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Introduccion

Con la aparicién del virus de la inmunodeficiencia humana, agente causante del
SIDA, los Lentivirus han pasado a ser uno de los grupos de virus mas estudiados.
Esta familia se incluye dentro de los Retrovirus, caracterizados por la presencia de
moléculas de RNA en el interior de la cdpsida viral. La gran relacién existente entre
los lentivirus humanos y animales hace posible emplear estos tltimos como modelos
para el estudio de la biologia molecular, la patogénesis y el tropismo celular de esta
familia.

RETROVIRUS

El prefijo retro- {inverso) que antecede a la palabra virus deriva de la enzima
transcriptasa inversa o retrotranscriptasa, encargada de la sintesis del DNA virico a
partir del RNA pregendémico y que se encuentra dentro de los viriones de todos los
miembros de esta familia. Los virus que pertenecen a esta familia guardan en comun
una serie de caracteristicas morfoldégicas y gendmicas que se detallaran a
continuacién. Dentro de esta familia hay tres subfamilias diferenciadas entre si
principalmente por su morfologfa, siendo méas importantes las de los Oncovirus y
Lentivirus, que engloban a una gran cantidad de virus de importancia veterinaria y
clinica.

A. MORFOLOGIA

Los viriones de los retrovirus son esféricos, de 80-100 nm de didmetro, y
poseen una estructura Unica en tres capas {(Narayan y Clements, 1930}. Estan
constituidos por lipidos {30-35%)]), proteinas (60%) y RNA {2%) {Gelderblom et al,
1991). A modo de ejemplo, en la Figura 1 se recoge la estructura del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV-1). En esta figura se indican las diferentes proteinas
de las que consta el viridn, como las que aparecen en su superficie, glicoproteinas
gp120 vy gp41, muy importantes en el proceso de entrada del virus en la célula {Freed
et al., 1995). En el interior se encuentra el complejo genoma-nucleoproteina, que
incluye alrededor de treinta moléculas de la enzima transcriptasa inversa transcriptasa
inversa, y supuestamente posee una estructura helicoidal. Esta estructura esta situada
dentro de una cépsida icosaédrica, que a su vez se encuentra rodeada por una
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Introduccion

virus, y de cuya superficie emergen los peplémeros de glicoproteinas {Gelderblom
et al., 1989; Gelderblom et a/., 1991; Fukui et al., 1993). Debido a su contenido en
lipidos y proteinas, los retrovirus son inactivados por detergentes y disoiventes de
lipidos, asi como por calentamiento a 56 °C durante 30 minutos. Sin embargo, son
maés resistentes que otros virus a la fuz ultravioleta o a los Rayos X, lo que puede ser
debido a que su genoma es diploide.

SU (gp120) CAPSIDA

TM (gp41)

RNA

CUERPO LATERAL
MA (p17)

LI (p6)
BICAPA LIPIDICA
CA (p24)

PR (p12)

IN (p32)

Figura 1. Esquema de la organizacién del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) {Gelderblom
et al., 1989). La cépsida del viridn estd constituido por la protelna CA (p24} vy en su interior se
encuentra el RNA viral asociado a enzimas como la transcriptasa inversa, RT (p66), la proteasa
viral, PR {p12) o la integrasa, IN (p32) v a la proteina NC {p7). Esta cédpsida se encuentra
rodeada por una matriz formada por la proteina MA {p17). Una bicapa lipidica engloba a todos
estos componentes y en ella estd embebida la glicoproteina transmembranai, TM {gp41), unida
a la glicoproteina de la superficie SU {gp120). L.a cépsida en forma de cono suele estar unida a
la proteina MA a través de la proteina LI {pB} por su extremo més estrecho, mientras que el otro
aparece libre. Paralelos al eje longitudinal de la cdpsida se encuentran los cuerpos laterales, que
pueden proceder de un exceso del precursor prbb sin procesar o ser proteinas adicionales
codificadas por el virus.
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B. REPLICACION Y ENSAMBLAJE VIRAL

En la Figura 2 se recoge el proceso de replicacion viral. Después de la
adsorcién del virus a la célula mediante la interaccién con receptores de la superficie
celular {Fig. 2: 1,2), las glicoproteinas de la superficie fusionan la envuelta lipidica con
la membrana plasmatica con lo que la nucleocapsida con el RNA viral es liberado en
el citoplasma (3). El receptor celular para el virus HIV-1 mejor caracterizado es la
molécula CD4 (White y Littman, 1989; Robey y Axel, 1990; Capon y Ward, 1991,
Allan, 1993). Otros receptores retrovirales identificados incluyen aminoacidos vy
transportadores, asi como una molécula relacionada con el receptor de lipoproteinas
(Freed, 1997). En el citoplasma el RNA es copiado a DNA por la transcriptasa inversa
asociada al virién actuando como una DNA-polimerasa dependiente de RNA. La copia
de DNAs de cadena sencilla es transformada en una de doble cadena por la misma
enzima, actuando ahora como una DNA-polimerasa dependiente de DNA. El DNA de
doble cadena entra en el ndcleo de la célula infectada (4), donde se circulariza y se
integra en el DNA de la célula huésped. El DNA integrado (provirus) sirve como molde
para la produccién tantc de mRNA (5} que es traducido a proteinas (6,7), como de
RNA del virién, que es encapsulado en el viridn progenie.

El viridon se forma siguiendo dos procesos de ensamblaje, uno dirigido a la
formacién de la capsida (6) y otro a la formacién de la envuelta viral (7). La sintesis,
el procesamiento y la glicosilacién de la poliproteina de la envuelta se produce en el
reticulo endoplasmético. La poliproteina es transportada hacia la membrana
plasmatica de la célula huésped mediante la via secretora. Alli se asocia con la
membrana donde se hidroliza por la proteasa viral. Por otro lado, las proteinas
estructurales y las enzimas que se encuentran en la cédpsida se sintetizan en el
citoplasma. La traduccién y la miristoilacién de las poliproteinas Gag y Gag-pol son
seguidas por el ensamblaje en el citoplasma o bien en el lado citoplasmatico de la
membrana. Las poliproteinas Gag y Gag-pol, junto con el DNA del virién, se mueven
hacia una posicion en la membrana celular, el lugar donde las proteinas de la envuelta
viral estan ya presentes {Gelderblom et al. 1992; Hunter, 1994). La nucleocdpsida se
ensambla mediante una serie de roturas proteoliticas de la proteina producidas por la
proteasa viral mientras tiene lugar el crecimiento de los virones.

La replicacion de los retrovirus se produce con una alta velocidad de mutacién
ya que la transcriptasa inversa carece de una funcién editora, y también a causa de

la alta frecuencia de recombinacién con otros genes de retrovirus y con genes
celulares.
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Virus

Receptor de la superficie celular

4. Nucleo
Provirus

3. @ ’@ - RNA viral 6.

5-
. o g s Poliproteinas

= =0 ° o GagyGag-pol

;=
/

Protelnas de la envuelta

-
9. Virién maduro

Figura 2. Esquema del ciclo de vida de retrovirus {Freed, 1997}. Los pasos indicados son: {1}
unién con ¢l receptor de la superficie de la membrana plasmatica de la célula huésped, {2} fusitn
con la membrana plasmatica vy liberacién de la nucleocdpsida, (3) transcripcién inversa, (4)
transporte nuclear e integracién en el ndcleo de la célula huésped, (5} transcripcién y transporte
del RNA viral, (6) traduccidn y transporte de las poliprotelnas Gag y Gag-pol, {7} transporte de
las proteinas de la envuelta viral, (8) ensamblaje y crecimiento del virus, y {3) condensacién vy
maduracién del virus.
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C. ORGANIZACION DEL GENOMA VIRAL

kb
0 4 5 6 7 8 9
HIV-1
5LIR pol onv [3'LTR |
gag g nef
- chici
EIAV
[sTTR | 0 env L'ﬁ"@
—gag—— &t By
FIV
gag !
] A i env |R
SLTR ] | %
- \ rov — -

Figura 3. Organizacién del genoma de los lentivirus EIAV, FIV y HIV-1. En la figura se muestra
la posicién y el tamario relativo de los marcos de lectura abierta de los tres virus. Flangueando
el DNA de los lentivirus se encuentran los LTRs ' y 3'. En los tres genomas aparecen los
principales genes gag, env y pol. La organizacién del genoma més compleja la presenta el HIV,
donde hay hasta seis marcos de lectura abierta adicionales, vif, vpr, vpu, tat, rev y nef.

El genoma retroviral es diploide y comprende dos moléculas idénticas, unidas
no covalentemente en sus extremos 5'. A ambos lados del genoma retroviral estan
los LTRs (Long Terminal Repeats). El LTR 5" contiene los elementos promotores de
la transcripcién y el LTR 3' proporciona la sefial de poliadenilacién {Clements y
Wong-Staal, 1992). El genoma estéd formado por unas 10.000 bases y contiene tres
genes principales que codifican las proteinas estructurales y enzimaticas. E! gen gag
(antigeno especifico de grupo) codifica las proteinas del ndcleo central del virion, el
gen po/ (pofimerasa), codifica la transcriptasa inversa y el gen env (envuelta) codifica
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las proteinas de los peplémeros del virién (Clements y Wong-Staal, 1992}. Los
lentivirus tienen una organizacion gendmica mas compleja que el resto de los
retrovirus, pues ademas de los genes gag, pol/ y env, contienen marcos de lectura
abiertos (ORF) adicionales localizados entre el gen po/ y el env, asi como diferentes
exones tanto dentro como en el extremo 3' del gen env {Cullen y Greene, 1990;
Carpenter y Alexander, 1992; Cullen, 1992; Miyazawa et al., 1994) (Fig. 3). Estos
genes actiian como reguladores modulando el ciclo viral "in vitro" y, probablemente,
"in vive" cantribuyen a los mecanismos tanto de latencia clinica como patogénicos.
Un ejemplo de este complejo genoma se encuentra en la Figura 3, en la que ademas
de los genomas de EIAV y FIV se representa el mas complejo de los genomas
retrovirales, el del HIV-1, que posee hasta seis marcos extra de lectura abierta (vif,
vpu, vpr, tat, rev y nef) cuya funcién se comentard mas adelante (Cullen y Greene,
1990; Schwartz et al., 1990; Miyazawa et al., 1994).

® El gen retroviral gag codifica las principales proteinas estructurales del virién
y es requerido para el ensamblaje vy liberacién de las particulas (Reicin et a/., 1996).
Las poliproteinas Gag pueden ser ensambladas y liberadas de las células como
particulas viricas en ausencia de otros genes virales, 10 que sugiere que gag es el
anico gen viral esencial para el proceso de ensamblaje {Karacostas et al., 1989,
Mergener et al., 1992; Royer et al., 1992, McGuire et al., 1994; Klikova et a/., 1995;
Sakalian et af., 1996).

El producto del gen gag se traduce en polirribosomas libres a partir de un
mRNA inmaduro. El precursor gag sigue uno de los dos caminos de la morfogénesis
viral (Gelderblom et a/., 1990). En la mayoria de los retrovirus las poliproteinas Gag
son transportadas directamente a la membrana plasmatica, donde se produce
simultdneamente el ensamblaje de la cpsida y la extrusién de la membrana. Entre los
virus que siguen este camino estd el virus aviario de tipo C y los virus de
leucemia/sarcoma de mamiferos, asi como los virus patogénicos de la leucemia
humana y el HIV. En el caso de la segunda clase de virus, los precursores parecen
dirigirse hacia un lugar intracitoplasmatico donde se produce el ensamblaje de la
céapsida (Rhee y Hunter, 1991), Estas particulas ensambladas inmaduras son entonces
transportadas hacia la membrana plasmatica donde comienzan a crecer y envolverse.
Entre los virus que siguen este proceso estan los virus del tumor mamario de ratén
de tipo B y los de mono Mason-Pfizer de tipo D, junto con los miembros de ia familia
de espumavirus (Gelderbloom et a/., 1990).
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La poliproteina precursora de 55-57 kDa codificada por el gen gag, Pr65Gag
es procesada proteoliticamente por la proteasa viral { Henderson et al., 1987;
Kawakami et al., 1987; Hussain et al., 1988; Rushlow et al., 1992; Tozser et al.,
1993; Schnodlzer et al., 1996) originando la proteina de fa matriz p17 (MA), de la
capsida p24 (CA}, y la proteina p15 de la nucleocépsida,. La proteina p15, que esta
localizada en el extremo carboxilo-terminal del precursor PrbbGag, a su vez es
procesada dando lugar a la proteina p7 (NC), que forma realmente la nucleocapsida,
la proteina p6 rica en prolinas, y dos péptidos pequenos, p1 (Dannull et a/., 1994) y
p2. La proteina p7 es la que se une a las moléculas de RNA viral; posee motivos de
dedos de zinc (zinc fingers) constituidos por residuos de cisteina (Cys-X,-Cys-X,-Cys),
caracteristicos de las proteinas que se unen a acidos nucleicos (Green y Berg, 1989;
Narayan y Clements, 1990; Gorelick ef a/., 1996). La proteina NC también cataliza
la formacién del dimero de RNA gendmico que se encuentra en las particulas viricas
(Darlix et af., 1990}. La proteina p6 tiene como funcidn unirse a la proteina Vpr,
dandc como resultado la incorporacién de esta proteina accesoria dentro del virién
(Kondo et a/., 1995). El papel de p1 es todavia desconocido, mientras que p2 parece
participar en la regulacién de la velocidad del procesamiento del precursor Gag (Pettit
et al., 1994; Krausslich et a/., 1995). La proteina mayoritaria es la que forma la
capsida viral, que adquiere una estructura en forma de cono {Takasaki et al., 1997)
y es uno de los principales antigenos en la infeccién por estos virus (Gelderblom et
al., 1989; Hoglund et a/., 1992). Esta proteina induce anticuerpos que inactivan la
infectividad del virus {(Ada, 1988) y por ello los estudios para conseguir una vacuna
contra el H!V se basan en la produccién de anticuerpos frente a esta proteina. Otra
proteina importante codificada por este gen es p17, proteina de la matriz, localizada
en el extremo amino-terminal del precursor PrbbGag. La proteina p17 tiene multiples
funciones estructurales vy fisioldgicas (Wills y Craven, 1991}). En los pasos iniciales
del ciclo viral, la proteina p17 puede estar implicada en la penetracién del virién en
las células y en la infectividad viral (Crawford y Goff, 1984; Yu et a/., 1992a; Wang
y Barklis, 19293). En los dltimos estados del ciclo viral la proteina p17 es un factor
importante en la morfogénesis del virién a través de su papel en el transporte
intracelular (Facke et a/., 1993; Yuan et af., 1993}, en la sefalizacion de la membrana
plasmatica para el precursor del Gag, en el crecimiento extracelular de los viriones a
partir de la membrana celular {(Bryant y Ratner, 1990; Gelderblom, 1991; Spearman
et al., 1994} y en la incorporacién en el virién de glicoprotelnas virales {Yu et af.,
1982a; Yu et al.,, 1992b; Dorfman et al., 1994a). Esta proteina interacciona con la
membrana viral a través de su extremo amino-terminal, que sufre una modificacién
post-trasduccional consistente en la incorporacién de A&cido miristico. Esta
miristoilacion es requerida para la eficiente asociacién a la membrana y la formacién
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del virus (Géttlinger et al., 1989; Pal et al., 1990). En el caso del virus HIV-1 se ha
identificado un dominio de unién a membranas dentro del extremo amino-terminal de
la proteina p17. Este fragmento consiste en un conjunto de 14 aminodcidos del
extremo amino-terminal miristoilado y una regién muy bésica que se une a fosfolipidos
acidos {Zhou et al., 1994)}. Este ultimo aspecto se ha comprobado mediante estudios
de unién del virién a membranas modelo (Ehrlich et a/., 1996). La estructura cristalina
de la proteina MA ha sido ya determinada (Hill et a/., 1996; Massiah et al., 1996),
Esta estructura revela que las moléculas individuales estdn compuestas por €Cinco
hélices principales unidas por la parte superior por una ldmina § mixta de tres
cadenas. La proteina trimeriza y es esta trimerizacién la que crea una superficie de
unién a la membrana, en la cual los residuos bésicos expuestos podrian cooperar con
los grupos miristoilo del extremo amino-terminal para unir la proteina al interior acido
de la membrana del virus.

® | os productos del gen po/ son sintetizados iniciaimente como una proteina
de fusién Gag-pol de 160 kDa (Jacks et al., 1988). Este precursor puede ser
autocataliticamente procesado dando lugar a las enzimas proteasa de 9 kDa (PR),
transcriptasa inversa {RT) e integrasa (IN), asi como a proteinas maduras de la
cépsida. La proteasa viral, PR, se encarga de procesar, autocataliticamente, las
proteinas precursoras codificadas por otros genes.

® E| gen env codifica las proteinas glicosiladas que se encuentran insertadas
en la envoltura viral. Inicialmente se sintetizan en forma de un precursor que sufre una
proteolisis post-trasduccional por accién de una proteasa celular (Stein y Engleman,
1989; Gelderblom et al., 1991), lo que origina una proteina que atraviesa la
membrana viral, gp40-50, y una proteina superficial, gp120-135. Esta rotura es
necesaria para dar lugar a la infectividad viral (McCune et al., 1388; Hunter y
Swanston, 1990). Las glicoproteinas transmembranales tienen una serie de
caracteristicas en comun: un fragmento de aminoacidos hidrofdbicos, una regién rica
en residuos de treonina y serina, una serie de aminodcidos con una alta probabilidad
de formar una estructura en a-hélice, dos o tres residuos de cisteina préximos y los
sitios de N-glicosilacién que estan seguidos por el dominio de unién de la glicoproteina
a la membrana. El significado funcional de algunas de estas caracteristicas
conservadas de esta proteina ha sido ampliamente estudiado. Asi, mediante
mutaciones introducidas en las secuencias hidrofébicas del extremo amino-terminal
de gp41 de HIV-1 se reduce enormemente la capacidad de formar agregados
(sincitios} de los virus mutantes (Kowalski et a/., 1991). El dominic hidrofébico que
se encuentra en el amino-terminal esta implicado en el proceso de fusién entre la
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membrana viral y la de la célula huésped, y es s6lo activo después de la rotura del
precursor (Fass et al., 1996). También la sustitucién de dos residuos de cisteina
préximos entre si altamente conservados por otros residucs de aminodcidos afectan
al procesamiento del precursor gp160, lo que sugiere que el puente disulfurc formado
entre estas dos cisteinas es importante para la maduracion de la proteina de la
envueita (Syu et af., 1991}. €l segundo dominio hidrofébico de la proteina se expande
en la membrana y se encarga de unir la glicoproteina a la membrana. La glicoproteina
superficial gp120 estd altamente glicosilada, aproximadamente la mitad de la masa
molecular de la proteina estd compuesta por oligosacéridos (Allan et al., 1985). Forma
las protuberancias observadas en la superficie del virus y contiene las regiones que
interaccionan con el receptor celular asi como los epitopos para la neutralizacién del
virus {Carpenter y Alexandersen, 1992). En la Tabla | se resumen las diferentes
proteinas virales y la funcién que desempenan.

PROTEINA FUNCION
Gag
Matriz (MA} Sefializacién de la membrana para Gag
Incorporacitn de Env en el viridn
Céapsida (CA) Ensamblaje del virus
Nucleocépsida (NC) Uni6én a RNA
Proteasa (PR) Rotura de los precursores Gag y Gag-pol
Pol
Transcriptasa inversa (RT)  Transcripcién inversa del genoma viral
Integrasa (IN} [ntegracidn del DNA viral en el genoma huésped
Env
Superficie (SU) Receptor de unién
Transmembrana {TiM) Fusidn de la membrana

Tabla |. Proteinas retrovirales resultantes de la expresién de los genes gag, pol/ envy
funcién que desempefian en el virus.
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D. TIPOS DE RETROVIRUS

La familia de los retrovirus comprende tres subfamilias, Oncovirus, Lentivirus
y Espumavirus. En la Tabla Il se recogen algunos ejemplos representativos de las tres
subfamilias y en la Figura 4 se representan de manera esquematica algunos miembros
de estas subfamilias {Gelderblom et a/., 1991). Sus caracteristicas mas importantes
se detallan a continuacion:

® ONCOVIRUS: este grupo comprende virus tumorogénicos. Dentro de esta
subfamilia pueden distinguirse cuatro subtipos de virus, que se diferencian
principalmente en su morfologia, y son denominados de tipo A, B, C y D. Las
particulas de tipo A se forman en el citoplasma de la célula infectada, migran hasta
la superficie celular y alii son envuelitas por la membrana plasmatica, formando los
virus de tipo B, como el virus del tumor mamario de ratén, que muestra una capsida
excéntrica cuando ha madurado. Los virus de tipo C, tienen un capsida simétrica y
central, formada a la vez que se produce la salida del virus de la célula. En su
superficie posee glicoproteinas. A este grupo pertenecen l0s oncovirus de importancia
veterinaria que causan sarcomas y linfornas en pollos, gatos y ratones. En las
particulas de tipo D el nicleo central ya se encuentra formado cuando se produce la
salida; al principio posee una forma esférica, pero cuando el virion ha madurado
adquiere una forma elongada.

El genoma de esta subfamilia posee, ademas de los tres genes principales, un
cuarto gen, el oncogen viral {v-onc). La presencia de este gen estd normaimente
asociada a la supresion de algunas bases de la secuencia del gen env, por lo que la
mayoria de 1os oncovirus que o contienen son incapaces de sintetizar una envuelta
completa y no son competentes en la replicacién. Se encuentran asociados con virus
competentes que ayudan en la replicacion de otros virus.

® ESPUMAVIRUS: el potencial patogénico de los espumavirus adn no es
conocido. Se encuentran frecuentemente como contaminantes en cultivos celuiares,
actuando como virus citopaticos. Estos virus se caracterizan por la formacién de
vacuolas que se cree que son el resultade de un alto nivel de ensamblaje intracelular
y de la formacién de agregados inducida por una expresién de la glicoproteina de la
envuelta viral {Freed, 1997). Las particulas son esféricas {100-140 nm) vy consisten
en una cépsida anular rodeada de una bicapa lipidica, cubierta de glicoproteinas. El
gen env codifica esta estructura que posee un dominio transmembranal y otro
superficial. Las capsidas de estos virus se forman con anterioridad a la formacién de
su envuelta, y tienen una forma esférica antes de la maduracion.
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ONCOVIRUS

ElAV

LENTIVIRUS ESPUMAVIRUS

Figura 4. Representacién esquematica de los componentes de la familia de los retrovirus
{Gelderblom et af.,1991}. Los oncovirus comprenden las particulas de tipo A, B, C y D. Las
particulas A son los nucleos centrales de las particulas de tipo B preformados en el citoplasma
de la célula huésped. Estos nucleos migran hacia la membrana de ila ¢élula y forman un virién
inmaduro. Este virién, después de una maduracion morfolégica, da lugar a una particula con un
nucleo central isométrico excéntricamente localizado. En el caso de las particulas de tipo C, el
nicleo central se forma a la vez que se produce la salida del virién. Los viriones de tipo D se
forman por la envoltura de su nicleo central previamente formado en el citoplasma. El HTLV-1
v los virus relacionados (HTLV-l, HTLV-Ill, BLV y STLV-I) constituyen un grupo intermedio con
caracteristicas comunes tanto a los oncovirus de tipo C como a los lentivirus. Los lentivirus tienen
un nucleo central que se forma a la vez que se produce la salida del virus de la célula. Este nacleo
central madura después hasta alcanzar una forma de cono. Los espumavirus presentan una
envoltura de los nucleos centrales formados en el citoplasma. Las abreviaturas empleadas son:
HTLV-1, virus de la leucemia T humana de tipo 1; HTLV-II, virus de la leucemia T humana de tipo
2; BLV, virus de la leucemia bovina; STLV-Il, virus de la leucemia simia de tipo 2; MVV. virus de
Maedi-visna, CEAV, virus de encefalomielitis-artritis caprina; EIAV, virus de la anemia infecciosa
equina; HIV, virus de la inmunodeficiencia humana; SIV, virus de la inmunaodeficiencia simia; FIV,
virus de la inmunodeficiencia felina; BIV, virus de la inmuncodeficiencia bovina.
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e LENTIVIRUS: constituyen una subfamilia cuyo nombre deriva del curso lento
de las infecciones que producen tanto en humanos como en animales (Haase, 1986).
Todas las infecciones causadas por lentivirus tienen una serie de caracteristicas
clinicas en comun: largos periodos de incubacién, enfermedad multiorganica, fuerte
respuesta inmune y un final invariablemente fatal (Clements y Zink, 1996). En la
Tabla il se recogen algunos ejemplos de ifentivirus. €l primer lentivirus identificado fue
el EIAV, aislado por Vallee y Carree de un caballo con anemia hemolitica en 1904
{Vallee y Carree, 1904). A partir de entonces se han encontrado en una gran variedad
de especies, incluyendo primates y el hombre. En 1983 fue aisiado el HIV por
Montaigner y Galio {Gallo et al., 1384; Gallo y Montaigner, 1988}. Difieren de los
oncovirus en detalles de su morfologia, compaosicién guimica asi como en la aparicion
de una nucleocépsida en los viriones maduros. Su membrana tiene mayor grosor y
sus capsidas adquieren una forma de cono alargado que se puede observar mediante
estudios ultramicroscoépicos {Gelderblom et a/., 1989; Fukui et al., 1993; Nakai y
Goto, 1996; Takasaki et a/., 1997). En funcién de la manifestacién de la enfermedad
gue praducen, los lentivirus pueden dividirse en virus que causan inmuodeficiencia y
virus que causan enfermedades especificas en o6rganos mediadas por respuesta
inmune. Entre los primeros se encuentran los virus de primates y humanos (HIV-1,
HIV-2, SIV mac) vy el virus de inmunodeficiencia felina (FIV}. Entre los segundos se
encuentran el virus de la encefalitis y artritis caprina (CAEV), o el virus visna, que
inducen una enfermedad crénica inflamatoria, y el virus de la anemia infecciosa
equina (EIAV]) que induce una anemia hemolitica seguida de una enfermedad crénica.

La expresidon génica de lentivirus esta caracterizada por dos fases, temprana
y tardia, aunque la transcripcidon del RNA viral siempre da lugar a la sintesis de un
mRNA de cadena completa que sirve como el genoma viral asf como el mRNA para
los genes gag vy pol. El procesamiento del mRNA viral se produce en el ndcleo de la
célula infectada, y los niveles de mRNA maduro e inmaduro gue estdn en el
citoplasma de la célula estdn contralados por las protefnas reguladoras Tat y Rev.
Durante la fase temprana de la expresién génica, las Unicas transcripciones en el
citoplasma son de mRNAs que codifican a las proteinas Tat, Rev y Nef. Por &l
contrario, en la fase tardia, mRNAs virales inmaduros y maduros estdn presentes en
el citoplasma. £l gen tat funciona incrementando la expresién del gen viral a niveles
transcripcionales y postranscripcionales (Cullen y Greene 1990; Clements vy
Wong-Staal, 1982). La proteina Rev facilita el transporte de mRNASs virales inmaduros
desde el nucleo asi como su asociacién con poliribosomas {(Ahmed et a/l., 1991;
Arrigo y Chen, 1991). Esta proteina funciona mediante la unién de su dominio bésico
a elementos de RNA altamente estructurados presentes en los genes env (Cochrone
et al., 1990; Olsen et a/., 1990)}. La expresién de RNA inmaduro que cadifica las
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proteinas estructurales del ndcleo central viral (proteinas Gag) y las enzimaticas del
gen pol, asi como del mRNA maduro del gen rev, es dependiente de la proteina Rev.
La expresién génica tardia es iniciada cuando hay suficiente proteina Rev en la célula
para facilitar el transporte de mRNA viral para estas proteinas estructurales vy
enzimaticas.

Subfamilia Huésped Virus Enfermedad
Oncovirus Pollo V. leucosis aviaria Linfomas, leucemia,
{ALV) anemia
Vaca V. leucemia bovina Leucemia
(BLV)
Gato V. leucemia felina Leucemia
{(FelLV)
Lentivirus Ovejas V. maedi-visna (MLV)} Encefalitis, neumonia
intersticial
Caballo V. anemia infecciosa Anemia hemolitica
equina (EIAV)
Vaca Virus de la Linfocitosis,
inmunodeficiencia linfadenopatia
bovina (BlIV)
Cabra Virus de la encefalitis- Artritis,
artitris caprina encefalomielitis
{CAEV)
Mono V. inmunodeficiencia Inmunodeficiencia
simia (SI1V)
Gato V. inmunodeficiencia Inmunodeficiencia
felina (FIV)
Humano V. inmunaodeficiencia Inmunodeficiencia,
humana {HIV) SIDA
Espumavirus Vaca V. bovino {BFV} Infecciones
inaparentes

Tabla Il. Ejemplos de virus pertenecientes a las tres subfamilias de los retrovirus.

-15-



Introduccion

VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA

El virus de la anemia infecciosa equina {EIAV) tiene una gran importancia
veterinaria, ya que afecta a todos los integrantes de la especie equina y esta
ampliamente difundido en todo el mundo (Montelaro, 1994). El conocimiento de que
este virus estaba relacionado tanto genética como antigénicamente con ef virus HIV-1
(Gonda, 1988), hizo que su estudio adquiriese mayor importancia, pues permitia
obtener informacién general acerca de la patogénesis causada por los lentivirus. El
EIAV, como otros retrovirus, sufren una gran variacién antigénica durante la infeccién
viral, fenémeno que Unicamente ocurre en las infecciones donde el virus induce
anticuerpos neutralizantes. Este virus es transmitido por moscas y mosquitos y se
trata del Unico virus transmitido por esta via (Narayan y Clements, 1990).

La infeccion viral clasica comprende tres fases de interaccidn entre el agente
viral y la célula huésped (Narayan y Clements, 1990): (a) el periodo de diseminacioén
del virus hacia las células diana y la infeccién en el hospedador, {b) el periodo de
replicacion del virus, y {c} el periodo de eliminacidn del virus. La enfermedad se
origina o bien por efectos patoldgicos directos observados de la replicacion viral en
células, o bien por las consecuencias inmunopatolégicas asociadas con la eliminacion
del virus. En muchas casos, estas fases se completan en dias o sermanas. El EIAV
difiere del resto de los lentivirus en el tiempo de induccién de la enfermedad. A
diferencia de otros lentivirus caracterizados por producir enfermedades de curso
progresivo, lento y crénico, la infeccién por EIAV tiene un curso répido y variable.
Después de [a exposicion al virus, los cabalios experimentan una enfermedad de curso
variable, pudiendo ser aguda, crénica o inaparente {Carpenter y Alexandersen, 1992).
El estado agudo de la enfermedad se asocia a la exposicién inicial al virus. En la forma
crénica tienen lugar fases de anemia, edema, pérdida de peso y depresidn,
intercaladas con periodos de tranquilidad. Por dltimo, en la tercera forma de la
enfermedad, clinicamente inaparente, los caballos no exhiben los signos clinicos
asociados con las formas aguda y crénica, pero son portadores del virus. La distincién
entre el estado crénico y agudo depende de la capacidad del animal infectado para
sobrevivir al inicio de la replicacién del virus. La respuesta inmune, que normalmente
esta asociada con la recuperacion de una infeccién puede ser inducida por vacunas
que protejan frente a {a enfermedad. La creacidn de una vacuna se puede llevar a
cabo mediante varios procedimientos, incluyendo el uso de virus activos con
virulencia atenuada (como en el caso del virus del sarampién), de virus inactivados
{como en el poliovirus) o subunidades virales {(comao el antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B).
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El sistema de EIAV ha sido muy Gtil como modelo para examinar la eficacia de
diferentes estrategias de vacunas en la infeccién de lentivirus. Se han empleado
vacunas consistentes en la utilizacién del virus inactivado, vacunas compuestas de
glicoproteinas de la envuelta viral purificadas y una vacuna compuesta de
glicoproteinas de la superficie viral expresada en baculovirus (rgp90) (Issel et al.,
1992; Wang et al., 1994; Montelaro y Bolognesi, 1995}. Los resultados de estos
estudios revelan que hay un amplio intervalo de eficacia para prevenir la infeccién por
EIAV v la enfermedad. Por ejemplo, la vacuna del virus inactivado y la compuesta de
glicoproteinas de la envuelta viral purificadas proporcionan una proteccion del animal
frente a una infeccién homdloga por EIAV. Sin embargo, no previenen ia infeccién
heterdloga por una variante antigénica de EIAV. La vacuna rgp90 es incapaz de
proteger al animal frente a una infeccién homdloga o heteréloga por EIAV. El gran
intervalo de eficacia observado se puede emplear para identificar las respuestas
inmunes caracteristicas de proteccion.

VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA FELINA

El virus de la inmunodeficiencia felina {FIV) fue aislado en 1986 de un gato
seronegativo frente al virus de la leucemia felina (FelLV) pero con infecciones
oportunistas (Pedersen et al., 1987). Esté clasificado como un lentivirus en funcion
de la morfologia del viridn, la actividad de la transcriptasa inversa dependiente de
Mg?*, vy la tendencia a inducir una infeccién persistente en gatos {Pedersen et al.,
1987; Yamamoto et al., 1988; Olmsted et a/., 1989a).

La infeccidn por FIV estd ampliamente difundida entre felinos tanto domésticos
como salvajes (Pedersen et a/., 1987; Yamamoto et a/., 1989; Olmsted et a/., 1992)
y actualmente se considera como un modelo de estudio para la infeccion inducida por
el virus de la inmunodeficiencia humana (Letvin, 1990; Johnson et a/., 1991;
Bendinelli et al., 1993; Willett et a/., 1997). La imunopatogénesis y la enfermedad
clinica observadas en gatos infectados natural o experimentalmente son muy similares
a las del SIDA (Pedersen, 1993). Se caracteriza por una progresiva disminucion en el
nimero de células CD4 + circulantes y una inversién asociada de la relacién CD4:CD8
(Pedersen et al., 1987; Yamamoto et al., 1988, Ackley et al., 1990; Novotney et al.,
1990; Torten et a/., 1291). Durante la fase aguda de la infeccién por FIV, la inversiéon
de la relacion CD4:CD8 viene determinada por un incremento en las células T CD8 +,
expresando bajos niveles de CD8 y de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase I (MHC) (Willet et a/., 1993). Los datos sugieren que,
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como ocurre con la infeccién de HIV en humanos, el dafo principal en los gatos
infectados por FIV es un impedimento de la funcién auxiliadora de las células T. La
observacién de que humanos, monos y gatos pueden ser infectados por HIV, SIV y
por FIV, respectivamente, durante largo periodos de tiempo sin que experimenten una
enfermedad clinica, sugiere que los mecanismos inmunes naturales de los organismos
huéspedes son capaces de inhibir el desarrollo de la infeccién viral (Bolognesi, 1993;
Levy, 1993).

En la infeccidn por FIV se distinguen seis estados: (a) el primer estado esta
asociado a grados variables de fiebre, leucopenia, neutropenia y en algunas ocasiones
diarrea. Una linfadenopatia generalizada aparece a menudo y puede persistir desde
unas cuantas semanas hasta varios meses antes de desaparecer. (b} En este estado
los niveles de células T CD4 + bajan significativamente tras de la infeccién primaria
y después contindan bajando lentamente. {c} Este tercer estado es parecido al estado
de linfadenopatia progresiva que aparece en la infeccién por HIV. Se producen
pérdidas de peso, letargia, depresion, fiebres. {d) El cuarto estado coincide con el
fallo del sistema inmune. Estd caracterizado por infecciones crdénicas secundarias que
inicialmente responden a terapia pero esta respuesta disminuye cuando se alcanza el
quinto estado. (e} El quinto estado se asocia con pérdidas de peso mayores del 20%.
En la mayoria de los gatos infectados hay grados variables de anemia, neutropenia
o linfopenia e infecciones oportunistas. (F) Por Ultimo, el sexto estado lo presentan
aquellos gatos que desarrollan enfermedades neuroldgicas, inmunolégicas o©
neoplasticas sin signos aparentes de inmunodeficiencia adquirida.

Al igual que el EIAV, este lentivirus se ha empleado como modelo para
desarrollar una vacuna dirigida a prevenir la infeccién por FIV vy los lentivirus
relacionados. Estas posibles vacunas incluyen el virus inactivado (Yamamoto et a/.,
1991, Yamamoto er al., 1993; Hosie et al/., 1995), células infectadas pero
inactivadas, subunidades recombinantes y sintéticas. Estas Gltimas comprenden
proteinas de FIV recombinantes expresadas en células de mamiferos usando sistemas
de expresion del virus vaccinia o baculovirus (Lutz et a/., 1995; Siebelink et a/., 1995)
y en células procariotas como la bacteria E. coli (Hosie et al., 1992; Lutz et a/., 1995;
Verschoor et al., 1996). Los resultados experimentales indican que la proteccion
frente a virus homalogos o cepas relacionadas se ha conseguido sélo con vacunas
que incluyen el virus inactivado o células infectadas inactivadas pero no con vacunas
de subunidades recombinantes. La proteccién frente a cepas de FIV antigénicamente
distintas ain no se ha conseguido.
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Como el HIV-1, HIV-2 y SIV (Steffan ef al., 1986; Schmitt et a/., 1990; Schmitt
et al., 1991), FIV puede replicar en células Kuppfer de higado después de la infeccién
de cultivos celulares in vitro por el virus libre {(Martin et a/., 1995}, lo que sugiere que
estas células pueden jugar un papel en la fisiopatologia de la infeccion por FIV.

PROTEINAS DE LAS CAPSIDA LENTIVIRAL

El principal producto del gen gag de lentivirus es una proteina (CA) de
24-26 kDa que constituye la cépsida del virus. Los estudios de microscopia
electronica muestran que dicha proteina cligomeriza adoptando una forma tubular, en
forma de cono doblemente truncado, en cuyo interior aparece el material genético del
virus {Gelderblom et al., 1989; Hoglund et al., 1992; Fukui et al, 1993).

Como se ha dicho anteriormente, las proteinas estructurales y las enzimas que
se encuentran en la capsida son sintetizadas en el citoplasma a partir de las
poliproteinas precursoras Gag y Gag-pol. Ambas poliproteinas son trasiadadas a la
membrana plasmatica, teniendo lugar el ensamblaje en el lado citoplasmatico de la
membrana celular, a la vez que se produce el crecimiento y la liberacion de las
particulas viricas. A la liberacion de las particulas le sigue un proceso de maduracion,
que supone la rotura proteolitica de las poliproteinas Gag y Gag-pol por la proteasa
viral, cuyo resultado es la formacion del virus maduroc infeccioso (Debrouck ef al.,
1987, Kohl et al., 1988). La fase de ensamblaje esta dividida a su vez en dos estados
caracterizados por la diferente morfologia de la estructura que se encuentra en el
interior de la envuelta viral. En las particulas inmaduras es esférica, mientras que en
las particulas maduras tiene forma de cono y esta localizada excéntricamente
(Gelderblom et al., 1987; Chrystie y Almeida, 1988; Hockley et al., 1988). La
formacidn de la particula inmadura y su maduracién son muy sensibles a mutaciones
en los genes gag y pof, lo que indica que hay regiones en Gag y Gag-pol que
contienen informacién necesaria para varios aspectos del ensamblaje de los lentivirus.

Cuando se expresa el precursor Gag en ausencia de la proteasa viral se
producen particulas similares a las del virus. Este hecho ha convertido a este sistema
de expresion en la base para el anélisis experimental de los factores requeridos para
el ensamblaje y la secrecidn (Gheysen et al., 1989; Hu et al., 1990; Royer et al.,
1991; Jowett et al., 1992). Asi, la importancia de la proteina CA en el proceso de
ensamblaje se demostrd por primera vez cuando se comprobd que moléculas de Gag
con deleciones en la CA son incapaces de ensamblarse {Trono et a/., 1989).
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Posteriores estudios han permitido definir una serie de regiones en CA
requeridas para el ensamblaje (Trono et a/., 1989; Von Poblotzki et a/., 1993; Wang
y Barklis, 1993; Mammano et al., 1994, Franke et al., 1994a; Chazal et a/., 1995;
Reicin et a/., 1995}. Se sugiere que el extremo carboxilo-terminal, una regidén en la
cual la homologia de secuencia entre las proteinas de las cdpsidas de lentivirus es
maxima, es la regién crucial para el ensamblaje (Wang y Barklis, 1993; Chazal ef al.,
1994 Franke et al., 1994a; Mammano et a/., 1994 ). En otros estudios, utilizando
mutantes de delecidon de la proteina CA se comprobd que dicha proteina esta dividida
en dos regiones {(Jowett et al., 1992; Von Paoblotzki et a/., 1923; Dorfman et al.,
1994b; Reicin er al., 1996; Yoo et al., 1997}, el extremo amino-terminal y un dominio
carboxilo-terminal, siendo este Ultimo donde se producen los contactos entre las
moléculas de Gag, que resultan esenciales para el ensamblaje de la particula {Zhang
et al., 1996). En el extremo carboxilo-terminal, que también ha sido implicado en la
dimerizacién de la proteina {(Gitti ef a/., 1996; Yoo et al., 1997}, en la oligomerizacién
del precursor Gag (Franke et al, 1994a) y en la formacién el virus, existe un
fragmento de unos 20 aminoacidos denominado MHR ("Major Homology Region™},
que se encuentra en todos los oncovirus y lentivirus conocidos, asi como en el
trasposon inverso de ievaduras (Patarca y Haseltine, 1985; Wills y Craven, 1991;
Orlinsky et al., 1996). Su funcidén precisa no es conocida, ya que diferentes
mutaciones en esta region bloguean la replicacion en diferentes fases, incluyendo el
ensamblaje (Mammano et a/., 1994; Craven et al., 1995; Orlinsky er al., 1996), la
maduracion (Mammano et al., 1994; Craven et a/., 1995) vy las etapas mas tempranas
de la infectividad (Strambio-de-Castillia y Hunter, 1992; Craven et al., 1995; Orlinsky
et al., 1996}. En estudios reaiizados con el extremo amino-terminal, se observé que
deleciones e inserciones en dicho extremo no inhiben el proceso de ensambilaje, pero
si la formacion de viriones maduros {Wang y Barklis, 1993; Reicin et a/., 1995).
Segun esto, distintas zonas del dominio amino-terminal de ia proteina CA pueden ser
necesarias para el correcto procesamiento proteolitico del precursor Gag o para que
se produzcan los contactos CA-CA necesarios para la formacién de la capsida. Por
todo ello, la determinacidn de la estructura de esta proteina es esencial para conocer
las bases moleculares del proceso de ensamblaje y de formacidn de viriones maduros.
Por tanto, estos estudios podrian tener implicacién en la terapia antiviral y conducir
al desarrollo de un posible método de inhibicién de la infectividad de los lentivirus.

Las proteinas de la cdpsida de los lentivirus guardan una gran homologia de
secuencia entre sf {(Stephens et a/., 1986; OImsted et a/., 1989b; Talbott et al., 1989;
Wilis y Craven, 1991; Matsuo et al., 1992). En la Figura 5 se representa la secuencia
de aminodcidos de las proteinas CA de EIAV (p26), HIV (p24) y FIV (p24}. De los 230
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aminoacidos de los que se compone p26 de EIAV, 58 de ellos son idénticos a
residuos de p24 de HIV, lo que supone un 25% de los residuos de la proteina de
EIAV; ademas hay un gran numero de sustituciones conservativas, de manera que el
36% de los amino4acidos son homdlogos. Lo mismao ocurre con la proteina p24 de FIV,
que guarda una identidad del 34% con EIAV, y del 22% con la proteina p24 de HIV.
Asi mismo, el suero de caballos infectados por EIAV precipita las proteinas de la
céapsida de HIV (Montaigner ef al., 1984) y FIV {(Egberink et a/., 1990; Steinmann et
al., 1990). Estos resultados son indicativos de la presencia de determinantes
conservados entre las proteinas de las capsidas lentivirales, sugiriendo que dichas
proteinas estdn organizadas en dominios antigénicos similares (Egberink ef al., 1990;
Chong et al., 1991}. Ademads, esta gran homologia sugiere que todos los estudios
dirigidos a la caracterizacion estructural de la proteina p26 de EIAV y p24 de FIV sean
aplicables a la proteina p24 de HIV, lo que supondria un gran avance en los
conocimientos sobre el HIV en particular y sobre los lentivirus, en general.

HIV 59
EIAV 60
FIvV 58
HIV 119
EIAV 120
FIv 112
HIV  NNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIYRMY&H 179
EIAV  AEDQFROTYROWIIRAMSEGI KﬁMIG 179
FIV  REAPARMOCRAWYLEALGKLAATKAKSERA 171
HIV 231
EIAV 230
FIvV 223

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de la proteina de la capsida de HIV (p24), EIAV (p26)
y FIV (p24). Los nimeros indican fos residuos de los que se compone cada proteina. (4) Residuos
conservados en las tres secuencias; (::) Residuos conservados en dos de las secuencias;
( ) Cambio conservativo en |a tercera secuencia. Las equivalencias empleadas son: H-R-K; N~Q;
S-T; Lel-V; F~-Y-W, A-G; M-C.
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Hasta hace unos anos habla pocos datos acerca de la estructura de la proteina
CA. De hecho, cuando se iniciaron los estudios que se recogen en esta memoria
unicamente habfa un modelo tedrico (Rossmann, 1988; Argos, 1989) basado en la
analogia exitente entre estas proteinas y las de la cépsida de virus de plantas y
picornavirus. Segln este modelo, la proteina podria adoptar una estructura de barril
B compuesto de ocho cadenas. Sin embargo, estudios posteriores de dicroismo
circular (Ehrlich et al., 1994, Hausdorf et al., 1994) y predicciones de estructura
secundaria (Coates et af., 1987; Ehrlich et al., 1994}, indican que la proteina adquiere
una estructura principalmente en «-hélice, lo que es incompatible con los modelos
anteriormente expuestos. La tendencia de la proteina CA a asociarse y formar
oligémeros (Ehrlich et al., 1992; Rosé et al., 1992} hace dificil realizar estudios
cristalogrédficos y de resonancia magnética nuclear (RMN}. Aln asi, se ha conseguido
cristalizar la proteina p24 de HIV formando un complejo con un fragmento de un
anticuerpo {Prongay et a/., 1990), aungue no se obtuvo ningun resultado sobre la
estructura. Posteriormente, se ha determinado la estructura tridimensional parcial
mediante técnicas de RMIN y cristalégraficas. Hasta ahora, se ha resuelto la estructura
del extremo amino-terminal (residuos 1-151), tanto en disolucién (Gitti et a/., 19986)
como en estado cristalino (Gamble et a/., 1996, Momany ef a/., 1996}. El extremo
amino-terminal de la proteina p24 de HIV estd constituido por siete hélices. Cinco de
ellas, las de mayor extensidén, forman una estructura superenrollada en la que las
caras hidrofobicas de las hélices estan dirigidas hacia el interior de la super-hélice
interaccionando entre ellas hidrofébicamente. Estos residuos hidrofdbicos estan
altamente conservados en las secuencias de las proteinas de la cépsida de otros
lentivirus, indicando la importancia de dichos residuos en el mantenimiento de la
estructura. Las hélices més extensas estan separadas por un largo péptido antigénico
dentro del cual se encuentra el dominio de unién al fragmento de anticuerpo con el
que se han obtenido cristales. El resto se encuentra conectado por pequefos lazos.
En uno de ellos se encuentra el sitio de unién de la proteina a la ciciofilina A (CypAJ,
una peptidil-prolil isomerasa humana, que se empaqgueta en el virién en el proceso de
replicacion viral {(Franke et al., 1994b; Thali et a/., 1994}. Tanto reactivos como
mutaciones que impiden la formacién del complejo proteina-CypA in vitro, bloquean
el empaquetamiento de CypA v la replicacion de HIV en cultivos, lo que indica que
estainteraccion es esencial para la infectividad viral {Franke et a/., 1994b; Thali et a/.,
1994, Steinkaserer et a/., 1995; Braaten et a/., 1996). En la unién a CypA, la prolina
de la posicion 90 tiene una gran importancia. Este residuo adopta conformaciones cis
Yy trans que se encuentran en equilibrio, lo que puede sugerir que {a ciclofilina A
cataliza la interconversion de dos estructuras del lazo en las que se encuentra la
Pro90 en cis o trans, lo que facilitaria diferentes interacciones intermoleculares
durante la morfogénesis del virién (Gamble et a/., 1996; Gitti et al., 1996).
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Recientemente, se ha determinado la estructura del extremo carboxilo-terminal
{residuos 151-231) de la proteina de la capsida de HIV {(Gamble et a/., 1997}. Cada
molécula de CA {151-231} esta compuesta de una ldmina extendida seguida de cuatro
hélices a. Este dominio adopta una forma ovoide de dimensiones de 27 A x 29 A x
38 A. El fragmento MHR forma un motivo ldmina-giro-hélice compacto que se
empaqueta frente al extremo carboxilo-terminal de la hélice 2. Los cuatro residuos
més conservados de este fragmento (GIn155, Gly156, Glu159 y Arg167) forman una
red de puentes de hidrégeno que estabiliza esta estructura y la une a ta hélice 2. Se
postula que los dos dominics de la proteina de la capsida se encuentran conectados
por una secuencia de cinco aminoacidos que corresponden a los residuos 146 a 150,
que hace posible que haya una dimerizacién entre los dominios CA (1561-231). A
estos dominios quedan unidos los extremos amino-terminales que no interaccionan
entre si (Gamble et a/., 1997). Sin embargo, esta es una modelizacién, ya que adn no
se ha resuelto la estructura de la proteina intacta. En este sentido, utilizando los
sistemas de expresidn de la proteina CA gue se describen en esta memoaoria, se puede
obtener cantidad suficiente de proteina como para llevar a cabo los estudios
estructurales de la proteina completa. Actualmente se esta intentando poner a punto
un sistema de expresién para obtener la proteina a altas concentraciones y llevar a
cabo con ella estudios de RMN. Es necesario para ello expresar la proteina en un
medio minimo, para obtener [a proteina marcada uniformemente con isétopos estables
(**C y "®N} utilizando reactivos incluidos en el medio de cultivo {Cloruro de amonio,
fuente de! "°N, y glucosa, fuente del '*C). La obtencién de proteina marcada es
imprescindible para la resolucion de los espectros de RMN, a la hora de asignar las
posiciones de determinados residuos como las prolinas, asi como disminuir las sefiales
producidas por el disolvente, aumentando las sefiales propias de la proteina.
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Objetivos

Las proteinas de las cépsidas lentivirales guardan una gran homologia de
secuencia entre si. En concreto, en su secuencia hay dos residuos de cistelna en el
extremo carboxilo-terminal que se conservan en la mayoria de estas proteinas. La
posible formacién de un puente disulfuro generalmente supone un aumento de
estabilidad de las proteinas. Por dicho motivo, en este trabajo se pretende hacer un
estudio estructural de las proteinas mayoritarias de la cdpsida dei virus de la anemia
infecciosa equina (EIAV} y asi mismo, estudiar el papel que desempenan los tres
residuos de cisteina presentes en estas proteinas en el mantenimiento de su
estructura, para lo cual se pretende:

® Clonacidn, expresid y purificacién de la proteina mayoritaria de la capsida de
EIAV para obtenerla en una cantidad tal que nos permita llevar a cabo estudios
estructurales.

® Caracterizacion estructural y antigénica de esta proteina.

® Estudio del papel de los residuos de cisteina en el mantenimiento de la
estructura de la proteina.

Asi mismo, ante la escasez de datos acerca del mecanismo de plegamiento de
todas estas proteinas, se pretende llevar a cabo un estudio del modo en que la
proteina de la cédpsida del virus de la inmunodeficiencia felina {FIV) adquiere su
estructura tridimensional. Esta proteina posee en su secuencia dos residuos de
triptéfano, cuyas propiedades espectroscopicas nos van a permitir seguir mediante
técnicas espectroscopicas como el dicroismo circular o la fluorescencia los cambios
gue ocurren en el entorno tridimensional de estos residuos cuando se producen
cambios que afectan a la polaridad de dichos entornos. Para ello se pretende:

OClonacidén, expresioén y purificacion de la proteina mayoritaria de la capsida
de FIV {p24).

® Obtencién de proteinas mutantes en las que se cambie unc o los dos
residuos de triptéfano por residuos de fenilalanina para disponer de dos
mutantes sencillos (W40F y W126F) y un doble mutante {(W40/126F).

® Cionacién, expresion y purificacién de estas proteina mutantes.

® Caracterizacién estructural de la proteina rp24 de FIV y las proteinas
mutantes.

® Estudio del mecanismo de plegamiento de esta proteina mediante la
obtencién y comparacion de las curvas de desnaturalizacién por urea de la
proteina original y de las proteinas mutantes.
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Métodos Experimentales

1. CLONACION , EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA

DE _EIAV

1.1. TRANSCRIPCION INVERSA Y AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN DE
LA CAPSIDA DE EIAV

El RNA virico se obtuvo a partir de suero de caballo infectado por EIAV
mediante un método descrito previamente (Simmonds et af., 1990), con algunas
pequenas modificaciones {(Castillo et a/., 1992). Basicamente el método consiste en
incubar 200 ul de suero con 500 ul de una disolucién gue contieng tiocianato de
guanidinio 4.2 M, sarcosil al 0.5%, citrato sédico 25 mM, pH 7.0 y 5 ul de
B-mercaptoetanol. Una vez mezclada la disolucion se afiadieron 50 ul de acetato
sodico 50 mM, pH 4.0, 500 ul de fenol y 200 x4l de cloroformo. Esta mezcla se incubd
durante 15 min en hielo. Después de una centrifugacién a 14000 g durante 15 min
a 4 °C, la fase acuosa se extrajo dos veces con cloroformo. El RNA viral se precipitd
con isopropanol a -70 °C durante toda la noche. El RNA precipitado se recogio
centrifugando durante 30 min a 14000 g, se lavé con etanol al 70% vy se seco. El
precipitado se resuspendié en 3 uyl de Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0. Este
RNA se usé como un molde para [a reaccién de transcripcién inversa. Se prepard una
mezcla de reaccidn que contenia la enzima transcriptasa inversa, el RNA preparado
y se utilizaron hexdmeros random para iniciar ia reaccién. Después de una incubacién
de 10 min a 25 °C, la mezcla se incub6 a 42 °C durante 20 min, 99 °C durante 5 min
y finalmente, a 4 °C durante 5 min. Al producto de la reaccidn de ia transcripcién
inversa, se le afadio la Taq polimerasa y el DNA viral sintetizado fue amplificado por
la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), empleando las siguientes
condiciones:

1. 5 ciclos de 94 °C {1 min), 42 °C {1 min) y 72 °C {1 min}
2. 35 ciclos de 94 °C (1 min}, 55 °C (1 min} y 72 °C (1 min}
3. 1 ciclo de 72 °C {5 min)

Los precursores utilizados para la PCR se disefiaron de tal forma que el
producto final tuviese un sitio de restriccién Acol en su extremo 5° y un codén de
terminacién seguido de un sitio de restriccion Hindlll en su extremo 3'. Se
incorporaron dos nucleétidos adicionales después de los sitios de restriccion para
facilitar la rotura del producto de PCR por estas enzimas. Las secuencias de los
cebadores utilizados fueron: '
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p26-Ncol {+): 5' gc ¢CA TGg TAG ATG GGG CTG GAA ACA G 3
p26-Hindlll {-): 5'cg alG ctt aAG TGC TTT TGC CAA TAA CAT 3'

En mayUscula aparecen los nucledtidos que coinciden con la secuencia
publicada mientras que las mindsculas representan aquellos que se han cambiado para
crear los sitios de restriccién y los nucledtidos que se han anadido para facilitar la
rotura del producto de PCR. Los sitios de restriccion de las enzimas Ncol (CCATGG)
y Hindlll (AAGCTT! se encuentran subrayados en la secuencia.

1.2. CLONACION Y EXPRESION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE EIAV

——

El producto de ia reaccién de PCR, un fragmento de 712 pares de bases
correspondiente a los nucleétidos 839-1550 de la secuencia publicada del gen de
EIAV (Stephens et al., 1986), fue digerido con las enzimas de restriccion Ncol y
Hindlll y clonado en el vector pUC18N, cortado con las mismas enzimas,
obteniéndose el plasmido pUCT18N/EIAVP26. El plasmido pUC18N es idéntico a
pUC18 excepto por el sitio de restriccion Nco! del extremo b' del sitio de clonacién
mdltiple. El residuo iniciador de metionina es codificado por el triplete ATG dentro del
sitio de restriccidn Ncol, asegurando que no se incorpora ningun aminoacido extrano
al producto final. Sin embargo, la incorporacién de un sitio de restriccion Ncol
requiere la alteracion del cuarto nuciedtido en el gen, de A a G, lo que cambia el
segundo triplete de ATA (lle} a GTA (Val). Ya que valina e isoleucina tienen cadenas
alifadticas e hidrofébicas, no es esperable que esta alteracién conservativa suponga
un cambio significativo en términos de la estructura giobal de la proteina. Como el
precursor Gag de EIAV se sintetiza como una poliproteina en la que p26 se encuentra
entre |la proteina de la matriz (p15) vy la de la nucleocédpsida {p11), hubo gque insertar
un coddn de terminacién en el extremo carboxilo-terminal. Esto se consigue con la
introduccién del sitic de restriccion Hindlll en el extremo 3'. El gen de la ¢capsida de
EIAV se cloné en el vector de expresién pKK223-3N, Este vector es una version
modificada del vector de expresion pKK223-3 (Pharmacia) y utiliza el promotor tac
para dirigir la expresién de los genes clonados. La modificacidon consiste en la
introduccion de un sitio de restriccion ANcol a continuacién del promotor tac. El
fragmento Ncol/Hindlil que inciuye el gen de la cdpsida se corté de pUCT18N/EIAVPZ26
y se ligd en los sitios Necol/Hind|lt del vector de expresién. Las caracteristicas de los
dos vectores de expresion utilizados para obtener la proteina p26 se detallan en las
Figura 6. El gen clonado tiene una longitud de 699 pares de bases y codifica una
proteina de 233 aminodcidos. La proteina p26 recombinante (rp26} difiere de la
verdadera protelna de la cépsida, que posee 230 aminodacidos, en que tiene dos
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aminocacidos menos en el extremo amino-terminal, Pro e lle, y el residuo Val en lugar
de lle como segundo aminoécido, y en el extremo carboxilo-terminal una extension de

cinco aminodcidos correspondientes a la secuencia que hay entre p26 y p11, la
proteina de la nucleocépsida (Henderson et al., 1987).

A B

Hindlll Nceol Neot Hindlll

EIAVp26

pUC1BN/EIAVp26

pKK223-3N/EIAVp26
3308 bp

5286 bp

Figura 6. Construccién de los vectores de expresion pUC18N/EIAVP26 y pKK223-3N/EIAVp26.
{A) Vector pUC18N/EIAVp26. El gen de la cdpsida de EIAV se clona entre los sitios Ncol y Hindll
del vector pUC18N, que se encuentran dentro del sitioc de mudltiple clonacidn . (B) Vector
pKK223-3N. En este caso el gen de EIAVp26 también se clona entre los sitios Neaol y Hindlll que
se encuentran al lado del promotor tac (Ptac}.

1.3. PURIFICACION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE EIAV

Células E. cofi competentes (cepa TB1) se transformaron con 1 ul de pldsmido
pKK223-3N/EIAVPp26 o pUC18N/EIAVP26 mediante el método del CaCl, {(Sambrook
et al., 1989} v se sembraron en una placa de medio LB {Luria Bertani) (10 g/L
bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de NaCl, pH 7.0), suplementado
con 50 ug/ml de ampicilina. Se selecciond una colonia Gnica que se usé para inocular
100 m! de medio TYN (10 g/L de bactotriptona, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L
de NaCl, pH 7.4}, suplementado con 1 g/L de glucosa y 50 ug/ml de ampicilina. Este
preindculo se dejé crecer durante 8 h a 37 °C, usandose posteriormente para inocular
10 L de medio TYN; éste, a su vez, se dejé crecer 24 h a la misma temperatura, tras
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las cuales se recogieron las células centrifugando durante 10 min a 6000 rpm. El
sedimento celular se resuspendié en agua {30 ml/L de medio} y las células se
rompieron mediante 5 ciclos de sonicacién de 30 s cada uno. El lisado celular se
clarificd por centrifugacién a 17000 rpm durante 30 min, y el sobrenadante se
precipitd con sulfato aménico al 50% (313 g/L). El precipitado se resuspendié en
fosfato sddico 10 mM, pH 6.8, antes de ser dializado frente al mismo tampdn. La
mezcla de proteinas dializada se cargé en una columna de DEAE-celulosa DE-b1
{Whatman) previamente equilibrada en fosfato sédico 10 mM, pH 6.8. En estas
condiciones la proteina rp26 no queda retenida en la columna, por 10 que se recuperd
en el excluido. Las proteinas no retenidas se precipitaron con sulfato aménico al 60%
{390 g/L}. Una vez recogido el precipitado se resuspendié en un volumen minimo de
Tris-HC! 10 mM, pH 8.0 y se dializé durante toda la noche frente a este mismo
tampon a 4 °C. Esta proteina se cargé en una columna de Sephacryl S-100
equilibrada en Tris-HCI 10 mM, pH 8.0. La proteina se eluyé con este mismo tampén
recogiéndose el eluido en fracciones de 6 mi. A |lo largo de toda la purificacién la
presencia de rp26 fue seguida mediante geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sédico (SDS). La presencia de rp26 se determind también mediante
inmunodeteccidn de geles de poliacrilamida transferidos a membranas de PVDF,
utilizando suero de caballo infectado por EIAV como se describe mas adelante para
rp26. La pureza final de la proteina fue determinada mediante el densitometrado de
los geles de poliacrilamida-SDS tefidos.

1.4. OBTENCION DE LA PROTEINA MUTANTE rp26-C48S

Para llevar a cabo la mutacién del residuo de cisteina de la proteina EIAV-rp26
en la posicién 48 por serina se ha utilizado la técnica de PCR. Para ello se utilizaron
los siguientes oligonucledtidos cebadores:

rp26-C48S5(+): 5' ac aGT ACT TCT GAA GAA ATG AAT GC 3
rp26-C48S(-): 5" ga aGT ACT GTC TAC TGA TAA TAT CCC 3

En cursiva aparece el Unico nucledtido cambiado para producir simultdneamente
la mutacion del residuo Cys48 (TGT) a Serd8 (AGT), a la vez que se introduce un
nuevo sitio de restriccion, Scal (AGTACT), que se encuentra subrayado. En mindscula
aparecen aqguellos nucleétidos que se han introducido para facilitar el corte de los
fragmentos originados en la reaccion de PCR. Adem&s se emplearon otros dos
oligonucledtidos, que son los cebadores utilizados en la clonacion del gen de la
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capsida de EIAV en el plasmido pUC18N descritos en el apartado 1.1, esto es,
p26-Ncol{+) y p26-Hindlll{-).

La reaccién de PCR se realizé en las siguientes condiciones:

1. B ciclos de 94 °C {30 s}, 37 °C (12 s}, 72 °C {20 s)
2. 30 ciclos de 94 °C (30 ), 65 °C (12 s), 72 °C (20 s)
3. 1 ciclo de 72 °C {7 min)

Se llevan a cabo dos reacciones de PCR utilizando los siguientes pares de
oligonucledtidos cebadores:p26-Ncol{ +}/rp26-C48S5(-} y rp26-C48S( +)/p26-Hindlll{-).
La digestion de estos fragmentos con las enzima Scal y su pasterior ligacién dio lugar
al DNA de rp26-C48S completo. Este DNA se amplificé por PCR utilizando los
cligonucledtidos p26-Ncol{ +) y p26-Hindlli{-), tras lo cual fue digerido por las enzimas
Ncol y Hind\ll y clonados en el plasmido pUC18N digeride con las mismas enzimas.
La mutacion introducida se confirmé mediante digestién con la enzima Scal y por
secuenciacidén automatica del DNA de la proteina mutante.

La expresidn y purificacién de la protefna mutante se llevé a cabo empleando
el mismo protocolo que el empleado para la proteina EIAV-rp26 salvaje.

1.5. CLONACION DE LA PROTEINA rp26-His

La proteina EIAV-rp26 se cloné en el vector de expresion pQE30 aplicando de
nuevo la técnica de PCR. En este caso, se llevd a cabo una reaccién de PCR utilizando
unas condiciones idénticas a las indicadas en el apartado anterior, empleando el
siguiente par de oligonucleétidos cebadores:

rp26-His {+): b5'cc gga tcc ATG GGG CTG GAA ACA G 3
rp26-His (-): 5' cg AAG CTIT AAG TGC TTT TGC CAA Taa CAT 3

En mindsculas aparecen los nucle6tidos afiadidos para crear el nuevo sitio de
restriccion BamH| (GGATCC) en el extremo amino-terminal de la proteina y los
nucledtidos afadidos para facilitar el corte de los fragmentos de DNA originados en
la reaccién de PCR. El oligonucleétido rp26-His (-) es idéntico al p26-Hindlli{-)
empleado en la clonacién de EIAV-rp26 en el plasmido pUC18N e introduce el sitio
de restriccidén Hindlll junto con el cod6n de terminacién de la proteina.
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Ei fragmento originado fue digerido con las enzimas BamH|/Hindlll y clonado
en el vector de expresion pQE30, que afade una secuencia de seis residuos de
histidina en el extremo amino-terminal de la proteina, ademés de otros cuatros
residuos que se encuentran entre el sitio de unién a ribosoma y las seis His.

La proteina rp26-His se expresé y purificé empleando el protocolo utilizado en la
purificacién de la proteina FIV-rp24, que se describe con mas detalle en el siguiente
apartado.

2.  CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA
DE FIV

2.1. CLONACION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE FIV

El aislamiento del RNA virico a partir de suero infectado por FIV, la reaccién de
transcripcién inversa y la amplificacién por PCR del gen que codifica ia proteina p24
de la capsida de FIV (Talbott et a/., 1989} se llevaron a cabo empleando las
condiciones indicadas anteriormente para el gen de EIAV-p26. Los precursores
utilizados para la PCR fueron disefiados de tal forma que el producto de la reaccion
tuviese un sitio de restriccién Neol en su extremo 5' y un sitio de restriccion Bg/ll en
su extremo 3'. Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

p24-Ncol{+}: B' gc gcA TGG TAC CTA TTC ARA CAG TA 3’
p24-Bglii(-): 5' gg aga tct AAG AGC TTC TGC CAA GAG 3

En maydscula aparecen los nucleétidos que coinciden con la secuencia
publicada mientras que las mindsculas representan aquellos que se han cambiado para
crear los sitios de restriccidon y los nucledtidos que se han afadido para facilitar la
digestion de! producto de PCR. Los sitios de restriccion de las enzimas ANcol
{(CCATGG) y Bg/ll (AGATCT) se encuentran subrayados en la secuencia,

El fragmento originado, de 699 pares de bases, fue digerido con las enzimas
de restriccién Ncol/Bgfll y clonado en el vector de expresién pQEGBQ (Figura 7), que
afade una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo-terminal de la proteina
FIVp24. Este vector de expresién contiene un elemento promotor/operador regulable,
constituido por el promotor T5 de E. cofi, y dos secuencias del operador /ac.
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Ncol Bgil
FIVp24
6xHis
£
<
PQE6GO/FIVp24
4126 bp

Figura 7. Construccion del vector de expresion pQEG0/FIVp24. El gen que codifica {a proteina
FIVp24 se clond entre los sitios Ncol v Bglil del pldsmido pQEBGO. Este dltimo sitio de restriccion
se encuentra justo antes del fragmento de DNA gue codifica los seis residuos de histidina {6xHis).

La expresién de la regién promotor/operador es muy eficiente, y s6lo puede ser
impedida por la presencia de altos niveles del represor /ac. Las células donde se
expresan los plasmidos pQE contienen multiples copias del plasmido pREP4, que porta
el gen /acl (Farabaugh, 1978), que codifica el represor /fac y confiere a la célula
resistencia a kanamicina.

La proteina que se obtiene en estas condiciones (rp24), que tiene 237
aminoacidos, difiere de la original, que posee 223 aminoacidos, en l0s siguientes
aspectos: al introducir el sitio de restriccion Ncol se afiaden dos aminoacidos, My V,
en el extremo amino-terminal; posee los cuatro aminodcidos que en la poliproteina se
encuentran entre p24 y p10 (Talbott et al., 1989); al generar el sitio de restriccion
Bglll se afiaden dos aminodcidos, Ry S, en el extremo carboxilo-terminal y, al estar
clonado en pQEGO, posee el fragmento de seis histidinas que facilita su purificacién.
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2.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE FIV

La proteina p24 de la cdpsida de FIV se expresd y purificé empleando el
sistema QlAexpress que utiliza un adsorbente quelante metalico, la resina Ni-NTA
(acido nitrilotriacético) agarosa, que proporciona un método rapido de purificacion en
un sélo paso (Hochuli et al., 1987). La unién de la proteina a la resina se produce a
través de un fragmento de seis residuos de histidina que se afiade a la proteina en su
extremo carboxilo-terminal. En la Figura 8 se observa la interaccién que se produce
entre los anillos imidazdlicos de los residuos de histidina y los iones Ni**, asi como
el resto de las posiciones de coordinacion de dicho ién. El dcido nitrilotriacético es el
que queda unido a la resina.

Figura 8. Interaccion entre los anillos imidazélicos de los residuos de histidina y los iones Ni?*.
Los iones NiZ* tienen dos de sus posiciones de coordinacién ocupadas por dos dtomos de
nitrégeno de los anillos imidazdlicos de los residuos de histidina. El resto de las posiciones estén
ocupadas por tres dtomos de gxigeno y uno de nitrégeno del dcido nitrilotriacético. Este dcido
queda unido a la resina mediante un enlace éter,

L.as células empleadas para la expresién de la proteina fueron células £. coli de
la cepa M15[pREP4], Una alicuota de estas células competentes se transformo
mediante el método del CaCi, con 1 ul del pldsmido pQEGO/FIVp24, Las células
transformadas se sembraron en una placa de medio LB suplementado con 100 ug/ml
de ampicilina y 25 ug/ml de kanamicina. Se crecieron las células durante 16 h y una
colonia de la placa se empled para inocular un precultivo de 100 ml de medio LB
suplementado con 100 pg/ml de ampicilina y 25 ug/ml de kanamicina. Se crecieron
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hasta saturacién durante toda la noche y se inocularon entonces en 2 L de medio de
cultivo creciéndose a 37 °C hasta alcanzar una densidad éptica entre 0.5-0.6. La
expresion de la proteina se indujo con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG)
0.25 mM durante 4 h a 37 °C. Las células se recogieron centrifugando el medio 10
min a 6000 rpm. El sedimento celular se resuspendio en PBS (NaCl G.14 M, KC1 2.7
mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, 8.1 mM, pH 7.6} y las células se rompieron mediante
sonicaciéon durante cinco ciclos de 30 s cada uno. El lisado celular se clarificé
centrifugando 30 min a 26000 rpm. El sobrenadante resultante se llevé a Imidazol 10
mM vy su pH se ajustd a 8.0, cargdndose a continuacién en una columna de
Ni-NTA-agarosa previamente equilibrada con PBS, Imidazo! 10 mM, pH 8.0. Una vez
cargada la proteina se lavé con P8BS, Imidazo!l 10 miM, pH 8.0 y posteriormente con
PBS, Imidazol 30 mM, pH 8.0 para eliminar todas las proteinas contaminantes. La
proteina se eiuyé con PBS, Imidazol 200 miVI, pH 8.0. La presencia de proteina en las
diferentes fracciones eluidas se siguié mediante la medida de la absorcién a 280 nm
y se confirmd mediante PAGE-SDS.

3.  OBTENCION DE FORMAS MUTANTES DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DE
FIV

La metodologia empleada en la obtencién de las formas mutantes es similar a
la utilizada en el caso de 1a obtencién de la proteina mutante rp26-C48S descrita en
el apartado 1.4. Se disenaron oligonucledtidos cebadores que incluyen cambios
especificos de bases correspondientes a la mutacién y que generan un nuevo sitio de
restriccién, Mfel, en el caso del mutante W40F y Xbal para el mutante W126F.

Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos para cada mutante:

WAQF
WA40F (+): cgg CRA tTg Ttc TTT ACT GCC TTC TCT GCA
WA40F (-}: AAA CCA Caa TTG AAC TTC CTC ACC T

W126F
W126F {+): TCG TAT CTa GAC CGCA TTA CGGA

W126F (-): cgg CIC tAG ATA aaA TGC TCT ACA CTG CAT CCT

En cursiva aparecen los nucledtidos cambiados para producir la mutacién del
residuo Trp40 (TGG) a Phe40 (TTC) y el Trp126 (TGG) a Phe126 (TTT) y en
mindscula aguellos cambios, respecto de la secuencia original, que se introducen para
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generar los sitios de restriccion o afiadir bases que faciliten el corte por la enzima de
restriccidon correspondiente. Los sitios de restriccién de las enzimas Mfel (CAATTG)
y Xbal (TCTAGA) se encuentran subrayados en la secuencia. Ademas se emplearon
otros dos oligonucleétidos, los mismos para los dos mutantes, que son los cebadores
utilizados en el clonacién del gen de la capsida de FIV en el plasmido pQEBO descritos
en e! apartado anterior, esto es, p24-Ncol {+) y p24-Bgll {-}.

Para cada mutante se ilevan a cabo dos reacciones de PCR en las mismas
condiciones empleadas en el caso de la obtencidén de la proteina mutante rp26-C488S,
descritas en el apartado 1.4.1 Se utilizd, en el caso de W40F, los siguientes pares de
oligonucledtidos cebadores: p24-Ncol( +)/W40F(-}) y W40F{ +}/p24-Bglll{-) en el caso
de W40F (Fig. 9} y p24-Ncol{+}/W126F{(-] y W126F(+)/p24-Bglil(-} en el caso de
W126F, lo que genera dos fragmentos de DNA para cada mutante. La digestidén de
estos fragmentos con las enzimas correspondientes a los sitios internos (Mfel o Xbal)
y su posterior ligacién dio lugar a los DNAs de W40F y W126F completos. Estos se
amplificaron con una reaccion de PCR utilizando los oligonucledtidos p24-Ncol{+) vy
p24-Bglll {-), tras lo cual fueron digeridos con las enzimas Ncol y Bg/ll y clonados en
el plasmido pQEBO digerido con las mismas enzimas. De esta forma, también se
introduce una extension de seis residuos de histidina en el extremo carboxilo-terminal
de las proteinas mutadas. Las mutaciones introducidas se confirmaron mediante
digestion con las enzimas Mfel (W40F) o Xbal {(W126F) y mediante la secuencia
completa del DNA de los mutantes por secuenciacion automatica.

El doble mutante se construyd mediante una las siguientes digestiones:

1. pQEGO/WA4OF se digiere con las enzimas Ncol y Hindlll, obteniéndose un
fragmento de 216 bp que incluye la mutacién W40F.

2. pQEG6O-W126F se digiere con Hindlll y Bgfil y se obtiene un fragmento de
473 bp con la mutaciéon W126F.

3. pQEBO-FIVp24 se digiere con Neol vy Bgfll, recuperandose el fragmento de
3427 bp correspondiente a pQEGO.

La ligacion de los tres fragmentos obtenidos permitié obtener un DNA que incluye
las dos mutaciones {Fig. 10).

Una vez obtenidas las diferentes formas mutantes se transformaron células de
£. coli M15[pREP4] con los plasmidos correspondientes, y se expresaron y purificaron
las proteinas mutantes empleando el mismo protocolo que el utilizado en la
purificacién de la proteina FIV-rp24 salvaje.
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Figura 9. Metodologia empieada en la obtencién del mutante W40F. Ei gen de |la proteina de la
capsida de FIV que se encuentra clonado en el plasmido pQEBO se emplea como molde en dos
reacciones de PCR {a y b} empleando los oligonucle6tidos cebadores corréspondientes. Tras estas
reacciones se obtienen dos fragmentos de DNA, en uno de los cuales {fragmento b) se introduce la
mutacién del Trp40 por Phe. Tras digerir primero los dos fragmentos con la enzima de restriccién
Mfel vy posteriormente ligarlos se obtuvo el gen completo que codifica la proteina mutante. Para
introducirlo en el vector de expresion pQEGO se digiere éste y el gen de W40F con las enzimas Ncol
y Bglll, y los fragmentos del tamafio adecuado se ligan, obteniéndose el plasmido pQEB0O-W40F. La
misma metodologia se emplea para la obtencién del mutante W126, empleando en esta ocasion Xbal
como enzima de restriccién correspondiente al sitio interno.
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W40F Hindlll i
Neol Bgill v Neol H’"dmﬁGF Bght
pQEBO/FIVp24 pPQEG0/W40F pQEBO/W126F
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Figura 10. Metodologia empleada en ia obtencién del doble mutante W40/126F. Tras llevar a
cabo tres digestiones con las enzimas de restriccién correspondientes y empleando los plasmidos
pQEBGC/FIVp24, pQEBO/WAOF y pQEBO/WI12BF, se obtuvieron tres fragmentos, que ligados
originaron el plasmido pQE60/W40/126F.
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4. TECNICAS DE BIQLOGIA MOLECULAR

4.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Para comprobar los resultados obtenidos en reacciones de PCR, de digestion
de DNAs vy ligaciones se prepararon geles de agarosa al 0.7-2% (p/v), segun sea el
tamafo del DNA que se quiera detectar, en tampdn TAE (Tris-acetato 0.045 mM,
EDTA 0.001 M, pH 8.0). A las muestras se les afiade tampdn de aplicacion 6X (azul
de bromofenol 0.25% {p/v}, cianol de xileno 0.25% (p/v) y glicerol 30% (v/v}), que
contiene los marcadores azul de bromofenol y cianol de xileno, que nos permiten
seguir el desarrollo de la electroforesis. Para llevar a cabo la electroforesis se emplea
un voltaje constante entre 80-100 mV. Las bandas de DNA se detectaron tinendo el
gel con una disolucion de bromuro de etidio de 0.5 a 1 gg/ml durante unos 15 min
y visualizando el gel bajo luz UV,

4.2. EXTRACCION DE DNA DE GELES DE AGAROSA

La extraccién de DNA de geles de agarosa se llevé a cabo con el sistema
QIAEX {QiaGen} siguiendo las condiciones indicadas por el fabricante. El proceso
consta de las siguientes etapas. Las bandas correspondientes al DNA que se quiere
extraer se cortan y se pesan. A continuacién se solubilizan con 6 volimenes del
tampdén QX1 y se affladen 10 ul de resina QIAEX Ii, incubandose a 50 °C durante
10 min. Se agita cada 2 min para gue se una el DNA a la resina. Transcurrido este
tiempo, se centrifuga durante 30 s, lavdandose el sedimento con 500 ul de tampdn
QX1. El tampdn se elimina centrifugando de nuevo 30 s. Posteriormente, se realizan
dos nuevos lavados con 500 ul de tampdén PE, que contiene etanol al 80%, vy el
sedimento se deja secar al aire. Para disolver el DNA se afiaden 20 ul de agua estéril
o TE {10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) al sedimento y se incuba 10 min a 50
°C, tras lo cual, la mezcla se centrifuga y se recupera el sobrenadante. El DNA asi
extraido se puede almacenar a -20 °C.

4.3. PURIFICACION DE DNA

La purificacién de DNA se llevé a cabo con el sistema de purificacién de
QIAGEN. Una colonia de células transformadas con el plasmido apropiado se emplea
para inocular 3-b ml de medio de cultivo, complementado con el agente selectivo
apropiado. El medio se crece hasta alcanzar saturacién (12-16 h). Las células se
recogen centrifugando 2-3 min y se lisan en NaQOH/SDS, en presencia de RNAasa A,
incubandose a temperatura ambiente durante 5 min, con agitacién continua. El SDS
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desnaturaliza fas proteinas, las condiciones alcalinas provocan fa desnaturalizacion de
DNA cromosdmico y plasmidice y la RNAasa digiere el RNA. El lisado se neutraliza
con acetato potdsico 3.0 M, pH 5.5 durante 10 min a 4 °C. La alta concentracion
salina precipita las proteinas desnaturalizadas, el DNA cromosémico y el SDS,
mientras que el DNA plasmidico, méas corto, se renaturaliza correctamente vy
permanece en disoclucién. El sedimento precipitado se elimina centrifugando. El
sobrenadante se carga en la columna gue contiene la resina a la que se unird ei DNA,
equilibrada con tampdn QBT {NaCl 0.75 M, MOPS 50 mM, etanol 15%, pH 7.0,
Triton X-100 0.15%). La columna se lava con el tampdn QC (NaCl 1.0 M, MOPS 50
mi, etanol 15%, pH 7.0} para eliminar todos los contaminantes. E| DNA se eluye con
tampon QF (NaCl 1.25 M, 50 mM Tris/HCI, etanol 15%, pH 8.5). El DNA eluido se
desala y se concentra precipitandolo con isopropanol a temperatura ambiente vy
centrifugando durante 30 min a 10000 rpm. El sedimento se lava con etanol al 70%
para eliminar las posibles trazas de sales y reemplazar al isopropanol, pues el etanol
es mas facil de eliminar al ser mas volatil. Después de secar el sedimento al aire, el
DNA se resuspende en un volumen pequefio de TE o de agua estéril.

5. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRIUAMIDA EN PRESENCIA DE SDS
{PAGE-SDS}

La preparacion de los geles de poliacrilamida y el desarrollo de la electroforesis
se llevan a cabo en un aparato Mini-Protean Il de Bio-Rad. Los geles tienen 0.75 mm
de espesor, 7 cm de alto y 8 cm de ancho.

En todos los casos se ha realizado la electroforesis a un 15% de acrilamida en
el gel de desarrollo y con bisacrilamida al 0.25%, tampdn Tris 0.38 M, pH 8.8 v SDS
al 0.1% {p/v}. El gel superior o concentrante, se prepara al 4% de acrilamida y 0.1 %
de bisacrilamida en tampén Tris 0.12 M, pH 6.8, conteniendo SDS al 0.1% (p/v). Para
la polimerizacién de los geles se afiaden disoluciones de persulfato aménico al 0.02%
{p/v) como agente catalizador y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0.075%
{p/v) como propagador de la reaccion.

Las muestras se disuelven en tampdn de aplicacion de electroforesis, que
contiene SDS al 3% (p/v), B-mercaptoetancl al 1% {v/v} y azul de bromofenol al
0.02% {p/v) como indicador de la migracién (Laemli, 1970), y se calientan a ebullicién
durante 10 min. Se aplica en los pocillos entre 10 v 15 ul de disolucion {generalmente
alrededor de 1 a 2 ug de proteina).
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La electroforesis se desarrolla a temperatura ambiente en tampdn Tris 0.025 M,
glicocola 0.192 M, pH 8.3, conteniendo SDS al 0.1% y a 25 mA/gel hasta gue el
marcador llega al final del gel.

Los geles se tifien empleando azul de Coomassie R-250 al 0.25% y se destifien
con metanol al 20% y &cido acético al 7.5%.

6. TRANSFERENCIA E INMUNODETECCION

La inmunodeteccién se ha llevado a cabo mediante el método de Burnette
(Burnette, 1981). Después de una electroforesis en geies de poliacrilamida, las
proteinas se transfirieron a membranas de PVDF. La transferencia se realizé en una
aparato de transferencia LKB, durante 1 h a 0.9 mA/cm? de gel, en &cido
3-(Ciclohexilamino)-1-propano sulfénico (CAPS), metanol 20% (v/v) y SDS 0.033%,
pH 11. Posteriormente, la membrana se tapizé con albumina de suero bovino (BSA)
al 4% en PBS, pH 7.6 durante 2 h. A continuacion, se incubd con suero de caballo
infectado por EIAV en un diluciéon 1:50 en PBS a temperatura ambiente durante toda
la noche. Tras un lavado con PBS-Tween al 0.05% durante 30 min, la membrana se
incub6 durante 1 h con una dilucion 1:3000 de peroxidasa anti-IgG de caballo (Sigma)
en PBS-BSA al 0.1% (p/v). E! revelado se realizd por adicion de la solucion de
revelado que contiene tetrahidroclorato de 3,3'-diaminabencimida (DAB) 0.033% (p/v}
y H,0, 0.016% {v/v} en tampdn PBS.

7. ENZIMOINMUNOENSAYO

Placas de 96 pocillos {Costar) fueron tapizadas con 50 ul de una disolucién de
rp26 a 5 pyg/ml en tampén carbonato/bicarbonato sédico 20 mM, pH 9.0 durante teda
la noche a temperatura ambiente, Las placas se lavaron después con PBS y se
guardaron a 0 °C hasta el momento de utilizarlas. La proteina recombinante se acoplo
con la peroxidasa de rébano activada con periodato en una relacion molar 1:1,
siguiendo procedimientos previamente descritos (Harlow y Lane, 1988). Se obtuvo
un lote de sueros negatives y positivos del Departamento de Agricultura
estadounidense (Ames, lowa) y se analizé usando el siguiente procedimiento. Se
afiadieron 50 ul de suero sin diluir a dos pocillos, se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 min y se lavaron posteriormente con PBS. Se anadieron
entonces 50 ul de peroxidasa conjugada con rp26 diluida (0.5 yg/ml de peroxidasa)
a cada pocillo y se incubd durante 10 min. Los pocillos se lavaron con PBS y se
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afadié el sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TM Blue). El color se desarrollé
durante 10 min y la reaccién se paré con la adicién de 100 ul de &cido fosférico 1 M,
tras lo cual se leyé la absorbancia a 450 nm en un lector de placas Titertek Uniskan
Il (Flow Labs.).

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
8.1. ANALISIS DE AMINOACIDOS

La hidrolisis de la proteina {entre 15 y 20 ug) se realiza a vacio, con 0.1 ml de
HCI tridestilado azeétropo, 5.9 N, conteniendo fenol al 0.1% (p/v), a 115 °C durante
24 horas. Finalizado el proceso, las muestras se llevan a sequedad en un desecador
a vacio anadiendo 2 veces un volumen de 0.1 ml de agua destilada y secando
después de cada adicién. Las muestras se disuelven en 50 ul de tampdén de
aplicacién, que contiene 19.61 g de citrato sédico, 20.0 ml de tiodiglicol, 16.5 ml de
HCI concentrado y 1.0 ml de fenol, en un volumen final de 1 L, a pH 2.2. La muestra
se pasa a un tubo cénico de teflén, analizdndose, previa centrifugacién, entre 10 y
30 ul. Los analisis de aminoacidos se llevan a cabo en una analizador automatico
Beckman 6300. El nimero de nanomoles de cada aminoacido se calcula a partir del
area del pico correspondiente comparando con los valores obtenidos para una mezcla
estandar de aminoacidos. Para calcular las posibles pérdidas en el sistema de
inyeccién se utiliza NLeu como estandar interno. Los anélisis se procesan con el
programa System Gold de Beckman,

8.2. ESPECTROS DE ABSORCION

La concentracion de las diferentes disoluciones de proteina empleadas se ha
determinado también a partir de los espectros de absorcién en el ultravioleta. Para ello
se han determinado el coeficiente de extincién de las diferentes muestras
cuantificando la cantidad de proteina mediante andlisis de aminodcidos. Los espectros
de absorcion, realizados entre las longitudes de onda de 250 y 350 nm, se han
obtenido en un espectrofotémetro Beckman DU-7 de un solo haz. Se ha empleado una
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso éptico. Cuando ha sido necesario, la contribucién
de la dispersién a la absorbancia se ha calculado suponiendo una proporcionalidad
inversa entre la dispersién y la cuarta potencia de la longitud de onda a la que se mide
en el intervalo 320-350 nm. El célculo de la concentracién de la proteina se ha
realizado a partir de la ecuacion [1]:
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Azso B Dzao
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donde:

- A,go €S la absorbancia de la muestra a 280 nm.

- D,go €8 la dispersién 6ptica a 280 nm.

- ag;o% es la absorcién a 280 nm de una disolucién de proteina a 1 mg/ml.

9. VALORACION DE GRUPQS TIOLICOS LIBRES

La valoracidon del nimero de grupos tidlicos libres se llevé a cabo mediante el
método de Ellman {(Ellman, 1959). Alrededor de 100 ug de proteina en condiciones
nativas (fosfato sédico 10 mM, pH 7.0} o en condiciones desnaturalizantes
{fosfato s6dico 10 mM, cloruro de guanidinio (HCIGu) 6 M, pH 7.0) se incubaron con
4cido 5,5'-ditiobis{2-nitrobenzoico} (DTNB) 0.7 mM, siguiéndose la cinética de la
reaccién mediante medida de la absorbancia a 412 nm de forma continua. La
concentracién de los grupos sulfhidrilos libres se determind dividiendo la absorcion
neta obtenida después de restar el valor de absorcion de un blanco carente de
proteina, entre el coeficiente de extincidn del acido nitrobenzoico, en presencia ©
ausencia de cloruro de guanidinio, 14200 y 13880 M cm™, respectivamente. Para
valorar el nimero de grupos tidlicos totales de la proteina, ésta se redujo previamente
con ditiotreitol (DTT) 100 mM durante 90 min. El exceso de agente reductor se
elimind cargando la muestra en una columna PD-10. Una alicuota de la fraccién que
contiene la proteina se valord con DTNB en condiciones desnaturalizantes.

10. MARCAJE DE CISTEINAS LIBRES

Una disolucién de 1 mg de la proteina rp26 de EIAV se marcé con & ul de
"*C-iodoacetamida (58 mCi/mmo!, Amersham) en presencia de HCIGu 6 M durante
45 min a 37 °C. El exceso de '*C-iodoacetamida se eliminé mediante una
cromatografia de filtracién en gel usando una columna PD-10 (Pharmacia). A
continuacién, la proteina se redujo con DTT 100 mM en HCIGu 6 M y se volvid a
alquilar con iodoacetamida 150 mM sin marcar. La proteina asi marcada se dializé
exhaustivamente frente a agua y se liofilizé. Posteriormente se disolvié en bicarbonato
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aménico 0.1 M, pH 8.0 y fue digerida con tripsina a una relacién enzima:sustrato de
1:150 en peso durante 4 horas a 37 °C. La proteina digerida se secé a vacio y se
redisolvié en &cido trifluoroacético (TFA) 0.1%. La separacién de los péptidos
resultantes de la digestién se llevé a cabo mediante HPLC (Beckman) utilizando una
columna Ultrasphere-ODS y un gradiente lineal de acetonitrilo en TFA 0.1% (0-30%)
durante 80 min. El flujo en la columna fue de 1.0 ml/min. Alicuotas de 50 ul de las
fracciones recogidas se contaron en un contador de centelleo liquido Beckman LS
3801 y aquéllas que poseian mayor radiactividad se hidrolizaron con HCI6 N, 115 °C,
24 h y se analizaron en un analizador de aminodcidos Beckman 6300.

11. REDUCCION Y CARBOXIAMIDOMETILACION

Alrededor de 2 mg de proteina se incubaron durante 90 min a 37 °C en
presencia de una disolucién que contenfa Tris 1 M, HCIGu 6 M, DTT 100 mM, EDTA
2 mM. Transcurrido este tiempo se anadié iodoacetamida hasta alcanzar una
concentracién final de 125 mM y se incubd de nuevo a 37 °C, en oscuridad, durante
70 min. El exceso de iodoacetamida y DTT se elimind dializando frente a fosfato
sédico 10 mM, pH 8.0, durante toda la noche a 4 °C.

12. OXIDACION Y REDUCCION DE LAS PROTEINAS

El estado de oxidacién de los grupos SH en la estructura de la proteina se midio
comparando con las formas extremas totalmente oxidada y reducida. Para llevar a
cabo la oxidacidén se incubaron durante 90 min 0.3 mg de proteina en presencia de
CusS0O, 2 mM. El sulfato de cobre se eliminé posteriormente de la disolucion
dializandose frente a Tris-HC! 10 mM, pH 8.0 durante toda la noche a 4 °C.

La reduccion se llevd a cabo incubando la protefna durante toda la noche a
temperatura ambiente con DTT 200 mM, empledndose posteriormente para hacer
estudios espectroscopicos. Parte de la proteina reducida se pasd a través de una
columna PD10 para eliminar el exceso de DTT.

13. DICRQISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en un dicrégrafo Jasco
J-715. Se emplearon cubetas de cuarzo de 0.1 cm o 1 cm de paso 6ptico para las
regiones del ultravioleta lejano (185-250 nm) o préximo (250-330 nm),
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respectivamente. Ef tampdén empleado fue fosfato sédico 10 mM, pH 7.0. Los valores
de elipticidad molar media por residuo se calculan tomandc como masa molecular por
residuo el valor de 113. Estos datos se expresan en términos de [O)y, g (grado x
cm? x dmol'). La concentracién de proteina empleada fue de 0.1-0.2 mg/ml (UV
lejano) y 1 mg/ml (UV préximo).

13.1. CALCULO DE ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura secundaria de las proteinas se ha evaluado a partir de los
espectros de dicroismo circular en el UV lejano por el método Convex Constraint
Analysis (CCA) {Perczel et al., 1991). Este método permite deducir la contribucion
quiral de los elementos de estructura secundaria mas comunes, directamente de |os
espectros de CD experimentales y no hace uso de los datos de rayos X de proteinas
conocidas. El algoritmo descompone el espectro en sus componentes puras que
resultan ser muy parecidas a los que se obtienen utilizando polipéptidos modelo.

13.2. DESNATURALIZACION TERMICA

Las curvas de desnaturalizacién térmica de las diferentes muestras de proteina
se obtuvieron midiendo de forma continua la elipticidad a 208 nm en un intervalo de
temperaturas de 25 a 70 °C. La temperatura de la cubeta se mantuvo mediante un
bafo Neslab RT-111 y se incrementd a una velocidad de 30 °C/h.

14. PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA

La prediccion de estructura secundaria se ha llevado a cabo aplicando el
meétodo de Chou y Fasman (Chou y Fasman, 1978), en el gque se calcula la
probabilidad de que los distintos aminoacidos adopten un determinado tipo de
estructura secundaria, basandose en proteinas de estructura tridimensional conocida,
y mediante el programa ANTHEPROT (Geourjon y Déléage, 1993).
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15. FLUORESCENCIA

15.1. ESPECTROS DE EMISION DE FLUORESCENCIA

Los estudios de fluorescencia se han realizado en un espectrofluorimetro SLM
AMINCO 8000C (SLM Instruments), equipado con un arco de Xenon de 450 W. Se
emplearon cubetas de cuarzo de 0.2 6 0.4 cm de paso 6ptico de excitacién y de 1 cm
de paso 6ptico de emisién. La concentracidn de proteina se mantuvo entre 0.05-0.1
mg/ml. Los espectros de emisién de ia proteina se midieron en un intervalo de
longitudes de onda entre 285 y 450 nm y entre 305 nm y 450 nm excitandose a 275
o 295 nm, respectivamente. Se emplea una rendija de 4 mm tanto en excitacion como
en emisién, siendo la velocidad de barrido de 60 nm/min. La temperatura en ia cubeta
se mantiene constante mediante un bafio termostatizado de agua circulante Polystat
{Huber).

En general, es posible conocer la contribucion de las tirosinas a la emision de
fluorescencia en el espectro registrado excitando a 275 nm. Para ello es necesario
conocer un factor de normalizacién que se calcula midiendo la relacién que existe
entre los espectros de emisién obtenidos excitando a 275 y 295 nm a partir de una
longitud de onda de 380 nm, en la que no existe contribucién de las tirosinas. E!
espectro obtenido excitando a 295 nm se multiplica por este factor y la contribucién
de fas tirosinas se obtiene como la diferencia entre el espectro de emisién can
excitacién a 275 nm y este espectro normalizado.

15.2. ESTUDIOS DE APAGAMIENTO DE FLUORESCENCIA

Los estudios de apagamiento de fluorescencia se han realizado anadiendo, de
forma acumulativa, diversas cantidades de ioduro potdsico 2 M a una disolucion de
60 ug/ml de proteina, midiéndose el espectro de emision a cada concentracién del
agente para una longitud de excitacién de 290 nm. La disolucién de |IK contiene
Na,S,0, 10* M para evitar la formacién de |;, que absorbe en la zona de los
triptéfanos y que ademds podria reaccionar con la proteina. Se elige un valor de
Aexe =295 Nnm porque a esa longitud de onda no absorbe el ioduro y asi se evitan los
posibles errores debidos al efecto de filtro internc. Paralelamente se han llevado a
cabo experimentos idénticos, sustituyendo las cantidades de agente de apagamiento
por volimenes iguales de disolucién de NaCl 2 M, con el fin de tener en cuenta tanto
el efecto de la dilucién de la proteina como el posible efecto del aumento de fuerza
idnica en la intensidad de fluorescencia.
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Las intensidades de fluorescencia se han medido en el maximo del espectro de
emisidn de fluorescencia a 330 nm. El alto rendimiento cuéntico del Trp relativo al de
la Tyr, junto con la longitud de onda escogida permite considerar que Ia fluorescencia
observada se debe, mayoritariamente, a los residuos de triptéfano. Los célculos de
la constante de apagamiento se han realizado a partir de la ecuacién de Stern-Volmer:

[2] Fo/F = 1+ Kpe[Q)

donde:

- Fy vy F son las intensidades de fluorescencia en ausencia (obtenidas al
anadir NaCl 2 M a la muestra) y en presencia de agente de apagamiento,
respectivamente.

- [Ql es la concentracién de agente de apagamiento.

- K, es la constante de apagamiento de Stern-Volmer: el inverso de su
valor representa la concentracion de agente de apagamiento a la que
Fo/F = 2, es decir, a la que la intensidad de fluorescencia disminuye un
50%. El valor de K; es la pendiente de la recta obtenida al representar
Fo/F frente a [Q].

Si al realizar la representacién de Stern-Volmer no se obtiene una recta, el
andlisis de los experimentos de apagamiento debe realizarse por medio de una forma
modificada de la ecuacién de Stern-Volmer {Lehrer, 1971):

(31 FelAE = 1f -Ke[Q) + 1Uf

donde AF = F, - F, f, es la fraccion de fluorescencia inicial que es accesible al agente
de apagamiento y K es la constante de apagamiento de Stern-Volmer de la fraccién
accesible de fluoréforos. Representando los valores de Fy/AF frente a los de 1/[Q] se
obtiene una recta en la que se pueden calcular los valores de f, y K a partir de la
ordenada en el origen {f,") y de la pendiente (f,eK)".
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16. ESTUDIOS DE DESNATURALIZACION POR UREA

Para estudiar la desnaturalizacién de la proteina FIV-rp24 y las diferentes
formas mutantes, se prepararon disoluciones de las diferentes proteinas, a una
concentracién entre 0,1-0.15 mg/ml, con diferentes cantidades de una disolucién de
urea 10 M se incubaron durante 16 h a 4° C, condiciones en las que se alcanza una
situacién de equilibrio. El tampdén empleado en todas las disoluciones fue fosfato
sddico 10 mM, pH 7.0, conteniendo el agente reductor Tris(2-carboxietil}fosfina
(TCEP) 1 mM (Burns et al., 1991). A continuacion se midieron los espectros de
dicroismo en el UV lejano y los espectros de emisidn de fluorescencia excitando a 275
nm y 295 nm de todas las disoluciones de proteina a 2b °C. La representacién, bien
de la elipticidad a 220 nm, bien de la longitud de onda a la que aparece el maximo de
emisién, frente a la concentracién de urea permite obtener las curvas de
desnaturalizacion. Con estos datos se calcula ia fraccidn de proteina que se encuentra
desnaturalizada (F,) a cada concentracidn de urea mediante la ecuacién [4]
{(Pace, 1986):

(4] F = Yob&s "Yn

Y,

donde:

— Y. €s el valor del pardmetro estructural {0,,, 0 &_,,) de la proteina a cada
concentracién de urea.

- Y, es el valor del parametro de la protefna nativa a cada concentracién de
urea.

- Y4 es el valor del pardmetro de la proteina desnaturalizada a cada
concentracién de urea.

El efecto de la urea en el valor de los pardametros estructurales de las formas
nativa y desnaturalizada se evalué midiendo los valores de Y, e Y, a cada
concentracion de urea y extrapolando fos tramos rectos obtenidos a baja y alta
concentracion de urea respectivamente {Pace, 1986).

La variacion de energia libre de la desnaturalizacion en ausencia de agente
desnaturalizante, AG,"° puede determinarse mediante dos modelos:
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A. EXTRAPQLACION LINEAL (Pace, 1986}

La manera mas simple de estimar AG,"° es asumir que existe una dependencia
lineal de AG con la concentracién de agente desnaturalizante.

(5] | AG,=AG/* - m+[U]

donde:
- AG, es la variacién de energia libre de la desnaturalizacion
- m es la dependencia de AG, con la concentracién de urea.

Sélo los valores de AG, del intervalo lineal de la regidon de transicion se
emplearon para la extrapolacién de AG/™a [U]= 0 M.

B. MODELO DE UNION DEL AGENTE DESNATURALIZANTE (Tanford, 1970}

En este modelo se asume que la constante de equilibrio del proceso de
desnaturalizacidn gue implica dos estados, nativo y desnaturalizado, se ajusta al
modelo lineal de la unién de agente desnaturalizante:

6] | Kp=KhOo(1tke a)

donde:

- K,, es la constante de equilibrio aparente a una actividad de urea.

- K" es la constante de equilibrio en ausencia de urea.

- k es la constante de unidn de! agente desnaturalizante a la proteina.

- An es Ja diferencia en el nidmero de sitios de unién de urea para la
proteina nativa y desnaturalizada .

- aes la actividad de urea cuyo célculo se hace con la siguiente expresién
(Bower y Robinson, 1963):

a (M) = 0.9815 x [U] - 0.02978 x [U]* + 0.00308 x [U}®
Cuando las curvas de desnaturalizacién no pueden ser ajustadas con un modelo

de dos estados, es necesario incluir otra especie més en el proceso de
desnaturalizacion:
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donde | es la especie parcialmente desnaturalizada y K, y K, son las constantes de
equlibrio. Se utilizd un programa de ajuste no lineal (Sigma Plot) que emplea el
algoritmo de Marquardt-Levenberg (Marquardt, 1963; Press et al., 1986) para estimar
el valor de los pardmetros de la siguiente ecuacién:

donde:

K. €s la constante aparente de equilibrio.

- K; v K, son las constantes de equilibrio de los procesos de
desnaturalizacién y dependen de la concentracién de urea segun la
ecuacién [6].

- El pardmetro Z es el cambio fraccional de ilas propiedades
espectroscépicas en la transicién de N a | y estd definido por
Z = {Y:-Y )Y Y,), donde Y, es el valor de la propiedad espectroscépica
de la especie intermedia.
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1. ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA DE LA CAPSIDA DEL
VIRUS DE LA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA. PAPEL DE LOS GRUPOS
SULFHIDRILO EN EL MANTENIMIENTO DE LA ESTRUCTURA

1.A. CLONACION , EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA EIAV-rp26 DE
EIAV

Siguiendo la estrategia comentada en el apartado Métodos Experimentales, el
gen que codifica la proteina mayoritaria de {a cdpsida de EIAV, p26, se transcribid a
partir de RNA viral. Este RNA, que habia sido extraido de suero infectado, se amplifico
por PCR empleando los oligonucledtidos cebadores que aparecen en la Figura 11-A,
que introducen los sitios de restriccién Mcol y Aindili. El DNA resuitante se cloné en
los sitios de restriccién Neol/Hindlll del plasmido pUC18N y, posteriormente, se ¢clond
también en otro vector de expresidon diferente, el plasmido pKK223-3N. La secuencia
de DNA del gen p26 generado por PCR se comprobd mediante secuenciacion
automatica, siendo idéntica a la secuencia publicada del DNA proviral {Stephens
et al., 1986, Kawakami et a/., 1987), excepto en el cambio del cuarto nucleétido de
adenina a guanina que cambia el segundo amingécido de la proteina clonada de lle a
Val (Figura 11-B).

La expresion del gen, clonado en cualquiera de los dos plasmidos utilizados,
origina la aparicién de una protefna con una masa molecular de 26 kDa. En la
Figura 12, pocillo 1, se observa la expresién de dicha proteina utilizando el vector
pUC18N. La proteina se purificdé mediante el método descrito anteriormente en
Métodos Experimentales. En la Figura 12 se recogen los resultados de PAGE-SDS de
algunas etapas de la purificacidén. El rendimiento obtenido fue de 1.2 a 1.5 mg/L de
medio de cultivo. La pureza de la proteina se determind mediante el densitometrado
de geles de PAGE-SDS teiiidos con azul de Coomassie, siendo ésta superior al 95%.
Tanto el rendimiento como la pureza de la preparacién final de EIAV-rp26 que se
obtiene a partir del plasmido pUC18N/EIAVp26 {pUC/rp26} o pKK223-3N/EIAVp26
(pKK/rp26) son comparables. Los resultados de PAGE-SDS en presencia y ausencia
de agente reductor (Fig. 12, pocillos 4 y 5} indican que la proteina EIAV-rp26 se
comporta como un monémero de 26 kDa. Esta naturaleza monomeérica se confirmé
mediante cromatografia de penetrabilidad en Biogel P-100. El volumen de elucion no
varia en el intervalo de concentraciones estudiado, de 1 a 20 mg/mi, e indica que la
proteina tiene 26 kDa. Ademés el volumen de elucién no depende de la fuerza idnica
del tampoén de elucién (0.05-0.25 M NaCl) (resultados no mostrados).
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A
p26-Ncol {+) 5’ GCCCATCETAGATGGGGCTGGARACAG 3
p26-Hindlll {-) 5' CGAAGCTTAAAGTGCTTTTGCCAATAACAT 3
B
P I M I D G A G
Original CCA ATC ATG ATA GAT GGG GCT GGA
Clonada CC ATG GTA GAT GGG GCT GGA

M v D G A G

C
M L
Original ATG TTA TTG GCA Aaa GCA CTT CAG ACT GGT
Clonada ATG TTA TTG GCA AAA GCA CTT TAA GCT TCG

M L L A K A L *

Figura 11. Estrategia de clonacién de EIAV-rp26. (A} Secuencia de los oligonucledtidos
cebadores empleados en la reaccién de PCR para amplificar el gen de p26. El cebador 5" Neol
introduce un sitio de restriccién Ncol, mientras que el cebador 3" Hindlil introduce un sitio de
restriccion Hindlll y un coddn de terminacion (*). (B} Alineamiento de las secuencias original y
clonada de! extremo amino terminal de [a proteina p26. (C) Alineamiento de secuencias original
y clonada del extremo carboxilo-terminal de la proteina p26. Los nuevos sitios de restriccidon se
encuentran subrayados (Ncol - CCATGG; Hindlil - TTCGAA) vy ‘TAA’ {*) es el codén de
terminacién de! gen clonade. Como la proteasa de EIAV rompe el enlace L-L {Henderson et af.,
1987; Tozser et al., 1993) la secuencia carboxilo-terminal de p26 es M-L. Sin embargo, EIAV-
rp26 contiene el pentapéptido L-A-K-A-L- que en el precursor Prb5gag se encuentra entre p26
ypll.
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% en presencia de SDS de los pasos de
purificacién de EIAV-rp26. Pocillo 1, lisado celular; pociilo 2, precipitacién con sulfato amdnico
al 50%:; pocilio 3, conjunto de fracciones del DEAE DE-51 que contienen rp26; pocillo 4, conjunto
de fracciones del Sephacryl S-100 que contienen rp26; pocillo 5, rp26 purificada en ausencia de
B-mercaptoetanol; M, marcadores de masa molecular.

La composicién de aminoacidos de la proteina EIAV-rp26 aparece en la
Tabla ill, donde se compara con ia composicidn tedrica determinada a partir de la
secuencia de DNA publicada (Stephens et al., 19286; Kawakami et af., 1387},
observandose gue son practicamente coincidentes. Ademas, la identidad de la
proteina se confirmd mediante el analisis de la secuencia amino-terminal. Los
resultados de cinca ciclos de secuencia automaética indican que los primeros cinco
residuos de EJAV-rp26 son Val, Asp, Gly, Ala y Gly, los cuales coinciden con los
residuos 2 a 6 de la secuencia clonada y los residuos 4 a 8 de la secuencia publicada
{Henderson et af., 1987}, Es frecuente en proteinas que se expresan en E. cofi, que
estas pierdan el residuo iniciador de metionina a través de la rotura proteoclitica del
residuo formil-metionina, catalizada por la desformilasa y la metionina amino-
peptidasa. Segun las observaciones de Hirel et al, (Hirel et a/., 18839}, en el caso de
EIAV-rp26, ya que el segundo aminoécido es valina, la eliminacién del amino-terminal
fMet seria esperable.

La proteina recombinante EIAV-rp26 posee 233 aminoéacidos y difiere de la
proteina de la capsida viral p26, de 230 aminodcidos, en que posee dos aminoacidos
menos en el extremo amino terminal, Pro e lle, en el cambio del segundo residuo de
Val a lle, (Fig. 11-B) y en que posee una extensién de cinco residuos en el extremo
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carboxilo-terminal que en el precursor Pr65gag se encuentra entre las proteinas p26
y p11 (Henderson et al., 1987) (Figura 11-C). Cabe esperar que estos cambios sean
poco significativos en lo que a estructura tridimensional de la proteina se refiere.

AMINOACIDO | COMP. TEORICA | COMP. EXPER.
ALA 18 18
ARG 16 17
ASX 26 25
CYs' 3 3
GLX 32 32
GLY 15 16
HIS 3 4

ILE 16 15
LEU 20 20
LYS 12 12
MET? 10 9
PHE 8 8
PRO 17 16
SER 7 8
THR 14 14
TRP® 3 3
TYR 4 4.5
VAL 9 9

Tabla ll. Composicién teérica y experimental de la proteina EIAV-rp26 de EIAV. La composicion
tedrica se determing a partir de la secuencia de DNA. (1) El numero de residuos de cisteina se
determiné como CmCys en la proteina reducida con DTT y carboxiamidometilada. (2} En ef
ndmero de Met tedricas se incluye la correspondiente al extremo amino-terminal. {3) El ndmero
de residuos de triptéfano se calculé mediante ei método de Edethoch (Edeihoch, 1967).
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1. B. ESTUDIO ESTRUCTURAL DE EIAV-rp26

Las capsidas lentivirales estan constituidas por varias copias de una o mas
proteinas que interaccionan para formar una envoltura icosaédrica, la cual envuelve
al RNA viral. Estudios de microscopia electrdnica (Gelderblom et al., 1989; Ozel
et al., 1990; Gelderblom et a/., 1991; Hoglund et a/., 1992) indican que la proteina
adopta una estructura en forma de cono doblemente truncado. Ante la ausencia de
datos cristalograficos o estudios estructurales detallados, algunos autores han
postulado que la simetria cénica de la cépsida podria explicarse suponiendo una
simetria con un numero de triangulacién, T=3 (Rossmann, 1988), mientras que la
proteina adoptaria una conformacién de barril B con acho cadenas (Argos, 1989).
Esta estructura permitiria la existencia de un orificio hidrofébico en cuyo interior
podrian alojarse sustancias antivirales tales como compuestos WIN encaminadas a la
eliminacion del virus (Argos, 1989; Phelps y Post, 1995). Sin embargeo. la aplicaciéon
de métodos predictivos o de andlisis mediante dicroismo circular indican una
estructura secundaria inconsistente con el modelo de barril B, siendo la hélice o la
estructura mayoritaria.

METODOS PREDICTIVOS

La prediccion de estructura secundaria se realizé aplicando el programa
ANTHEPROT (Geourjon y Deléage, 1993), que engloba diferentes métodos,
obteniéndose en todos los casos unos resultados muy parecidos, siendo el elemento
mavyoritario de estructura secundaria la o-hélice. En la Figura 13 aparecen los
resultados de la prediccién de la estructura secundaria de EIAV-rp26 por el método
de Chou-Fasman (Chou y Fasman, 1978). Este método emplea una serie de valores
correspondientes a la probabilidad que tiene cada aminoacido de ocupar una posicién
en una hélice &, estructura B o giro B; a esta dltima estructura es a la que se da
mayor importancia, pues la asignacion de estructura secundaria para la proteina
comienza con la determinacion de los giros 3 que hay en la secuencia. Practicamente,
la mitad de la estructura es hélice «, estando los diferentes fragmentos helicoidales
diseminados por toda la secuencia de aminoacidos. La composicion de estructura
secundaria de la proteina seria de un 46% de hélice &, 24% de estructura 8, 12% de
giro By un 18% de estructura no ordenada.

El resto de los métodos empleados proporcionan unos resultados similares

{Tabla 1V}, dando cuenta de la hélice o del 35-b0% de la estructura secundaria,
mientras que la |[dmina B daria cuenta del 10-20%.

-BB-



Resultados y Discusion
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Figura 13. Prediccién de estructura secundaria mediante el método de Chou-Fasman {Chou y
Fasman, 1978). () ©-hélice; {-—) estructura B; {*\,// ) giro B. Debajo de la secuencia
de EIAV-rp26 aparecen aquellas zonas que poseen estructura helicoidal en los dominios 1-151
vy 1561-231 en la proteina p24 de HIV-1 { il ) {Gamble et a/., 1997; Gitti et a/., 1996).

METODO % estructura f % o-hélice % giro B % estructura
no ordenada

Garnier 11 33 8 48
Robson y 21 37 15 27

Garnier

Gibrat 15 49 - 36

Tabla IV. Prediccién de estructura secundaria de la proteina EIAV-rp26 de EIAV mediante

diferentes métodos de prediccién englobados en el programa ANTHEPROT (Geourjon y Deléage,
1993;.
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DICROISMO CIRCULAR

La proteina EIAV-rp26 purificada presenta un espectro de absorcion
caracteristico de una proteina soluble, con un maximo de absorcién alrededor de los
280 nm, sugiriendo que no contiene acidos nucleicos. El coeficiente de extincion
molar para esta proteina calculado experimentalmente mediante andlisis de
aminodcidos es 26974 M' cm™, es decir, una disolucién de proteina a 1 mg/ml
tendria un valor de A,g, de 1.03.

Es ampliamente conocido que las diferentes formas de estructura secundaria
regular encontradas en péptidos y proteinas poseen diferentes espectros de dicroismo
circular en el ultravioleta lejano. Las caracteristicas de los espectros pueden depender
de la longitud y regularidad de los elementos estructurales en las proteinas {Hirst y
Brooks, 1994). Para determinar la composicién de estructura secundaria de la proteina
EIAV-rp26 de una forma experimental, se midi¢ su espectro de dicroismo circular en
el UV lejano {Figura 14-A). En él se observan dos minimos bien diferenciados a 208
y 220 nm, caracteristicos de la estructura a-hélice. El valor de elipticidad a 208 nm
es de -21400 grados x cm? x dmol? y a 220 nm de -17960 grados x cm? x dmol™.
A partir de los datos experimentales y utilizando el método Convex Constraint
Analysis (CCA) (Perczel et al., 1991) se determinaron los siguientes porcentajes de
estructura secundaria: 50% de o-hélice, 1% de estructura B, 15% de giros By 34%
de estructura no ordenada. El espectro resuitante del ajuste aparece representado en
la Figura 14-A, junto con el espectro obtenide experimentalmente. Como se puede
observar, ambos espectros son practicamente coincidentes. Si el ajuste del espectro
se realiza mediante el método de Bolotina (Bolotina et al., 1980} se obtienen los
siguientes resultados: 33% de a-hélice, 17% de estructura 3, 20% de giro By 30%
de estructura no ordenada, donde el componente mayoritario sigue siendo la hélice
. Tanto los métodos predictivos como el dicroismo circular indican que el elemento
mayoritario de estructura secundaria es la &-hélice, por lo que el modelo de barril 3
que se ha propuesto para la proteina de la cépsida viral de HiIV-1 parece poco
probable (Argos, 1989). Por otro lado, la estructura propuesta por Argos no podria
explicar las observaciones de Langedijk et al. {Langedijk et a/., 1990), quien asignd
los sitios de unidn de varios anticuerpos monoclonales anti-p24 a regiones de p24 que
segun el modelo de barril B resultarian inaccesibles.
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Figura 14. Espectros de dicroismo circular de la proteina EIAV-rp26. (A) Espectro de CD en el UV
lejano. Junto al espectro de la protefna medido experimentalmente, que aparece en linea continua,
se representa el ajuste mediante el método CCA () (Perczel et a/., 1991). (B) Espectro de CD en
el UV préximo. La concentracién de proteina utilizada fue de 0.1-0.2 mg/m! para los espectros
en el UV lejano v 1 mg/ml para los espectros en el UV préximo. Los espectros corresponden a
la proteina obtenida cuando se utiliza el vector pUC18N/EIAVR26.

El espectro de CD de EIAV-rp26 es similar al descrito para la proteina homdloga
p24 de HIV (Ehrlich et al., 1994, Hausdorf et af., 1994). En el primer caso se trata
de una proteina gue se obtiene clonando un precursor Gag-pol que sufre un
procesamiento proteolitico cuando se expresa en E. coli. Esta proteina es capaz de
formar estructuras oligoméricas no random a alta concentraciéon, 2-30 mg/ml,
manteniendo un espectro de CD similar (Ehrlich et a/., 1994). En el segundo caso se
trata de la proteina p24 recombinante, que se obtiene renaturalizada a partir de
cuerpos de inclusion {Hausdorf et a/., 1994}. Por tanto, e independientemente del
estado de agregacion de la proteina, la hélice & es el elemento de estructura ordenada
mas abundante. En lo que a las caracteristicas de la proteina responsables de la
formacidn de la capsida respecta, los resultados son contradictorios. Asi, en el caso
de EIAV se ha propuesto que es el precursor Pr5bgag, y no [a proteina p26
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procesada, el responsable de la formacién de particulas subvirales in vive (McQuire
et al., 1994). Por otro lado, se ha descrito que p24 forma estructuras alargadas tipo
varilla (Ehrlich et al., 1992), lo que indicaria la capacidad inherente de la propia
proteina de formar estructuras oligoméricas estables. Si la formacién in vitro de
estructuras oligoméricas fuese responsable de la formacién de la capsida in vivo, dada
la alta homologia de secuencia entre todas estas proteinas, todas deberian ser
capaces de formar estructuras oligoméricas. Como se ha indicado anteriormente,
EIAV-rp26 permanece monomérica hasta una concentracion de 20 mg/ml mientras
que, como se indicard mdas adelante la proteina rp24 de FIV forma agregados a una
concentracidén similar. Por tanto, parece claro que la secuencia de aminoécidos de
cada proteina determina la diferente capacidad de formacidn de oligémeros pero que
debe existir otro factor responsable de la formacién de la capsida.

El espectro de dicroismo circular en el ultravioleta préximo de las proteinas
surge de los entornos asimétricos de las cadenas laterales de los residuos aromaticos,
asi como de las posibles contribuciones de los puentes disulfuro, u otros cofactores
de naturaleza no proteica que puedan absorber en esta regién. El espectro de CD de
la proteina EIAV-rp26 en el UV proximo (Fig. 14-B) presenta un minimo alrededor de
los 300 nm, zona donde absorben los residuos de triptéfano (Strickland, 1974}, La
proteina EIAV-rp26 posee tres residuos de triptéfanc y cuatro residuos de tirosina,
pero mediante el espectro de dicroismo circular no se puede asignar la contribucion
de los residuos individualmente, ya sean residuos de triptéfano, tirosina o fenilalanina.

ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

El entorno tridimensional de los residuos aromaticos de una proteina puede
estudiarse también mediante espectroscopia de fluorescencia. En la Figura 15
aparecen los espectros de emisién de fluorescencia de ia proteina EIAV-rp26
excitando a 275 nm y 295 nm. El espectro de emisién obtenido excitando a 275 nm
presenta un maximo de emision entorno a los 324 nm. Como referencia, el triptéfano
libre en disolucidn tiene un méximo de emisidén a 348 nm, mientras que cuando este
residuo esta en un entoerno muy hidrofébico el maximo de emisién se desplaza hacia
longitudes de onda entre los 310 y 320 nm (Lackowicz, 1983}, Por lo tanto, en la
proteina EIAV-rp26 los residuos de triptéfano estén bastante ocultos en la estructura.
En el espectro de emisién excitando a 295 nm se mide la fluorescencia emitida
unicamente por los residuos de triptéfano, que son ios Unicos fluoréforos que pueden
excitarse a esta longitud de onda. Restando al espectro de emisién a 275 nm el de
emision a 295 nm una vez normalizado determinado considerando que a partir de
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380 nm toda la emisidn de fluorescencia es debida a los residuos de triptéfano, se
puede determinar [a contribucién de los cuatro residuos de tirosina al espectro de
emisién de la proteina {Fig. 15). Se observa que esta contribucién es muy pequefia;
El valor de la intensidad de fluorescencia en el maximo de ia contribucién es alrededor
de un 13% del valor en el maximo de emisién cuando se excita a 275 nm. Este valor
tan pequefio podria indicar la existencia de procesos de transferencia de energia
desde los residuos de tirosina a los de triptéfano en la proteina o la mayor facilidad
para la desactivacién que presentan los residuos de tirosina. Esta contribucion tiene
un maximo cercano a los 300 nm, que es la longitud de onda a la que aparece el
méaximo de emisién de la tirosina en disolucidn.

50

Intensidad de fluorescencia

300 320 340 360 380 400 420 440

Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectros de emisién de fluorescencia de la proteina EIAV-rp26 de EIAV. Espectros
de emisién obtenidos con una longitud de excitacién de 275 nm | } 'y 295 nm normalizado
f----- ); contribucién de tos residuos de tirosina al espectro de emisién de EIAV-rp26 calculado
a partir de los dos espectrgs anteriores {* + + - - - }. Los espectros corresponden a la proteina
obtenida cuando se utiliza el vector pUC18N/EIAVp26.

Los diferentes pardmetros espectroscépicos de EIAV-rp26 indican gue ésta
posee una estructura tridimensional con un alto porcentaje de estructura ordenada.
Ademas, EIAV-rp26 se produce en forma soluble y se ha purificado utilizando una
metodologfa convencional no desnaturalizante. Por tanto, se puede pensar gque
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EIAV-rp26 posee estructura nativa. Como indica su espectro de CD, aproximadamente
el 50% de la estructura secundaria es hélice o, estando localizada dicha estructura
tanto en la mitad amino como carboxilo-terminal. Recientemente, se ha determinado
la estructura tridimensional del fragmento 1-151 de p24 de HIV-1 (Gitti et a/., 1996}
y la del extremo carboxilo-terminal, residuos 151-232 (Gamble et al/., 1997). El
extremo amino-terminal {residuos 1-151) adopta una estructura compuesta de siete
hélices o, dos horquillas B y un giro expuesto parcialmente ordenado, mientras que
en la regién carboxilo-terminal hay otras cuatro hélices a que siguen a una ldmina
extendida. La estructura tridimensional de estos fragmentos se ha determinado
suponiendo que ambos se comportan como unidades de plegamiento independientes
y que poseen, de manera aislada, la misma estructura que en la proteina completa.
Sin embargo, no existen datos de estructura tridimensional de la proteina entera y la
suposicion podria no cumplirse. De hecho, el dominio carboxilo-terminal posee
estructura desordenada en cristales de dimeros de HiV-p24 (Momany et al., 19986).
Ahora bien, la localizacidn en la secuencia de los fragmentos de hélice o de los
fragmentos 1-151 y 151-232 de HIV-p24 coincide bastante bien con lo que se
predice para la proteina homdloga p26 de EIAV (Fig. 13). Por ello, parece probable
que dichos fragmentos se comporten como dominios y que posean la estructura
descrita, aunque, evidentemente, son necesarios los datos de estructura
tridimensional de la proteina completa.

ANALISIS ANTIGENICO DE EIAV-rp26

En la Figura 16 aparecen los resultados obtenidos en la inmunodeteccion de
EIAV-rp26 con suero de caballo infectado por EIAV. Se utilizaron cuatro muestras de
suero infectado por EIAV, elegidas al azar, (Fig. 16, pocillos 1-4), y dos muestras
control, las dos no infectadas por EIAV (Fig. 16, pocillos 5 y 6). Como se puede
observar, sélo en el caso de las muestras infectadas se produce la reaccién con
EIAV-rp26. Las lineas més débiles observadas en los pocillos 1 v 4 pueden deberse
a fragmentos de EIAV-rp26 que reacionaron con el suero correspondiente. Sin
embargo, estos fragmentos no son visibles cuando los geles de poliacrilamida se tifien
con azul de Coomassie.

La antigenicidad de EIAV-rp26 también se determind en condiciones en las que
la proteina no se encuentra desnaturalizada. La Tabla V muestra los resultados
obtenidos en un enzimoinmunoensayo usando un lote de sueros positivos y negativos
proporcionados por el Departamento de Agricultura de EEUU. Los valores de
absorbancia de las muestras no infectadas fueron siempre inferiores a 0.04. Sin
embargo, la mayoria de ias muestras positivas dieron una absorbancia mayor de 1.0.
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Las dos muestras positivas que dieron los valores més bajos de absorbancia, muestras
19 y 20, proceden de caballos que se consideran débilmente positivos.
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Figura 16. Inmunodeteccién de EIAV-rp26 con suera infectado por EIAV. La inmunodeteccion se
llevé a cabo sobre membranas de PVDF como se describe en el apartado Métodos
Experimentales. Pocillos 1-4, suero infectado por EIAV; pocillos b y 8, suero normal de caballo.

Al igual que ocurre con la proteina p24 de HIV, p26 de EIAV es una proteina
muy inmunogénica que estd altamente conservada entre diferentes cepas de virus
(Salinovich et a/., 1986). Por ello, la respuesta de los anticuerpos anti-p26 constituye
la base de los inmunoensayos diagndsticos. El ensayo estdndar para determinar la
infeccién por EIAV en caballos es el 'Test Coggins', aprobado por la USDA en 1972
{Coggins y Norcross, 1970). Este ensayo utiliza la inmunodifusion en geles de agar
para detectar anticuerpos frente a p26. La proteina p26 utilizada en estos ensayos se
obtiene a partir de cultivos de células infectadas por EIAV. La proteina recombinante
EIAV-rp26 que se obtiene mediante el método descrito en esta memoria proporciona
un método alternativo de obtencidn del antigeno para estudiar los aspectos
inmunoldgicos de esta proteina. Los datos de inmunoblotting claramente demuestran
gue la proteina recombinante es reconocida por lo anticuerpos presentes en 10s sueros
de caballos infectados por EIAV, a pesar de que muchos epitopos dependientes de
la conformacién son destruidos mediante esta técnica. Ademads, la proteina
recombinante se puede utilizar para detectar suergs positivos en un inmunoensayo
que no desnaturaliza la proteina. Por tanto, se puede pensar en la utilizacién de EIAV-
rp26 en el desarrollo de nuevos ensayos diagnésticos de la infeccién por EIAV.
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[ MUESTRA dr ESTADO Asgo
1 Negativo 0.013
2 Positivo 1.080
3 Negativo 0.009
4 Negativo 0.032
5 Negativo 0.002
6 Negativo 0.004
7 Negativo 0.013
8 Negativo 0.015
9 Negativo 0.003
10 Negativo 0.010
11 Positivo >2.00
12 Positivo >2.00
13 Positivo >2.00
14 Positivo 1.940
15 Positivo >2.00
16 Positivo 1.962
17 Positivo 1.787
18 Pasitivo >2.00
19 Positivo 0.675
20 Pasitivo 0.459

Tabla V. Inmunoensayo enzimético de EIAV-rp26. La
antigenicidad de EIAV-rp286 fue probada frente a un panel de
sueros positivos y negativos. Los valores de absorbancia
corresponden a ia media de duplicados de cada muestra.
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1.C. PAPEL DE LOS RESIDUOS DE CISTEINA EN EL MANTENIMIENTO DE LA
ESTRUCTURA DE EIAV-rp26

El analisis de aminoécidos de la proteina EJAV-rp26 alguilada confirma la
existencia de tres residuos de cistefna. Segun se deduce de la secuencia de DNA, los
tres residuos de cisteina ocupan las posiciones 48, 198 y 218 de la secuencia
clonada. Las dos cisteinas que se encuentran en el extremo carboxilo-terminal estan
muy conservadas en el resto de las proteinas de las capsidas lentivirales {Stephens
et al., 1986; Talbott et a/., 1989; Gamble et al., 1997}). Ademaés, en el caso de la
proteina p24 de HIV-1 se ha descrito que entre estas dos cisteinas se forma un
puente disulfuro intracatenario {Hausdorf et a/., 1994), por lo que podria pensarse que
en el resto de las proteinas de las cédpsidas ocurre lo mismo. Para determinar si en el
caso de EIAV-rp26 se forma un puente disulfuro intracatenario se han llevado a cabo
una serie de estudios encaminados a probar su existencia, y a determinar entre qué
residuos de cisteina se forma dicho puente.

Dada la implicacién estructural de este tipo de interacciones se ha estudiado
el papel de los grupos SH en el mantenimiento de la estructura tridimensional de
EIAV-rp26. Los estudios que se describen en esta memoria se iniciaron con la
proteina EIAV-rp26 obtenida con el pldsmido pKK223-3N/EIAVp26. Cuando esta
proteina purificada se analiza mediante PAGE-SDS en presencia o en ausencia de
agente reductor (B-mercaptoetanol al 5%), la proteina, tanto en condiciones
reductoras (Fig. 12, pocillo 6) como no reductoras (Fig. 12, pocillo 7), migra como
un mondédmero de 26 kDa, lo que indica que no hay puentes disulfuros formados entre
dos moléculas de proteina. En algunas preparaciones, en ausencia de agente reductor
se observa la presencia de un pequefio porcentaje de forma dimérica (b-10%).

El nimero de grupos SH libres de la proteina se puede determinar incubando
EIAV-rp26 con DTNB en presencia o ausencia de agentes desnaturalizantes como el
cloruro de guanidinio o el SDS, que hacen que todos los grupos SH libres de la
proteina gueden totalmente accesibles al reactivo. Para las distintas preparaciones
estudiadas, el nimero promedio de grupos SH libres, aun en presencia de agente
desnaturalizante, es 1.1. Este valor indica que la proteina pKK/rp26 se comporta,
mayoritariamente, como un mondmero en el que existe un puente disulfuro entre dos
de las tres cisteinas de la molécula. Para determinar la posicién de la cisteina libre, se
procedié a marcarla con '*C-iodoacetamida. Una vez marcada, la preparacién se
dializé y la proteina se redujo con DTT y se volvié a alquilar, pero esta vez con
iodoacetamida sin marcar. La proteina entonces se digiere con tripsina y los péptidos
resultantes de la digestion se separaron mediante cromatografia liquida de alta
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presién {HPLC). El perfil de HPLC de los péptidos tripticos se recoge en la Figura 17.
En é! aparecen tres picos mayoritarios, sefialados con una flecha, que tienen una
radiactividad especifica similar. Estos tres picos se analizaron y se comprobd que
correspondian a los péptidos donde se encuentran los residuos de cisteina. Por lo
tanto, ya que las tres cisteinas se marcan practicamente en la misma proporcién, no
parece que haya ninguin puente disulfuro estable formado entre dos de los residuos
de cisteina, ya que de lo contrario se habria obtenido un (nico pico mayoritario
marcado, que corresponderia a la cisteina libre, que deberia haber sido la Cys48.
Estos datos podrian sugerir que las tres cisteinas se encuentran inicialmente en forma
libre en la estructura plegada, y que, durante el proceso de purificacién, se produce
la oxidacion de las tres Cys, formandose mas de un puente disulfuro, implicando por
igual a las tres cisteinas.

Azt ca8
0.4 »-_1
0.3} c198
{
0.2+
c218
0.1¢ \N
o ! ! ] | L]
20 40 80 80 100
MIN

Figura 17. Perfil de elucién de HPLC de los péptidos resuitantes de la digestién de EIAV-rp26
marcada con [1-"*Cl-iodoacetamida con tripsina. Las fracciones radiactivas se hidrolizaron con
HCI 6 N. La composicién de los péptidos sefialados como C48, C198 y €218, determinada
mediante andlisis de aminodcidos, coincide con la deducida de la secuencia de aminoscidos de
los péptidos que contienen cisteina. Los péptidos que contienen residuos de cisteina.
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En este mismo sentido apuntan los resultados gue se obtienen cuando se utiliza
la proteina EIAV-rp26 purificada a partir del vector pUC18N/EIAVDP26. En este caso,
el nimero de grupos tidlicos libres varié, para las distintas preparaciones, entre 2 y
2.6, con un valor promedio de 2.2. También en este caso se observa mediante
PAGE-SDS en ausencia de agente reductor la existencia de un 5-10% de forma
dimérica. Estos datos indican, efectivamente, que no hay un puente disuifuro formado
entre dos de las tres cisteinas. Sin embargo, el hecho de que en ninguna preparacion
se observen 3 grupos SH libres, indica que también en este caso existe una cierta
proporcién de moléculas en las que si se forma el puente disulfuro. Si se considera
que en estas preparaciones hay un 5-10% de dimeros y que éstos tienen un solo
puente disulfuro intercatenario, la preparacidén con 2.2 SH libres estaria formada por,
aproximadamente, un 55-58% de proteina reducida (con 3 SH libres) y un 35-37%
de forma monomérica con un puente disulfuro; si la forma dimérica tuviese todos los
SH oxidados, en la preparacién con 2.2 SH libres la forma monomérica reducida
deberia dar cuenta de un 60-61% del total. De cualquier manera, estos datos
apuntarian hacia una gran proximidad de los residuos de cisteina en la estructura
tridimensional.
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Figura 18. Espectros de CD en el UV lejano (A) y préximo (B) de las proteinas pUC/rp26 (e} ¥
pKK/rp26 (o). La concentracion de proteina utilizada fue de 0.1-0.2 mg/ml para los espectros en
el UV lejano vy 1 mg/ml para los espectros en el UV préximo.
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Como indican los espectros de CD en el UV préximo y lejano (Fig. 18, Ay B}
el diferente contenido en grupos SH libres se traduce en un cambio tanto a nivel de
estructura secundaria como tridimensional. Aunque en los dos casos la forma del
espectro en e} UV lejano es la misma, con dos minimos a 208 y 220 nm, hay un
cambio en la magnitud del espectro. Asi, a 208 nm la elipticidad de la forma con 1.1
grupos SH libres es de -14940 grados x cm? x dmol', mientras que la de la forma con
2.2 SH libres es -21400 grados x cm? x dmol™. El ajuste del espectro de pKK/rp26
mediante el método CCA proporciona la siguiente estructura secundaria: 40% de
a-hélice, 26% de lamina B, 12% de giro B y 22% de estructura no ordenada.
Comparando con la estructura de pUC/rp26 se observa una disminucién de la
proporcién de hélice o (del 50 al 40%) y un aumento considerable de la ldmina B {(de
1 a 26%). El entorno de los residuos aromaticos varia como consecuencia de la
formacién del puente disulfuro. Este cambio afecta fundamentalmente a las bandas
dicroicas localizadas entre 270 y 220 nm.

De la comparacién de los espectros de emisién de fluorescencia, tanto
excitando a 275 nm como a 295 nm, de ambas proteinas no se deduce ningudn
cambio sustancial en la polaridad de los microentornos de los fluoréforos de EIAV-
rp26. Sin embargo, si se observan diferencias entre ambas proteinas cuando se
estudia la desactivacidn {quenching) de fluorescencia por iodure potésico.

La utilizacién de la técnica de desactivacion de fluorescencia por agentes
solubles, como es el ioduro potédsico, proparciona informacién acerca del diferente
grado de exposicion de los distintos fluordéforos de la proteina. Como se ha
comentado anteriormente, la proteina EIAV-rp26 posee cuatro residuos de tirosina y
tres de triptéfano, aunque a la vista de sus espectros de fluorescencia, la emision se
debe principalmente a los residuos de triptéfano. Por otro lado, los espectros de
emisién de fluorescencia que se han utilizado en estos estudios se han obtenido con
una longitud de onda de excitacién de 295 nm, a la que s6lo se excitan los residuos
de Trp. Por tanto, estos estudios de desactivacion por IK darén informacion acerca
de la exposicién de los Trp de EIAV-rp26. El IK ejerce su accién a través de un
mecanismo fundamentalmente calisional, por lo que la eficacia para desactivar la
fluorescencia de los triptéfanos de EIAV-rp26 dependerd de si es capaz o no de
interaccionar con ellos y, probablemente, del diferente grado de exposicién en la
molécula (Lehrer, 1871; Eftink y Ghiron, 1976). Segin esto, un cambio en las
caracteristicas del apagamiento reflejard una variacién en la accesibilidad al agente
de apagamiento, y, por tanto, un cambio conformacionai.

Ei ioduro potasico, al ser un compuesto iénico, cargado y fuertemente
hidratado, Onicamente va a actuar sobre los fluoréforos que estén en la superficie de
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la proteina o cerca de ella (Lehrer, 1971). La representacion de Stern-Volmer para la
desactivacion con ioduro de la proteina EIAV-rp26 nativa no es una linea recta, sino
que a partir de 0.3 M presenta una curvatura hacia ¢l eje de abscisas en el intervalo
de concentraciones empleadas (datos no mostrados), lo que indica que:

a) a una concentracién de 0.3 M de ioduro potasico la proteina no esta
desnaturalizada, ya que en ese caso se deberia observar una curvatura hacia arriba
(Eftink y Ghiron, 1976).

b} hay dos poblaciones de triptéfanos, accesibles y no accesibles al agente de
apagamiento, Es mds, fa poblacién de fluoréforos accesibles al ioduro es homogénea,
ya que cuando los datos obtenidos se representan siguiendo la ecuacién de
Stern-Volmer modificada se obtiene una linea recta (Fig. 19) (Lehrer, 1971).

FJAF 5

-

1 'l 1 1 il

2 4 5] 8 10 12 14
1[I (M

Figura 19. Representacion de Stern-Volmer modificada para la desactivacién por ioduro potésico
de las proteinas pUC/rp26 (®), pKK/rp26 (o). A partir de los espectros de emisién de
fluorescencia para una excitacién de 295 nm de pUC/rp28, pKK/rp26 se obtienen los valores de
intensidad de fluorescencia en el méximo de emisién. El valor de F, se determina con una muestra
control a la que se afiade NaCl, segun se describe en Métodos Experimentales.,
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En la Figura 19 se recoge la representacion de Stern-Volmer modificada para
la desactivacién por ioduro potésico de las proteinas pUC/rp26 y pKK/rp26. A partir
de esta representacidn se calcula la fraccién de residuos accesibles al agente
desactivador asi como la constante de desactivacion. Esta constante permite calcular
la facilidad para producir la desactivacién de la fluorescencia, ya que el inverso de su
valor representa la concentracién de agente de desactivacidn necesaria para reducir
un 50% la intensidad de fluorescencia. Asf, cuanto menor sea el valor de K més dificil
serd desactivar la fluorescencia y, por tanto, mas internos deberan encontrarse los
fluordforos de la proteina. Estos valores aparecen en la Tabla V1.

f, K (M)
pUC/rp26 0.73 +0.03 55+1.0
pKK/rp26 0.88 + 0.05 54+0.9

Tabla VI. Pardmetros de fluorescencia para la desactivacién por ioduro potésico de pUC/rp26 y
pKK/rp26. f,, fraccion de fluoréforos accesibles al agente de apagamiento; K, constante de
apagamiento obtenida a partir de la ecuacién de Stern-Volmer modificada.

En la proteina pUC/rp26 el 73% de los triptéfanos son accesibles al [K, estando
el resto en el interior de la estructura tridimensional. Cuando se forma el puente
disulfuro en pKK/rp26 se produce un cambio conformacional que hace que aumente
significativamente el nimero de Trp accesibles al ioduro. El valor de la constante no
varia practicamente de una proteina a otra. Ademas, este valor de 5.5 M 'nos indica
que los Trp accesibles no estan en la superficie, ya que el valor de la constante de
apagamiento de N-acetil-triptofanamida es de 17.5 M (Eftink y Ghiron, 1976).

Otro de los pardmetros estructurales empleados para comparar ambas proteinas
es la temperatura de desnaturalizacién térmica, determinada a partir de la variacién
de la elipticidad a 208 nm con la temperatura (Fig. 20). Estas curvas de
desnaturalizacién térmica se han medido siguiendo la variacién continua de ©,,, al
aumentar la temperatura a una velocidad de 30 °C/hora. Como se puede observar,
la proteina pKK/rp26, y a pesar de poseer una estructura mas abierta en términos de
la fraccidn de residuos accesibles al IK, posee una temperatura de desnaturalizacién
térmica ligeramente mayor que la de la proteina pUC/rp26 (55 °C y 53.8 °C
respectivamente). Teniendo en cuenta que el cambio conformacional inducido por la
formacién del puente disulfuro provoca un aumento en el porcentaje de ldmina B,
podria ser ésta la responsable de la ligera mayor estabilizacién de la estructura
tridimensional.
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Figura 20. Curvas de desnaturalizacién térmica de las protefnas pUC/rp26 (A) y pKK/rp26 (B).
La elipticidad a 208 nm se midié de forma continua y se la temperatura se increments a una
velocidad de 30 °C/hora. La concentracién de la proteina empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/ml
v en todos los casos se empled un tampdén fosfato sédico 10 mM, pH 7.0. En cada caso se indica
el valor de la T, vy la desviacién estandar correspondiente.

REDUCCION Y CARBOXIAMIOMETILACION DE EIAV-rp26

Con el objeto de determinar las caracteristicas estructurales que tiene la
proteina cuando los tres residuos de cisteina son incapaces de formar puentes
disulfuros tanto intra- como intercatenarios, se modificaron los grupos SH con
iodoacetamida después de gue la proteina se hubiese reducido con DTT. El andlisis
de aminoé4cidos de {a proteina reducida y carboxiamidometilada pone de manifiesto
que las tres cisteinas se encuentran maodificadas, pues se obtienen tres residugs de
carboximetilcisteinas por molécula de proteina. Aunque los resultados que se
presentan a continuacién son los obtenidos con pUC/rp26, con la proteina pKK/rp26
se obtuvieron resultados similares.

El espectro de dicrofsmo circular en el UV lgjano de la proteina reducida y
carboxiamidometilada {rp26 CAM) se representa en la Figura 21, comparado con el
de la proteina pUC/rp26. Tanto la forma del espectro como el valor de la elipticidad
a 208 nm son practicamente idénticos {-20250 para rp26 CAM frente a los -21400
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de la protefna nativa), por lo que parece que la modificacion de los grupos SH de la
proteina no supone practicamente alteracién de la estructura secundaria. Sin
embargo, los valores de la temperatura de transicién térmica si que son diferentes,
ya que para la proteina nativa se obtiene un valor de 53.8 °C mientras que para la
proteina reducida y carboxiamidometilada |la temperatura de transicién es de 48.3 °C
(Fig. 22). Ademas, el proceso de desnaturalizacion térmica en el caso de la proteina
rp26 CAM es menos cooperativo que el de la proteina nativa. La introduccidn del
grupo carboxiamidometilo, voluminoso, hace que sea mas facil desnaturalizar
térmicamente la proteina, a pesar de que la maodificacién quimica no altera
practicamente la estructura global.

[O]yrw X 107 (grado x cm? x dmol™)

i i i I 'y
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Figura 21. Espectros de dicroismo de las proteinas pUC/rp26 (®) y rp26 CAM (e).
La concentracién de proteina empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/ml.
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Figura 22. Curvas de desnaturalizacion térmica de las proteinas pUC/rp26 (A), rp26 CAM (B),
rp26 OXD {(Cl y rp26 RED (D). En todos los casos la proteina utilizada fue pUC/rp26. La
elipticidad a 208 nm se midié de forma continua y se la temperatura se increment$ a una
velocidad de 30 “C/hora. La concentracién de la proteina empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/mi
y en todos los casos se empled un tampoén fosfato sédico 10 mM, pH 7.0. En cada caso se indica
el valor de la T, v la desviacién estdndar correspendiente.

En la Figura 23 se encuentran representados los espectros de emision de
fluorescencia de las proteinas nativa y carboxiamidometilada excitando a 275 y 295
nm. Como se observa, el maximo de emision {324 nm) a las dos longitudes de onda
de excitacion no varia como consecuencia de la alquilacién. En la proteina rp26 CAM
hay una peqguefia disminucidon de la intensidad de fluorescencia, que podria ser
indicativo de una diferente estructuracion tridimensional y, por tanto, de una mayor
exposicion al disclvente de los residuos de Trp que implicaria una mayor
desactivacion de la fluorescencia de estos residuos en rp26 CAM. Sin embargo, los
espectros no experimentan ningin desplazamiento en el madxime de emisién. En el

-73-



Resulftados y Discusion

caso de que los residuos de triptéfano estuviesen mas expuestos habria un
desplazamiento del maximo hacia mayores longitudes de onda. Por tanto, esta
diferencia de intensidad de fluorescencia podria ser debida a una diferencia en el valor
de la concentracion de la proteina. En relacién a la contribucién de los residuos de
tirosina, ésta es muy pequefia en ambos casos, siendo ligeramente en el caso de la
proteina rp26 CAM.

Intensidad de fluorescencia

300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectras de emisién de fluorescencia de las proteinas pUC/rp26 (A) y rp26 CAM (B)}.
Espectro de emision obtenidos con una longitud de excitacién de 275 (—3 v 295 nm (- - - -};
contribucién de los residuos de tirosina al espectro de emisién {- - - -). Los espectros de emisién
excitando a 295 nm estdn normalizados. La concentracion de proteina utilizada fue de 40-60
ug/ml.

El efecto de la reduccién y alquilacion de los grupos SH se ha medido
determinando la desactivacién de fluorescencia por K. En este caso la poblacidén de
Trp accesibles al ioduro también es homogénea, como lo indica el hecho de que la
representacion de Stern-Volmer modificada es una linea recta (Fig. 24). A partir de
esta representacién se calcula la fraccién de residuos accesibles al agente de
apagamiento, f,, y la constante de apagamiento, K, valores que se recogen en la
Tabla VII. El valor de f, sdlo es ligeramente mayor que el que se obtiene para la
proteina pUC/rp26. Sin embargo, es menor que el que se obtiene en el caso de
pKK/rp26. Como se ha indicado anteriormente los resultados obtenidos al reducir y
carboxiamidometilar los grupos SH tanto en pUC/rp26 como de pKK/rp26 son muy
similares. Por tanto, al romper el puente disulfuro presente en pKK/rp26 se obtiene
una estructura en la que los triptéfanos poseen un grado de exposicién semejante al
que poseen en la proteina pUC/rp26. En lo que a la constante de desactivacion
respecta no se observa variacién alguna como consecuencia de la modificacion
quimica.
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Figura Z24. Representacion de Stern-Volmer modificada para la desactivacién por ioduro potésico
de las proteinas rp26 CAN (#), rp26 OXD (A} y rp26 RED (M). A partir de los espectros de
emision de fluorescencia para una excitacién de 295 nm de rp26 CAM, rp26 OXD y rp26 RED
se obtienen los valores de intensidad de fluorescencia en €l méximo de emisién. El valor de F, se
determina con una muestra control a la que se afiade NaCl, segun se describe en Métodos
Experimentales.

PROTEINA f, K (M)

rp26 CAM 0.77 + 0.11 5.8 + 1.5
rp26 RED 0.64 = 0.10 6.6 + 1.0
rp26 OXD 0.89 = 0.11 53 1.7

Tabla VII. Parémetros de fluorescencia para la desactivacion por ioduro potésico para las
proteinas rp26 CAM, rp26 RED y rp26 OXD. f, fraccion de residuos fluoréforos
accesibles al agente de apagamiento; K, constante de apagamiento obtenida a partir de
la ecuacién de Stern-Volmer modificada.
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REDUCCION Y OXIDACION DE EIAV-rp26

A la vista de los resultados obtenidos con las proteinas pUC/rp26 y pKK/rp26
y con la proteina rp26 CAM, parece claro que el estado en el que se encuentren los
grupos SH en la molécula de proteina tiene mucha importancia en la estructura que
adopte EIAV-rp26. Por ello se procedié a estudiar la estructura cuando estos grupos
sulfhidrilo se encuentran en diferente estado de oxidacién. Para ello, la proteina
pUC/rp26 nativa se redujo con DTT y se oxid6é con CuSO,, midiéndose diferentes
pardmetros estructurales de la proteina reducida (rp26 RED)} y oxidada {rp26 OXD).
Los datos que se presentan para rp26 RED son los obtenidos tanto con pUC/rp26
como con pKK/rp26. Sin embargo, los de rp26 OXD son sélo los que se obtienen con
pUC/rp26 puesto que en pKK/rp26 ya se encuentran parcialmente oxidados los
grupos sulfhidrilos.

La proteina reducida deberia tener unas caracteristicas semejantes, en cuanto
a su estructura, a las de la proteina pUC/rp26 puesto que esta proteina se encuentra
con parte de sus tres grupos tiélicos libres sin formar ningln puente disulfuro (2.0-2.6
SH libres/molécula de proteina)}. Cuando la proteina se reduce con DTT y se mide su
espectro de CD en el UV lejano en ausencia de agente reductor se obtienen fos
resultados que aparecen en la Figura 25. El exceso de DTT de la disolucidn se elimind
pasando la muestra a través de una columna PD-10 e inmediatamente se midio su
espectro de dicroismo, para evitar que la proteina se oxidara por la accion del oxigenc
atmosférico. El valor de elipticidad a 208 nm disminuye significativamente respecto
del de la proteina original (-21440 grados x cm? x dmol’ para la proteina sin reducir
y -23970 grados x cm? x dmol’ para {a proteina reducida). Mayor es la diferencia
cuando se compara el espectro de CD de la proteina reducida con el de pKK/rp26
{Fig. 18). El valor de O, para esta proteina es de -14940 grados x cm? x dmol”, por
lo que la reduccién del puente disulfuro supone una disminucién muy considerable,
1.6 veces, del valor de elipticidad. El espectro de la proteina oxidada con CuSQO, es
similar en forma al obtenido para la proteina sin reducir aunque la elipticidad a 208
nm es algo mas baja, -19730 grados x cm? x dmol”'. Para estas muestras se
determing el niumero de SH libres mediante reaccion con DTNB, obteniéndose 2.7
grupos SH/molécula para la proteina reducida en ausencia de DTT y 0.8 para la
proteina oxidada. Incluso después de reducir con DTT no llegan a observarse los tres
grupos SH. Teniendo en cuenta gue en preparaciones reducidas no se observan
dimeros, el 85% de las moléculas deben tener todas las cistelnas reducidas y el 15%
restante debe tener un puente disulfuro intramolecular. El CuSQ, actida favoreciendo
la oxidacidn de los grupos SH libres de una proteina mediante la formacion de puentes
disulfuros tanto intramoleculares como intermoleculares, éstos Ultimos originarian la
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aparicion de dimeros. Por ello, es importante determinar el tipo de interacciones que
se han producido por la oxidacién de EIAV-rp26. Para ello, la protefna oxidada se
sometid a un andlisis por PAGE-SDS en condiciones no reductoras, densitometrando
el gel tefiido. Se observa que hay un aumento en la proporcion de dimeros al tratar
la proteina con CuSQ,, {20-30% de dimeros frente a 5-10% en la proteina sin
reducir}, aunque ef mondmero sigue siendo [a forma mayoritaria en la proteina
oxidada. Como el ndmero de grupos tidlicos libres de la proteina oxidada es de 0.8
y el 70% de ila proteina es monomérica, con un grupo SH libre y un puente disuifuro
intramolecular, los dimeros que se observan en la proteina oxidada con CuSO, deben
tener prdcticamente todas las cisteinas oxidadas, a diferencia de los dimeros gue se
observan en el resto de preparaciones en los que podria ocurrir gue $é&lo una cisteina
de cada moiécula implicada en el dimero se encontrase oxidada.

[©)y rw X 107 (grado x cm? x dmol™)

1 1 - L 1

190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda {nim)

Figura 25. Espectros de dicroismo circular de las proteinas rp26 RED (M) y rp26 OXD (A).
La concentracién de protefina empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/ml,

A la vista de estos resultados parece claro que existe una relacion entre el
nimero de grupos SH libres y el espectro de CD. A partir del espectro de la
muestra reducida, con 2.7 SH libres, y de la composicién de formas reducida y
oxidada que posee esta muestra, si suponemos que la forma monomérica oxidada
coincide con pKK/rp26, se podria determinar el espectro teérico de la muestra
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totaimente reducida. Asi, fa elipticidad a 208 nm para esta forma reducida con 3
grupos SH libres seria -26560 grados x cm? x dmol. Considerando ésta y la forma
pKK/rp26 como estructuras extremas se podria determinar la elipticidad de
cualquier forma intermedia. Por ejemplo, la proteina pUC/rp26, que posee 2.2
SH/molécula, con los porcentajes de formas monomérica oxidada y reducida y
formas diméricas sefaladas anteriormente, 35-37%, 55-58% vy 5-10%
respectivamente, tendria un valor de ©,, de -21600 a -21800 grados x cm? x
dmol, valor préximo al experimental que es de -21440 grados X cm? x dmol’.
Teniendo en cuenta los resultados de los ajustes de los espectros por el método
CCA., el cambio conformacional inducido por la formacién del puente disuifuro en
la proteina en su forma monomérica puede llevar consigo un aumento en la
proporcién de fdmina . En este sentido apunta la existencia de un punto
isodicréico a 200 nm gue se observa en la Figura 25. El espectro de rp26 OXD
deberia ser similar en magnitud al de pKK/rp26 puesto que tienen un contenido
similar en grupos SH. La diferencia entre ambas formas radica en la diferente
proporcién de dimeros, 30% en rp26 OXD, y pudiera ser ésta la responsable de la
diferencia observada en los espectros de CD.

Los espectros de emisién de fluorescencia de la proteina reducida y oxidada

(datos no mostrados), excitando a 275 nm, no presentan ninguna variacion ni en
la longitud de onda del maximo de emisién, ni en el valor de la intensidad en el
méximo. Este sigue centrado a 324 nm. Sin embargo, si se observan diferencia
cuando se llevan a cabo estudios de desactivacién de fluorescencia por ioduro
potdsico. Las representaciones de la ecuacién de Stern-Volmer modificada para
estas proteinas aparecen en la Figura 24. A partir de estas rectas se calculan Ia
fraccion de residuos accesible al agente de desactivacién y la constante de
desactivacién, qgue se recogen en la Tabla VIi. Se observa que fa reduccion de {a
proteina EIAV-rp26 supone una disminucién en el valor de f,. Como consecuencia
de la reduccién parte de los residuos de Trp pasan a ocupar una localizacion mas
interna, menos accesibles al agente de desactivacion. Sin embargo, al oxidar la
proteina parte de los residuos que antes no eran accesibles pasan a serlo. E| valor
de f, de la proteina oxidada, 0.89, coincide con el de pKK/rp26, 0.88, que posee
un valor similar de grupos SH libres. El valor de la constante de desactivacion no
varia practicamente como consecuencia de {a oxidacidn o la reduccién. Si estos
resultados los relacionamos con el ndmero de grupos suifhidrifo libres en 1a
proteina, podemos observar que al aumentar el ndmero de grupos SH libres se
g;(;:u;: ;.rézc:)xz:r:?:zii:e?:aiipfézcgfg (dze—iressli_‘drss accesibles al ioduro, pues se
2.2 SH libres) y a 0.89 para rp26 OXD (0 8 SH lilbrreS) Loy pare pl:'C/rp26 oo
. es). Esto supondria una mayor
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estructuracion de la proteina como consecuencia del aumento de grupos tidlicos
libres en la proteina. De nuevo se comprueba que el estado de oxidacion en el que
se encuentran los residuos de cisteina en la proteina es importante en el
mantenimiento de la estructura tridimensional de la proteina.

Por ultimo, se han utilizado las curvas de desnaturalizacidon térmica de las
proteinas reducida y oxidada, obtenidas midiendo la elipticidad a 208 nm de forma
continua al aumentar la temperatura, para determinar el efecto del estado de
oxidacién de los grupos SH en la estabilidad térmica de la estructura tridimensional
(Figura 22}. El proceso de desnaturalizacion térmica es cooperativo, aungue para
la proteina rp26 OXD esta cooperatividad es menor. Los valores de la temperatura
de transicidn térmica varian segun sea el estado de oxidacion de los grupos tidlicos
de la protefna. Como puede observarse la proteina reducida tiene una T,
(54 + 0.5 °C) muy similar a la de la proteina sin reducir (53.8 £ 1.0 °C ). Sin
embargo, la oxidacién de la proteina produce una disminucién en la temperatura
de transicién que pasa a ser de 49.1 x 1.0. Es decir, la proteina se vuelve menos
estable térmicamente como consecuencia de la formacion tanto de formas
diméricas como de un puente disulfuro intramolecular. La T, de la proteina oxidada
(49.1+1,0°C}) es muy parecida a |la de la proteina reducida y carboxiamidometilada
(48.3 = 0.5 °C), pero diferente a la de pKK/rp26 (55 + 0.2 °C}, a pesar de tener
un contenido de grupos SH libres similar. Esta diferente facilidad para
desnaturalizar las proteinas pKK/rp26 y rp26 OXD seréa el reflejo de la diferente
estructura tridimensional que indican sus espectros de dicroismo circular,

ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA MUTANTE rp26-C48S

Empleando las mismas técnicas que las utilizadas para clonar EIAV-rp26, se
ha clonado el gen que codifica la proteina p26, cambiando el residuo de cisteina
de la posicién 48 por un residuo de serina, en el vector de expresién pUC18N. A
esta proteina mutada la denominaremos rp26-C48S. El residuo cambiado
corresponde a la cisteina que no se conserva en el resto de las proteinas
lentivirales, esto es, aquella que se ha descrito que no forma un puente disulfuro
intracatenario. Con el cambio de cisteina por serina se pretende influir lo menos
posible en el entorno tridimensional de la proteina. El residuo elegido posee
propiedades semejantes a la cisteina, pero sin la caracteristica de poder formar
puentes disulfuros. La expresion en £. cofi y la purificacién de la proteina se ha
llevado a cabo empleando los protocolos utilizados para la proteina salvaje.
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La mutacion introducida se comprueba mediante secuenciacién automatica
del DNA que codifica rp26-C48S. Ademds, por andlisis de aminoéacidos de la
proteina reducida y carboxiamidometilada se comprueba que hay un aumento del
nimero de residuos de serina en una unidad y una disminucién en el nimero de
carboximetilcisteinas. Mediante PAGE-SDS se comprueba que el grado de pureza
de esta proteina es superior al 95%.

La reaccién de la proteina rp26-C48S con DTNB indica que hay 1.6 grupos
tidlicos libres. Si, como se ha descrito para otras proteinas de las céapsidas
[entivirales, las dos cisteinas que se conservan en la secuencia de la proteina se
encontrasen formando un puente disulfuro, €l nimero de grupos SH libres de la
proteina mutante seria cero. Sin embargo, el resultado obtenido indica que el 80%
de las moléculas poseen los dos residuos de cisteina libres, sin formar ningan
puente disulfuro. Ademas el andlisis de la proteina por PAGE-SDS en condiciones
no reductoras indica que el 20% restante de moléculas poseen un puente disuffuro
intracatenario puesto que no se observa la aparicion de formas diméricas. Esta
proteina mutante serfa, por tanto, similar a la pUC/rp26 en cuanto que las dos
poseen ta mayor parte de sus cisteinas en forma libre.

Puede ocurrir que la mutacién intraducida en EIAV-rp26 origine un cambio
sustancial en la estructura tridimensional de la proteina, de manera que las dos
cisteinas queden tan lejos en el espacio que no puedan interaccionar entre si y no
se forme el puente disulfuro. Para comprobar este aspecto, se han determinado
distintos parametros estructurales de la proteina mutante y compararia con la
proteina original.

El espectro de CD de la proteina mutante en el UV legjano se recoge en la
Figura 26. Como puede observarse, la proteina rp26-C48S sigue presentando un
espectro con dos minimos a 208 y 220 nm y una forma idéntica a la de la proteina
original. De la misma forma, ambas proteinas poseen un valor de elipticidad a 208
nm muy parecido {-21440 y -20650 grados x cm” x dmol™ para la proteina original
y mutante, respectivamente}. Por |lo tanto, en relacion a la estructura secundaria
de la proteina, la mutaciéon introducida en rp26-C485 no la afecta
significativamente. El espectro de CD en el préximo indica una estructuracién
tridimensiona! muy parecida a la de la proteina pUC/rp26 (Fig. 26).
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Figura 26. (A) Espectros de CD en el UV lejanao de la proteina mutante rp26-C48S (V), rp26-C48S
OXD {a} y 1p26-C48S RED ([} v (B) en el UV proximo de la proteina rp26G-C48S (B).
La concentracion de la proteina empleada fue de 0.7-0.2 mg/ml para el UV lejano v 1 mg/ml para
el UV préximo.

En cuanto a la estabilidad térmica de la proteina, las curvas de
desnaturalizacién indican que la temperatura de transicién de la proteina mutante es
ligeramente mas baja que la de la proteina salvaje (53.8 °C para pUC/rp26 salvaje y
52.9 °C para rp26-C48S) (Tabla VII). Por o tanto, el cambio de cisteina por serina
afectar de manera poco significativa a la estabilidad térmica de EIAV-1p26. La
variacién en la T, podria deberse a cambios en las interacciones entre residuos que
se encuentran cercanos a la cisteina en la estructura tridimensional, pero no a un
cambio en la estructura global. Al fin y al cabo, se cambia un residuo que posee un
grupo SH por otro que tiene un grupo hidroxilo, que forma maés facilmente puentes
de hidrégeno con otros grupos cercanos.

Los espectros de emision de fluorescencia, excitando a 275 y 295 nm de Ia
protelna mutante se representan en la Figura 27. El maximo de emisidn, excitando a
275 nm, aparece a 324 nm, valor que coincide con el obtenido para la proteina
EIAV-rp26 (Fig. 23). Cuando se utiliza una longitud de onda de excitacidon de 295 nm,
el maximo aparece a 325 nm, practicamente coincidente con el maximo del espectro
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medido a 275 nm. Para la proteina mutante la contribucién de los residuos de tirosina
al espectro de emisién es pequefia, alrededor de un 13%, como ocurre en la proteina
EIAV-rp26 (Fig. 23},

Inrtensidad de fluorescencia

0 1 1 1"."'! ----- [N P r .
300 320 340 380 380 400 420 440

Longitud de onda {(nm)

Figura 27. Espectros de emisién de fluorescencia de rp26-C488S. Espectros de emisién medidos
con una longitud de onda de excitacién de 275 } v 295 nm normalizado (- - - -};
contribucidn de los residuos de tirosina al espectro de emisién (- - - -+ }, determinada como la
diferencia entre los dos anteriores.

Con objeto de determinar el papel que juega el estado de oxidacién de los
residuos de cisteina de la proteina mutante, ésta se redujo con DTT y se oxidé con
CuS0,, estudidndose los mismos pardmetros estructurales que en la proteina original.

El nimero de grupos sulfhidrilo libres de la proteina oxidada con sulfato de
cobre valorada con DTNB, es cero. Para comprobar si el puente disulfuro se forma
dentro de la cadena polipeptidica o bien entre diferentes moléculas de la proteina
mutante, dicha proteina se sometié a un analisis de PAGE-SDS (datos no mostrados}.
No se observa la formacién de dimeros, por lo que la ausencia de grupos SH libres en
la proteina se debe integramente a la formacién de un puente disulfuro intracatenario.
El nimero de grupos SH libres aumenta ligeramente cuando la proteina se reduce con
DTT, pasando de 1.6 a 1.7. Este nimero indica que el 85% de las moléculas estan
reducidas y el 15% restante poseen un puente disulfuro intramolecular puesto que no
se detecta la formacién de dimeros. Esta preparacién de proteina mutante reducida
tiene un contenido en grupos SH comparable a la proteina EIAV-rp26 reducida , en
la que también el 85% de las moléculas estdn totalmente reducidas.
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El espectro de CD en el ultravioleta lejano de la proteina rp26-C48S oxidada
(Figura 26) indica un aumento en valor absoluto en la elipticidad a 208 nm cuando se
compara con la proteina mutante nativa, aunque ta forma del espectro sigue siendo
la misma. De un valor de -20650 se pasa a -18600 grados x cm? x dmol”. Por el
contrario, la reduccién con DTT origina una disminucién en el valor de la elipticidad
a 208 nm (-21700 grados x cm? x dmol”). Por lo tanto, los resultados de dicroismo
circular de la proteina mutante son comparables a los que se obtienen con la proteina
pUC/rp26. Conforme aumenta el nimero de grupos tidlicos libres aumenta, en valor
absoluto, el valor de la elipticidad a 208 nm de la proteina, siendo maximo en el caso
de la proteina reducida donde el nimero de grupos SH libre de la proteina es de 1.7.
Los porcentajes de variacidn entre las diferentes formas de las dos proteinas son
semejantes, Cuando se oxidan los grupos SH hay un aumento del 8-10% en el valor
de O,y en las dos proteinas. Cuando se reducen hay una disminucién del 12% en ei
valor de O,,, de pUC/rp26 y del 5% en rp26-C48S, donde aumentade 1.6 a 1.7. Para
todas estas formas protéicas se midieron las curvas de desnaturalizacién térmica y
de ellas se obtuvieron las temperaturas de transicién obtenidas que aparecen en la
Tabla VHI. Las diferencias entre las T,, de las diferentes formas son poco
significativas. Se produce una ligerisima inestabilizacién de la proteina como
consecuencia de su reducciodn, ya que la temperatura de transicion es algo mas baja
en el caso de la proteina reducida con DTT que en el caso de fa proteina nativa. Sin
embargo la temperatura a la que se desnaturaliza la proteina oxidada es igual a la de
la proteina nativa. En el caso de pUC/rp26 se produce una inestabilizacion
considerable como consecuencia de la oxidacién, aunque la proteina pKK/rp26 con
un contenido en grupos SH libres semejante al de la proteina oxidada posee una T,
ligeramente mayor que la forma reducida.

rp26-C488 rp26-C48S RED rp26-C48S8 OXD

T, (°C) 52.9 + 0.7 | 52.0 + 0.2 52.8 + 1.0

Tabla VIIl. Temperaturas de desnaturalizacién térmica de la proteina mutante rp26-C48S vy las
proteinas modificadas rp26-C48S RED y rp26-C488 OXD. La elipticidad a 208 nm se midid de
forma continua y se la temperatura se increment6 a una velocidad de 30 °C/hora. La concentracién
de la protelna empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/ml y en todos los casos se empled un tampén
fosfato sédico 10 mM, pH 7.0. En cada casoc se indica el valor de la T, y la desviacion estédndar
correspondiente.
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En la Figura 28 aparecen los espectros de emisién de fluorescencia de la
proteina mutante en sus formas oxidadas y reducidas. A la vista de estos espectros
y comparandolos con los de la proteina mutante nativa (Fig. 27), no parece que haya
ningtin cambio significativo en el entorno en el gque se encuentran los residuos de
triptéfano de la proteina mutante como consecuencia del cambio en el numero de
grupos SH libres; el maximo de emisién del espectro medido tanto con una longitud
de onda de excitacién de 275 nm como de 295 nm, coincide en todos los casos. La
contribucién de los cuatro residuos de tirosina al espectro de fluorescencia disminuye
ligeramente como consecuencia de la reduccion, que podria ser consecuencia de un
mayor acercamiento entre los residuos de Tyr y Trp, que hiciese que el proceso de
transferencia de energia fuese mayor. En el caso de la proteina oxidada la
contribucién es comparable a la que se determina en el caso de la proteina nativa.

Intensidad de fluorescencia

300 320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 28. Espectros de emision de fluorescencia de las proteinas rp26-C48S OXD (A) y rp26-
CA48S RED (B). ( ) Espectro de emisién obtenido con una longitud de excitacién de 275 nm;
{----- } espectro de emisién normalizado obtenido con una longitud de onda de excitacién de
295 nm vy {-- -~ } contribucién de los residucs de tirosina al espectro de emisidon de rp26
calculado a partir de los dos espectros anteriores.

Los posibles cambios en la estructura tridimensional producidos comao
consecuencia de la mutacion C48S y de la variacion del estado de oxidaciéon de las
cistefnas de la proteina mutante se ha seguido también mediante estudios de
desactivacion de fluorescencia con ioduro potdsico. En todos los casos, la
representacién de Stern-Volmer modificada es una linea recta, (o que indica el
caracter homogéneo de la poblacién de Trp accesibles al agente de desactivacién. Los
parametros obtenidos se recogen en la Tabla IX. El valor de la fraccion de Trp
accesibles a! IK es menor que el que se obtiene en el caso de pUC/rp26 (Tabla VI).
Sin embargo, y como indican los maximos de los espectros de fluorescencia (Fig. 27},
estos residuos de triptéfano ocupan una localizacién con un grado de polaridad
semejante. la diferencia entre los valores de f, de la proteina mutante nativa y de
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pUC/rp26 reducida (Tabla VII) es considerablemente menor y estas dos preparaciones
poseen un contenido en grupos SH semejante {85 % de forma totalmente reducida en
el caso de pUC/rp26 y 80% en rp26-C48S). El aumento de 1.6 a 1.7 SH
libres/molécula, consecuencia de la reduccion de la forma mutante, no origina una
variacion en el valor de f,. Por el contrario, la oxidacién provoca que
aproximadamente, el 50% de los Trp accesibles al IK en la forma nativa pasan a serio
cuando se forma el puente disulfuro intracatenario de la proteina mutante {f,= 0.78).
Estos Trp siguen ocupando una localizacién interna, el maximo de emisiéon esta
centrado a alrededor de 324 nm, y como indica el valor de la constante de
desactivacién, que no varia significativamente de una forma a otra, son fluoréforos
dificiles de desactivar. Los resultados obtenidos con la forma mutante rp26-C48S
indican que, al igual que ocurre en el caso de pUC/rp286, las otras dos cisteinas,
Cys198 y Cys218, no se encuentran formando un puente disulfuro en la proteina
purificada. Ademads, cuando se forma el puente disulfuro intracatenario mediante
oxidacion con CuSQO, tiene lugar un cambio conformacional que se traduce en una
modificacion del espectro de CD en el UV lgjano (Fig. 26), compatible, como ocurre
en el caso de EIAV-rp286, con una transformacién de hélice o a ldamina B, y en un
aumento del numero de residuos de triptéfano accesibles a la desactivacion por IK.

PROTEINA f, K {M")
rp26-C48S 0.56 + 0.07 5.9 + 0.5
rp26-C48S OXD 0.78 + 0.03 41+ 1.5
_ rp26-C48S RED 0.53 + 0.08 6.0 + 1.6

Tabla IX. Pardmetros de fluorescencia para la desactivacién por ioduro potasico de las proteinas
rp26-C48S, rp26-C488 OXD y rp26-C48S RED. f,, fraccion de residuos fluoréforos accesibles al
agente de apagamiento; K, constante de apagamiento obtenida a partir de la ecuacién de
Stern-Volmer modificada.

Es bien conocido que el grupo tidlico de la cadena lateral de los residuos de
cisteina es uno de los més reactivos de los que aparecen en las cadenas laterales de
los aminoécidos naturales. Ya sea como grupo sulfhidrilo libre, ionizado como grupo
tiolato u oxidado en forma de enlace disulfuro, tiodter o tioéster, los residuos de
cisteina juegan un papel fundamental en las propiedades estructurales y funcionales
de las proteinas globulares {Doig y Williams, 1991; Creighton, 1992). Normalmente,
desde un punto de vista estructural, las cisteinas forman puentes disulfuros que
estabilizan la estructura terciaria de un gran nimero de proteinas. Debido a la
inestabilidad relativa de los grupos tidlicos libres, en comparacién con su forma
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oxidada en presencia de oxigeno, los residuos de cisteina de las proteinas
extracelulares generalmente aparecen formando puentes disulfuro, siendo ésta una
de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes, mientras que las proteinas
intracelulares presentan normalmente grupos tidlicos libres (Fahey et al, 1977).
Ademds, es frecuente que en una proteina todos sus residuos de cisteina se
encuentren en el mismo estado de oxidacién, siendo raro encontrar a la vez puentes
disulfuro y grupos tidlicos libres.

La formacion de los puentes disulfuro requiere un entorno oxidante. En el caso
de E£. coli, sistema empleado en la expresion de las proteinas estudiadas, los puentes
disulfuro se forman, generalmente, en proteinas extracitoplasmaticas, siendo mas raro
en proteinas citoplasmaticas (Schultz y Schirmer, 1979; Thornton, 1981). Se ha
sugerido que el entorno redox del citoplasma es tan reductor que impide la formacién
de los puentes disulfuro (Ziegler y Poulsen, 1977; Gilbert, 1990}. Como ocurre en las
células eucariotas, el principal sistema redox en el citoplasma de E. cofi es el
glutation. E. coli contiene altos niveles de glutation {la concentracion intracelular es
b mM) que se mantiene practicamente reducido {(Kosower y Kosower, 1978). La
relacion de glutation reducido a oxidado varia entre 50:1 y 200:1 (Hwang et a/.,
1992). Similares condiciones in vitro no permiten la formacion de puentes disulfuro
en proteinas (Lyles y Gilbert, 1991; Hwang et a/., 1992; Walker y Gilbert, 1994). De
hecho, cuando muchas proteinas que son exportadas fuera del citoplasma y que
forman puentes disulfuro, son expresadas en el citoplasma, no se forman los puentes
disulfuro. Esto ocurre con la f3-lactamasa, que es dirigida al periplasma por una
secuencia sefal. Sin embargo, cuando el precursor de la proteina se acumula en el
citoplasma por inhibicién de la secrecién, el puente disulfuro no se forma (Pollit y
Zalkin, 1983). Otro ejemplo se encuentra en la fosfatasa alcalina, donde todas sus
cisteinas se encuentran reducidas durante largo tiempo cuando esta proteina es
expresada en el citoplasma. Sin embargo, cuando se permite la secrecién de la
proteina al periplasma, la oxidacion de los residuos de cisteina es inmediata (Derman
y Beckwith, 1991). Son muy pocas las proteinas citoplasméticas que pueden formar
puentes disulfuro estables en el citoplasma (Schultz y Schirmer, 1979). Una de las
excepciones se da con el inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTI), en el que
el plegamiento y la formacién de los puentes disulfuro de la proteina bloguean su
secrecion al periplasma (Nilsson et a/., 1981}, Sin embargo, el caso del BPTI es
bastante raro porque es capaz de plegarse a su conformacién nativa partir de un
estado reducido en condiciones redox similares a las que existen intracelularmente
{Harisch et a/., 1979, Creighton y Goldenberg, 1984).
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La diferencia en el nimero de grupos SH libres de las proteinas obtenidas con
los dos plasmidos de expresién podria ser debida a la diferente localizacién de ambas.
Asi, la proteina pUC/rp26 se expresaria intracelularmente mientras que la proteina
pKK/rp26 seria exportada al periplasma de la célula. Es como si en el pldsmido
pKK233-3N hubiera alguna secuencia senal que permitiera la secrecidn de [a proteina.
E! protocolo de purificacion empleado es el mismo, sea cual sea el plasmido de
expresion empleado, por lo que no puede distinguir entre proteina intracelular y
periplasmica. Sin embargo, cuando se aplica un protocolo de purificacidn de fraccidn
de periplasma se comprueba que, independientemente del plasmido utilizado, la mayor
parte de la proteina se expresa intracelularmente. Por ello, el hecho de que en las
preparaciones de proteina pKK/rp26 posean 1 grupo tidlico libre podria indicar que la
proteina se puede oxidar durante el proceso de purificacidn ya que, al tratarse de una
proteina intracelular, deberia tener todos sus grupos sulfhidrilos totalmente reducidos
por el entorno reductor en el que se encuentra.

Los puentes disulfuro juegan un papel importante en el mantenimiento de la
estructura nativa de un gran nudmero de proteinas. Una posible explicacion de la
contribuciéon de los puentes disulfuro a la estabilidad de las proteinas residia en el
incremento de la energia libre de la forma desnaturalizada por una disminucién de la
entropia (Cooper et a/., 1992). Sin embargo, los detalles termodindmicos del aumento
de la estabilidad parecen ser mas complejos e implican tanto efectos entrépicos como
entalpicos. Asi, hay otros modelos (Doig y Williams, 1991; Kuroki et a/., 1992; Tidor
y Karplus, 1993) que sugieren que el efecto dominante de los puentes disulfure es
entalpico, disminuyendo la exposicion de residuos hidrofébicos al disolvente y
modificando puentes de hidrdgeno estables en el estado desnaturalizado. Sea cual sea
el efecto, mediante técnicas de mutagénesis dirigida es posible crear puentes disulfura
que, en general, estabilizan la estructura de una proteina (Betz y Pielak, 1992; Clarke
y Fersht, 1993; Hinck et a/., 1996), aunque algunas veces la creacién de este tipo
de enlace llega a desestabilizar 1a estructura de la protelna (Matsumura et a/., 1989).

Los estudios que se han llevado a cabo con la proteina EIAV-rp26 de EIAV
indican claramente que los residuos de cistefna juegan un papel muy importante en
el mantenimiento de la estructura de la protefna. Esta se purifica en dos estados de
oxidacion diferentes: con casi sus tres grupos sulfhidrilo reducidos (pUC/rp26) o con
dos de ellos oxidados formando un puente disulfuro {(pKK/rp26). Este puente disulfuro
no tiene un patrén Unico, ya que cuando se marca la cisteina libre con
"C-iodoacetamida se observa que las tres cisteinas estan marcadas en,
aproximadamente, la misma proporcién. La formacién del puente disulfuro lleva
consigo cambios en la estructura secundaria y terciaria. El espectro de CD en el
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ultravioleta lejano indica que al estar dos de los tres grupos SH oxidados se produce
un aumento en la proporcién de ldmina 3 y una disminucidn en la proporcién de héiice
o. Ademas, el entorno de los residuos de triptéfano cambia, haciéndose mas
accesibles, como indican los estudios de desativacién de fluorescencia con ioduro
potésico.

Cuando la proteina pUC/rp26 se oxida, formandose fundamentalmente un
puente disulfuro intramolecular, se origina una estructura que posee menor estabilidad
térmica y una mayor proporciéon de residuos de triptéfano accesibles a la
desactivacién por K. Por otro fado, la mutacién de {a cisteina en la posicién 48 no
produce grandes cambios en la estructura de EIAV-rp26. Los resultados obtenidos
con la proteina mutante estdn en la misma linea que los obtenidos con la proteina
original, en el sentido de que el estado de oxidacién en el que se encuentran los dos
grupos tidlicos determina la estructura de la proteina. Cuanto mayor es el nimero de
grupos SH libres mayor es el contenido en hélice o, menos accesibles a la
desactivacion por IK son los residuos de triptéfano y mas estable es la estructura, en
términos de desnaturalizacion térmica. Estos resultados no permiten decidir cual de
las dos conformaciones de la proteina es realmente la nativa: la proteina con sus tres
grupos SH libres, pUC/rp26, o la proteina en la gque hay un puente disulfuro formado,
pKK/rp26. La proteina rp24 de HIV-1, en la que se describe que hay un puente
disulfuro formado entre las dos cisteinas que se conservan en todos los lentivirus
(Hausdorf et a/., 1994) se expresa de manera intracelular, por lo que, en principio,
deberia tener sus grupos sulfhidrilo reducidos. Ademas, esta proteina recombinante
se aisia de cuerpos de inclusién, lo gue supone que para solubilizarla sea necesario
tratarla con urea para, posteriormente, renaturalizarla mediante dilucién. En el caso
de la tirosina quinasa LCK humana (Yasukawa et a/., 1995}, y comparando con la
proteina nativa obtenida en forma soluble mediante un sistema en el que se
coproduce con la tioredoxina de E. coli., se concluye que sélo una pequeia
proporcion de la protefna solubilizada a partir de urea tiene la conformacién nativa.
Algo parecido podria entonces ocurrir con rp24 de HIV-1, de manera que el puente
disulfuro seria un artefacto del proceso de renaturalizacion. La falta de actividad
enzimatica de estas proteinas hace mads dificil distinguir la estructura nativa. Una
posibilidad consistiria en clonar la proteina en algin plasmido que incluya una
secuencia seifal que permita comprobar que realmente la proteina gue es exportada
al periplasma tiene un puente disulfuro formado.
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Como se conoce la estructura tridimensional de los dos posibles dominios de
la proteina rp24 de HIV determinada tanto cristalogréficamente (Momany et a/., 1996;
Gamble et af., 1997), como por RMN (Gitti et a/., 1396), se puede ver cuél es la
posicion que ocupan los residuos de cisteina. En el caso de los residuos conservados
del extremo carboxilo-terminal de la proteina rp24, la cisteina de la posicion 198 se
encuentra situada en un hélice & de corto tamano y la cisteina 218 esta en una zona
de la proteina que no presenta estructura ordenada. En la estructura cristalina del
fragmento 151-231 ambos residuos se encuentran formando el puente disulfuro
(Gamble et al., 1997). La proteina p24 no posee ningun otro residuo de cisteina
mientras que p26 de EIAV tiene otro situado e la posicion 48. Si, como cabe esperar,
la estructura de estas protefnas es similar, este residuo Cys48 se encontrard en un
loop que une las hélices denominadas B y C en la estructura del fragmento 1-151 de
rp24. A partir de las estructuras tridimensionales de los dos fragmentos se ha
construido un modelo para el dimero de p24 {Fig. 29) donde se unen las estructuras
de los dos fragmentos de rp24 a través de una secuencia de cinco aminoéacidos. En
este modelo, la tercera cisteina quedaria muy alejada de las otras dos como para que
se produzca una interaccién de este residuo con alguno de los otros dos del extremo
carboxilo-terminal. Es decir, no parece que pueda haber un equilibric de interaccién
entre los tres residuos de cisteina que haga que en ocasiones un grupo SH se
encuentre libre y en otras formando parte de un puente disulfuro. Sin embargo, no
hay que olvidar que la estructura de la proteina completa de la capsida de lentivirus
no ha sido determinada y que la estructura que aparece en la Figura 29 es un modelo
siendo el extremo carboxilo-terminal el responsable de la formacién del dimero, y que
exista otro modelo segun el cual los fragmentos amino-terminales de dos moléculas
de proteina se encuentran interaccionando (Momany et al., 1996}. Por tanto, es
necesario conocer la estructura tridimensional de la proteina completa para decidir
cual es el modelo correcto de formacién de los dimeros de p24.
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DOMINIOS AMINO-TERMINALES (1-151)

PEPTIDO DE UNION
(152-156)

Dominios carboxilo-terminales (157-231)

Figura 29. Modelo estructural del dimero formado por la proteina p24 completa de la capsida de
HIV-1. Los dominios amino-terminales se encuentran unidos a los carboxilo-terminales a través
de un pentapéptido que permite un dngulo de rotacién de 90°. Las posiciones que ocuparian los
residuos de cisteina de la proteina p26 de EIAV se encuentran sefalados. Entre los residuos
Cys198 y Cys218 es donde se forma el puente disulfuro en la proteina p24 de HIV-1 (Gamble
et al., 1997).
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1.D0. OBTENCION Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA rp26-His
DE EIAV

Estad claro que a pesar de conocerse la estructura tridimensional de los dos
posibles dominios de p24 de HIV, es necesario disponer de datos estructurales de la
proteina completa. Un posible candidato seria la EIAV-rp26, dado que posee una
estructura globular que, en principio, se puede considerar nativa y, ademas, se
mantiene monomérica en disolucidon hasta una concentracién de 20 mg/ml. Para
utilizar 1a resonancia magnética nuclear como método experimenta!l de determinacion
de la estructura, y al tratarse de una proteina relativamente grande, 26 kDa, seria
necesario disponer de 0.5 m! de una disolucién 1 mM de proteina marcada con '°N
y "®C. Como se obtienen 1.2-1.5 mg/L de medio, el precio de la preparacién seria
excesivamente alto. Una de las formas de aumentar el rendimiento consistiria en
disminuir el ndmero de etapas del proceso de purificacion. Para ello se ha procedido
a clonar la proteina p26 utilizando un vector de expresién que afnade una extensién
de seis histidinas en un extremo de la proteina. También se podia utilizar la proteina
homdloga p24 de FIV que, como se indicara mas adelante, se ha clonado con la
extensién de seis histidinas. Sin embargo, esta proteina precipita a una concentracién
cercana a los 15 mg/ml, haciendo imposible su utilizacién en estudios estructurales
que requieran una alta concentracion.

CLONACION , EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA rp26-His

La proteina de la cépsida de EIAV, p26, se ha clonado en el vector de
expresion, pQE30, gque tiene la caracteristica de afadir en el extremo amino-terminal
de la proteina un fragmento de seis residuos de histidina, {o que va a permitir obtener
la proteina pura en un solo paso de purificacién mediante una cromatografia de
afinidad. Con este nuevo método se mejora el rendimiento de la purificacion y se
reduce de forma importante el tiempo que se emplea en obtener la proteina pura. La
proteina, a través de los seis residuos de histidina, interacciona con la resina
Ni-NTA-Agarosa, que posee iones niquel cargados, queddndose retenida en la
columna. Para eluirla es necesario un cambio de pH que protone a las seis histidinas,
un agente quelante de los iones Ni’*, como el EDTA, o bien un compuesto como el
Imidazol que compita con ia histidina en su interacién con el Ni** . En nuestro caso
se opta por eluir la proteina con Imidazol 200 mM. En la Figura 30 se muestra un gel
correspondiente a la purificacién de rp26-His. Como puede observarse la incubacién
de las células M15 con IPTG durante 4 h induce la aparicion de una banda alrededor
de 26 KDa correspondiente a la proteina rp26-His (Fig. 30, pocillos 1 y 2). Esta
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proteina es la mayoritaria de fas que se cargan e fa columna de Ni-NTA-Agarosa y es,
ademds, la tinica que interacciona con el soporte cromatografico, como se desprende
de la comparacién de los pocillos 3 y 4 de la Figura 30. La proteina que se eluye con
Imidazo! 200 mM posee una pureza superior al 95% (Fig. 30, pocillo 5). De esta
forma se obtienen alrededor de 4 mg/L de medio de cultivo, mientras que con el
anterior método de purificacién se obtenian unos 1.2 a 1.5 mg/L de medio. Ademas,
el método antericrmente empleado comprendia etapas de precipitacién con sulfato
amonico, didlisis y dos cromatografias. Por lo tanto, ademas de mejorar mucho el
rendimiento, se disminuye considerablemente el tiempo necesario para obtener la
proteina pura.

La identidad de la proteina se determind por analisis de aminoacidos. La
composicion de aminoacidos coincide con la composicién tedrica deducida a partir de
la secuencia (Stephens et a/., 1986; Kawakami et al., 19287), y coincide con la de
EIAV-rp26 {Tabla Ill}, excepto en el nimero de histidinas y en la existencia de cinco
residuos adicicnales que se introducen como consecuencia de la clonacién en el
pldsmido pQE30.

9?.4 : PP

66.2 =~ o N ,m

450 = . . I I

31.0 ;; -
215

14.4

Figura 30. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS de los pasos de purificacion
de rp26-His. Pocillo 1, células M15 sin inducir; pocillo 2, células M15 inducidas con IPTG durante
4 horas; pocillo 3, muestra que se carga en la columna de Ni-NTA-Agarosa; pocillo 4, proteinas
no retenidas en la columna; pocillo 5, proteina rp26 eluida de la columna con Imidazol 200 mM.
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ESTUDIO ESTRUCTURAL DE rp26-His

Una vez comprobado que este método de purificacidon permite obtener la
proteina p26 con mayor rendimiento, es necesario caracterizar estructuralmente esta
proteina, para comprobar si la introduccién de seis residuos de histidina afecta a su
estructura tridimensional. Es de suponer que no habrd ningdn gran cambio por la
adicién de seis residuos ya que la proteina consta de 233 aminoécidos y el cambio
supone un aumento de un 3% en el nimero de residuos.
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Figura 31. Espectros de dicroisma circular de las proteinas pUC/rp26 (®) y rp26-His (®) de EIAV.
{(A) Espectros de dicroismo en el UV lejano. (B) Espectros de dicroismo en el UV préximo. La
concentracion de proteina utilizada se encontraba entre 0.1-0.2 mg/ml para fos espectros de UV
lejano y 1 mg/ml para los espectros de UV préximo.

En la Figura 31 se representan los espectros de dicroismo circular en el UV
lejano y préximo de la protefna rp26-His, donde se comparan con los de la proteina
pUC/rp26. Como puede observarse, los espectros en el ultravioleta lejano coinciden
totalmente, tanto en la forma como en el valor de la elipticidad. La adicién del
fragmento de seis residuos de histidina no modifica el porcentaje de a-hélice que
sigue siendo la estructura secundaria mayoritaria. En cuanto a los espectros en el UV
proximo, la forma del espectro de las dos proteinas es muy parecida siendo los
valores de elipticidad précticamente coincidentes. El resultado de la valoracion con
DTNB de la proteina con los seis residuos de histidina fue de 2.9 SH libres/molécula
de proteina, valor que es ligeramente mayor que el que se obtiene con pUC/rp26. Al
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igual que ocurre con la proteina pUC/rp26, no parece que en esta proteina haya un
puente disulfuro formado entre dos de sus tres residuos de cisteina.

En lo que a la estabilidad térmica respecta, la proteina rp26-His posee una
temperatura de desnaturalizacién ligeramente menaor que pUC/rp26 (63.8 + 1.0
frente a 52.9 + 1.0 °C). La cooperatividad del proceso es ia misma en los dos casos.

Los espectros de emision de fluorescencia, excitando a 275 y 295 nm, de la
proteina rp26-His, presentan un maximo a 322 y 325 nm, respectivamente {datos no
mostrados). El espectro obtenido excitando a 275 nm esta algo desplazado hacia una
menor longitud de onda con respecto al obtenido para la proteina pUC/rp26
(A...= 324 nm). Sin embargo, a 295 nm, longitud de onda a la que sélo se excitan
los triptéfanos, el maximo coincide. Por tanto, la extensién de 6 His provoca una
pequefia modificacién del entorno de los fluoréforos de la proteina.

En resumen, los parametros estructurales de la proteina rp26-His de EIAV
indican que la introduccion de los seis residuos de histidina no influye
significativamente en la estructura de la proteina. Por ello y teniendo en cuenta el
ahorro tanto de tiempo como econdmico que supone la purificacidon, esta proteina
puede ser empleada en estudios posteriores encaminados a determinar su estructura
tridimensional. '
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2 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA p24 DE LA CAPSIDA

DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV]. MECANISMO

DE PLEGAMIENTO

La protefna p24 de FIV, al igual que la proteina p26 de EIAV, posee una gran
homologia de secuencia con el resto de las protefnas que forman la cépsida de los
lentivirus. Un alineamiento de secuencia indica que la proteina p24 de FIV tiene un
34% de identidad con p26 de EIAV, un 43% con la del virus visna y un 29% con la
proteina p24 de HiV-1, Por ello, los datos estructurales que se obtengan para esta
proteina serdn representativos del resto de proteinas de esta familia. Ademas, y ante
la escasez de datos al respecto, se han llevado a cabo diferentes estudios
encaminados a conocer €l mecanismo de plegamiento de la proteina. Por ello, se ha
recurrido a la obtencién de formas mutantes de la proteina en los que se ha cambiado
los residuos de triptéfano que aparecen en la secuencia de p24 (Fig. 32). Los datos
abtenidos seran, igualmente, representativos de este grupo de proteinas.

:
1 PIQTVNGVPQ YVALDPKMVS IFMEKAREGL GGEEVQLWFT AFSANLTPTD
51 MATLIMAAPG CAADKEILDE SLKQLTAEYD RTHPPDAPRP LPYFTAAEIM
101 GIGLTQEQQA EARFAPARM(Q CRAWYLEALG KLAATIKAKSP RAVQLRQGAK
151 EDYSSFIDRL FAQIDQEQNT AEVKLYLKQS LSTANANADC KKAMSHLKPE
201 STLEEKLRAC QEIGSPGYKM QLL

Figura 32. Secuencia de aminoéacidos de la proteina FIV-p24. En negrita se encuentran sefialados
los residuos de triptéfano de la proteina.

Los aminoacidos aromaticos, especialmente los triptéfanos, han sido utilizados
a menudo como sondas intrinsecas de las proteinas para estudiar la estabilidad de las
proteinas asf como el proceso de desnaturalizacién-renaturalizacién {Loewenthal et
al., 1991; Royer et a/., 1993; Martensson et al., 1995; Cai y Schirch, 1996; Nath y
Udgaonkar, 1997). En la secuencia de p24 hay dos residuos de triptéfano en las
posicianes 38 y 124 que pueden ser cambiados por uno o dos residuos de fenilalanina
y asi obtener dos mutantes sencillos v uno doble. Aungue los dos residuos de
triptdfano de la proteina FIV-p24 no se encuentran conservados en el resto de las
proteinas de las capsidas lentivirales los estudios llevados a cabo con las proteinas
salvaje y mutantes permitiran obtener informacién de cémo la proteina alcanza su
estructura tridimensional y del modo de plegamiento de los dos posibles dominios de
estas proteinas {residuos 1-151 y 152-231, en el caso de la proteina p24 de HiV-1).
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2. A. CLONACION, EXPRESION Y PURIFICACION DE FIV-rp24 Y MUTANTES

Aplicando la estrategia descrita en el apartado Mérodos Experimentales, se
consigui6 obtener el fragmento de DNA que codifica la proteina p24 de FIV y clonarlo
en el plasmido pQE60 (Fig. 33}, obteniéndose el plasmido pQEGBO/FIVp24. Este
plasmido afiade un fragmento de seis residuos de histidina en el extremo carboxilo-
terminal de la protefna. Como se ha indicado anteriormente en el caso de p26 de
EIAV, la introduccién de los seis residuos de histidina no modifica précticamente la
estructura de la proteina y, sin embargo, facilita su purificacion.

La secuencia de DNA del gen de p24 generado por PCR se comprobé mediante
secuenciacién automatica, siendo idéntica a la secuencia publicada (Talbott et a/.,
1989}). La proteina p24 original tiene 223 aminodcidos mientras que la proteina
FIV-rp24 posee 237. Los aspectos que diferencian a ambas proteinas son las
siguientes: la introduccién del sitio de restriccién ANcol hace que se anadan dos
aminodcidos, Met y Val, en el extremo amino-terminal de FIV-rp24. Por otro lado, en
el extremo carboxilo-terminal, FIV-rp24 tiene el tetrapéptido AEAL que en el precursor
se encuentra entre p24 y p10 (Talbott et a/., 1983). Ademas, el sitio de restriccion
Bglll aflade otros dos aminoéacidos, Arg y Ser, en el extremo carboxilo-terminal. Par
dltimo, FIV-rp24 contiene los seis residucs de histidina procedentes del plasmido
pQEBO. Es de esperar que esta diferencia en tamano, FIV-rp24 tiene un 6% mas de
aminoacidos que p24, no tenga un efecto apreciable en la estructura global de la
proteina, maxime si se tiene en cuenta que las diferencias tienen lugar en los
extremos de la cadena polipéptidica. Por otro lado, ahora los residuos de Trp aparecen
en las posiciones 40 y 1286,

Una vez clonada la proteina salvaje se procedié a la obtencién de los dos
mutantes sencillos aplicando la técnica de PCR. Para ello se utilizd el plasmido
pQEBO/FIVp24 como molde junto con los oligonucleétidos apropiados para cada
mutante {Fig. 34}. En el caso del mutante W40F se utilizaron los siguientes pares de
oligonucledtidos cebadores: p24-Ncoi{ + )/W40F(-) y WAOF( +)/p24-Bglll{-); en el caso
del mutante W126F los pares fueron p24-Nco!{ +)/W126F(-} y W126F(+)/p24-Bglll{-).
Por tanto, para cada mutante se obtienen dos fragmentos de DNA. Tal y como puede
observarse en la Figura 35, los fragmentos obtenidos en los dos mutantes tienen los
tamanos esperados, esto es, 127 y 587 bp para el mutante W40F y 394 y 320 para
el mutante W126F, utilizando los pares de cebadores indicados anteriormente.
Ademas de la banda correspondiente al fragmento de DNA del tamafio apropiado, en
algunas de las reacciones de PCR se obtienen bandas de otros tamafios que pueden
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resultar de uniones inespecificas de oligonucleétidos al molde como ocurre con el
fragmento W126F {+) o W40F (-) (Fig. 35). En este (ltimo caso la banda inespecifica
es la mayoritaria.

-
A
p24-Ncol{ +} 5' GCCCATGGTACCTATTCAAACAGTA 3’
p24-Bglli{-) 5' GGAGATCTAAGAGCTTCTGCCAAGAG 3'
B

P I Q T v
Original CCT ATT CAA ACA GTA

Clonado CC ATG GTA CCT ATT CAAR ACA GTA
M v P I Q T A

L L
Original CTC TTG

Clonado CTC TTG GCA GAA GCT CTT AGA TCT (CAT CAC), TAA
L L A E A L R S (H H,

Figura 33. Estrategia de clonacidn de FIV-rp24. {A) Secuencia de los oligonucleétidos cebadores
empleados en la reaccidn de PCR para amplificar el gen de p24. El cebador p24-Ncol{ + ) introduce
un sitio de restriccion Neol, mientras que el cebador p24-Bglll{-) introduce un sitio de restriccion
Bgfll y un codén de terminacién {*). (B} Alineamiento de las secuencias original y clonada del
extremo amino-terminal de la proteina p24. {C} Alineamiento de secuencias original y clonada del
extremo carboxilo-terminal de la proteina p24. Los nuevos sitios de restriccidon se encuentran
subrayadas {Ncol - CCATTG; Hindlll - AGATCT} v ‘TAA’ es el codén de terminacidon del gen
clonadc. La secuencia amino-terminal de p24 es PIQ y la de FIV-rp24 es MVPIQ. La secuencia
carboxilo-terminal de p24 es L-L. La proteina FIV-rp24 contiene, ademi3s, el tetrapéptido AEAL,
que en el precursor se encuentra entre p24 v p10 (Talbott, 1989}, los residuos Ry S, incluidos
al crear el sitio de restriccién Bg/ll y las seis histidinas que facilitan la purificacion de la proteina
FIV-rp24.
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A
WA40F({ +)
O L W F G A F S A
Original  CAA CTA TGG TTT ACT GCC TTC TCT GCA
Mutado  CAA TTG TTC TTT ACT GCC TTC TCT GCA
O L F F G A F S A
WA40F(-)
G E E V Q L W F |
\ Original GGT GAG GAA GTT CAA CTA TGG TTT |
| Mutado GGT GAG GAA GTT CAA TTG TGG TTT |
G E E VvV O L W F I
3 |
W126F(+) \
w Yy L E A L G ]
| Original TGG TAT CTC GAG GCA TTA GGA |
| Mutado TGG TAT CTA GAG GCA TTA GGA }
‘ W Y L E A L G i
\‘ W126F(-)
R M Q € R A W Y L E
Original  AGG ATG CAG TGT AGA GCA TGG TAT CTC GAG
Mutado  AGG ATG CAG TGT AGA GCA TTT TAT CTA GAG
R M Q ¢ R A F ¥ L E

j

Figura 34. Secuencia de oligonucleétidos de los cebadores utilizados en la obtencién de los
mutantes sencillos W40F (A) y W126F (B). Se recoge la secuencia de la zona donde se produce
la mutacién. En todos los cascs la secuencia del cebador (mutado) se compara con la del DNA
de FIV-rp24 en ia zona donde se produce la mutacién {original). (A} La mutacién de W {TGG) a
F {TTC) se introduce en la reaccién de PCR en la que se utiliza el oligonucledtido cebador
W40F( +}. (B) La mutacion de W (TGG) a F (TTT} se introduce en la reaccién de PCR en la que
se utiliza el oligonucledtido cebadar W1268F(-). Los sitios de restriccian Mfel (CAA TTG) v Xbal
{TCT AGA) se encuentran subrayados. Puede comprobarse como los cambios introducidos para
crear los nuevos sitios de restriccion no afectan al resto de la secuencia de amino&cidos de las
protefnas mutantes.
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p24-Neol (A1 265(-)

VWADF (+)/p24-Bglll{-}
| pa-Ncor+ AR

’ ' WAZSE(+)/p24-Balli()

— 691b
30d4bp o 5
320 pp —=

- 127 bp

Figura 35. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de las reacciones de PCR utilizadas
para obtener los mutantes W40F y W126F. Se empled como molde en todos los casos el
plasmido pQEGO/FIVp24, junto con los oligonucledtidos que se indican en cada uno de los
pocillos. Como contral se empled el producto de PCR obtenido en una reaccién en la que se
emplea como molde el DNA de la proteina p24 de FIV y los oligonucleétidos p24-Ncol{+) vy
p24-Bglli(-}.

Las bandas de tamafo adecuado del gel de agarosa se extrajeron obteniéndose
los fragmentos puros. A continuacién estos fragmentos se cortaron con las enzimas
correspondientes a los nuevos sitios internos {(Mfel en el caso de W40F y Xbal en e}
de W126F) y se ligaron. El producto de ligaciéon se amplifico mediante otra reaccion
de PCR. Como puede verse en la Figura 36, en ambos casos se obtiene un fragmento
de unos 700 bp que aparece a la misma altura que el control utilizado y que
corresponde al fragmento de DNA de la proteina salvaje. Este DNA se cloné en el
vector de expresién pQEGO, que, como en el caso de la proteina p24 salvaje, afade
seis histidinas en el extremo carboxilo-terminal de las proteinas mutantes.

C WAOF W126F

L ___JEENSRP N, .. 599 bp

Figura 36. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR correspondientes a los
mutantes W40F y W126F. Como control se empled el producto de PCR obtenido en una reaccién
en la que se emplea como molde el plasmide pQEBO/FIVp24 v los oligonucleétidos cebadores
p24-Ncol{ +) y p24-Bglll{-).

Para la obtencion del doble mutante en el que los dos residuos de triptéfano se
cambian por fenilalanina, se llevaron a cabo una serie de digestiones empleando los
plasmidos pQEG0/FIVp24, pQEBO/W40F y pQEGO/W126F (Fig. 10). De esta forma,
y ligando tres de los fragmentos obtenidos en las digestiones, se obtuvo el plasmido

_99.



Resultados y Discusion

pQEBO/W40/126F, que lieva el inserto correspondiente a la secuencia del doble
mutante.

Las mutaciones introducidas se comprobaron mediante digestion de los
plasmidos pQE60/W40F, pQEBO/W126F y pQEGO/W40/126F con las enzimas de
restriccién Mfel o Xbal, obteniendose los fragmentos con los tamafios esperados.
Ademads, la identidad de las secuencias de DNA mutadas se llevé a cabo mediante
secuenciacién automaética observandose el cambio del triplete TGG a TTC, que
produce la mutacion en W40F, y el cambio TGG a TTT para el mutante W126F. Estos
dos cambios se observaron simultdneamente en el caso del doble mutante W40/126F.

El método de purificacion de la proteina salvaje y los mutantes es el empleado
en el caso de la proteina rp26-His de EIAV, ya que en todos los casos se incorporan
seis residuos de histidina, lo que permite purificarlas mediante una cromatografia de
afinidad con una columna de Ni-NTA-Agarosa. En la Figura 37 se muestra un gel de
la purificacion de FIV-rp24 salvaje, siendo los resultados que se obtienen en el caso
de los mutantes totalmente comparables. La proteina FIV-rp24 es una de las
mayoritarias de las que se cargan en la columna. La proteina que se eluye con
Imidazol 200 mM tiene una pureza superior al 99% (Fig. 37, pocillo b). La masa
molecular calculada para FIV-rp24 (27.5 KDa) es superior a la esperada para su
composicion de aminodcidos {26 KDa}. Esta diferencia se observa con otras proteinas
que contienen la extensién de seis histidinas en uno de los extremos de la cadena
polipeptidica.

El rendimiento de ia purificacidn varia segun sea la proteina que se purifica. A
partir de 1 L de medio de cultivo se obtienen las cantidades recogidas en la Tabla X.
Como puede observarse la mutacion del triptéfano 40 no afecta apenas a la
expresién de proteina. Se obtiene, practicamente, la misma cantidad de proteina que
en el caso de la proteina salvaje. Sin embargo, la mutacién del triptéfano 126 produce
una disminucidén en la expresién y, por tanto, en la posterior purificacién de la
proteina; esto se mantiene en el caso del doble mutante. En todos los casos la
cantidad de proteina purificada permite lievar a cabo perfectamente los estudios
estructurales y de desnaturalizacidn-renaturalizacidn.
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Figura 37. Elect presencia de sus de 105 pasus de purificacion
de FIV-rp24 salvaje. Pocillo 1, marcadores de masa molecular; pocillo 2, células M15 sin inducir;
pocille 3, células M15 inducidas con IPTG durante 4 horas; pocillo 4, muestra que se carga en
la columna de Ni-NTA-Agarosa; pocillo 5, proteina FIV-rp24 eluida de la columna con Imidazol
200 mM. La masa molecular de los patrones se indica al margen de cada banda.

PROTEINA CANTIDAD (mg)
FIV-rp24 4.5
W40F 4.0
W126F 2.0
W40/126F 2.0

Tabla X. Rendimiento de la purificacién de FIV-rp24 y mutantes.
Las cantidades recogidas en la tabla se obtuvieron a partirde 1L
de medio de cultivo.

Mediante andlisis de aminodcidos se determiné la identidad de [a proteinas
purificadas. En la Tabla Xl| se compara la composicién de aminoacidos de las cuatro
proteinas con la composicion tedrica de p24 cobtenida a partir de la secuencia de DNA
publicada, teniendo en cuenta los aminoacidos que se anaden al clonar la proteina
{(Talbott et a/., 1989). Como puede observarse, la coincidencia entre la composicion
tedrica y la experimental es practicamente total. La no coincidencia en el nimero de
Met puede se debido a la eliminacién de la metionina amino-terminal por la accién de
la metionina amino-peptidasa, al igual que ocurre en el caso de EIAV-rp26 en la que
el segundo aminoacido es también Val. En el ndmero de histidinas teéricas se incluyen
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las seis His que afade el plasmido pQEB60. Para todas las proteinas obtenidas el
namero de residuos de histidina es de 9, ligeramente mayor que el valor tegrico. Se
puede observar el aumento en el nimero de residuos de fenilalanina que pasa de 7
residuos en (a proteina salvaje a 8 en los mutantes sencillos y a 9 en el mutante
doble. Por el contrario, el nimero de residuos de triptéfano, que ha sido calculado
mediante el método de Edethoch (Edelthoch, 1967; Gill y von Hippel, 1989), disminuye
de 1.5 residuos para FIV-rp24 a 0.7 y 1.0 para los mutantes W40F y W126F,
respectivamente, y O para W40/126F. La proteina FIV-rp24 tiene 4 Cys gue podrian
encontrarse en diferentes estados de oxidacidn, Dado que en el caso de EIAV-rp26
la formacion de un puente disulfuro lleva consigo una maodificacidn en la estructura
proteica, se determind el contenido en grupos SH libres de las diferentes proteinas
utilizadas. Para las diferentes proteinas y en las diferentes preparaciones utilizadas,
el nimero de grupos Si libres varidé entre 2.0 y 3.0. El hecho de que en algunas
preparaciones se obtengan 3 grupos tidlicos libres implica que no siempre se forma
el puente disulfuro entre las dos Cys homaélogas y que, al igual que ocurre en el caso
de EIAV-rp26, el puente disulfuro se puede formar durante el proceso de purificacion
de la proteina.
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AMINOACIDO TEOGRICA EXPER. W40F | W126F | W40/126F
ALA 33 32 33 32 32
ARG 11 11 11 11 1
ASX 15 16 15 16 16
cys' 4 4 N.D. N.D. N.D.
GLX 35 35 35 35 35
GLY 11 12 12 12 12

HIS 8 9 9 9 9

ILE 11 11 11 11 11
LEU 24 24 24 24 24
LYS 15 14 15 15 14
MET? 9 8 8 8 8

PHE 7 7 8 8 9

PRO 14 15 15 15 15
SER 12 11 11 11 11
THR 11 11 11 10 10
TRP? 2 1.5 0.7 1 -

TYR 7 7 7 7 7

VAL | 8 _ 8 7 8 8

Tabla XI. Composicién de amino4cidos de la proteina FIV-rp24 salvaje y de las proteinas mutantes
WA0F, W126F y W40/126F. Se recoge la composicién teérica y experimental de FIV-rp24 vy la
experimenta de los mutantes (1) El nimero de residuos de cistelna se determind como CmCys enla
proteina reducida con DTT vy carboxiamidometilada. (2) En el ndmero de Met tedricas se incluye la
correspondiente al extremo amino-terminal. (3) E! numero de residuos de triptéfanc se calculd
espectrofotométricamente (Edelhoch, 1967).
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2.B. ESTUDIO ESTRUCTURAL DE FIV-rp24 Y MUTANTES
ESPECTROS DE ABSORCION

En la Figura 38 aparecen representados |os espectros de absorcién en la region
de uitravioleta de la proteina salvaje y de [os mutantes. El espectro de absorcion de
la proteina salvaje, caracteristico de una proteina, posee un maximo a 277 nm y dos
hombros a 281 y 292 nm, con residuos de tirosina y triptéfano, observandose una
serie de hombros alrededor de 260-270 nm que representan la estructura fina de los
siete residuos de fenilalanina. En el caso de los mutantes sencillos, el hombro a 292
nm se ve menos acentuado y en el espectro del doble mutante llega a desaparecer
como consecuencia de la desaparicidon de los dos residuos de triptéfano. Los
espectros de los dos mutantes sencillos son practicamente coincidentes, aungue el
mutante W40F tiene una menor absorcidn y el mdximo a 277 nm estd algo mas
diferenciado. En estos espectros es mas apreciable la contribucion de los resiudos de
fenilalanina. El espectro del mutante W40/126F coincide con el espectro de la tirosina
en disolucion, aunque su maximo esté desplazado hacia mayor longitud de onda,
indicando gue los residuos de tirosina en la proteina se encuentran en un entorng Mmas
hidrofébico. Ademas, en este espectro se puede apreciar claramente la contribucién
de los residuos de fenilalanina en la regién entre los 255 y 275 nm.
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Figura 38. Espectros de absorcién de la proteina FIV-rp24, de los mutantes sencillos W40F,

W126F y del doble mutante W40/126F. En todos los casos la concentracién de proteina es de
1mg/ml.
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Mediante el andlisis de aminoécidos de alicuotas de discluciones de proteina
de absorcién conocida, se calcula el coeficiente de extincién molar de las proteinas
salvaje y mutantes. Estos valores quedan reflejados en la Tabia Xll, donde se
comparan con los valores tedricos calculados a partir de la expresién que permite
calcular el valor del coeficiente de extincién molar de una proteina en disoluién acuosa
(Pace et al., 1995b):

E,go (M cm™) = n°® Trp x 5500+ n° Tyr x 1490 + n° cistina x 125

PROTEINA W _E gy teor, Ezeq €XP."
FIV-rp24 21430 (0.81) 23120 {0.88)
WA40F 15930 (0.60) 17110 {0.65)
W126F 15930 (0.860) 17365 {0.67)
wW40/126F 10430 {0.40) 11565 {0.44)

Tabla X!I. Coeficiente de extincion molar a 280 nm tedrico y experimental de la proteina FIV-rp24
y de los mutantes W40F, W126F y W40/126F. El valor teérico, con unidades M cm’, se a
calculado utilizando el método de Pace et al. (Pace et al., 199b). El valor experimental se ha

determinado mediante anélisis de aminodcidos. Entre paréntesis se recoge gh1% , esto es, el valor
de la absorbancia a 280 nm de una disolucion de proteina a una concentracion de 1 mg/ml medida
con un paso o6ptico de Tcm.

Los valores experimentales obtenidos son, aproximadamente, un 10% mayores
que los tedricos en las cuatro proteinas. A partir de los valores indicados en la
Tabla Xl se puede calcular la contribucién individual de los distintos componentes de
ios diferentes cromdforos al coeficiente de extincidn. Asi, expresado en términos de
absorbancia de una disolucién a una concentracién de 1 mg/ml, el valor de €°'* del
Trp40 seria de 0.23 (mg/mii' em”’ (6055 M7 cm™}, el del Trp126 seria
0.25 (mg/ml) cm’ (6530 M’ cm) y el valor de las siete tirosinas seria
0.44 (mg/ml)’cm™” (1660 M7 cm™} por residuo. Estos valores indican ei carédcter
aditivo de este pardmetro, pues la suma de las contribuciones individuales de {os dos
residuos de triptéfano y de las tirosinas nos da el valor del coeficiente de extincién
de la proteina salvaje. La diferencia entre los valores del coeficiente de extincién de
los dos triptéfanos podria reflejar una diferencia en hidrofobicidad del entorno de
ambos. Por ejemplo, se ha descrito que el valor de E, g, del ester etilico del N-Ac-Trp
es de 5630 M cm™ en agua y 6075 M cm™ en propanol (Pace et af., 1995). El valor
calculado de 1650 M cmV/residuo de Tyr coincide bastante bien con el descrito para
el ester etilico de N-Ac-Tyr en propanol {Pace et a/., 19385j.
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ESPECTROS DE DICRQISMO CIRCULAR

Los espectros de dicrofsmo circular en el ultravioleta lejano se representan en
la Figura 39-A. Las cuatro proteinas tienen un espectro que indica que la estructura
Ssecundaria mayoritaria sigue siendo la a-hélice, como ocurre en el caso de la proteina
EIAV-rp26. En el espectro aparecen dos minimos bien diferenciados a 208 y 220 nm,
asi como un maximo a 200 nm. Se puede observar que las mutaciones introducidas
en las posiciones 40 y 126, bien por separado o de una manera conjunta, no tienen
practicamente ningun efecto sobre la forma y magnitud del espectro de dicroismo
circular. El valor promedio de elipticidad a 208 nm para la proteina salvaje y los
mutantes W40F, W126F y W40/126F es -19110, -12050, -18330 y -18130
grados x cm? x dmol’', respectivamente.

30

ol

5

x 20 )
o g
2 %
n (=]
(o] 10 B o
% g
Q =
’?8 0 gn
. a

3
. 3
=10} 2
5 N
20k
180 200 210 220 230 240 250 250 260 270 280 290 300 310 320 330
Longitud de onda (nm)

Figura 39. Espectros de dicroismo de la proteina FIV-rp24 y de los mutantes. Espectros de CD
el UV lejano (A) y en el UV préximo (B) de FIV-rp24 (0); W4OF {v); W126F (O) y W40/126F($).
La concentracién de proteina utilizada fue de 0.1 mg/ml para el UV lejano y 1 mg/ml en el UV
proximo. Los espectros son representativos de 10s obtenidos con cuatro preparaciones diferentes.

A partir de los espectros de CD y mediante el método CCA {Percze! et al.,

1991) se determinaron los porcentajes de estructura secundaria que aparecen en la
Tabla XIil.
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PROTEINA | % a-hélice | % estructura B | % giro B | % estructura no
ordenada
FIV-rp24 48 ¢ [ 20 32
WA40F 52 0 18 30
W126F 51 0 20 29
W40/126F J 43 5 14 | 32

Tabla Xlll. Porcentajes de estructura secundaria de la proteina FIV-rp24 salvaje y las proteinas
mutantes. Estos valores se han calculado a partir de los espectros de dicroismo circular en el UV
lejano mediante el método CCA (Perczel et al., 1991).

Como refiejan ios datos del ajuste del espectro de dicroismo, el componente
mayoritario de estructura secundaria en todas estas proteinas es la a-hélice, dando
cuenta del 48-52% del total. La estructura 8 no aparece practicamente en ninguna,
salvo un pequefio porcentaje en el caso del doble mutante. El resto de estructura
secundaria se reparte entre giro 3, 20%, y estructura no ordenada, 30%. Por tanto,
ninguna de las mutaciones introducidas modifican sustancialmente la estructura

secundaria. Esta estructura es practicamente coincidente con la obtenida para
EIAV-rp26.

Los espectros de CD en el UV préximo se recogen en la Figura 39 (B}). Como
ya se ha indicado en esta regidén surgen de los entornos asimétricos de los residuos
aromaticos, esto es, de un determinado ordenamiento tridimensional de las cadenas
laterales. Normalmente la contribucién de los residuos de Phe es considerablemente
menor que la de los residuos de Tyr y Trp, por lo que suelen ser éstos los que
determinan el espectro de CD en el UV préximo de una proteina. En el caso de
FIV-rp24 salvaje se observan cuatro minimos centrados a 262, 269, 284 y 296 nm
asi como un méaximo a 290 nm. Alrededor de los 260 nm empieza a ser significativa
la contribucion de los enlaces peptidicos, por lo gque alguna de las bandas observadas
cerca de esta longitud de onda pueden no ser debidas a residuos aromaticos. Es dificil
asignar estas bandas a residuos concretos debido a que pueden ser composicion de
otras bandas diferentes. La banda a 296 nm pedria ser debida a un residuo de
triptéfano porque 1a tirosina no absorbe a esta longitud de onda; el resto pueden ser
debidas tanto a tirosinas como a triptéfanos. Analizando los espectros de CD de las
formas mutantes se podria determinar a qué residuos de Trp se deben las distintas
bandas, siempre y cuando los cambios de Trp por Phe no modifiquen la estructura
tridimensional de la proteina. Los espectros de los mutantes W40F y W126F indican
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que e! residuo Trp40 es responsable de la banda positiva a 290 nm y que el residuo
Trp126 lo es de la banda negativa centrada a 296 nm. Ademas, el espectro del doble
mutante indica una contribucién importante de los siete residucs de Tyr (Fig. 39-B),
con bandas negativas a 262, 269, 278 y 284 nm. Si suponemos que [as fenialaninas
que se han introducido por las mutaciones no influyen apenas en el espectro, la
contribucién de cada residuo de triptéfano se puede calcular restando al espectro de
la proteina salvaje el espectro del mutante sencillo correspondiente o restando el
espectro del otro mutante al del doble mutante.

En la Figura 40 aparecen las contribuciones de los residuos de Trp40 (A} v
Trp126 (B). Como se puede observar, independientemente del modo de calculo
utilizado, a partir de 265 nm, los resultados son practicamente coincidentes, El
espectro de cualquiera de los dos Trp es una combinacién compleja de bandas. Asi,
la contribucion del Trp40 al espectro es toda positiva y se puede observar que es el
responsable de la banda del espectro de la proteina salvaje a 290 nm. Aparecen,
ademas, otros dos maximos a 283 y 273 nm. En el espectro del Trp126 aparecen,
fundamentalmente, dos bandas negativas, una a 272 nm, gue coincide y anula la
correspondiente positiva del Trp40 y otra situada a los 295 nm. Esta banda es la que
gparece en la proteina salvaje a 296 nm, Las diferentes posiciones de los maximos
de los triptéfanos podrian indicar una diferente localizacién de ambos, estando el
Trp126 algo menos expuesto al disolvente que el Trp40.
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Figura 40. Contribuciones de los residuos de Trp40 (A) y Trp126 (B) al espectro de dicraismo
circular en el UV préximo de la proteina FIV-rp24. Estas contribuciones se han calculado restando
al espectro de la proteina salvaje el espectro del mutante sencillo correspondiente {#) o restando
el espectro del otro mutante el correspondiente al doble mutante (<),
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A partir de las contribuciones individuales de los dos residuos de triptéfano de
la Figura 40 y la contribucién de las Tyr que proporciona el espectro del doble
mutante, se puede recomponer el espectro de la proteina safvaje (Figura 41}. Como
se puede observar, esta composicion exhibe todas las caracteristicas del espectro de
la proteina salvaje, Independientemente de los espectros utilizados para recomponer
el original, exceptuando en la zona entre los 250 y 265 nm, donde hay mayores
diferencias en el resto del espectro, la coincidencia es practicamente total. La no
coincidencia en la zona de los 250-265 nm es debida a la alta contribucion del enlace
peptidico a los valores de elipticidad en esta zona del espectro; de manera que
pequehias variaciones en la determinacién de la concentracidon de proteina se traducen
en diferencias significativas entre los diferentes espectros. El hecho de que coincida
el espectro experimental con los tedricos indica que no hay cambios conformacionales
debido a las mutaciones introducidas, © mas concretamente, que no ha habido
distorsiones estructurales en los entornos de los residuos de triptéfano como
consecuencia de las mutaciones.
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Figura 41. Espectro de CD en el UV préximo obtenido como la suma de las contribuciones de los
triptéfanos y de las tirosinas. Se compara el espectro experimental de FIV-rp24 (®) con los
obtenidos & partir de la suma del espectro del doble mutante con los de los Trp obtenidos como
diferencia entre el espectro de la proteina salvaje y el mutante correspondiente (M) o como
diferencia entre el espectro del otro mutante y el doble mutante (A).
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ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Como se ha comentado anteriormente, mediante esta técnica espectroscépica
es posible estudiar el entorno tridimensional de los residucs aromaticos de una
proteina. Generalmente, la mayor contribucién al espectro de emisidn de una proteina
procede de los residuos de triptéfano, debido a la mayor facilidad para la
desactivacion colisional o por transferencia de energia de los residuos de tirosina. Sin
embargo, también los residuos de triptéfano pueden estar afectados por procesos de
apagamiento local o de transferencia. Asi, la fluorescencia de un residuo de triptéfano
puede ser desactivada por distintas cadenas laterales, como los grupos sulfhidrilo
libres y los puentes disulfuro (Hennecke et a/., 1997) o los grupos carboxilo, histidina,
metionina, etc (Loewenthal et a/., 1991). Por otro lado, los procesos de transferencia
de energia de un triptéfano a otro en una proteina pueden hacer que la fluorescencia
de! triptéfano donador desaparezca (Wu y Brand, 1994). Por ello, es dificil predecir
la propiedades de fluorescencia de una proteina cuando contiene mas de un residuo
de triptéfano, incluso cuando la estructura de la proteina es conocida o cuando se
poseen los espectros de fluorescencia de mutantes sencillos de triptéfano. En la
Figura 42 se representan los espectros de fluorescencia, medidos con una longitud
de onda de excitacion de 275 y 295 nm, de la proteina FIV-rp24 salvaje, de los
mutantes sencillos y del doble mutante. El espectro de emisién de la proteina salvajg
al excitar a 275 nm presenta un Unico maximo a 321 nm, lo gque indica que la
fluorescencia estd dominada por los residuos de triptéfanc y que éstos ocupan una
localizacion bastante hidrofdbica. Como a esta longitud de onda contribuyen tanto los
residuos de tirosina como los de triptéfano, para aislar la fluorescencia de los de Trp
se emplea una longitud de onda mayor, 295 nm. Como se observa (Fig. 42-A), el
espectro de la proteina salvaje sigue presentando un maximo centrado a,
practicamente, la misma longitud de onda, 323 nm. El pequefic desplazamiento,
desde 321 a 323 nm, puede ser debido a la ausencia de fluorescencia de tirosina, que
tiene un maximo de emisién a 300 nm, en el espectro a 295 nm. A partir de estos
espectros, y mediante la diferencia entre ambos, se calcula la contribucién de los
siete residuos de tirosina, que en el maximo de emisidn resulta ser alrededor del 40%.
Claramente, la contribucién promedio de cada Tyr, 6%, es considerablemente menor
gue la de cada Trp, 31%.

A partir de los espectros de los mutantes se puede determinar la contribucién
de los diferentes residuos aromdticos al espectro de fluorescencia. Cuando se
comparan ios espectros obtenidos a 275 nm se observa que al pasar de la proteina
salvaje (321 nm) al mutante sencillo W40F (320 nm} no hay desplazamiento en la
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longitud de onda a la que aparece el maximo de emisién. Sin embargo, en el caso del
mutante W126F {303 nm) si hay un desplazamiento hacia menores longitudes de
onda del maximo de emision, lo que indica una menor contribucion de las tirosinas en
la proteina mutante. Ademds, la contribucién de los dos triptofanos al espectro es
diferente ya que la intensidad a 321 nm del mutante W4O0F representa el 70% del
valor de la proteina salvaje mientras que la del mutante W126F sélo representa el
50%. En el caso del doble mutante, que carece de residuos de triptéfano, el espectro
representa la contribucién de los residucs de Tyr, apareciendo el mdximo de emision
a una longitud de onda caracteristica de un espectro de tirosina, alrededor de los 300
nm. En ninguno de los espectros de los dos mutantes sencillos se observa un pice o
un hombro a esta longitud de onda de una intensidad similar a la del doble mutante,
lo que indica que puede existir una transferencia de energia de radiacién desde los
residuos de Tyr a los de Trp, mas acentuada en el cso de la proteina salvaje y del
mutante W40F que en el del mutante W126F, donde el m&dximo de emision aparece
a 305 nm.

La contribucién de los residuos de tirosina al espectro se determina como la
diferencia entre los espectros obtenidos al excitar a 275 nm y 295 nm, estando este
dltimo normalizado a partir de los 390 nm, longitud de onda a la que s6lo emiten los
residucs de Trp. En la Figura 42 se representa también la contribucién de las tiresinas
al espectro. Tanto para la proteina salvaje como para el mutante W40F, el valor de
la intensidad de fiuorescencia a 305 nm, cercano al médximo de 300 nm caracteristico
de la Tyr, es el 40% de la intensidad en el maximo del espectro obtenido al excitar
a 275 nm. Sin embargo, en el caso del mutante W126F dicho valor aumenta hasta
un 75%. Estas diferencias pueden reflejar, como se ha indicado anteriormente, la
existencia de transferencia de energia de Tyr a Trp que serd considerablemente mayor
desde las Tyr al Trp126 que el Trp40. Sin embargo, también podria ocurrir que la
disminucion de {a fluorescencia de las Tyr en la proteina salvaje 0 en los mutantes
sencillos respecto del doble mutante reflejase una menor desactivacion colicional en
los primeros. Esto significaria la existencia de diferentes entornos en las diferentes
proteinas, consecuencia de cambios conformacionales ocurridos al mutar los residuos

de triptéfano, aunque, como se indicara mds adelante, esta posibilidad es més
improbable.

La diferente contribucién de los dos residuos de Trp al espectro de
fluorescencia se pone claramente de manifiesto cuando se comparan 10s espectros
obtenidos al excitar a 295 nm. En lo que a la longitud del maximo de emisién
respecta, se observa que al pasar de la proteina salvaje (322 nm) a los mutantes
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sencillos (321 nm) no hay desplazamiento del maximo de emisién, lo que indica que
los residuos de triptéfano que permanecen tras la mutacién se encuentran en un
entorno hidrofébico similar al que tenfan en la proteina salvaje. Si hay en cambio,
diferencias en la intensidad de fluorescencia; los mutantes sencillos presentan una
menor intensidad de fluorescencia con respecto a la proteina salvaje, como es natural,
ya que poseen un solo residuo de Trp. Esta diferencia de intensidad se acenta en el
caso del mutante W126F con respecto a la del otro mutante sencillo, W40F. La
intensidad de fluorescencia del mutante W40f en el méaximo es el 68% del valor de
la proteina salvaje mientras que la del mutante W126F es el 63%. Por tanto, la
contribucién del Trp126 a! espectro es el doble que la del trp40. Como se trata de
intensidad al excitar a 295 nm, la diferencia entre ambos triptéfanos debe reflejar una
diferente desactivacién colisional mayor en el caso del Trp40 que en el Trp126. En
el caso del doble mutante no deberia observarse fluorescencia al excitar a 295 nm
puesto que esta proteina no tiene triptéfanos; sin embargo, la intensidad a 327 nm
es un 7% del valor de la proteina salvaje. Esta fluorescencia podria ser debida a los
residuos de tirosina que, como indica el espectro de absorcién del doble mutante (Fig.
38), absorben a 295 nm. Sin embargo, si fuese fluorescencia de Tyr, el espectro a
295 nm normalizado deberia coincidir con el de 275 nm, cosa que no ocurre. Otra
posibilidad es que esa fluorescencia sea debida a tirosinato, como se ha descrito en
otras proteina {Szabo et al., 1994). Aunqgue el valor de pKa de Tyr en el estado
fundamental es de 10.3, en el estado excitado dicho valor es 4 o menos; por ello,
puede ocurrir una ionizacién favorecida por la presencia de grupos aceptores
proximos si bien, el tirosinato posee un maximo a 345 nm y en este caso hay un
maximo poco definido entre 320 y 330 nm.

A partir de las contribuciones individuales de los Trp a 295 nm se puede
reconstruir el espectro de la proteina salvaje {Fig. 43). Como el doble mutante posee
una cierta intensidad de fluorescencia, es posible que ésta también se manifieste en
los dos mutantes sencillos. Por ello, a los espectros de los mutantes individuales se
ha restado la intensidad residual de! doble mutante y, a la hora de reconstruir el
espectro de la proteina salvaje, se ha sumado a las contribuciones de los triptéfanos
el espectro del doble mutante. Como se puede observar el espectro de la proteina
salvaje coincide bastante bien con el espectro suma. La intensidad de fluorescencia
del dGltimo es el 95% del de la proteina salvaje, pudiendo reflejar el 5% restante
errores en la determinacién de la concentracidon de proteina de las diferentes muestras
utilizadas. El hecho de que el espectro combinado sea muy similar al de la proteina
salvaje indica que los residuos de triptéfano en los mutantes estdn en un entorno
tridimensional muy parecido al que ocupan en la proteina salvaje. Por tanto, parece
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claro que no hay cambios conformacionales como consecuencia de las mutaciones
introducidas, al menos, cambios que tengan un reflejo en los espectros de
fluorescencia y, como se ha indicado anteriormente, de dicroismo circular.
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Figura 42. Espectros de emisién de fluorescencia de las proteinas FIV-rp24 salvaje (A}, W40F
(B}, W126F (C) vy W40/126F (D). Espectros de emision obtenidos con una iongitud de onda de
excitacion de 275 nm ( Yy 295 nm(----- J; contribucidn de los residuos de tirosina al espectro
de emision de la proteina (- - - - - - ). Los espectros a 295 nm se encuentran normalizados. La
contribucién de tirosinas se calcula como la resta de los dos espectros anteriores.
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Figura 43. Espectro de fluorescencia obtenido como suma de las contribuciones individuales de
los triptofanos medido con una longitud de onda de excitacidn de 295 nm. A los espectro de
emisién se ha restado el espectro del doble mutante. Suma de los espectros de emisién excitando
a 295 nm de los mutantes W40F, W126F y W40/126F (- - - -}; espectro de la proteina FIV-rp24
salvaje (—%}.

ESTABILIDAD TERMICA

Mediante la técnica de dicroismo circular se obtuvieron las curvas de
desnaturalizacién térmica de las proteinas salvaje y mutantes, midiendo la sefal de
dicroismo a 208 nm al aumentar |la temperatura de forma continua. Estas curvas se
encuentran representadas en la Figura 44. En primer lugar, 0 que se observa es que
el proceso de desnaturalizacién es cooperativo en las cuatro proteinas. Sin embargo,
la temperatura de transicion térmica varia entre las diferentes proteinas. En el caso
de la proteina salvaje y el mutante W40F se obtiene parecido valor de Tm (64 °C para
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la proteina salvaje y 61 °C para el mutante W40F), mientras que esta temperatura es
algo menor en el caso del mutante W126F {53 °C) y el doble mutante (54°C). Por lo
tanto, parece que la mutacion del Trp126 si parece afectar algo a la estabilidad
térmica de la proteina y esta inestabilidad se sigue manteniendo para el doble

mutante.
-8 F A B _ _4
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Figura 44. Curvas de desnaturalizacién térmica de las proteinas FIV-rp24, WA40F, W126F vy
W40/126F. La temperatura se incrementé a una velocidad de 30 °C/hora. La concentracion de
la proteina empleada estuvo entre 0.1-0.2 mg/ml y todas ellas se encuentran en un tampdn
fosfato sédico 10 mM, pH 7.0.
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Ya que la estructura tridimensional de la proteina p24 de HIV-1 es conocida,
y hay una gran homologia de secuencia entre esta proteina y p24 de FIV, podemos
hacer una comparacién entre ambas y observar qué posiciones ocuparian los residucs
de triptéfano de p24 de FIV en la estructura de p24 de HIV-1. Uno de los residuos,
el que se encuentra en la posicién 126 en la secuencia de p24 de FIV, se encuentra
conservado en la secuencia de p26 de EIAV y hay un residuo de triptéfano muy
préximo en la secuencia de p24 de HIV. Ambos residuos se encuentran en dos hélices
alfa, las denominadas B y G, que aparecen en el extremo amino-terminal de p24 de
HIV-1 {(Momany et a/., 1996). Estas dos hélices junto con otras tres hélices alfa mas
(A, C, vy D) forman una estructura superenrrollada (coffed coil). Las secuencias de
aminoacidos de las hélices tienden a una repeticiéon en heptadas (a, b, ¢, d, e, f, g}
presentes en las secuencias de estructuras superenrrolladas (Cohen y Parry, 1990).
En la estructura de la proteina p24 de HIV, las posiciones a, d y e tienen tendencia
a estar ocupadas por aminoacidos hidrofébicos, mientras que las posiciones b, ¢, f
y g son mas hidrofilicas y se encuentran en el exterior de la estructura. Una vista
desde el interior de la proteina de la cdpsida de HIV-1 de la estructura superenrrollada
aparece en [a Figura 45 (Momany ef a/., 1996). En esta figura se han sustituido los
aminoacidos de la proteina p24 de HIV-1 por los correspondientes de la proteina p24
de FIV. Segun el alineamiento de secuencia de esta proteina con la proteina p24 de
FIV, el Trp40 ocuparia la posiciéon g en la heptada de la hélice B, mientras que el
Trp126 estaria en la posicion g de la hélice G.

A la vista de |la Figura 45, puede observarse que el triptéfano 126 se encuentra
en un entorno mas hidrofilico que el triptéfano 40. En el espectro de dicroismo que
correspondia a la contribucién del Trp126 al espectro de dicroismo de la proteina
salvaje, habia una banda a que sufria un desplazamiento hacia el azul, que indicaba
que este residuo podria encontrarse en un entorno mas hidrofilico que el Trp40. Este
resultado coincide con lo comentado anteriormente en relaciéon a la posicién que
ocupa este triptéfano en la estructura de p24 de HIV-1.

Una de las diferencias entre el mutante sencillo W40F y el mutante W126F es
la diferente contribucién de los residuos de tirosina al espectro de emisién de la
proteina excitando a 275 nm. Esta contribucién resulté ser menor en el caso de
W40F, mientras que al mutar el Trp126 por fenilalanina aumentaba la emisidn de los
residuos de tirosina. Segun la Figura 45, en la hélice G hay un residuo de tirosina en
la posicion d de la heptada. Este residuo se encuentra justo al lado del Trp126 en la
secuencia, mientras que en la estructura tridimensional estd algo mds alejada. Sin
embargo, puede que estén lo suficientemente cerca como para que haya un proceso
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de transferencia de energia de la tirosina al triptéfano. Por ello, al mutar el Trp126
desaparece este proceso de transferencia y la tirosina es capaz de emitir, aumentando
asi su contribucién al espectro de emisién de la proteina.

Héptada — abcdefgabcdefgabcecdefg —_ Héptada
Hélice C 49 — STDMATLIMSA - 59
Hélice A 17 — PEKMVSIFMEEKAR — 29
Hélice B 43 +— FATFWLQVEE -— 34
Rélice G 126 — ARMQCRAWYLEALGEKLAATI — 144
Hélice D 83 «— TRDYEATMOQKLTEDLIEEKDARA -— 63
Héptada +— dcbagfedcbhbagfedchbagfed Héptada

Figura 45, (A) Estructura superenrrollada de la proteina de la cépsida de FIV compuesta por las
hélices A, B, C, D vy G vista desde el interior de la cédpsida viral. 'Abajo’ significa que el extremo
carboxilo-terminal de la hélice es lo que estd més alejado de la vista, mientras que 'arriba’ implica
que los extremos amino-terminales de las hélices se encuentran enfrentados a la vista y estdn en
el interior del nacleo central. Las héptadas a, b, c, d, e, f y g a lo largo de las hélices se muestran
con sus aminocécidos en cdédigo de una letra. En negrita estdn sefalados los dos residuos de
triptéfanc de la proteina p24 de FIV. {B) Alineamiento de las héptadas a lo largo de las cinco
hélices que forman la estructura superenrrollada del extremo amino-terminal de la proteina p24
de FIV. Las héptadas [a, b, c, d, e, f, g] se muestran en la linea superior par las hélices que van
desde el exterior hacia el interior de la cdpsida y en la linea de abajo para las hélices que van
desde el interior hacia el interior. Los ndemros de la secuencia corresponden al primero y dltimo
residuo de cada hélice. IMomany et a/., 1996)
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2.C. ESTUDIOS DE DESNATURALIZACION DE LA PROTEINA FIV-rp24.
MECANISMO DE PLEGAMIENTO

El mecanismo mediante el cual las proteinas se pliegan hasta alcanzar su
conformacién nativa desde una forma totalmente desorganizada es uno de los
problemas fundamentales en la biologia molecular que aln esta sin resolver. El
resolver el problema del plegamiento de las proteinas implica conocer como se alcanza
la estructura tridimensional partiendo de la estructura totalmente desplegada. La
mayoria de las proteinas purificadas pueden replegarse espontaneamente /n vitro
después de haber sido completamente desnaturalizadas, de tal forma que la estructura
tridimensional de una proteina debe estar determinada por su estructura primaria
{Creighton, 1990). Para resolver este problema, se han hecho muchos intentos
dirigidos a comprender cuéles son los principios que gobiernan las interacciones entre
los aminoacidos que llevan a la formacién de la estructura secundaria y terciaria de
una proteina. Estos intentos han sido tanto tedricos {Thomas, 1992; Bryngelson et
al., 19956; Dill et al., 1995; Hao y Scheraga, 1995), como experimentales {Kim y
Baldwin, 1990; Matthews, 1993; Fersht, 1993; Baldwin, 1995; Creighton et a/.,
1996). Sin embargo, el proceso a nivel molecular no estd ni mucho menos resuelto.

Como se ha comentado anteriormente, los aminodcidos aromaticos se han
utilizado a menudo como sondas intrinsecas de las proteinas para seguir su
desnaturalizacidn, renaturalizacion y su estabilidad. La eleccion de la proteina p24 de
FIV para llevar a cabo el estudio de su mecanismo de plegamiento se debe a que en
su secuencia posee dos residuos de triptéfano. El resto de proteinas de las capsidas
lentivirales también poseen residuos de triptéfano en su secuencia: la proteina p26
de EIAV tiene tres y la proteina p24 de HiV-1 posee hasta cuatro triptéfanos. Sin
embargo, para reducir ¢l nimero de proteinas mutantes en construir y estudiar se
eligid p24 de FIV. El cambio introducido para crear las proteinas mutantes es el de los
residuos de triptdfano por fenilalanina. Se ha elegido este residuo debido a que emite
muy poca fluorescencia en relaciéon a la tirosina y el triptéfano, debido a su menor
rendimiento cuantico. Asi mismo, en estudios de varias proteinas se ha observado que
las sustituciones de Trp por Phe son bien toleradas por las proteinas que siguen
manteniendo su conformacién (Rule et a/., 1987; Loewenthal et a/., 1991; Locke et
al., 1992).

En este caso se ha intentado estudiar este mecanismo a partir de las curvas de
desnaturalizacién de la proteina FIV-rp24 y sus formas mutantes. A partir de dichas
curvas puede estimarse la estabilidad de la proteina, es decir, cual es la disminucién
de la energia libre de Gibbs de una cadena polipeptidica sin estructura cuando se
pliega para formar la molécula de proteina en agua (Gupta et a/., 1996), También
estas curvas son muy Utiles para ver la diferencia en estabilidad de proteinas que
difieren muy poco en su estructura quimica debido a diferencias en ia secuencia de
aminoécidos ¢ a alteraciones resultantes de modificaciones guimicas, como ocurre
con la proteinas mutantes. Por ltimo, las curvas de desnaturalizacion pueden
informarnos acerca del mecanismo mediante el cual la proteina alcanza su estructura
tridimensional. Por ejempla, si el proceso de desnaturalizacidon transcurre a través de
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estados intermedios o se produce en un solo paso. El agente desnaturalizante elegido
ha sido la urea. La urea, junto con el cloruro de guanidinio, es uno de los agentes
desnaturalizantes mas fuertes. La incubacién de una proteina con urea o cloruro de
guanidinio la conduce a una completa desnaturalizacién (Miller et a/., 1967; Tanford,
1968; Flory, 1969} adoptando las propiedades de una estructura desordenada
{random coif). No ocurre asi con la desnaturalizacién de la proteina con cambios
extremos de pH o por variacién de la temperatura {Dobson et a/., 1984, Howarth y
Lian, 1984; Griko et a/., 1988; Privalov et a/., 1989).

Las técnicas empleadas en el estudio de la desnaturalizacién de FIV-rp24 son
el dicroismo circular y la fluorescencia. En el caso del dicroismo, se ha medido la
elipticidad de la proteina a 220 nm a diferentes concentraciones de urea, mientras que
por fluorescencia se ha medido el desplazamiento de la longitud de onda del maximo
de emisién al ir aumentando la concentracién de urea. Para obtener estas curvas, la
proteina se incubd en presencia de urea durante 16 horas a 4 °C para asegurarnos
que la reaccion de desnaturalizaciéon alcanzaba el equilibrio. El intervalo de
concentraciones en el que se ha llevado a cabo los estudios de desnaturalizacion varia
entre O y 8 M urea. Entre estas dos concentraciones se produce la total
desnaturalizacion de la proteina. Cuando la proteina se ha incubado con urea 8 M
presenta un espectro de dicroismo caracteristico de una proteina con una estructura
desordenada. Por fluorescencia, el espectro de emisién obtenido de la proteina
desnaturalizada presenta sumaximo de emisidn desplazado hacia mayores longitudes
de onda, pues sus residuos aromaticos estan ahora en un entorno mas hidrofilico, en
contacto con las moléculas de disolvente, También puede observarse la aparicién de
un hombro en la zona donde emiten las tirosinas, pues al estar la proteina
desnaturalizada, su fluorescencia no se ve apagado por los residuos préximos de
triptéfano.

Una vez que se ha medido el cambio de las propiedades espectroscépicas de
las cuatro proteinas en funcién de la concentracién de urea, se pueden manejar 10s
datos para calcular la fraccidn de proteina desnaturalizada, Fap, a cada concentracion
de urea, empleando la ecuacién resenada en Métodos Experimentales.
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CURVAS DE DESNATURALIZACION OBTENIDAS POR DICROISMO CIRCULAR

En la Figura 46-A aparece la representacién del valor de elipticidad molar media
por residuo a cada concentracién de urea para la proteina FIV-rp24 saivaje. Con los
valores del pardmetro estructural obtenidos se calcula la fraccion de proteina
desnaturalizada (Fap) que hay a cada concentracién de urea, cuya representacion nos
permite obtener la curva de desnaturalizacién de la proteinas.
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Figura 46. (A) Variacidn de la elipticidad molar por residuo a 220 nm con la concentracién de urea
para la proteina FIV-rp24. (B} Representacién de la fraccidn de proteina desnaturalizada (Fap)
frente a la concentracién de urea para la proteina FIV-rp24. La desnaturalizacién de la proteina
se llevd a cabo incubando disoluciones de proteina con diferentes concentaciones de urea en
fosfato sédico 10 mM, TCEP 1 mM, pH 7.0. Las Iineas continuas muestran la dependencia de
los coeficientes de la proteina nativa y desnaturalizada con la concentraciéon de urea.

Con el resto de las proteinas, los dos mutantes sencillos y el doble mutante
puede seguirse el mismo procedimiento. En la Figura 47 aparecen representadas las
curvas de desnaturalizacion de las cuatro proteinas. En primer lugar lo que puede
observarse es que en todas las proteinas el proceso de desnaturalizacion es
cooperativo. La aparicién de un hombro en las curvas de desnaturalizacion de la
proteina salvaje y los mutantes W40F y W126F, nos permite pensar que el proceso
de desnaturalizacidn de estas proteinas no se produce en un s6lo paso, sino que
parece implicar, aparentemente, al menos un estado intermedio. La amplitud de la
primera transicion es diferente en las tres proteinas, siendo mas acentuada en el caso
de la proteina salvaje, mientras que para W126F apenas si se distingue. Asi mismo,
para una misma proteina, las dos transiciones que se producen no son de igual
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amplitud, sino que la primera transicién resuita siempre ser de menor amplitud que la
segunda. Otra caracteristica importante que reflejan las curvas de desnaturalizacion
de estas proteinas es que la primera transicién se produce a una concentracion
similar, alrededor de 4.0 M de urea, en todas las proteinas. Sin embargo, [as mayores
variaciones se producen en la segunda transicién. Este cambio ocurre en la proteina
salvaje y el mutante W40F a una concentracién de 6.25 M de urea, mientras que en
el mutante W126F vy el doble mutante la concentracion de urea se reduce a 5.25 M.
Es decir, las proteinas presentan una diferente estabilidad frente a la accién del
agente desnaturalizante, resultando ser menos estables W126F y W40/126F. Esta
variacién en la concentracion de urea a la cual se desnaturaliza la proteina parece
indicar que los residuos de triptéfano, Trp40 y Trp126, se encuentran en diferentes
zonas de la proteina gque no se pliegan de la misma forma.
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Figura 47. Curvas de desnaturalizacion de la proteina FIV-rp24 (e} y los mutantes W40QF (v},
W126F (w) y W40Q/126F (#) obtenidas por dicroismo circular. El célculo de la fraccidn aparente
se realizé midiendo la variacién de la elipticidad molar media por residuo con la concentracién de
urea. La desnaturalizacién de la proteina se llevd a a cabo incubando disoluciones de proteina con
diferentes concentaciones de urea en fosfato sédico 10 mM, TCEP 1 mM, pH 7.0.

CURVAS DE DESNATURALIZACION OBTENIDAS POR FLUORESCENCIA

Aparentemente, en las curvas de desnaturalizacion obtenidas por fluorescencia
midiendo con una longitud de onda de excitacién de 275 {Fig. 48}, no se observa la
existencia de hombros, exceptuando el caso de la proteina W126F, donde hay un
hombro que aparece a altas concentraciones de urea. Lo que si se puede observar,
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como ocurria con las curvas de desnaturalizacién obtenidas por dicroismo, es que hay
una diferente estabilidad de las proteinas frente a la urea, pues el mutante sencillo
W126F y el doble mutante se desnaturalizan a una concentracion de urea menor. Esta
concentracion pasa de airededor de 6.5 M para la proteina salvaje y W40F, a 5.8 M
para W126F y 4.5 M para e! doble mutante. Si se comparan estas concentraciones
con las concentraciones de urea a las cuales se producfa la segunda transicion
recogida en las curvas por dicroismo, se observa que resultan ser algo diferentes a
las obtenidas en las curvas por fluorescencia. Esta diferencia entre los resultados
obtenidos mediante dos técnicas diferentes indican, una vez mas, que el proceso de
desnaturalizacién de la prateina p24 y sus formas mutantes transcurre a través de
estados intermedios.
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Figura 48. Curvas de desnaturalizacién de la proteina FIV-rp24 {®) y los mutantes W40F (¥),
W16F (m) y W40/126F (¢} obtenidas por fluorescencia. El célculo de la fraccién aparente se
realizé midiendo la variacién de la longitud de onda del méximo del espectro de emisién medido
con una longitud de onda de excitacién de 27% nm con la concentracién de urea. La
desnaturalizacién de la proteina se llevé a a cabo incubando disoluciones de proteina con
diferentes concentraciones de urea en fosfato sédico 10 mM, TCEP 1 mM, pH 7.0.

Midiendo la fluorescencia a 295 nm seguir los procesos de desnaturalizacion
de la proteina salvaje y los mutantes sencillos, ya que el doble mutante, al carecer de
residuos de triptéfano, no emite fluorescencia. En las curvas de desnaturalizacién de
la proteina salvaje y el mutante W126F (Fig. 49) hay unos pequefios hombros que
podrian ser indicativos de diferentes transiciones. No ocurre asi con el otro mutante
sencillo, W40F, que claramente presenta una curva correspondiente a un proceso de
desnaturalizacion en el que hay presentes dos especies.
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Figura 49. Curvas de desnaturalizacion de la proteina FIV-rp24 (®) y los mutantes W40F (),
W126F (m). El célculo de Ia fraccidn aparente se realizd midiendo la variacién de la longitud de
onda del maximo del espectro de emisién medido con una longitud de onda de excitacién de 295
nm con la concentracién de urea. La desnaturalizacién de la proteina se llevda a cabo incubando
disoluciones de proteina con diferentes concentaciones de urea en fosfato sddico 10 mM, TCEP
1T mM, pH 7.0.

ANALISIS DE LAS CURVAS DE DESNATURALIZACION

Hay varios modelos para analizar las curvas de desnaturalizacién por agentes
desnaturalizantes como el cloruro de guanidinio o la urea y obtener informacién
termodinamica a partir de ellas, como puede ser la variacién de la energia libre del
proceso. La obtencién de esta informacién termodinamica siempre es posible si el
proceso de desnaturalizacion de las proteinas es un proceso reversible. Asiocurre con
la proteina FIV-rp24 salvaje y las proteinas mutantes, pues cuando la concentracién
de urea de una disolucién de proteina en presencia de urea 8 M se diluye a la mitad,
la proteina recupera las propiedades espectroscopicas de dicroismo y de fluorescencia
gue tenia a esa concentracién de urea.
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Los modelos que se han empleado para analizar las curvas de desnaturalizacion
de FiV-rp24 salvaje y las proteinas mutantes son el modelo de la extrapolacién lineal
(Pace, 1986) y el modelo de unién del agente desnaturalizante {Tanford, 1970), que

se describiren a continuacién.

A. MODELO DE EXTRAPOLACION LINEAL

Considerando un modelo de dos estados, en el que Unicamente estan presentes
dos especies en el equilibrio, nativa y desnaturalizada, se puede calcular la variacién
de energia libre para cada concentracién de urea mediante la ecuacion:

AG = -R-T-LnK,,

donde:
- R es la constante de los gases, cuyo valor es 1.987 calrmol-
- T es la temperatura en K, 298 K en todos los casos
- K,, es la constante del proceso de desnaturalizacion a cada
concentracion de urea.

El método de extrapolacion lineal (Pace, 1986) se asume que hay una
dependencia lineal de AG con la concentracion de urea en la zona de la transicién.
Ajustando los datos a [a ecuacién (5], que aparece en Métodos Experimentales, y
extrapolando a concentracion de urea cero se puede estimar el valor de AGh,0, la
variacion de energia libre en ausencia de! agente desnaturalizante.

En la Tabla XIV aparecen los valores de AGn,0 obtenidos mediante el ajuste
linea! de los datos de AG representados frente a la concentracién de urea, junto con
los valores de [a dependencia con la concentracién, m, y [a concentracion de urea a
la que la hay un 50% de proteina desnaturalizada. Estos valores se comparan para
las dos técnicas empleadas para seguir la desnaturalizacion de FIV-rp24 y las
proteinas mutantes.
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AGu,o0 (kcal'mol™) m (kcal-mol"-M™) C,p (M)
CD Fors Faes CD Faors Faas CD Faos Foes
FIV-rp24 6.3 11.2 7.6 1.1 1.6 1.7 5.7 7.0 6.9
W40F 4.0 7.9 9.1 0.6 1.2 1.4 6.3 6.6 6.5
W126F 5.3 10.6 3.6 1.0 1.8 0.6 5.4 5.9 6.0
W40/126F | 4.5 6.6 0.9 1.5 4.9 4.4

Tabla XIV. Parametros obtenidos mediante la aplicacion del método de extrapolacidn lineal {Pace, 1986). Los puntos empleados en el ajuste
corresponden a fos de 1a zona de transicién de la proteina nativa a la desnaturalizada.
CD: se mide {a variacién de la sefal de elipticidad a 220 nm en funcién de la concentracidén de urea.
F.s5: & mide la variacién de la longitud de onda del méximo del espectro, medido con una longitud de onda de excitacion de 275 nm, con la
concentracion de urea.
F,es: se mide la variacién de la longitud de onda del méximao del espectro, medido con una lengitud de onda de excitacién de 295 nm, conlla
concentracion de urea.
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En el caso de la proteina FIV-rp24 se obtienen valores parecidos de AGw,0 y de
la dependencia de este pardametro con la concentracion de urea, m, exceptuando
cuando se mide el desplazamiento de la longitud de onda del méximo del espectro de
emision excitando a 275 nm. En este caso, el valor de AGh,o resulta ser practicamente
el doble. No ocurre asi con la concentracién de urea a la que la mitad de la proteina
se encuentra desnaturalizada, C,,. Este valor es diferente segin se siga la
desnaturalizaciéon mediante dicroismo circular o fluorescencia, 1o que nos indicaria la
existencia de especies intermedias en el proceso de desnaturalizacién. Para el resto
de las proteinas ocurre algo parecido, los valores de los parametros obtenidos
mediante este ajuste difieren segin sea la técnica empleada. Esta diferencia puede
achacarse en parte, primero, al nimero de puntos utilizados en el ajuste lineal, pues
han de emplearse Unicamente fas concentraciones de urea a la que se produce la
transicién. Asi mismo, en las curvas de desnaturalizacién puede observarse
claramente, que algunas proteinas presentan diferentes transiciones, lo que indicaria
que hay estados intermedios. Este modelo supone en todo momento que el estado de
equilibrio implica Gnicamente dos especies, la nativa y la desnaturalizada.

Si comparamos los valores de C,,, de la proteina salvaje y de las protefnas
mutantes, observamos la diferente estabilidad de estas proteinas frente a la
desnaturalizacién por urea, tal y como podiamos apreciar en las curvas de
desnaturalizacion. Es decir, el mutante W126F v el doble mutante son menos estables
que la proteina salvaje y W40F, pues su C,,, es menor siempre, sea cual sea la
técnica de medida. El doble mutante es el que tiene una C,,, mas pequenia, es decir,
es el que primero se desnaturaliza en presencia de urea.

B. MODELO DE UNION DEL AGENTE DESNATURALIZANTE

En este modelo se asume que durante el proceso de desnaturalizacion ias
moléculas del agente desnaturalizante se unen a grupos peptidicos 0 a una cadena
latera! de un aminoédcido. Se pueden calcular la transferencia de energia libre desde
una disolucién acuosa a una disolucién de urea o cloruro de guanidinio para un grupo
peptidico o para las cadenas laterales de distintos aminoacidos y a partir de ellas las
constantes de union, k {Pace, 1986). Cuando una proteina se desnaturaliza en
presencia de urea, la mayoria de los grupos peptidicos estan mas expuestos al
disolvente que las cadenas laterales. Por ello el valor de la constante de unién de la
urea a un dipéptido puede representar el valor medio més razonable para utilizarla en
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la ecuacion [6,7] {(Métodos Experimentales) y analizar las curvas de desnaturalizacidn.
E! valor empleado en todos los andlisis de las curvas de desnaturalizacién de las
proteinas ha sido k=0.1, que es el valor medio anteriormente mencionado (Pace,

1986).

Para cada curva de desnaturalizacién de las diferentes protelnas, y para cada
técnica, se ha intentado ajustar los datos experimentales a un modelo de dos estados
(ecuacion [6]) o a un modelo de tres estados (ecuacion [7]) y estos ajustes se
representan en las Figuras 50, 52y 53.

En la Figura 50 se representan las curvas de desnaturalizacion obtenidas
mediante la técnica de dicroismo para la proteina salvaje, los mutantes sencillo y el
doble mutante. Junto a los datos experimentales se representan los ajustes de dichos
puntos por el modelo de unién de las moléculas del agente desnaturalizante. Este
ajuste puede ser segin un modelo que implique dos o tres especies en el proceso de
desnaturalizacién.

10f
06}
06}
04

02

Q0 F
F
ap 10t

ap

08

0.6

04r

0.2

00

(U VM)

Figura 50. Ajuste de las curvas de desnaturalizacién de las proteinas FIV-rp24 (A), W40F (B),
W126F {C) y W40/126F {D) a un modelo de dos | } o tres estados (— — — -}. Para el doble
mutante Gnicamente se representa el ajuste realizado con el modelo de dos estados porque el
correspondiente al modelo de tres estados es practicamente coincidente. Los pardmetros de todos
los ajustes se recogen en la Tabla XV.
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En dos de las cuatro proteinas claramente el modelo de tres estados ajusta
mejor los datos experimentales. Esto ocurre con la proteina salvaje y el mutante
sencillo W40F. No ocurre asi con el mutante W126F y el doble mutante, donde el
ajuste segun el modelo de dos estados es practicamente coincidente con el de tres
estados. De estos ajustes se obtienen una serie de pardmetros cuyos valores
aparecen en fa Tabla XV.

AG'n,0 AG?n,0 AG'h0 An, An, Z
(kca|. m0|’1, (kcﬂl' mol“! (kcal' mol“)

3E 3E 2E 3E 2E* 3E 3E 3E
FIV- rp24 12.2 9.7 5.4 219 | 2t.2 | 1.4 | 354 0.3
WA40F 12.2 11.0 6.6 23.2 26.5 65.5 42.4 G.2
5.0 6.06 . 7.3 11.0 30.8 20.8 26.1 0.6

W126F ﬁ N
W40/126F 7.9 4.1 8.2 11.9 | 375 | 355 | 17.1 0.9

|

Tabla XV. Pardmetros de ajuste de las curvas de desnaturalizacién obtenidas por dicroismo a un madelo
de dos (2E} o tres estados (3E). AG'w,0,variacién de energia libre correspondiente a fa transicién del
estado nativo al estado intermedio; AG%n,0, variacion de energia libre correspondiente a la transicién
del estado intermedio al estado desnaturalizado; An,, diferencia en el nimero de sitios de unién para
la urea de las conformaciones nativa e intermedia; An,, diferencia en el ndmero de sitios de unién para
la urea de las conformaciones intermedia y desnaturalizada; Z, cambio fraccional de la sefal de
dicroismo gn la transicidn del estado nativo al intermedio. (a) diferencia en el nimero de sitios de unién
para la urea para la proteina nativa y desnaturalizada.

Como puede observarse en la columna correspondiente a la variacién de
energia libre total del proceso de desnaturalizacion, ésta es siempre mayor en el caso
de considerar un modelo de tres estados que en el del modelo de dos estados. Asi
mismo, para tres de las cuatro proteinas, la primera transicién, de la forma nativa a
la intermedia, parece estar ligeramente menos favorecida que la segunda transicion
de la forma intermedia a la desnaturalizada. Unicamente en el caso de W126F, la
primera transicién estd algo més favorecida, pues la variacién de energia libre es
menor. Si comparamos la estabilidad de la proteina salvaje con la de los mutantes,
resulta que tanto la proteina salvaje como el mutante W40F tienen una estabilidad
parecida, mientras que el mutante W126F y el doble mutante son menos estables.

Una vez calculadas las constantes de los equilibrios de desnaturalizacién, en
el caso de las proteinas cuyas curvas se ajustan mejor con un modelo de tres
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estados, se pueden calcular las fracciones de las formas nativa (f,}), intermedia (f} y
desnaturalizada {f,} a diferentes concentraciones de urea. Las ecuaciones empleadas

para elio son:

exp[-AG'/RT] = K,

fi / fn
exp[-AGYRT] = K, = f, / f;
fof =1

La representacién de las fracciones frente a la concentracion de urea aparece
en la Figura 51 para las proteinas FIV-rp24, W40F, W126F y wW40/126F.
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Figura 51. Representacion de la fraccidn de las formas nativa, intermedia y desnaturalizada a cada
concentracidn de urea para las proteinas FIV-rp24, W40F, W126F y WA40/126F obtenidas con
los pardmetros termodindmicos resultantes del ajuste de los datos experimentales de las curvas
de desnaturalizacién a un modelo de tres estados. Forma nativa {®), forma intermedia {(®} y forma
desnaturalizada (¥} . Las curvas de desnaturalizacién se obtuvieron midiendo la variacién de la
elipticida molar media por residuo a 220 nm con la concentracién de urea.,

Comc puede observarse en la grafica correspondiente a la proteina FIV-rp24
salvaje, la forma intermedia es la forma predominante a una concentracién de urea
9.2 M, alcanzando un valor F, igual a 0.9. Si analizamos las curva de
desnaturalizacion de FIV-rp24 (Fig. 50), podemos ver cdmo a esta concentracion es

donde aparece el hombro correspondiente a la primera transicion. Asi mismo, también
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coincide el valor de F,, a esta concentracién de urea con el valor del parametro Z que
se obtiene en el ajuste con el modelo de tres estados (Tabla XV). La forma
desnaturalizada comienza a aparecer a partir de una concentracién ligeramente menor,
siendo la forma predominante cuando la concentracién es 6.5 M. De [a misma forma
se pueden analizar los resultados obtenidos con las formas mutantes. En el caso del
mutante W40F, claramente hay una presencia de un estado intermedio en el proceso
de desnaturalizacion. Esta forma predomina a una concentracion 4.8 M de urea, que
es la misma concentracién a la que se produce la primera transicion. Para el mutante
W126F y el doble mutante, los resultados son algo diferentes. A ninguna
concentracion de urea la forma intermedia es predominante, aunque alcanza su
maximo a una concentraciéon 5.3 M, concentracién que coincide con la C,,;, obtenida
en el ajuste mediante el método de extrapolacidn lineal.

De la misma forma que se hace con las curvas de desnaturalizacion obtenidas
por dicroismo circular, se pueden ajustar las curvas obtenidas siguiendo el proceso
de desnaturalizacién por fluorescencia excitando a 275 y 295 nm. Los ajustes
obtenidos empleando el modelo de dos o el de tres estados aparecen en las Figuras
52 ({longitud de onda de excitaciéon de 275 nm) y 53 {longitud de onda de excitacién
de 295 pm) vy los valores de los pardmetros termodindmicos obtenidos a partir de
estos ajustes se recogen en la Tabla XV.

En el caso de las curvas de desnaturalizacién de la Figura 52, sélo en el caso
de la proteina FlIV-rp24 salvaje y el mutante W126F el ajuste de los datos
experimentales se mejora con el modelo de tres estados. Segun los datos recogidos
en la Tabla XV, las dos transiciones presentan una variacion de energia libre muy
similar, asi como también es muy parecida si comparamos las variaciones de la
proteina salvaje con {a proteina mutante. Para la proteina W40F vy el doble mutante,
sOlo se representa el ajuste conseguido con el modelo de dos estados, pues el otro
es coincidente. El valor de la variaciéon de energia libre total del proceso es muy
parecido para todas las proteinas si tenemos dnicamente en cuenta el ajuste con el
modelo de dos estados.
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Figura 52. Ajuste de las curvas de desnaturalizacién obtenidas por fluorescencia de las proteinas
FiV-rp24 (A), WA0F (B), W126F (C) y W40/126F {D) a un modelo de dos {(~—— o tres estados
(- - - ~). En el caso del mutante sencillo y el doble mutante inicamente se representa el ajuste
realizado con el modelo de dos estados porque el correspondignte al modelo de tres estados es
practicamente coincidente. Los pardmetros de todos los ajustes se recogen en la Tabia XV,

La representaciéon de las fracciones de las distintas formas presentes en el
proceso de desnaturalizacién coincide con fo que se puede observar a simple vista en
la curva de desnaturalizacién de la proteina FIV-rp24 salvaje y el mutante W126F,
Para la protefna FiV-rp24, la forma intermedia es muy minoritaria, alcanzando su
maximo a una concentracion 6.4 M de urea, que coincide con la concentracién de
urea a la que la mitad de la proteina se encuentra desnaturalizada (C,,,). Sin embargo,
en el mutante W126F hay una segunda transicidn, a concentraciones altas de urea,
que no se apreciaba en el caso de las curvas de desnaturalizacién obtenidas por
dicroismo, y es donde la forma intermedia es mayoritaria {6.5 M). Esta forma
intermedia incluso esta presente cuando la concentracidn de urea es 8 M.
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Figura b3. Representacion de la fraccién de las formas nativa, intermedia y desnaturalizada a cada
concentracion de urea para las proteinas FIV-rp24 salvaje y W126F obtenidas con los pardmetros
termodindmicos resultantes del ajuste de los datos experimentales de las curvas de
desnaturalizacion a un modelo de tres estados. {®) forma nativa, (¥} forma intermedia y (®) forma
desnaturalizada. Las curvas de desnaturalizacién se obtuvieron midiendo la variacién de la
longitud de onda del méximo del espectro de emisién de fluorescencia excitando a 275 nm con
la concentracion de urea.

Por dltimo, hay que analizar los resultados obtenidos con las curvas de
desnaturalizacion de la Figura 54. Como ocurria con el ajuste de las curvas de
desnaturalizacidn de la Figura 52, s6lo en el caso de {a proteina FIV-rp24 salvaje vy el
mutante W126F, el modelo de tres estados ajusta mejor los datos experimentales. Los
resuftados obtenidos de los ajustes de las tres curvas se recogen en la Tabla XV, Para
FIV-rp24 vy W126F se hace la representacién de las fracciones de las formas nativa,

intermedia y desnaturalizada frente a fa concentracién de urea que aparecen en la
Figura 55.
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Figura 54. Ajuste de las curvas de desnaturalizacion obtenidas por fluorescencia de las proteinas
FIV-rp24 (A), WA4QF (B), W126F (C) a un modelo de dos { } o tres estados (- ~ - -). En el
caso del mutante sencillo y el doble mutante dnicamente se representa el ajuste realizado con el
modelo de dos estados porque el correspondiente al modelo de tres estados es practicamente
coincidente. Los pardmetros de todos [os ajustes se recogen en la Tabla XVI.

De nueve hay una practica coincidencia entre la concentracion a la que la
forma intermedia es predominante (5.5 M para la proteina FIV-rp24 y 4.4 M para
W126F} con la concentracién a la que aparece un hombro en las curvas de
desnaturalizacién (5.2 M para FIV-rp24 y 4,2 M para W1286F). En el caso del mutante
W40F, la concentracion C,,, coincide también con la C1/2 obtenida en el ajuste
mediante el modelo de extrapolacion lineal {(C,,, = 6.4 M).
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Figura 55 Representacion de ta fraccion de 1as formas hativa, intermedia y desnaturalizada a cada
concentracion de urea para las proteinas FIV-rp24 y W126F obtenidas con los pardmetros
termodindmicos resultantes del ajuste de los datos experimentales de las curvas de
desnaturalizacion a un modelo de tres estados. (®) forma nativa, (V) forma intermedia y {®) forma
desnaturalizada. Las curvas de desnaturalizacién se obtuvieron midiendo la variacién de la
longitud de onda del maximo del espectro de emisién de fluorescencia excitando a 295 nm con
la concentracion de urea.

AG'0 AG%h,0  (kcal- AGTho0 An, An, Z
{kcal mol™?) mol} {kcal- mol™)
3E 3E 2E 3E % 2E 3E 3E 3E
A275 | ’>
FIV-rp24 11.7 10.5 1.7 22.3 42.1 41,2 39.9 0.1
WA40F 10.2 36.8
W126F 11.7 2.5 9.9 21.2 42.9 £1.2 29.8 0.8
wa0/126F 8.2 405
)‘295 * ﬂ
FIV-rp24 3.2 10.2 7.3 13.4 27.3 15.1 37.2 0.2
WAO0F 11.6 43.2
W126F 8.43 12.1 6.8 h 28.4 31.4 50.0 52.8 0.3

Tabla XVI, Pardmetros de ajuste de las curvas de desnaturalizacién ohtenidas por fluorescencia a un
modelo de dos (2E) o tres estados (3E). AG'w,0,variacién de energia libre correspondiente a la transicién
del estado nativo al estado intermedio; AG?n,0, variacién de energia libre correspondiente a la transicion
del estado intermedio al estado desnaturalizado; An,, diferencia en el niimero de sitios de unién para
la urea de las conformaciones nativa e intermedia; An,, diferencia en el nimero de sitios de unién para
la urea de las conformaciones intermedia y desnaturalizada; Z, cambio fraccional de la sefial de
dicroismo en la transicién del estado nativo al intermedio. (a) diferencia en el nurmero de sitios de unién
para la urea para la proteina nativa y desnaturalizada.
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Con todos los datos obtenidos mediante el analisis de las curvas de
desnaturalizacién seguidas mediante dos técnicas espectroscépicas diferentes
podemos aventurar un modelo para explicar el mecanismo de plegamiento de la
proteina FiV-rp24. Cuando el proceso de desnaturalizacién se sigue por dicroismo
circular, se aprecian dos transiciones en el caso de la proteina salvaje y el mutante
W40F, que se producen a unas concentraciones de urea similares. Una primera
transicién a una concentraciéon 5.2 M para FIV-rp24 y algo menor en el mutante
W40F, 4.7 M, y una segunda transicién a 6.2 M (FIV-rp24} y 6.0 M (W40F}. Con el
mutante W1 26F y el doble mutante, por dicroismo circular, s6lo se puede apreciar la
primera transicién a concentraciones 5.3 M (W126F) y 4.9 M (W40/126F). Hay
tambhién una pequefa transiciéon en el mutante W126F a una concentraciéon 4.0 M,
que es de una amplitud muy baja, por lo que podriamos considerarla una pre-
transicion. Si el proceso de desnaturalizacién se estudia mediante la técnica de
fluorescencia, volvemos a distinguir dos transiciones en la proteina salvaje, a
concentraciones algo superiores a las obtenidas por dicroismo circular en el casc de
las curvas gbtenidas midiendo con una longitud de excitacién de 275 nm, pero muy
similares cuando la longitud de excitacidn es de 295 nm. Si embargo, por esta técnica
s6lo una transicion se puede apreciar en el mutante WA40F, la correspondiente a
concentraciones mas altas de urea. En el mutante W126F los resultados son
diferentes segun la longitud de onda de excitacién; mientras que se distinguen dos
transiciones cuando la longitud de onda de excitacion empleada es de 275 nm, sodlo
una se observa excitado a 295 nm a una concentracién 5.1 M, aunque también se
vuelve a distinguir la pre-transicion observada mediante dicroismo a una
concentracién algo superior, 4.2 M. Por dltimo, para el doble mutante solamente se
aprecia la primera transiciéon, a una concentracién 4.6 M.

Los resultados sugieren que, con respecto a la estructura secundaria, hay una
diferencia entre la proteina salvaje y el mutante W40F en relacién a! mutante W126F
y el doble mutante. Parece ser que el Trp40 en la proteina FIV-rp24 se encuentra en
un entorno en el que la pérdida de estructura secundaria se produce a
concentraciones de urea menores, mientras que el Trp126, que es el gue esté
presente tanto en la proteina salvaje como en el mutante W40F, esta en un entorno
diferente, menos expuesto a la accién del agente desnaturalizante. En cuanto al
estudio del entorno tridimensional de estos dos residuos de triptéfano en la proteina,
los resultados obtenidos midiendo la fluorescencia emitida por las proteinas excitando
a 295 nm, longitud a la cual sélo se mide la fluorescencia emitida por los residuos de
triptéfano, vuelven a obtenerse parecidas conclusiones. Es decir, el Trp126 se
encuentra en un entorno, ya que la desnaturalizacion del mutante W126F refleja
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tnicamente la transicién a bajas concentraciones de urea, mientras que para el
mutante W40F se observa la segunda transicién. Si nos filamos en la Figura 45,
ambos residuos de triptéfano ocupan posiciones correspondientes a dos hélices de
la estructura superenrrollada del extremo amino-terminal. El Trp126 parece estar algo
mas expuesto al disolvente que el Trp40, como también se puede apreciar en los
espectros de discroismao circular en el UV préximo, sin embargo, la desnaturalizacién
con urea afecta més al entorno del Trp40, lo que hace gue el mutante donde sélo este
residuo de triptéfano esta presente se desnaturalice a mas bajas concentraciones de
urea.
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Conclusiones

PAPEL DE LOS GRUPQOS SULFHIDRILO EN EL MANTENIMIENTO DE LA
ESTRUCTURA DE LA PROTEINA p26 DE EIAV

(1] La proteina p26 se obtiene en condiciones nativas. El elemento de
estructura secundaria mayoritario es la hélice a, en claro contraste con
el modelo propuesto de barril B para la proteina p24 de HIV-1.

(2] La proteina rp26 se comporta como un monémero de 26 kDa, tanto en
PAGE-SDS, en ausencia o presencia de agentes reductores, como en
cromatografia de penetrabilidad hasta una concentracién de 20 mg/ml.

(3 La proteina rp26 es reconacida por anticuerpos presentes en suero de
caballo infectado por E!AV, tanto en condiciones nativas (ELISA) como
desnaturalizantes (inmunodeteccion).

o Las proteinas pUC/rp26 y pKK/rp26 tienen distinto contenido en grupos
SH libres, 2.2 frente a 1.1, y diferente estructura secundaria:

r J_pUC/rpZG pKK/rp26
Estructura i 40 50 |
Estructura 3 26 1

Giro B 12 15

LEstr. no ordenada 22 _ 34 !

(5] La diferente estructura de pUC/rp26 y pKK/rp26 se refleja en los
parametros f,, fraccién de fluoréforos accesibles, siendo mayor cuanto
menor es el numero de SH libres, y en el valor de la elipticidad . A pesar
de que la proteina pKK/rp26 tiene una estructura mas accesible, la
temperatura de desnaturalizacién térmica es ligeramente mayor (55.0
frente a 53.8 °C).

16 Existe una relacién entre el contenido de SH y el espectro de dicroismao
circular. El cambio confromacional al formarse el puente disulfuro podria
implicar un aumento en el porcentaje de ldmina B de la proteina
pKK/rp26.

Q El cambio dei residuos de Cys48 por Ser provoca cambios poco
importantes en la estructura tridimensional de la proteina rp26, segun
sus espectros de CD en el UV lejano y de fluorescenci y su estabilidad
térmica.
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© El mutante tiene 1.6 grupos SH, lo gue indica que el 80% de las
moléculas estan totalmente reducidas. Al igual que ocurre en rp26, en
el caso del mutante es importante el estado de oxidacién. En este caso
al reducir la proteina, el cambio es menos significative puesto que se
pasa de 1.6 a 1.7 grupos SH libres. Sin embargo, la oxidacion modifica
el espectro de CD en el UV lejano y provoca un aumento del parametro
f.. Este cambio no tiene ningun reflejo en los espectros de fluorescencai
ni en la temperatura de desnaturalizacién térmica.

© La proteina rp26-His posee las mismas caracteristicas estructurales que
rp26. Se obtiene mayor cantidad y, en principio, se puede utilizar en
estudios estructurales (RVIN).

ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA p24 DE LA CAPSIDA DEL VIRUS DE
LA INMUNODEFICIENCIA FELINA (FIV). MECANISVIO DE PLEGAMIENTO

1] Se ha clonado la proteina p24 de FIV y se han obtenido dos mutantes
sencillos de Trp y un mutante doble. La hélice a es mayoritaria en todas
{da cuenta de un 50%) y no hay estructura B. Las mutaciones no
afectan la estructura secundaria.

(2} A partir de los espectros de CD en el UV préoximo de las formas
mutantes se ha podido determinar la contribucidn individual de los dos
triptéfanos. Ef espectro original se puede recomponer a partir de fas
mencionadas contribuciones y del espectro de! doble mutante que
proporciona la contribucién de las siete tirosinas que hay en la proteina.
Excepto en la zona de 250-265 nm, los espectros son pedcticamente
coincidentes, lo que indica que el ordenamiento tridimensional en los
alrededores de los Trp no se modifica como consecuencia de las
mutaciones.

© El espectro de fluorescencia, obtenido a 275 nm, tanto de la proteina
salvaje como de los mutantes sencillos presenta una contribucién menor
de los residuos de tirosina que la que se determina con el doble mutante.
Esta disminucidn refleja la existencia de transferencia de energia sin
radiacion de Tyr a Trp. La contribucidn del Trp126 al espectro es el
doble que la del Trp40. El espectro de fluorescencia obtenidoc como
suma de las contribuciones individuales de los Trp coincide bastante bien
con el de la proteina salvaje, lo que indica una estructuracion
tridimensional similar en las cuatro proteinas.

4 Los estudios de desnaturalizacién-renaturalizacién seguidos por
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dicroismo circular sugieren que el Trp40 se encuentra en un entorno en
el que la pérdida de estructura secundaria como consecuencia de la
desnaturalizacién con urea se produce a concentraciones de urea
menores, mientras que el Trp126 se encuentra menos expuesto a la
accién del agente desnaturalizante.

Los estudios de desnaturalizacién-renaturalizacién seguidos por
fluorescencia vuelven a dar resultados similares a los de CD. El Trp128
se encuentra en un entorno tridimensional diferente que el Trp40, pues
el W126F tiene una curva de desnaturalizaciéon en la que Unicamente se
observa wuna transicibn a bajas concentraciones de urea. La
desnaturalizacidon con urea parece afectar mas al entorno del Trp40, lo
que hace que el mutante donde sélo esta presente este residuo de
triptofano se desnaturalice a mds bajas concentraciones de urea.
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