la concentracion de RNasa A. Este efecto podria
ser una consecuencia directa de la exclusion de volumen que, en principio, favoreceria
las conformaciones mas compactas frente a aquellas que ocupan mas volumen
(Ralston 1990; Minton, 2001). En cualquier caso, la contribucion del tiempo de vida
media mas corto al area total del espectro de emision de fluorescencia es muy
pequena y ademas los cambios observados son muy sutiles, de modo que el tiempo
de vida media de fluorescencia promedio se mantiene esencialmente constante dentro

del error en el intervalo de concentraciones de RNasa A investigado.
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El otro cambio que se observa es una gradual disminucion de la intensidad de
fluorescencia en estado estacionario cuando la muestra se excita a 393 nm a medida
gue aumenta la concentracion de RNasa A en el medio (ver Resultados 5.3.2.1). Esta
disminucién es inferior al 10 % para 250 mg/mL de RNasa A con respecto a apoMb-
ANS en ausencia de RNasa A. Dado que los tiempos de vida media de fluorescencia
promedio se mantienen practicamente constantes dentro del error para las distintas
concentraciones de RNasa A y que la forma del espectro es la misma en todos los
casos (ver Resultados 5.3.2.1), la disminucién de la intensidad de fluorescencia no
esta relacionada con procesos de desactivacion de la fluorescencia de tipo dinamico.

Ademas, la RNasa A presenta una ligera absorcion, que puede llegar a ser
importante a concentraciones del orden de 250 mg/mL, a la longitud de onda de
excitacion (393 nm), por lo que a altas concentraciones la disminucion de la intensidad
de fluorescencia en estado estacionario se puede explicar fundamentalmente por un
efecto de filtro interno.

En conclusion, las propiedades espectroscopicas de apoMb-ANS no se alteran
por la presencia de concentraciones de RNasa A en el intervalo de 0 a 250 mg/mL.

6.1.3.2. La presencia de laribonucleasa A como proteina aglomerante favorece la

formacion de dimeros de apomioglobina

A lo largo de este trabajo se han presentado basicamente tres tipos de
experimentos de fluorescencia complementarios, a partir de los cuales se puede
obtener informacion cuantitativa sobre la autoasociacion de la apoMb en presencia de
altas concentraciones de RNasa A:

Experimento E1: (ver Resultados 5.3.2.1) Se determind la anisotropia de
fluorescencia en estado estacionario a concentracion fija de apoMb-ANS (apoMb 10™
My 0.8 moles de ANS por mol de apoMb), en presencia de distintas concentraciones
de RNasa A (entre 0 y 250 mg/mL). Los resultados obtenidos con longitudes de onda
de excitacion y emision 375 y 465 nm respectivamente, coinciden dentro del error con
los publicados por Wilf y Minton (1981).

Experimentos RT: (ver Resultados 5.3.2.1) Se realizaron medidas de
anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal a concentracion fija de apoMb-
ANS (apoMb 10* M y 0.8 moles de ANS por mol de apoMb), a varias concentraciones

de RNasa A (entre 0 y 250 mg/mL). En todos los casos se obtuvieron decaimientos
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biexponenciales de anisotropia de fluorescencia con dos tiempos de correlacion
rotacional f; y f ».

Experimento E2: (ver Resultados 5.3.2.3) Se estudid la variacion de la
anisotropia fluorescencia en estado estacionario de apoMb-ANS con la concentracion
de apoMb (entre 10° y 3-9x10™ M o, lo que es lo mismo, entre 0.17 y 5-15 mg/mL) en
presencia de distintas concentraciones fijas de RNasa A (100, 150, 200 y 250 mg/mL).
El resultado que se obtuvo en todos los casos fue siempre practicamente un valor
constante. Es decir, que la anisotropia de fluorescencia de la solucién no es sensible
al incremento de la concentracién de apoMb, en el intervalo de concentraciones de
apoMb y de RNasa A estudiado.

La hemoglobina es una proteina tetramérica, sin embargo, la eliminacion del
grupo hemo de su estructura tiene como consecuencia mas importante un cambio en
el estado de asociacion, de modo que la apoHb es un dimero (Sassaroli, et al, 1984,
1986). Debido a la similitud de la estructura de la apoMb con la de las subunidades de
la apoHb, se utiliza en esta discusibn como referencia para el estudio del
comportamiento hidrodindmico del dimero de apoMb.

A partir del analisis global de los resultados obtenidos, es posible cuantificar y
caracterizar las especies, monémero y dimero, presentes en las soluciones de apoMb
en presencia de distintas concentraciones de RNasa A. El modelo mas simple que
explica el conjunto de los experimentos implicaria la autoasociacion de la apoMb
dando lugar a la formacion de homodimeros flexibles, en una proporcién que aumenta
a medida que se incrementa la concentracion de RNasa A de la solucion.

Dado que para las soluciones de apoMb-ANS en tampo6n se determind un Unico
tiempo de correlacion rotacional, la determinacibn de un segundo tiempo de
correlacion rotacional f, mas lento en presencia de RNasa A, estaria indicando la

formacion de una especie de mayor tamafio en la solucion. El valor de este tiempo de
correlacion rotacional f , extrapolado a concentracion cero de RNasa A es del orden de
22 + 2 ns (Resultados 5.4.2.1), valor que coincide dentro del error con el tiempo de
correlacion rotacional correspondiente al movimiento global de la apoHb, 22.3 £ 0.8 ns
(Sassaroli et al, 1986).

El aumento de anisotropia de fluorescencia observado en los experimentos E1
se deberia a un aumento de la proporcion de dimero de apoMb a medida que aumenta
la concentracion de RNasa A. Para una concentracion de RNasa A de 250 mg/mL,
toda la apoMb estaria en forma de dimero, ya que la anisotropia de fluorescencia
coincide con la obtenida para una solucion de apoHb en presencia de la misma
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concentracion de RNasa A (Wilf y Minton, 1981). Esta hipétesis es compatible con
evidencias experimentales previas de flexibilidad de dominios en el dimero de apoHb,
con tiempos de correlacion rotacional asociados del orden del correspondiente al
movimiento global del monémero de apoMb (Sassaroli et al, 1986). Segun esto, el
tiempo de correlacion rotacional f ; obtenido en los experimentos RT corresponderia a
la combinacion del movimiento local (flexibilidad) del dimero y global del monémero de
apoMb.

La ausencia de cambios apreciables en la anisotropia de fluorescencia con la
concentracion de apoMb en los experimentos E2, es compatible con la coexistencia a
bajas concentraciones de apoMb de dos especies, el monémero y el dimero flexible de
apoMb, con valores de anisotropia de estado estacionario asociados muy parecidos.
En cualquier caso, el valor de la constante de dimerizacion aparente deberia ser muy
elevado y en el ntervalo de concentraciones de apoMb estudiado la proporcion de
dimero seria mayoritaria. Para intentar determinar un limite para los valores de la
constante de equilibrio, consistente con las anisotropias de fluorescencia
determinadas en los experimentos E2, se realizaron simulaciones numéricas basadas

en la siguiente ecuacién (ecuacion (4.23), ver Materiales y Métodos 4.5.4):

)-1+m (6.1)

4 KI CapoMb

r:rd'(rd'rm

donde ry y 1y, son las anisotropias de fluorescencia correspondientes a una solucion en
la que toda la apoMb estuviera en forma de dimero y en forma de mondmero
respectivamente. K* es la constante de equilibrio aparente de dimerizacién de la
apoMb k’=[DJ/[MJ* donde [D] y [M] son las concentraciones de monémero y dimero en
el equilibrio. La ausencia de cambios en los tiempos de vida media de ANS con la
concentracion de RNasa A, permiten la utilizacion de la expresion simplificada anterior,
en la que no aparece ningun parametro relacionado con las caracteristicas
espectroscopicas de cada especie.

Los valores de rq se igualaron al de la anisotropia en la meseta obtenida en
cada caso, mientras que para calcular los valores de r,, se utilizé la ecuacion (3.14)
(ver Fundamento Tedrico 3.1.2.3), tomando como valor del tiempo de correlacion
rotacional del monémero f , el valor de f 1 determinado en los experimentos RT (ver

Resultados 5.3.2.1). Se realizaron simulaciones numeéricas suponiendo distintos
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valores de r,, dentro de un intervalo de anisotropias de + 0.02, sin que ello afectara a

los resultados obtenidos.

Los resultados experimentales obtenidos (ver Figura 6.1), son compatibles con
valores de la constante de equilibrio mayores o iguales que 10° M* para una
concentracion de RNasa A de 100 mg/mL, mayores o iguales que 10° M*, para
soluciones de concentracion de RNasa A 150 mg/mL y mayores o iguales que 10° M*
para soluciones de RNasa A de concentraciones 200 y 250 mg/mL.

A pesar de que los tiempos de correlacion rotacional determinados para
apoMb-FI en presencia de RNasa A (ver Resultados 5.3.2.2) son mucho menos
precisos que los determinados para apoMb-ANS en las mismas condiciones, los
valores obtenidos para aquella, son compatibles con el mismo modelo de
autoasociacion de la apoMb. Este resultado sugiere que el proceso de autoasociacion
es una caracteristica intrinseca de la apoMb, que no esta relacionada con la presencia
del fluoréforo ANS en su estructura.

La posibilidad de que la apoMb se mantuviera en forma monomérica en todo el
intervalo de concentraciones de RNasa A se ha excluido de la discusién, ya que no es

compatible con los valores de los tiempos de correlacion rotacional f , determinados en
los experimentos RT. Asi, por ejemplo, para una concentracion de RNasa A de 150
mg/mL el valor determinado para f, es 36 (29-46) ns, sin embargo, el tiempo de

correlacion rotacional que se obtendria para la rotacion global del monémero de
apoMb, aun en el supuesto de que la microviscosidad que actia sobre su rotacion
fuera la macroviscosidad de la solucion de RNasa A de 150 mg/mL, seria de 19 ns (9
ns x 2.1).
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Figura 6.1 : Variacion de la anisotropia de fluorescencia en estado estacionario con la
concentracion de apoMb para concentraciones fijas de RNasa A de 250 mg/mL (A),
200 mg/mL (B), 150 mg/mL (C) y 100 mg/mL (D). En todos los casos la apoMb estaba
marcada con ANS. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 393 y 465
nm respectivamente. En cada grafico, las lineas continuas corresponden a
simulaciones numéricas de la anisotropia basadas en la ecuacion (6.1) para distintos
valores de la constante de equilibrio aparente. Los valores de la constante aparente
para cada curva se indican en la figura. Los valores de ry se fijaron para cada
concentracion de RNasa A al valor de la anisotropia en la meseta obtenida en cada
caso, mientras que para calcular los valores de r, se utilizé la ecuacion (3.14) (ver
Fundamento Tedrico 3.1.2.3) tomando como valor de f, el valor del tiempo de

correlacién rotacional f ;1 obtenido del andlisis de los experimentos RT en cada caso
(ver Resultados 5.3.2.1). Se realizaron simulaciones numéricas suponiendo distintos
valores de r, dentro de un intervalo de anisotropias de + 0.02, sin que ello afectara a
los resultados obtenidos. Las medidas se realizaron a 20 °C en tampon fosfato 20 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4.
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6.1.3.3. Flexibilidad conformacional del dimero de apomioglobina

Experimentos de anisotropia de fluorescencia con resoluciébn temporal,
realizados con muestras de apoHb marcada con distintos fluor6foros en solucion
diluida (Sassaroli et al, 1986), indican que la apoHb presenta flexibilidad interna, con
movimientos segmentales dominados por la movilidad de las subunidades
monomeéricas. En dicho trabajo, se utilizaron sondas como fluoresceina unida a través
de un grupo yodoacetamido (FIA) o el N-yodoacetilaminoetil-5-naftalen-1-sulfonato
(AEDANS), para detectar el movimiento segmental de las subunidades de la apoHb. El
tiempo de correlacién rotacional determinado para el movimiento segmental de la
apoHb en este trabajo era de 12 + 1.5 ns, que es del mismo orden que el observado
en este trabajo para el monémero de apoMb en solucion diluida (Resultados 5.3.1).

En el trabajo de Sassaroli et al (1986), se describen también experimentos de
anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal en los que la apoHb estaba
marcada con el fluoréforo ANS. En dichos experimentos, los decaimientos de
anisotropia eran monoexponenciales, de modo que el ANS sélo era sensible al
movimiento global de la apoHb (22.3 + 0.8 ns) y no a la oscilacion de las subunidades
monomeéricas. Es importante destacar que el grado de resolucion de este experimento
era menor que el de los presentados en este trabajo, debido a que a las longitudes de
onda de excitacion y emision utilizadas, la anisotropia intrinseca del ANS tiene un
valor de 0.12 (0.34 en el presente trabajo). Ademas, la relacion sefal/ruido en esos
decaimientos era menor debido a las limitaciones instrumentales en ese momento.

Hay un factor adicional que explicaria que, en general, en un experimento en
condiciones de aglomeracion macromolecular va a ser posible resolver un mayor
namero de tiempos de correlacion rotacional, que en un experimento de las mismas
caracteristicas en solucion diluida, y es el diferente efecto de la aglomeracion
macromolecular sobre los distintos tiempos de correlacion rotacional. El efecto general
observado de la aglomeraciébn macromolecular sobre los tiempos de correlacion
rotacional de las especies presentes en el medio, es un aumento de dichos tiempos.
Sin embargo, el factor de aumento de cada tiempo de correlacién rotacional, no es el
mismo para los distintos movimientos sino que, en general, los mas lentos se ven
incrementados en mayor proporcion que los mas rapidos (ver Resultados 5.4.2 ). De
este modo, tiempos de correlacién rotacional demasiado proximos para ser resueltos

en solucién diluida, se van separando por efecto de la aglomeracién macromolecular
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hasta hacerse suficientemente diferentes como para poder ser detectados por
separado en un experimento de anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal.

En conclusién, el dimero de apoMb presenta movimientos segmentales de
dominios, del mismo orden de tiempos que los determinados para el movimiento global
del monémero de apoMb en las mismas condiciones, que son mas faciles de detectar
en condiciones de aglomeracion macromolecular que en solucién diluida.

6.1.3.4. Estimacion de la proporcion de monémero y dimero de apomioglobina
en soluciones de distintas concentraciones de ribonucleasa A como proteina

aglomerante

En el modelo de dimerizacion de la apoMb en presencia de RNasa A descrito
anteriormente, se propone que el dimero de apoMb presenta una flexibilidad de
dominios del orden del movimiento global del monémero de apoMb. En este caso, la
determinacién de proporciones de monomero y dimero de apoMb, para cada
concentracion de RNasa A, a partir de las amplitudes fraccionales b; de los
decaimientos de anisotropia de fluorescencia no es trivial. En general, el tiempo de
correlacion rotacional mas corto, f;, es una combinacién de los correspondientes al
movimiento global del monémero de apoMb y al movimiento segmental del dimero de
apoMb siempre que se tenga una proporcion de monémero en el medio,

Se han estimado las proporciones de mondmero y dimero de apoMb para cada
concentracion de RNasa A asumiendo, en primera aproximacion, que se mantiene
constante el grado de flexibilidad del dimero de apoMb en el intervalo de
concentraciones de RNasa A estudiado. Este grado de flexibilidad se ha igualado al
determinado para una solucién de apoMb de concentracién 10* M en presencia de
250 mg/mL de RNasa A, suponiendo que en estas condiciones toda la apoMb se

encuentra en forma dimérica. En este caso, la relacion entre las amplitudes

fraccionales correspondientes a los movimientos segmental B} y global del dimero

RS seria:

2d 29 (6.2)
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Estos valores de las amplitudes fraccionales, corresponden a un movimiento
segmental del dimero bastante restringido, con un valor promedio para el angulo q en

el que difundiria cada subunidad del orden de 31° (calculado utilizando la ecuacion
(3.24) Fundamento Teorico 3.1.2.5).

Los decaimientos de anisotropia de fluorescencia de apoMb-ANS para cada
concentracion de RNasa A se pueden expresar como (ver Resultados 5.3.2.1):

r(t) =r(O)|(BE + B Jexp(-tf ;) + BSexp(- f , )] (6.3)

donde se supone que los tiempos de correlacion rotacional correspondientes al
movimiento global del monémero y segmental del dimero coinciden y su valor es f ;

(ver Resultados 5.3.2.1). Los subindices m y d hacen referencia al monémero y al
dimero de apoMb respectivamente y los superindices L y G a los movimientos local y
global respectivamente. Teniendo en cuenta la relacion anteriormente indicada
(ecuacion (6.2)) entre las amplitudes fraccionales de los movimientos local y global del
dimero de apoMb se tiene:

RS =R, - ——R, (6.4)

Donde b; y b, son las amplitudes fraccionales determinadas para los tiempos de
correlacion rotacional f; y f, respectivamente (ver Resultados 5.3.2.1) Dado que la
formacion de dimeros de apoMb no produce cambios en la intensidad de la
fluorescencia emitida por el ANS, el coeficiente RS representa la fraccion de
monémero de apoMb, a partir de la cual se puede calcular la fraccion de dimero de
apoMb presente a cada concentracion de RNasa A (1- RS ) (Figura 6.2).

Los datos presentados en dicha figura demuestran claramente que el efecto de
concentraciones elevadas de RNasa A sobre el equilibrio de dimerizacion de la
apoMb, es un incremento de la proporcion de homodimeros a medida que aumenta la
concentracion de RNasa A presente en la solucién.
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Figura 6.2: Estimacion de la proporcion de dimero de apoMb en funcion de la
concentracién de RNasa A para una concentracion total de apoMb 10* M en tampén
fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.

6.1.3.5. Exclusién de la heteroasociacion de la apomioglobina con la
ribonucleasa A

Un aspecto que también se ha tenido en cuenta en la interpretacion de los
resultados obtenidos, es que en las soluciones de apoMb con una alta concentracién
de RNasa A se formen especies mixtas de asociacion de la apoMb y la RNasa A.
Dado que en los experimentos de equilibrio de sedimentacion se ha detectado la
presencia de trimeros o tetrameros, ademas de mondmeros, en las soluciones
concentradas de RNasa A (ver Resultados 5.3.2.4), en principio estas especies mixtas
podrian ser tanto heterodimeros de apoMb y RNasa A como agregados de mayor
tamafio.

En principio, las mesetas que se obtienen en los experimentos de experimentos
E2 (ver Discusion 6.1.3.2) serian compatibles con la hipétesis de formacion de
especies de heteroasociacion. En todos los casos, incluso a 100 mg/mL (8x10° M) de
RNasa A, el exceso de concentracion de RNasa A frente a la apoMb (10°M - 9x10™* M)
es tan grande, que suponiendo constantes de afinidad para la heteroasociacion del
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orden de 10° M* o superior, toda la apoMb que se va afiadiendo a lo largo del
experimento se iria uniendo al exceso de RNasa A presente en el medio. De este
modo, para cada concentracion de RNasa A, en todo el intervalo de concentraciones
de apoMb tendriamos la misma especie o distribucion de especies con una anisotropia
de fluorescencia constante.

Sin embargo, la hip6tesis de la heteroasociacién de la apoMb y la RNasa A,
tanto en el caso de formacién de heterodimeros como de agregados de mayor
tamafo, encaja con dificultad con los experimentos E1 y con los experimentos RT (ver
Discusion 6.1.3.2), asi como con los resultados obtenidos por Wilf y Minton (1981)
para la apoMb y la apoHb en presencia de RNasa A o de otras proteinas no
relacionadas.

En los experimentos RT, se obtienen dos tiempos de correlacion rotacional f ; y
f,. Sila especie que se forma es un agregado de mayor tamafio que un dimero,
entonces el f,, dificimente puede corresponder a su movimiento global, sobretodo

teniendo en cuenta que al extrapolar a concentracion cero de RNasa A, se obtiene un

valor de 21.8 + 1.5 ns (ver Resultados 5.4.2.1) para f, que coincide con el

correspondiente a una especie del tamafio del dimero de apoMb (Sassaroli et al,
1986). Entonces tanto el f ; como el f ,, corresponderian en todo caso a movimientos
de dominios de la especie de gran tamafio. Ademas, en los experimentos realizados
no se observa ningun tipo de anisotropia residual (ry), de modo que los movimientos
segmentales indicados serian suficientes para despolarizar la emision de fluorescencia
totalmente, lo que implica que el agregado deberia ser altamente desordenado o
flexible.

En el caso de que la especie que se forme sea un heterodimero de apoMb y
RNasa A, dado que el tamafio de la RNasa A es muy similar al de la apoMb, el tiempo
de correlacion rotacional f , se asignaria a la rotacion global del heterodimero de modo
analogo a como se hizo para el dimero de apoMb. Sin embargo, en este caso, como
ya se ha indicado, al existir un gran exceso de RNasa A frente a la concentracion de
apoMb para todas las concentraciones de RNasa A, la apoMb se encontraria en forma
de heterodimero en todo el intervalo de concentraciones de RNasa A estudiado. En
este caso, el tiempo de correlacion rotacional f ; determinado en los experimentos RT
corresponderia al movimiento segmental de las subunidades del heterodimero y el

aumento que se observa en la contribucién fraccional del f, a la anisotropia de
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fluorescencia con la concentracion de RNasa A, solo se explicaria como un aumento
gradual de la restriccion del movimiento segmental del heterodimero.

El punto mé&s débil de la hipétesis de la heteroasociacion es que no explica
cémo el comportamiento de la anisotropia de fluorescencia de las soluciones de
apoMb en presencia de RNasa A se va aproximando al observado para soluciones de
apoHb a medida que se incrementa la concentracion de RNasa A (Wilf y Minton,
1981). Por un lado, se podria suponer que el producto de heteroasociacion de la
apoMb y la RNasa A presentara un comportamiento hidrodinamico similar al de la
apoHb, aunque habria que explicar por qué esto sucede a altas concentraciones de
RNasa A mientras que a bajas concentraciones de RNasa A el comportamiento es
diferente. La Unica explicacion seria que tanto la apoMb como la apoHb estuvieran
asociando con la RNasa A. Es importante recordar que el estudio comparativo de la
anisotropia de fluorescencia de apoMb-ANS y apoHb-ANS se realiz6 no sélo en
presencia de altas concentraciones de RNasa A, sino también de b-lactoglobulina y de
lisozima (Wilf y Minton, 1981). En los tres casos se observo el mismo comportamiento
para la apoMb y la apoHb a altas concentraciones de la proteina no relacionada.
Resulta dificil pensar que en todos los casos tanto la apoMb como la apoHb estén
heteroasociando, con la proteina altamente concentrada generando complejos con el

mismo comportamiento hidrodinamico a altas concentraciones de proteina.

6.1.4. Ausencia de autoasociacion de la apomioglobina en presencia de

altas concentraciones de albumina sérica humana

6.1.4.1. Cambios en las propiedades espectroscépicas de apoMb-F| debidos a la

presencia de albumina sérica humana como proteina aglomerante

La presencia de HSA en las soluciones de apoMb-FI da lugar a una
disminucién en la intensidad de la fluorescencia en estado estacionario (| exc 460 nm),
(ver Resultados 5.3.3), que para 200 mg/mL de HSA resulta ser de un 25 % respecto
de la correspondiente a una solucion de apoMb-Fl en ausencia de HSA. Sin embargo,
la forma de los espectros de emision, es la misma para todas las concentraciones de
HSA (0-200 mg/mL).

La presencia de HSA en las soluciones de apoMb-FI no afecta al valor de cada
uno de los tres tiempos de vida media de fluorescencia determinados (ver Tabla 5.8).
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Sin embargo, si que provoca cambios en sus contribuciones relativas a la intensidad
de fluorescencia total. A medida que aumenta la concentracion de HSA en la solucion,
la contribucion de los dos tiempos de vida media de fluorescencia mas cortos va
aumentando progresivamente, lo que provoca una disminucion en los tiempos de vida
media promedio de fluorescencia determinados para apoMb-Fl. Los cambios
detectados tanto en la intensidad de fluorescencia como en los tiempos de vida media
de fluorescencia promedio son indicativos de un proceso de apagamiento dinamico de

la fluorescencia en soluciones de HSA.

6.1.4.2. La apomioglobina permanece en forma monomérica en presencia de la

albumina sérica humana como proteina aglomerante

Los experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal de
muestras de apoMb-FI en presencia de HSA, indican que en el intervalo de
concentraciones de HSA investigado (0-200 mg/mL), la apoMb se mantiene en forma
monomérica. Los tiempos de correlacion rotacional determinados a partir de estos
experimentos presentan mayor error que los obtenidos con apoMb-ANS. En las
soluciones que contienen HSA, no es posible utilizar el fluoréforo ANS para marcar la
apoMb debido a que la HSA presenta sitios de union para esta sonda. Aunque, el
tiempo de vida media de la fluoresceina, menor que el correspondiente al ANS, no
permite caracterizar con precision el comportamiento hidrodinamico de especies del
tamafio de la apoMb dimérica, si que aporta informacion sobre su posible presencia en
la solucion.

Para todas las concentraciones de HSA, los decaimientos obtenidos son
biexponenciales, con un tiempo de correlacion rotacional en torno a los 0.2 ns, que
corresponde al movimiento segmental de la fluoresceina, y otro mas largo que se
asigna al movimiento global de la apoMb-FI (Tabla 5.9). Los valores obtenidos para el
tiempo de correlacion rotacional mas largo son proximos al correspondiente a la
apoMb en solucién diluida (ver Resultados 5.3.1). Ademas, el valor mas grande
obtenido, 13.5 ns, para una concentracion de HSA de 200 mg/mL, es muy inferior al
que corresponderia a un dimero de apoMb incluso en solucion diluida (22 ns). El
tiempo de vida media de fluorescencia de la fluoresceina es mucho mas corto que los
tiempos de correlacion rotacional que se esperarian para el movimiento global del

dimero de apoMb en una solucién de viscosidad elevada. Por ello, la presencia de
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dimeros de apoMb en la soluciéon daria lugar a una anisotropia residual en los
decaimientos de anisotropia de fluorescencia, que no se observa en ningun caso.

La contribucion del aleteo de la fluoresceina unida a la apoMb al decaimiento
de anisotropia de fluorescencia permanece inalterada, dentro del error, por la adicion
de HSA. Este resultado indica que tanto la amplitud de este movimiento como su
velocidad no se estan modificando por la presencia de una alta concentracion de

moléculas de HSA en el medio.

6.1.5. Tendencia de la apomioglobina a la dimerizacion en determinadas

condiciones de aglomeracién macromolecular

La hemoglobina es un tetrdmero constituido por dos tipos de subunidades. Las

subunidades b aisladas tienden a formar tetrAmeros estables en solucion diluida

(Antonini y Brunori, 1971). Dado que la estructura tridimensional de la apoMb es muy
similar a la de las subunidades b de la Hb, parece l6gico suponer que quiza la Mb
podria presentar también capacidad de autoasociacion en determinadas condiciones
(Wilf y Minton, 1981). De hecho, a ciertos valores del pH, distintos de los de nuestro
trabajo, se han observado dimeros de apoMb de caballo en solucion diluida
(Tcherkasskaya et al, 2000) e incluso se sabe que mioglobinas como la de esperma de
ballena (Ward y Winzor, 1984) o la de Nassa mutabilis (Coletta et al, 1988), exhiben
una cierta tendencia a dimerizar.

En las soluciones de apoMb de concentracion 10* M a pH 7.4 caracterizadas
en este trabajo, no se observan dimeros & apoMb. Sin embargo, los resultados
obtenidos, en presencia de altas concentraciones de ciertas proteinas aglomerantes,
son compatibles con la presencia de dimeros de la apoMb en estos medios. Una
posible explicaciéon es que, a pesar de la tendencia de la apoMb a la autoasociacion, la
energia libre de formacién de agregados de apoMb seria demasiado alta para que su
formacion se observe en solucién diluida a la concentracién indicada. La presencia de
una alta concentraciébn de especies macromoleculares no relacionadas en las
soluciones de apoMb tiene como consecuencia que una parte importante del volumen
se encuentre ocupada, lo que segun la teoria de la aglomeracion macromolecular
produciria un aumento de las constantes de asociacion. Sin embargo, altas
concentraciones de algunas especies permiten la deteccion de dimeros de apoMb en
solucién mientras que en presencia de concentraciones del mismo orden de otras

especies, no se detectan dimeros de apoMb para unas mismas condiciones de pH y
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concentracion de apoMb. Segun los resultados experimentales presentados en este
trabajo, se detecta la formacion de dimeros de apoMb en presencia de RNasa A pero
no en presencia de HSA. Analogamente, Wilf y Minton, (1981) detectaron dimeros de
apoMb en soluciones de lisozima y b-lactoglobulina pero no en soluciones de distintos
polietilenglicoles. La explicacién de estas diferencias puede deberse a la distinta
exclusion de volumen producida por las distintas especies en la solucion.

La HSA se mantiene monomeérica en todo el intervalo de concentraciones
estudiado (0-200 mg/mL) (resultados no publicados), mientras que el modelo mas
sencillo compatible con los resultados de obtenidos a partir de experimentos de
ultracentrifugacién para la RNasa A (Resultados 5.3.2.4) es un equilibrio monémero-
trimero 0 monémero-tetramero, a lo largo de todo el intervalo de concentraciones. La
masa molecular de la HSA es del orden de 66500 Da (Peters, 1996), mientras que la
de la RNasa A es de 13000 Da. Tanto el trimero como el tetramero de RNasa A,
tendrian masas moleculares (39000 y 52000 Da respectivamente) inferiores a las del
monomero de HSA. Si consideramos una solucion de HSA o de RNasa A de
concentracion 200 mg/mL, en el caso de la HSA tendriamos por cada litro de solucion
3x10° moles de HSA, mientras que en la solucién de RNasa A, asumiendo un modelo
mondmero-trimero tendriamos unos 3.6x10° moles de trimero y unos 4.5x10° moles
de monémero y 2x10° moles de tetramero y 7.1x10° moles de monémero, para el
modelo monomero - tetramero. Independientemente del modelo de asociacion de la
RNasa A (mondmero-trimero 0 monoémero-tetramero), para una misma concentracion
de RNasa Ay de HSA en g/L, en un elemento de volumen determinado, el nimero de
especies en las soluciones de RNasa A es mayor que en las de HSA. En la Figura 6.3
se representa de forma idealizada la diferencia en el volumen excluido y el volumen
disponible para una molécula de apoMb, estimada a partir de los calculos anteriores,
en una solucion de 200 mg/mL de RNasa A o de HSA.

Ademas de la exclusion de volumen, pueden existir otras interacciones no
especificas de tipo electrostatico o hidrofébico que favorezcan en mayor o menor
medida la autoasociacién de la apoMb en distintas soluciones aglomeradas. Es por
esto que en el momento actual, los estudios de interacciones en medios con
aglomeracion macromolecular semejantes a los medios fisioldgicos, el esfuerzo se
debe dirigir a la caracterizacion cuantitativa del mayor niumero posible de sistemas. La
posibilidad de extrapolacion de los comportamientos observados a otros sistemas sera
tanto mas fiable cuanto mas amplio sea el conocimiento de distintos medios
aglomerados.
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Figura 6.3: Representacion idealizada del volumen excluido (gris y blanco) y el
volumen disponible (azul) para una molécula de apoMb en una solucién de
concentracion 200 mg/mL de HSA (A) o de RNasa A suponiendo un modelo de
asociacion mondémero-trimero (B) o mondmero-tetramero (C). Las especies estan
consideradas todas ellas esféricas y sus tamafios estan dibujados a escala en relaciéon
con sus masas moleculares. La esfera alrededor de cada molécula de HSA o RNasa A
de radio la suma de los radios de cada una mas el radio de la apoMb indica que los
centros de dos moléculas no pueden estar mas proximos gque la suma de sus radios.
La especie en negro es una molécula de apoMb.
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6.2. DESVIACIONES DE LA LEY DE STOKES-EINSTEIN-DEBYE PARA LA

DIFUSION ROTACIONAL Y TRANSLACIONAL DE PROTEINAS EN CONDICIONES
DE AGLOMERACION MACROMOLECULAR

La ecuacion de Stokes-Einstein-Debye describe la dependencia de los
coeficientes de difusion rotacional (D,) y translacional (D;) de una particula esférica con

la viscosidad macroscopica del medio en el que tiene lugar la difusion:

D, :$ (6.5)
D, =% (6.6)

donde h es la viscosidad macroscépica del medio, T la temperatura en Kelvin,

k la constante de Boltzman, V el volumen hidrodinamico de la especie que rota y r el
radio hidrodinamico de dicha especie.

Estas ecuaciones se basan en la hidrodinAmica clasica y requieren la hipétesis
de un medio continuo y homogéneo. Resultados experimentales han demostrado su
validez para pequefias moléculas en solventes puros de diferente viscosidad (Ben-
Amotz y Drake, 1988). Sin embargo, se han encontrado desviaciones significativas de
la ecuacion de Stokes-Einstein-Debye para macromoléculas que difunden en medios
en los que el disolvente contiene una elevada concentracion de particulas cuyo
tamafio deja de ser despreciable en comparacion con el de la macromolécula (Endre y
Kuchel, 1986; Lavalette et al 1999; Gennaro et al 1996; Swaminathan et al 1997).
Dicha situacién se da en los medios con aglomeracion macromolecular objeto de
estudio de este trabajo. Las medidas de anisotropia de fluorescencia y de FCS
realizadas en este trabajo (Resultados 5.4), han permitido determinar los tiempos de
correlacion rotacional y de difusion translacional de la apoMb (monomérica o dimérica)
en presencia de altas concentraciones de RNasa A o de HSA. Estos tiempos son
inversamente proporcionales a los coeficientes de difusion correspondientes (ver
Fundamento Tedrico 3.1 y 3.2). Las relaciones entre los tiempos determinados a
distintas concentraciones de proteina respecto de los determinados en tampoén,
predicen un valor para la viscosidad que es diferente del valor de la viscosidad

macroscopica (medido con un viscosimetro). Para explicar esta diferencia se introduce
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el concepto de viscosidad microscopica (“microviscosidad” (Tanford, 1980)), que seria

la viscosidad local que actua sobre la difusion de la macromolécula.

6.2.1. Efecto de la aglomeracibn macromolecular debida a altas
concentraciones de proteina (ribonucleasa A y albumina sérica humana)

sobre la difusion rotacional de otra proteina (apomioglobina)

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se tiene que el efecto de la
presencia de altas concentraciones de RNasa A sobre la rotacién de un monémero o
de un dimero de apoMb es diferente (ver Resultados 5.4.2.1). Para una misma
concentracion de RNasa A, la rotaciéon global del dimero de apoMb se ve mucho mas
impedida que la del mondémero. Suponiendo que la interaccion entre la apoMb
monomerica o dimérica y las moléculas de RNasa A presentes en el medio es
puramente hidrodindmica, el mayor impedimento observado para la rotacion del
dimero respecto de la del mondmero, se puede interpretar como que, en general,
cuanto mayor es el tamafio de la especie que rota, mayor es la influencia
hidrodinamica de las especies presentes en el medio sobre su rotacién (Endre y
Kuchel, 1986). El efecto de la aglomeracibn macromolecular debida a altas
concentraciones de HSA o RNasa A sobre la difusion rotacional del monémero de
apoMb, en el intervalo de concentraciones estudiado, no es muy significativo y dentro
del error se puede considerar practicamente el mismo.

Consideraciones analogas se pueden hacer para los movimientos segmentales
de partes de la molécula y sus movimientos globales. En el modelo de difusién de la
apoMb presentado en este trabajo, se supone que la rotacion global del monémero de
apoMb vy la flexibilidad de dominios del dimero de apoMb suceden en la misma zona
de tiempos. Segun esto, el tiempo de correlacién rotacional correspondiente al
movimiento de las subunidades del dimero de apoMb, se veria también menos
afectado que su movimiento global por la presencia de RNasa A. La diferencia entre el
efecto de la concentracion de HSA sobre el movimiento global de la apoMb-Fl y el
movimiento segmental de la fluoresceina, es todavia mas llamativa al ser el tamafio de
la molécula de fluoresceina mucho mas pequefio que el de la apoMb en comparacion
con el de la HSA. Asi, el tiempo de correlacion rotacional correspondiente al aleteo de
la fluoresceina (0.2 ns) permanece inalterado en todo el intervalo de concentraciones
de HSA, mientras que el movimiento global de la apoMb si que se ve afectado por la
presencia de concentraciones crecientes de HSA.
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En resumen, en los experimentos de anisotropia de fluorescencia con
resolucion temporal descritos en este trabajo, los tiempos de correlacion rotacional
determinados para las distintas especies presentes en soluciones con una alta
concentracion de proteina (HSA o RNasa A), no se corresponden en ningun caso con
los que se obtendria si la viscosidad que actuara sobre la rotacién de las especies
fuera la viscosidad macroscopica de la solucion (ver Figuras 5.25y 5.26) .

La existencia de una viscosidad local o efectiva que actta sobre la rotacion, y
que difiere de la viscosidad macroscopica, introduce dificultades adicionales en la
interpretacion de los experimentos de anisotropia de fluorescencia realizados en
medios aglomerados. Si se desconoce el valor de esta viscosidad efectiva que actua
sobre la rotacion de las especies, es muy dificil determinar su tamafio a partir de los
tiempos de correlacion rotacional obtenidos experimentalmente. Por ello, la obtencién
de relaciones generales que permitan estimar el valor de la microviscosidad a partir de
la viscosidad macroscopica o de otras propiedades medibles sera de gran utilidad.

La viscosidad local que actla sobre la rotacion tiene un valor Unico para cada
especie en cada medio (Endre y Kuchel, 1986), sin embargo, la dependencia de los
tiempos de correlacion rotacional determinados en este trabajo con la concentracion
de proteina, parece ajustarse en todos los casos a la ecuacion (4.12) (ver Resultados
5.4.2). El valor encontrado para el pardmetro q ha sido siempre menor que 1,
analogamente a lo encontrado por diversos autores para moléculas que difunden en
medios en los que las especies altamente concentradas son dextranos o proteinas
(Lavalette et al, 1999; Endre y Kuchel, 1986; Yedgar et al, 1995; Gennaro et al, 1996).
Segun esto, la viscosidad local que actua sobre la rotacion seria siempre menor que la
viscosidad macroscépica de la solucién y su valor va a depender de la relacién de
tamafios entre la especie que rota y las moléculas que constituyen el medio

aglomerante.

6.2.2. Efecto de la aglomeracion macromolecular debida a la alta
concentraciéon de proteina (ribonucleasa A o albumina humana) sobre la

difusion translacional de otra proteina (apomioglobina)

Los experimentos de FCS, realizados con muestras de apoMb-Alexa 488 o
apoMb-Alexa 546 en presencia de altas concentraciones de RNasa A o bien de HSA,
nos permitieron obtener informacion sobre la difusion translacional de una proteina en
medios con aglomeracion macromolecular (ver Resultados 5.4.3).
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En los experimentos de FCS, la concentracion de apoMb-Alexa 488 o apoMb-
Alexa 546 en las distintas soluciones fue en todos los casos del orden nM, sin que se
afnadiera ninguna cantidad de apoMb no marcada a la solucion. De este modo, se
garantizaba que aun en presencia de altas concentraciones de RNasa A, la apoMb
permaneciera en la solucién en forma monomérica.

Los resultados obtenidos a partir de las medidas de FCS realizadas en este
trabajo, indican que, para una misma concentracion de RNasa A o de HSA en mg/mL,
el impedimento observado para la difusion translacional de la apoMb es mucho mayor
en las soluciones concentradas de RNasa A que en las de HSA. El valor de la
microviscosidad translacional, andlogamente a lo observado para la difusion
rotacional, también depende de la relacion de tamafios de la especie que cuya difusion
se esta estudiando y de la especie altamente concentrada presente en el sistema. El
resultado obtenido es compatible con experimentos previos (Muramatsu y Minton,
1988a y b) segun los cuales, en general, el impedimento en la difusion de una
macromolécula para una misma concentracion en mg/mL de la especie que la rodea,
aumenta al disminuir el tamafio de dicha especie. En ausencia de interacciones entre
la apoMb y la RNasa A o la HSA, distintas de las puramente hidrodinamicas, la
interpretacion de este resultado podria estar relacionada con el hecho de que la
probabilidad de que la apoMb se encuentre con obstaculos en su difusion
translacional, es mayor en una solucién de RNasa A que en una de HSA a igualdad de
concentraciones en mg/mL (ver Figura 6.3).

Debido a que FCS es una técnica de molécula Unica, los resultados obtenidos
corresponden a una poblacibn muy reducida de moléculas de la solucién, cuyo
comportamiento podria diferir del comportamiento promedio observado con técnicas
macroscopicas. Sin embargo, es importante resaltar que los resultados obtenidos en
este trabajo, utilizando FCS como técnica para el estudio de la difusion translacional
de la apoMb en presencia de HSA, se superponen dentro del error (Figura 6.4) con los
obtenidos por Muramatsu y Minton (1988a) para la apoMb en presencia de BSA. En
este trabajo, se utilizaba una técnica macroscopica de medida de coeficientes de
difusion translacional basada en medidas de absorbancia (Attri y Minton, 1983;
Muramatsu y Minton, 1988b).

Igual que para la difusion rotacional, también el comportamiento observado en
los tiempos de difusion translacional determinados en este trabajo, difiere del que se
obtendria si la viscosidad local que actua sobre la traslacion fuera igual a la viscosidad
macroscopica de la solucion.
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La variacion del tiempo de difusion translacional de la apoMb con la
concentracion de proteina (RNasa A o de HSA), se ajustd satisfactoriamente a la
ecuacion (5.13) analoga a la utilizada para describir la difusion rotacional (ver
Resultados 5.4.3). La unica diferencia mas importante es que para la difusion
translacional, los valores del parametro q obtenidos, son en todos los casos mayores
que 1. Este resultado indica que, en los ejemplos estudiados, la viscosidad local o
efectiva que actla sobre la traslacion tiene un valor superior al de la viscosidad
macroscopica de la solucién. Dado que en este trabajo sélo se han estudiado dos
casos particulares, es dificil decir si el comportamiento observado para la
microviscosidad translacional con respecto a la viscosidad macroscopica, tiene
caracter general. Sin embargo, se han tomado de la bibliografia varios ejemplos de
medidas de coeficientes de difusion translacional de proteinas (Muramatsu y Minton,
1988a), en medios con una alta concentraciéon de proteina y se han comparado con los
valores de la viscosidad macroscopica correspondientes a esas soluciones. En todos
los casos se ha encontrado el mismo comportamiento, es decir, que la variacion de la
microviscosidad translacional con la concentracion de proteina es adecuadamente
descrito por la ecuacién (5.13) y ademas el valor encontrado para el parAmetro q es
siempre mayor que 1 (ver Figura 6.5).

TIT
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Figure 6.4: Comparacion de los tiempos de difusion translacional relativos de apoMb
en soluciones con alta una concentracion de HSA determinados en este trabajo
(circulos rellenos), con los valores publicados para apoMb en presencia de BSA (0)
(Muramatsu y Minton, 1988a). Los resultados de este trabajo corresponden a medidas
de FCS. Los valores publicados corresponden a una técnica macroscoépica basada en
medidas de absorbancia (Attri y Minton, 1983; Muramatsu y Minton, 1988a y b).

176



6. Discusion

5 5
4 F
<
< 3
£
2 L
1 . . , 4
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
CHSA (mg/mL) CRnasa A

Figura 6.5: Tiempos de difusién translacional relativos de diferentes proteinas en
presencia de altas concentraciones de otra proteina y viscosidad macroscoépica
relativa de la solucion concentrada de proteina. El subindice O se refiere a los valores
en tampon. Las lineas continuas corresponden a los ajustes a la ecuacién de Mooney
(ecuacion (5.11)) para la viscosidad macroscopica y a la ecuacion (5.13) (ver
Resultados 5.4.3) para la microviscosidad translacional. A: Aldolasa (rojo), mioglobina
(azul) y BSA (negro) en presencia de altas concentraciones de BSA y viscosidad
relativa de soluciones de HSA (verde). Los valores de la viscosidad macroscopica de
soluciones de HSA son los medidos en este trabajo y se consideran muy proximos a
los que se obtendrian para una solucién de BSA de igual concentracion. B: Aldolasa
en presencia de RNasa A (negro) y viscosidad relativa de las soluciones de RNasa A
(rojo). Los valores de la viscosidad macroscopica de soluciones de RNasa A son los
medidos en este trabajo. Los valores de los tiempos de difusion translacional se
tomaron de Muramatsu y Minton (1988a). los valores de q obtenidos fueron
131 + 0.04, 161 + 0.06 y 194 £ 0.04 para mioglobina, BSA y aldolasa
respectivamente en presencia de BSA y 5.0 + 0.1 para aldolasa en presencia de
RNasa A.

6.2.3. La aglomeracion macromolecular debida a la alta concentracion de
proteina (ribonucleasa A o albumina sérica humana), afecta en mayor
medida a la difusién translacional que a la rotacional de otra proteina

(apomioglobina)

Si se comparan los resultados obtenidos en este trabajo para la difusion
rotacional y translacional de apoMb en medios con una alta concentracion de RNasa A
0 de HSA, en ambos casos se tiene un comportamiento que se desvia del predicho

por las leyes clasicas de la difusion (ecuaciones de Stokes-Einstein-Debye (6.5) y
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(6.6)) para las viscosidades macroscopicas determinadas. En la Figura 6.6 se puede
observar que, en general, la difusion translacional se encuentra mas impedida que la
rotacional para una misma especie en el mismo medio. Ademas, el aumento que se
produce en el tiempo de difusion rotacional de la apoMb, tanto monomérica como
dimérica, con la concentracion de HSA o de RNasa A es inferior al que se obtendria si
fuera la viscosidad macroscépica de la solucién la que actuara sobre al rotacién de la
apoMb. Sin embargo, el aumento que se produce en el tiempo de difusion
translacional de la apoMb, con la concentracién de HSA o de RNasa A es superior al
gue se produciria en caso de que la viscosidad local, que actia sobre la difusion

translacional, fuese igual a la viscosidad macroscopica.
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Figura 6.6: Incremento relativo de la viscosidad macroscopica (h/hg,A ), del tiempo de
correlacion rotacional (f /f o) y del tiempo de difusion translacional (T/T,) de apoMb con
la concentracion de RNasa A (A) o de HSA (B). En A los simbolos circulo relleno y o
corresponden a los tiempos de difusién translacional obtenidos para muestras de
apoMb-Alexa 488 y apoMb-Alexa 546 respectivamente y los simbolos cuadrado
relleno y vacio corresponden a los tiempos de correlacion rotacional f ; y f, obtenidos
para apoMb-ANS en presencia de RNasa A (ver Resultados 5.4.2). En B los simbolos
0 y cuadrado relleno corresponden a los tiempos de difusién translacional de apoMb-
Alexa 546 y rotacional f ) de apoMb-Fl respectivamente en presencia de HSA (ver
Resultados 5.4.2). Las lineas continuas corresponden a los ajustes a la ecuacion de
Mooney (ecuacion (5.11)) para las viscosidades macroscépicas y a las ecuaciones
(5.13) y (5.12) para los tiempos de difusién translacional y de correlacion rotacional
respectivamente. El subindice O indica el valor de la magnitud correspondiente en
tampon. Las medidas se realizaron en tampoén fosfato 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA
0.1 mM, pH 7.4 a 20 °C.
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En todos los experimentos paralelos de difusion rotacional y translacional
presentados en este trabajo, el resultado que se ha encontrado es que la difusion
translacional se encuentra mas impedida que la difusion rotacional para una misma
especie que difunde en el mismo medio aglomerado. Este resultado parece ser de
caracter general y ya ha sido observado para moléculas que difunden en el
citoplasma. Asi, por ejemplo, el tiempo de difusion rotacional de un fluoréforo pequefio,
similar a la fluoresceina (BCECF), en el citoplasma celular es sélo 1.1-1.4 veces mayor
gue en agua (Fushimi y Verkman, 1991; Bicknese et al, 1993) mientras que su tiempo
de difusion translacional aumenta 3.7 veces con respecto al determinado en agua (Kao
et al, 1993). Dicho efecto ha sido también observado para macromoléculas como la
proteina fluorescente GFP para la cual, el tiempo de difusion rotacional se encuentra
incrementado en el citoplasma en un factor de 1.5 con respecto a su valor en solucion
diluida, mientras que su tiempo de difusion translacional lo esta en un factor de 3.2
veces comparado con el determinado en agua (Swaminathan et al, 1997; Potma et al,
2001).

Todos estos resultados sugieren, (ver Figura 6.8) que la difusion rotacional de
una particula que ocurre a través de pequefios desplazamientos angulares se
encuentra relativamente libre de impedimentos en soluciones en las que la especie
gue rota es de un tamafio inferior al espacio entre las particulas que ocupan volumen
en la solucion (Drake y Klafter, 1990). Por el contrario la difusion translacional, que
implica desplazamientos lineales del orden de varios diametros moleculares, se ve
fuertemente impedida posiblemente por las colisiones con otras especies presentes en
la solucién (Verkman, 2002).

Los métodos experimentales presentados en este trabajo permiten identificar
especies moleculares y cuantificar los efectos de la microviscosidad sobre su difusion
rotacional y translacional en medios aglomerados. La acumulacion de informacion,
semejante a la obtenida aqui, para un gran nimero de sistemas macromoleculares
permitira proponer relaciones empiricas que seran de gran utilidad en el estudio de las
interacciones en medios aglomerados utilizando las técnicas de FCS y espectroscopia
de fluorescencia.
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6.3. ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA Y FCS, DOS TECNICAS

COMPLEMENTARIAS PARA ESTUDIOS CUANTITATIVOS EN MEDIOS
AGLOMERADOS

A lo largo de este trabajo, se ha demostrado la utilidad de dos técnicas, la
anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal de picosegundos y la
espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS), para la obtencion de
informacion cuantitativa sobre la estructura, dindmica e interacciones entre proteinas
en medios con aglomeracion macromolecular.

En principio, la aplicacion de este tipo de técnicas a sistemas aglomerados no
resulta evidente, debido fundamentalmente a problemas derivados de la elevada
concentracion de especies presentes en el medio, como son los fondos o la desviacion
de las ecuaciones hidrodinamicas clasicas (ecuaciones de Stokes-Einstein-Debye,
(6.5) y (6.6)), que suponen que el medio es homogéneo y se comporta como un
continuo.

Normalmente, incluso las proteinas de gran pureza suelen contener trazas de
impurezas, algunas de ellas fluorescentes. A bajas concentraciones de proteina, estas
trazas de impurezas, no suponen un problema especial para las medidas de
fluorescencia. Sin embargo, en los medios aglomerados la concentracion de moléculas
es tan elevada, que estas simples trazas de impurezas pueden afectar de forma
importante a la relaciéon sefial/ruido. La contribucion de la emision de los fondos, en los
experimentos de anisotropia de fluorescencia, viene determinada por la intensidad de
fluorescencia asociada a las especies del medio. En las medidas de FCS, la
contribucion de los fondos a la funcion de autocorrelacion depende no sélo de la
intensidad de fluorescencia sino también de la intensidad de fluorescencia por unidad
de molécula o brillo (ver Materiales y Métodos 4.6.2). La seleccion de condiciones
como el tipo de fluoroforo empleado para cada marcaje o de las longitudes de onda de
excitacion y emision, permite obtener sefiales de fluorescencia suficientemente libres
de la contribucion de los fondos. Asi por ejemplo, las medidas de FCS con muestras
de apoMb-Alexa 488 en presencia de altas concentraciones de HSA, resultaron
inviables debido a la elevada intensidad de fluorescencia del fondo de la HSA a la
longitud de onda de excitacion de 488 nm. Sin embargo, las medidas fueron viables
utilizando apoMb marcada con Alexa 546 y seleccionando como longitud de onda de

excitacion 543 nm.
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La desviacion de las ecuaciones de Stokes-Einstein-Debye observada en los
medios con aglomeracion macromolecular, dificulta la interpretacion de los resultados
obtenidos por medio de las técnicas de FCS y anisotropia de fluorescencia en
términos de forma y tamafio de las especies moleculares. Por ello, la obtencién de
leyes generales que relacionen parametros como los tiempos de correlacion rotacional
o los tiempos de difusion translacional con magnitudes medibles como la viscosidad
macroscopica, es de gran importancia para la interpretacion de los resultados
obtenidos cuando estas dos técnicas se aplican al estudio de medios aglomerados. En
este trabajo, se ha comprobado la validez de la ecuacion (5.12) para describir el
comportamiento de la difusién rotacional de proteinas en presencia de altas
concentraciones de otras proteinas. También se ha propuesto una expresion analoga
(ecuacion (5.13)), que parece adecuada para describir el comportamiento de la
difusion translacional de proteinas, en medios aglomerados en los que la especie
altamente concentrada es otra proteina.

Existe un claro solapamiento entre el tipo de problemas que se pueden resolver
mediante las técnicas de anisotropia de fluorescencia y de FCS, siendo la informacién
gue proporcionan complementaria. A la hora de disefiar un experimento de FCS o de
anisotropia de fluorescencia en medios aglomerados, sera necesario tener en cuenta
una serie de factores que se resumen a continuacion. En ocasiones, las caracteristicas
especificas de un sistema pueden determinar que una de las dos técnicas sea mas
apropiada para resolver un problema concreto, sin embargo, en los casos en que sea
posible convendra utilizarlas de forma complementaria.

Las medidas de difusién rotacional mediante anisotropia de fluorescencia
presentan una mayor sensibilidad a cambios en el tamafio y la forma de las especies
gue las de difusién translacional utilizando FCS, ya que las primeras son dependientes
del volumen de las especies mientras que las segundas dependen de su radio. Para el

caso de una esfera, el tiempo de correlacion rotacional f es poporcional a r ™

mientras que el tiempo de difusion translacional T es proporcional a r ™.

En general, para que dos especies puedan ser identificadas mediante la
funcion de autocorrelacion, es necesario que la diferencia entre sus coeficientes de
difusion translacional sea del orden de 2 o mayor (Meseth et al, 1999). Esto equivale,
por ejemplo, a la diferencia de tamarfios existente entre un monémero y un tetrdmero
suponiendo una forma esférica para ambos. En el caso de un dimero, el coeficiente de
difusion translacional es aproximadamente un 25 % menor que el valor

correspondiente al monémero (Miiller et al, 2001). Por ese motivo, el estudio de la
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dimerizacion de la apoMb en presencia de RNasa A se realizé utilizando la anisotropia
de fluorescencia. En el caso en que las intensidades de fluorescencia por unidad de
molécula de dos especies sean suficientemente distintas, se ha propuesto el método
del histograma de contaje de fotones, que permite distinguir en un experimento de
FCS especies con coeficientes de difusion similares (Miller et al, 2001; Chen et al,
1999).

En contrapartida, en un experimento de anisotropia de fluorescencia, la
determinacion de tiempos de correlacion rotacional de especies esta limitada a una
ventana de tiempos del orden de 510 veces el tiempo de vida media de fluorescencia
del fluoréforo .Los tiempos de vida media de fluorescencia de las sondas de uso mas
general suelen tienen valores entre 2 y 15 ns, aunque existen algunos fluoréforos
como ciertos derivados organometalicos de rutenio (Szmacinski, 1996; L, Jiménez-
Hernandez et al, 2000) con tiempos de vida media de fluorescencia de varios cientos
de ns. En este sentido, FCS seria una técnica muy util para el estudio de la unién de
moléculas pequefias a otras de mucho mayor tamafio como sucede, por ejemplo, en
las interacciones antigeno — anticuerpo, o bien en los casos en que se formen
agregados de proteina de gran tamafo.

Otra diferencia importante entre las técnicas de FCS y de anisotropia de
fluorescencia, es que las primeras aportan informacion sobre la difusion translacional
global de las especies, mientras que las segundas permiten estudiar ademas de la
rotacion global de la macromolécula, la contribuciéon de movimientos segmentales
dentro de la misma. En el caso de particulas fexibles, los coeficientes de difusion
translacional determinados son el promedio de los correspondientes a todas las
posibles conformaciones. Sin embargo, si la sonda esta localizada adecuadamente,
las medidas de anisotropia de fluorescencia proporcionan informacion sobre la
flexibilidad interna de las moléculas asi como de posibles cambios conformacionales
gue no son detectados por las técnicas de FCS. Asi, por ejemplo, en este trabajo, se
muestra como la anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal permite detectar
movimientos segmentales dentro del dimero de apoMb en presencia de altas
concentraciones de RNasa A. En estudios en los que el objetivo sea la cuantificaciéon
de especies de tamafos suficientemente diferentes, la técnica de FCS presentaria la
ventaja de una interpretacion mas sencilla.

La eleccion de la sonda fluorescente méas apropiada para marcar la proteina en
un experimento de FCS es mas sencilla que para un experimento de anisotropia de

fluorescencia, estando determinada fundamentalmente por la fotoestabilidad y la
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elevada fluorescencia por unidad de molécula. En un experimento de FCS, cuestiones
como la movilidad segmental de la sonda o el tiempo de vida media de fluorescencia
no son parametros importantes. Sin embargo, en un experimento de anisotropia de
fluorescencia, el tiempo de vida media de la sonda debe ser del orden de los tiempos
de correlacion rotacional de las especies que se deseen medir. La union covalente del
cromoéforo en sitios de la proteina muy expuestos al tampdn tiene como ventaja la
eliminacién de posibles interacciones entre el fluoréforo y la proteina que afecten a la
funcién de la misma. Sin embargo, tienen como desventaja la contribucion al
decaimiento de anisotropia de movimientos segmentales poco restringidos, que limitan
la deteccion de los movimientos realmente relevantes dentro de la especie.

En cuanto a las limitaciones en el intervalo de concentraciones de fluoroforo
gue permite utilizar cada una de las técnicas, en principio, el limite superior no seria un
problema. Normalmente, siempre existe la posibilidad de utilizar en la muestra la
cantidad adecuada de proteina marcada como trazador y completar la cantidad total
necesaria con proteina no marcada, tal y como se ha hecho en este trabajo en los
experimentos en los que la sonda era fluoresceina. EI limite inferior de
concentraciones de fluoroforo es aproximadamente el mismo para un experimento de
FCS que para uno de anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal (nM)
(Matayoshi y Swift, 2001).

A diferencia de los experimentos de equilibrio de sedimentacién, los
parametros hidrodinamicos determinados en FCS y anisotropia de fluorescencia no se
ven afectados por la no idealidad termodinamica. Las dos técnicas espectroscopicas,
aportan informacion sobre la proporcion de las distintas especies moleculares
presentes en los sistemas con aglomeracion macromolecular, a partir de las cuales se
podrian estimar valores de las constantes de equilibrio aparentes. En el caso de la
dimerizacion de la apoMb en presencia de RNasa A, se ha podido estimar la
proporcion de monomero y dimero de apoMb para las distintas concentraciones de
RNasa A a partir de los experimentos de anisotropia de fluorescencia con resolucion
temporal. La determinacién de constantes de asociacion aparentes de apoMb, a partir
de experimentos de anisotropia de estado estacionario, se ha visto limitada por
factores experimentales como el bajo rendimiento cuantico de la sonda ANS en
comparacioén con los fondos de fluorescencia, asi como por la presencia de flexibilidad
en el dimero de apoMb. De cualquier modo, esos experimentos han sido de gran
utilidad para acotar los posibles valores de la constante de dimerizacion en los

distintos medios (ver Discusion 6.1.3.2).
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En el momento en el que se inicid este trabajo, existian ya en la bibliografia
ejemplos de aplicacion de las técnicas de equilibrio de sedimentacion al estudio de
interacciones en medios con aglomeracion macromolecular (Rivas et al, 1999a;
Muramatsu y Minton, 1989). A la luz de los resultados obtenidos en este trabajo, las
técnicas de FCS vy anisotropia de fluorescencia con resolucion temporal son
claramente dos alternativas complementarias que pueden resultar de gran utilidad
para estudios cuantitativos en este tipo de medios.

Tanto las técnicas de FCS como las de anisotropia de fluorescencia se estan
utilizando actualmente en experimentos de cribado de alto rendimiento en soluciones
diluidas (Sterrer y Henco, 1997). Estudios detallados como el presentado en este
trabajo permitiran optimizar su extension a medios aglomerados mas semejantes a los
medios fisiol6gicos en los que realmente ejercen su funcion las macromoléculas

biologicas.

6.4. PERSPECTIVAS FUTURAS

En los dltimos afios se han producido importantes avances instrumentales en
las técnicas de microscopia de florescencia con resolucion temporal que estan
permitiendo empezar a estudiar interacciones de forma cuantitativa a nivel celular. A
pesar de la complejidad de estos métodos, se estan observando comportamientos
muy diferentes a los determinados en soluciones diluidas (Bastiaens, 2000; Gautier et
al, 2001).

La obtencion de informacion cuantitativa sobre las interacciones entre
macromoléculas en medios con aglomeracion macromolecular, es de gran importancia
para la comprension del comportamiento de dichas macromoléculas en el medio
celular. En principio, este tipo de sistemas exhiben propiedades mas homogéneas y
definidas que los sistemas biologicos reales, por lo cual las medidas en ellos
realizadas presentan menores complicaciones experimentales que las medidas
realizadas directamente en células y fluidos fisiol6gicos. Sin embargo, con respecto a
los medios ideales diluidos, los sistemas aglomerados representan un gran salto en lo
referente a la complejidad del disefio e interpretacion de los experimentos.

El disefio de un experimento "in vitro” en condiciones de aglomeracion
macromolecular no es una tarea sencilla. Sigue siendo muy importante controlar
factores que también se tienen en cuenta en los experimentos en solucion diluida
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como el pH, la fuerza i6nica o las concentraciones de las especies. También es
importante seleccionar adecuadamente las especies que mejor simulen la ocupacion
de volumen en un medio fisiologico. Dichas especies deben ademas ser inertes con
respecto a las macromoléculas objeto de estudio, es decir, que no deben interaccionar
de manera especifica con ellas. Algunas de las especies que habitualmente se han
utilizado para simular la ocupacion de volumen son los dextranos, dada su baja
capacidad de interaccion con otras especies. Sin embargo, en nuestro trabajo, hemos
utilizado proteinas como la HSA o la RNasa A. En principio, las proteinas son menos
inertes que los dextranos, sin embargo, ciertos fluidos fisiolégicos como el plasma
sanguineo e incluso el citoplasma, contienen una alta concentracion de las mismas por
lo cual parecen mas adecuadas para la simulacion de la ocupacion de volumen en
este tipo de medios fisiolégicos.

El otro problema fundamental con el que nos encontramos es el de las
limitaciones de la aplicacion de las técnicas biofisicas para el estudio de interacciones
en medios con aglomeracion macromolecular. Las técnicas biofisicas ampliamente
utilizadas para la obtencion de informacion cuantitativa sobre las interacciones
macromoleculares en solucion diluida, encuentran grandes problemas tanto
experimentales como de interpretacion al ser aplicadas en este tipo de medios. Hasta
el momento, se han aplicado muy pocas técnicas de forma satisfactoria para el estudio
de las propiedades de las macromoléculas en medios con aglomeracion
macromolecular (Ellis, 2001), siendo el equilibrio de sedimentacion la mas consolidada
(Rivas et al, 1999a).

La viabilidad de la aplicacion de técnicas como la anisotropia de fluorescencia
o0 FCS en medios aglomerados, demostrada en este trabajo, proporciona herramientas
de gran utilidad para la obtencion de informacion cuantitativa sobre las propiedades de
las macromoléculas en estos medios. Sin embargo, ain queda mucho camino por
recorrer. Es importante comprender el papel de la viscosidad local que actta sobre la
difusién rotacional o translacional, fundamental para la interpretacion de los
parametros determinados por ambas técnicas. El disefio y sintesis de sondas de
tiempos de vida media de fluorescencia mas largos, facilitaria enormemente el disefio
de experimentos de anisotropia de fluorescencia en estos medios aglomerados, en los
gue la elevada viscosidad produce un aumento en los tiempos de correlacion
rotacional de las especies. Finalmente, la optimizacion de los procesos de purificacion
de proteinas hacia la eliminacion de impurezas fluorescentes, proporcionaria un

aumento de la relacion sefial/ruido en los experimentos de fluorescencia, lo que puede
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contribuir de forma importante al avance de la aplicacion de estas técnicas a los
medios con aglomeracion macromolecular.

Dado que la informacion que proporcionan las distintas técnicas biofisicas es
en la mayor parte de los casos complementaria, el abordaje pluridisciplinar es el Unico
gue puede ayudar a resolver un problema tan complejo como es la comprensién de los
procesos que tienen lugar en los medios aglomerados.
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Las conclusiones que se pueden extraer de este estudio son las siguientes:

1. Se demuestra la utilidad de las técnicas de anisotropia de fluorescencia con
resolucion temporal de ps y de espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS),
tal como se han desarrollado en este trabajo para la obtencion de informacién
cuantitativa sobre las propiedades hidrodinamicas de especies moleculares y sus
interacciones, en medios con aglomeracion macromolecular.

2. Se describen métodos de marcado fluorescente de apob asi como técnicas
de investigacion de la conformacion global de las proteinas marcadas. De esta forma
se concluye que la conformacion en solucién de la apoMb, apoMb-ANS y apoMb-Fl es
muy similar, y muy proxima a la de Mb.

3. Los métodos de anisotropia de fluorescencia con resolucién temporal de ps
han permitido estudiar la autoasociacion de proteinas en medios aglomerados. Se ha
detectado la formacién de dimeros de apoMb favorecida por el grado de aglomeracion
macromolecular generado mediante concentraciones variables de RNasa A.

4. Se ha podido estudiar la presencia de movimientos segmentales dentro de
una proteina en un medio aglomerado mediante las técnicas de anisotropia de
fluorescencia con resolucion temporal de ps. Los dimeros de apoMb presentan un alto
grado de flexibilidad segmental, en la misma zona de tiempos que la correspondiente a
la rotacion global de la forma monomérica de la apoMb.

5. Las técnicas de anisotropia de fluorescencia han permitido estimar la
proporcion de distintas especies en un medio aglomerado. Se ha estimado la
proporcibn de monémero y dimero de apoMb en presencia de distintas
concentraciones de RNasa A como proteina aglomerante.

6. La caracterizacion difusional detallada de las especies mono y diméricas de
apoMb ha permitido poner un limite inferior a la constante aparente de equilibrio de
dimerizacion de apoMb en funcion del grado de aglomeracion del medio
(concentracion de RNasa A).

7. La presencia de RNasa A como proteina aglomerante favorece la formacién
de dimeros de apoMb permitiendo su deteccion en solucion, sin embargo, en
soluciones de HSA del mismo orden de concentraciones no se detecta la formacion de
dimeros de apoMb. Esta diferencia del efecto de la aglomeracion se interpret6 a partir
de la diferente magnitud del volumen excluido en las soluciones de HSA y RNAsa A,
gue es apreciablemente mayor en este ultimo caso a igualdad de concentracion en
mg/mL.
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8. La utilizacion complementaria de las técnicas de anisotropia de fluorescencia
y de FCS puestas a punto en este trabajo, puso en evidencia las importantes
desviaciones que tienen lugar en los tiempos de difusion rotacional y translacional de
las proteinas en medios aglomerados, respecto a las predicciones de la ecuacion de
Stokes-Einstein-Debye. Asimismo se muestra que estas desviaciones en funcién del
grado de aglomeracion son diferentes para los parametros difusivos rotacionales y
translacionales siendo mayores en este Ultimo caso.

9. En soluciones en las que la especie aglomerante es la RNasa A, la difusion
rotacional del dimero de apoMb se ve mas afectada que la del monémero de apoMb
para la misma concentracion de RNasa A en mg/mL. El impedimento observado para
la difusion translacional del monémero de apoMb es mayor en soluciones en las que la
aglomeracion macromolecular se debe a la RNasa A que en aquellas en las que se
debe a la HSA (para iguales concentraciones en mg/mL)

10. El comportamiento difusivo rotacional de proteinas (mondémero y el dimero
de apoMb) en medios aglomerados constituidos por otras proteinas (RNasa A o HSA),
se pudo describir formalmente utilizando la expresion empirica propuesta previamente
para otros medios (Lavalette et al. 1999, Endre y Kuchel, 1986), en la que se propone
una dependencia potencial de la viscosidad microscopica con la macroviscosidad
(ecuacion (5.12)). El parametro g tomaba valores menores que la unidad.

11. En el caso de los fenémenos difusivos translacionales de proteinas
(apoMb) en medios aglomerados constituidos por otras proteinas (RNasa A o HSA), se
pudo utilizar una ecuacién empirica analoga (ecuacion (5.13)). La diferencia mas
llamativa es que en este caso, el valor del parametro g es siempre mayor que 1.
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