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DTDP 4 4’-ditiodipiridina

DTNB 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico)
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1. INTRODUCCION

1. Introduccidon

1.1. ICA512

1.1.1. Proteina de la familia de las PTPs

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) son un grupo de proteinas involucradas en la regu-
lacion de la transduccién de senales, donde junto a las proteinas tirosina quinasas (PTKs) son
capaces de defosforilar y fosforilar, respectivamente, residuos de tirosina. De este modo, cum-
plen un rol clave en diversos procesos fisiologicos como pueden ser la diferenciacién, crecimiento
celular y metabolismo. Es por ello que se las reconoce como reguladores de la transduccion de

senales, ya sea en condiciones fisiolégicas o en patologias como cancer o diabetes [1] [2].

ICA512, también conocida como IA2, es una proteina de membrana de los granulos de secre-
cion que se encuentran presentes en células endocrinas secretoras, células del sistema nervioso
auténomo, neuronas neuroenddcrinas en el cerebro y células «, 8 y 0 pancreaticas. Especifica-
mente, se sabe que ICA512 es el principal autoantigeno en diabetes mellitus tipo 1, donde las
células B del pancreas productoras y secretoras de insulina son destruidas [3]. Por su secuencia
aminoacidica y estructura pertenece al grupo de las PTPs. Sin embargo, no posee actividad

fosfatasa debido a mutaciones en el sitio catalitico [4].

1.1.2. Dominios y rol de ICA512 en la secrecion de insulina

ICA512 es una proteina de 979 aminoacidos (106 kDa) y esta formada por un dominio
amino-terminal extracelular (residuos 1-576 comprendiendo el péptido senal), un segmento
transmembrana (residuos 577-601) y un dominio intracelular carboxilo-terminal (residuos 602-
979) [5] (Figura 1). El procesamiento por convertasas da lugar a la forma madura de ICA512

la cual incluye el dominio extracelular (residuos 449-575), transmembrana (residuos 576-600),
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y el dominio citoplasmético (residuos 601-979).
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Figura 1: Dominios y regiones de ICA512. De izquierda a derecha, el péptido senal (SP),
el dominio N-terminal (NTF), el dominio extracelular maduro (MPE), el segmento transmem-
brana (TM), el dominio intracelular maduro (IC), el fragmento citosdlico escindido (CCF), el
‘falso’ dominio catalitico (PTP), y los dominios PDZ. Los sitios conocidos de procesamiento
por proteasas se indican con tijeras. La barra vertical representa la membrana del granulo de
secrecién o la membrana plasmatica. La disposicion probable de ICA512 madura en la mem-
brana es la de un dimero (derecha). No se conoce el destino de ICA512 NTF (circulos celestes)
luego de su escisién por convertasas.

En condiciones normales (Figura 2), ICA512 interactia con la forma fosforilada de la pro-
teina [2-sintrofina (52S) y ésta a su vez con la proteina utrofina (UT) ancldndose a los fila-
mentos de actina. El incremento de glucosa intracelular aumenta los niveles de ATP dentro de
la célula lo que deriva en una despolarizacién de la membrana, la cual es compenzada por el
ingreso de Ca™2. El aumento de Ca*? intracelular estimula la desfosforilacién de 32-sintrofina,
provocando la disociacién del complejo 52S-UT-actina de ICA512, lo que permite la moviliza-
cion del granulo de secrecién y posteriormente la exocitosis. Luego de la disociacién, el dominio
citoplasmatico de ICA512 es clivado por una proteasa dependiente de Ca*?, la calpaina, dando
lugar al fragmento TA2CCF retroalimentando el mecanismo de exocitosis por desplazamiento de
la interaccién con el complejo f25-UT-actina. A su vez, este fragmento soluble migra al nticleo
donde regula la transcripcion de genes involucrados en la granulogénesis, incluida la insulina e

ICA512 y provocando estimulos pro-mitdticos que resultan en la proliferacion de nuevas células

p 6] 7] .
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Figura 2: Rol de ICA512 en la movilizacién de los granulos de secrecion y la exocitosis
de insulina.! Esquema ilustrativo que representa cémo se induce la liberacién de insulina
en una célula [ pancreatica por estimulacién con glucosa como ejemplo. ICA512-TMF en la
membrana plasmatica es clivado por la proteina calpaina (1). El fragmento citosélico soluble
resultante, ICA512-CCF (2) desplaza el complejo ICA512-TMF con 2-sintrofina uniéndose a
ambos componentes del complejo (3, 3°). La disociacién del granulo secretorio del filamento de
actina permite que éste pueda movilizarse aproximarse a la membrana celular para la exocitosis
(4). La eliminacién de los granulos secretorios por exocitosis aumenta la probabilidad de sintesis
de ICA512 puesto que nuevos fragmentos ICA512-CCF son producidos y son capaces de migrar

al nucleo (5). Esto aumenta la transcripcion de genes involucrados en la granulogénesis a través
de la actividad de STAT (6) y por lo tanto la generacion de nuevos granulos de secrecién (7).

! Esta imdgen se obtuvo del trabajo M. Solimena (2008) Regulation of Insulin Granule Turnover in Pan-
creatic B-Cells by Cleaved ICA512. J. Biol. Chem. 283 (48), 33719 —33729.
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1.1.3. ICA512 RESP18-HD

La proteina reguladora enddcrino-especifica, RESP 18 (del inglés regulated endocrine-
specific protein) [8] se encuentra en células enddcrinas y neuronales encargadas de la secrecion
de hormonas peptidicas. Se halla presente en el lumen de vesiculas, denominadas vesiculas de
corazén denso (DCV), de varios tipos celulares, entre ellos las células «, 5y & pancredticas y

su expresion es regulada por el incremento en los niveles de glucosa [9] [10].

Los primeros 200 aminodcidos de segmento N-terminal de ICA512 (ICA512-NTF) poseen
homologia con RESP18 [9]. Sin embargo, ICA512-NTF contiene un motivo rico en cisteinas,
que no esta presente en RESP18 (residuos 40-62) (Figura 3). Al fragmento de ICA512-NTF que
posee homologia con RESP18 y contiene el motivo rico en cisteinas se lo denomina ICA512

RESP18-HD (del inglés RESP18-Homology Domain) y comprende los residuos 35-131.

RESETHalpha  —-mesmeee s e s e s o s s e s e MOHPLWDPGS - - - SEGLQL 15
RESP18beta MAVDVEFGVAGWWEAAAPLSPSAVAATFTDTWPGSERAEPGRIQHPLWPGS - - -SEGLQL b7
L e s e e e e e e e e MRRPRRPGGLGGSGELRL 18
RESP18alpha LVCFLLLNSCPGGCSDTSAHD-------------------- |GODOVGVEQLWPLOGFATE 55
RESP18beta LVCPLLINSCPGGCSDTSAHD-------------------~- GODOVGVGOLWELOGFATPE 97
IA-2 LLCLLLLSSRPGGCSAVSAHGCLFDRRLCSHLEVCIQDGLEGOCOVGVGOARPLLOVTSE 78
RESP18alpha VFQHIOVVLOOTITPOGLFWEDDITODAMIQKMEHASRLHPOEPCLEKDGKALFEPTETTEQE 115
RESP18beta VFOHLOVVLOOI TPOGLFWKDDITODAMIQKMEHASRLHPOQEPCLKDGKALFPTKTTE - - 165
IA-2 VLORLOGVLROLMSQGLSWHDDLTQYVISQEMER IPRLRPPEPRPRDRSGLAPKRPGPAG 138
RESP18alpha EELQLLFPS------ ETHSPLAKVNRDQCFTSEVVSKALKQEVANPV ------------- 156
RESP18beta  --------——--------—- SPLAKVNRDQCFTSEVVSKALKQEVANDPYV ------------- 184
IA-2 ELLLODIPTGSAPAAQOHRLPOQPPVGKGGAGASSSLS - PLOAELLPPLLEHLLLPPQPPHP 197
RESP1I8aIphad: --oonsrsasscmnsesnsnossntrs it GFSGPLPTVGRNPVAD------------ 173
RESBEI8bota  S—ossssioanssirmsen o nms sz KITYRCSYGCGLDMMOAPGPSKEEIIYKIMRLLWA 218
TA-2 SLSYEPALLOPYLFHQFGSRDGSRVESE----- GEPG-MVSVGPLPKAERAPALFSRTASKG 251
RESP18alpha ---

RESP18beta TSY 221

TA-2 =i 252

Figura 3: Alineamiento multiple de las secuencias correspondientes a RESP18a,
RESP185 y el dominio N-terminal de ICA512. Las secuencias en verde marcan los
aminoacidos similares o idénticos. La secuencia recuadrada muestra el fragmento rico en cis-
teinas de ICA512 que no se encuentra presente en RESP18.



1. INTRODUCCION

A pesar de que ICA512 es una proteina de interés biolégico, poco se conoce sobre la funcion
de ICA512 RESP18-HD. Se sabe que en proteinas presentes en células neuroenddcrinas, entre
las que se encuentran la cromogranina B y la secretogranina II, la formacion de un bucle
producto de un puente disulfuro intracatenario es necesaria para el direccionamiento a granulos
de secrecién [11] [12]. Estudios recientes demostraron que el RESP18-HD contiene informacién
suficiente para su direccionamiento a granulos secretorios [13]. En células INS-1 transfectadas
con una construccién que contiene la secuencia de RESP18-HD, consecutiva al péptido senal y
fusionada a GFP (del inglés green fluorescent protein), tanto ICA512-RESP18-HD-GFP como
la insulina se hallan presentes en estructuras tipo granulos de secrecion. La estimulacién con KCI
y glucosa permite la liberacion de los granulos secretorios y la recuperacién de ICA512-RESP18-
HD-GFP en el medio extracelular. Sin embargo, cuando se transfecta con ICA512-NTF-GFP
queda localizado en el reticulo endoplasmatico y no se encuentra en granulos de secrecién a
pesar de contener a ICA512 RESP18-HD. A su vez, la ausencia de ICA512 RESP18-HD impide

el direccionamiento al granulo y promueve el anclaje en la membrana plasmatica [13].

1.2. Quimica de tioles

El grupo tiol es de gran relevancia en el andlisis bioquimico de proteinas. Esta formado por
un atomo de azufre y uno de hidrogeno. El grupo tiol es el andlogo azufrado de los alcoholes.
Los tioles cuando se oxidan forman disulfuros, compuestos que poseen un enlace S-S. A pesar de
que el oxigeno es mas electronegativo que el azufre, los tioles son mas acidos que los alcoholes
debido a que los enlaces S-H generalmente son mas débiles que los enlaces O-H, por lo que el
grupo tiol se desprotona con mayor facilidad. Por otro lado, el ion tiolato (-S™) tiene su carga
negativa en el azufre y, como el azufre tiene mayor volumen atémico que el oxigeno, su carga

se encuentra deslocalizada sobre una region del espacio més grande, lo que proporciona mayor
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estabilidad al tiolato respecto al alcéxido.

La cisteina es un aminoécido que posee en su grupo R un grupo tiol (Figura 4). Los mismos
pueden oxidarse y, asi, generar productos que poseen distintos estados de oxidacion. A su vez,
dos residuos de cisteina pueden oxidarse y formar un disulfuro (cistina), dando lugar a un enlace
covalente denominado puente disulfuro. El pK, del grupo tiol de la cisteina se encuentra entre
8 - 9 a 25 °C. Sin embargo, se sabe que hay proteinas que poseen cisteinas particularmente

acidas debido a su entorno NTfrescacorr2aminoacidico.

0

HS/\l)LDH

N

Figura 4: Molécula de L-cisteina.

Biologicamente, el rol que cumple el intercambio tiol-disulfuro es de suma importancia, ya
sea en procesos redox que requieran la participacion de tioles, en la estabilizacién de estructuras
terciarias en proteinas por formacién o escicion de cisteinas estructurales, en catélisis enzimatica
y en el transporte y almacenamiento de iones metélicos [14]. La reaccién de intercambio de tioles

en solucién acuosa se da por un mecanismo establecido en tres pasos.
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Figura 5: Reaccién de intercambio tiol-disulfuro

En primer lugar, ocurre la ionizacién del grupo tiol (-SH) a tiolato (-S™) [15] [16]. La
reaccion ocurre con el ataque nucleofilico del tiolato a un atomo de azufre que participa en la

formacién de un disulfuro. Por tltimo, ocurre la protonacion del tiolato producto de la reaccién.

1.2.1. Tiorredoxina, una oxidoreductasa

En proteinas, la presencia de residuos de cisteina es un factor importante para la estabiliza-
cién de la estructura terciaria por uniones disulfuro. Para la formacién del mismo, se necesita
un anién tiolato y, por lo tanto, es necesario que el pH sea neutro o alcalino si se tiene en
cuenta el pK, del grupo tiol. En eucariotas, los puentes disulfuro nativos de las proteinas se
forman en el reticulo endoplasmico donde se encuentran proteinas que catalizan la formacién
y ruptura de los mismos, como las disulfuro isomerasas [17]. Sin embargo, el requerimiento de
tioles reducidos para el intercambio tiol-disulfuro involucra una serie de proteinas que facilitan
la reduccién de los grupos tiol. Entre ellas se encuentra una oxidoreductasa: la tiorredoxina
(TRX). Las proteinas que forman parte de la familia TRX poseen un motivo tipo tiorredoxina
que se compone de la secuencia CxxC, el cual es de suma importancia para la funcién redox [18].

Las dos cisteinas presentes en la tiorredoxina (Cys-32 y Cys-35) forman un puente disulfuro.
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La reactividad de la proteina se debe en parte a los valores de pK, de las cisteinas del motivo
CxxC los cuales se encuentran entre 7 y 9 respectivamente. Esto se debe a que una disminucion
en los valores de pK, generalmente disminuye el caracter nucleofilico del grupo tiol, haciéndolo
menos reactivo [19]. Sin embargo, una de las dos cisteinas que posee es particularmente reac-
tiva [20] y contribuye a la reactividad de la tiorredoxina como reductora de otras proteinas en

intercambios tiol-disulfuro.
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2. Hipodtesis y objetivos

La informacién que se tiene hasta el momento sugiere la importancia de ICA512 RESP18-
HD en el mecanismo de secrecion de insulina. Se sabe que ICA512 forma parte de las vesiculas
de secrecién de insulina, encontrandose ICA512 RESP18-HD en el limen de las vesiculas se-
cretorias. La caracteristica principal de este fragmento, es que posee el motivo rico en cisteinas
capaces de formar uniones del tipo disulfuro intra e intercatenarios. Una de las hipdtesis de
este trabajo es que, estos residuos de cisteina, poseen una reactividad atipica que podria ser

fundamental en el direccionamiento de ICA512 a gréanulos de secrecién.

A su vez, la insulina es activa bioldgicamente en forma monomérica y esta formada por
dos cadenas de 21 y 30 aminoacidos, la cadena A y la cadena B respectivamente. Ambas se
unen covalentemente por dos uniones disulfuro entre residuos de cisteina de cada cadena y a su
vez, la cadena A presenta un puente disulfuro intracatenario. Teniendo en cuenta la presencia
fisica de ICA512 RESP18-HD e insulina en la vesicula, otra hipétesis del presente trabajo es
que ICA512 RESP18-HD podria estar interactuando con la insulina mediante la formacién de

puentes disulfuro.

El objetivo del presente trabajo, es caracterizar los residuos de cisteina mediante anélisis
bioquimicos y biofisicos con el fin de aportar al conocimiento existente. Asi mismo se procu-
rara elucidar si estos residuos se encuentran involucrados en la formacion de un posible complejo

con insulina. Los objetivos especificos comprenden:

1. Obtencién del fragmento ICA512 RESP18-HD y caracterizacién de algunas propiedades

biofisicas y bioquimicas.

2. Caracterizacion de las propiedades de los tioles de ICA512 RESP18-HD.

11
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3. Determinar si existe interaccion entre ICA512 RESP18-HD e insulina y si es mediada por

los grupos tiol.

12
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3. Materiales y métodos

Todos los reactivos fueron de calidad analitica pura. La insulina humana fue cedida por el

laboratorio de Inmunoendocrinologia (LIE) del Dr. Edgardo Poskus.

El 4cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB), 4,4’-ditiodipiridina (DTDP) y la lisozima

(de clara de huevo) fueron de Sigma-Aldrich.
La tiorredoxina fue cedida gentilmente por Dr. Javier Santos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico fue realizado como se

describe en [21].

Los siguientes buffers fueron utilizados: Buffer A: acetato / acido acético 25 mM pH 4.5;
Buffer B: buffer A + 5 mM [S-mercaptoetanol, 0.5 mM acido diotiodipropiénico, 0,5 mM cista-

mina y 0.5 mM cistina.

El coeficiente de absorcién molar de RESP18-HD ICA512 a 280 nM, 7,450 M~tem™!, fue

calculado con la composicién de aminodcidos utilizando los valores de referencia dados en [22].

Los coeficientes de extincion molar de las proteinas utilizadas fueron: lisozima: 37,500

M~tem™!; tiorredoxina: 14,105 M~tem™!; HSA: 39,310 M~tem ™.
3.1. Expresion y purificacion de RESP18-HD

ICA512 RESP18-HD se expreso en el vector pET9, en E. coli (BL21 DE3 RIL) y se pu-
rific de cuerpos de inclusiéon. Un informe completo de la preparacion del gen recombinante,
su transfeccién y expresion se detalla en [23]. En este trabajo, solo se reportard el proceso
de purificacién. El medio de cultivo LB contiene kanamicina (50 pg/ml) y cloramfenicol (35

pg/ml) y para la induccion se utilizé lactosa 1 %. Se hicieron crecer las bacterias hasta DOggg

14
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de 1 durante 4 h, luego se cultivaron y resuspendieron en bufer de lisis (100 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1 mM DTPA, 5 mM DTT, 5 mM S-mercaptoetanol, 50 mM Tris - HC1, pH 7.8 conte-
niendo lisozima) utilizando un sonicador de punta (6 pulsos, 200 joules). Luego de centrifugar
a 12,000 rpm durante 15 minutos, los cuerpos de inclusion fueron lavados. Para ello, el preci-
pitado se suspendié en 10 mM de buffer de lisis suplementado con dcido deoxicélico 0.2% vy se
disgregd usando un sonicador de punta (6 pulsos, 200 joules, 5 watts, en bafio de hielo). Co-
mo ICA512-RESP18 HD se expresa mayormente formando cuerpos de inclusion , esta fraccién
insoluble se recolecté por centrifugacion a 12,000 g durante 15 min a 4 °C. Para purificar los
cuerpos de inclusién de las impurezas asociadas, la fraccion insoluble se resuspendié tres veces
por sonicacién en buffer de lisis conteniendo 0.2 % de dcido deoxicdlico y se recuperd por cen-
trifugacion como se mencioné anteriormente. Luego, los detergentes y el buffer de lisis fueron
removidos mediante un lavado de los cuerpos de inclusién en agua. Los mismos fueron solu-
bilizados luego de 1 h de incubacion a 37 °C con 6 M urea, 25 mM acetato de sodio, 10 mM

glicina, 5 mM tris(2-carboxietill)fosfina (TCEP), pH 4.5.

La fraccién solubilizada por la urea se sometié a una cromatografia de intercambio iénico
en una columna Hiprep SP (GE Healthcare) equilibrada a 20°C con 6 M urea, 25 mM acetato
de sodio, 10 mM glicina, pH 4.5, y se desarrollé con un gradiente de sales (0 -1 M NaCl en
el buffer correspondiente utilizado para equilibrar la columna). Para eliminar la urea, ICA512
RESP18-HD se prepar6 por cromatografia de exclusién molecular utilizando la columna HiTrap

desalado G-25 (GE Healthcare) equilibrada en 20 mM acetato de sodio, pH 4.5.

3.2. Dicroismo circular

Se utilizé para la recoleccién de datos de dicroismo circular (DC) el espectropolarimetro

Jasco 810 (Jasco Corporration, Tokio, Japén). Los espectros de DC en el UV lejano se ob-
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tuvieron en el rango de 185 nm a 340 nm. Se utilizé una celda de 0.1 cm y la concentracién
de proteina fue de 10 M. Las mediciones se realizaron a 20°C. La velocidad de muestreo fue
50 nm/min con un tiempo de respuesta de 1 s, toma de datos cada 0.2 nm y 1 nm de ancho
de banda. Se realizaron los espectros por triplicado para cada muestra, se resto el blanco y se

realizo el suavizado de los espectros utilzando el polinomio de cuarto grado de Savitzky—Golay.

3.3. Determinacion de grupos tiol libres

El contenido de grupos tiol libres se determiné por la reaccién de Ellman [24]. Se prepar6 un
stock de acido 5 5-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB) 20 mM en 0.1 M fosfato de sodio, pH 7.4.
Para estimar el contenido de grupos tiol libres en la proteina, se incubé el DTNB (200 pM)
e ICA512 RESP18-HD 30 uM (en 0.05 M fosfato de sodio, pH 7.4) a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se midi6 la absorbancia a 412 nm y se estimé la concentracion de grupos

tiol libres utilizando el coeficiente de extincién molar de 14.150 M~tem™! [25].

3.4. Cinética de reaccién entre grupos tiol libres y DTNB o DTDP

El analisis cinético de la reaccion entre los grupos tiol y DTNB o DTDP se llevé a cabo
midiendo el incremento de la absorciéon UV en el tiempo debido a la formaciéon de productos en
estado reducido. Para los productos de los reactivos utilizados, los coeficiontes de extincion a
pH 4.5 fueron €412 nm=7,000 M~tem ™! y €304 nm=21,800 M~tcm ™! para el dcido 5-tio-2-nitro-
benzoico (TNB) y 4-tio-piridina (TP), respectivamente. Los coeficientes de extincién molar
para los disulfuros mixtos y DTDP fueron 1,000 M~!'cm™! y 500 M~tcm™!, respectivamente

[25].

En el caso del DTNB, la constante de velocidad de reaccién a pH 4.5 es lo suficientemente

lenta para permitir condiciones de seudo primer orden (en exceso de DTNB) y por lo tanto se
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intergraron las ecuaciones cinéticas y se realizaron ajustes por el método de cuadrados minimos
convencional para estimar los valores de las constantes de velocidad de reaccion. La reaccién

en exceso de DTNB con grupos tiol libres se asumio irreversible como se indica a continuacién

(Ecuacion (1)):

RS~ + DTNB — RSSNB + TNB (1)

Las constantes de segundo orden fueron calculadas como k = kys //[DTNB] donde Kk,

representa la constante cinética aparente de seudo primer orden de la reaccién.

En el caso del DTDP, la reaccién es mucho mas réapida y para monitorearla adecuadamente
la concentracion de reactivo debié mantenerse baja. Por otra parte, se tuvo en cuenta un

mecanismo de reaccién en dos pasos (Ecuacion (2)).

RS~ + DTDP ™ RTP +4TP
(2)
RS~ + RTP *% RSSR + 4TP

Esto forzo la utilizacién las ecuaciones cinéticas para la reaccion de segundo orden en su
forma diferencial. Para estimar las constantes de velocidad usando ecuaciones diferenciales se
escribieron guiones (scripts) en el programa R para simular la reaccién. A partir de suposiciones
iniciales, las constantes de velocidad se fueron modificando progresivamente, por prueba y error
hasta lograr un buen ajuste de la curva integrada a los datos experimentales. El método de
Runge Kutta implementado en R fue utilizado para corroborar los ajustes realizados por el
método de ecuaciones diferenciales y las constantes de velocidad de reaccion de segundo orden

derivadas del mismo.
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Para calcular las constantes de velocidad de la reaccion con DTDP, la curva de absorban-
cia fue simulada usando los coeficientes de extincién molar de todas las especies que exhiben
absorcion de luz a 324 nm (e4_7p = 21,400 M~tem™, ez_rp = 1,000 M~tem™ v eprpp =
500 M~tem™!) a pH 4.5 [25]. La concentracién en funcién del tiempo de estas especies y las
constantes cinéticas se estimaron usando ecuaciones diferenciales derivadas del mecanismo de

reaccién. La absorbancia se calcul6 como (Ecuacién (3)):

AbS(tU) = [4TP](t0)ZUE4_Tp + [RSSP] (tO)ZBER—TP + [DTDP](tO)feDTDP (3)

Se utilizo el programa R para todas las etapas de calculo numérico y ajuste.

3.5. Anisotropia

La medicién de anisotropia de fluorescencia de triptofanos se llevé a cabo utilizando el
espectrofluorémetro a SLM-Aminco Bowman Series 2 (SLM, Urbana, IL,USA). La exitacién
fue a 297 nm y la emisién se midi6 a 340 nm. La concentracién de ICA512 RESP18-HD fue 47
uM en presencia de 0 — 250 uM de insulina. Se realizaron 25 mediciones en cada condicién de
concentracién de insulina. La anisotropia de fluorescencia fue calculada como r=(I; - I, )/(I}

+ 21, ), donde el subindice indica emisién polarizada paralela (||) y perpendicular (L).
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4. RESULTADOS

4. Resultados

4.1. Analisis conformacional

ICA512 RESP18-HD posee en su secuencia aminoacidica dos residuos de fenilalanina, una
tirosina y un triptofano, por lo tanto fue posible obtener el espectro UV-VIS para determinar
tanto la concentracion proteica cuando fuera necesario, como asi también obtener un espectro
caracteristico de la proteina. A continuacion se muestra el espectro tipico de ICA512 RESP18-
HD en medio acido (buffer acetato de sodio 25mM pH 4.5) corregido por la dispersién de luz

(Figura 6).

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 6: Espectro UV-VIS de RESP18-HD ICA512 a pH 4.5.

Se evidencian los picos tipicos para cada residuo (fenilalanina, tirosina y triptofano) en el
espectro UV visible, a 270 nm 281 nm y 290 nm. Teniendo el cuenta el coeficiente de extincién
molar de ICA512 RESP18-HD, el espectro (Figura 6) permite calcular la concentracién de

la proteina luego del proceso de purificacion, donde se obtienen concentraciones de ICA512
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RESP18-HD alrededor de 45 M.

A su vez, para estudiar el grado de estructura de ICA512 RESP18-HD, se realizaron espec-

tros de DC en el UV lejano entre 185 y 240 nm. Se muestran los resultados de la proteina en

estado reducido (Figura 7a) como oxidado (Figura 7b).
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Figura 7: Espectros de DC en el UV lejano. (a)RESP18-HD ICA512 reducida segin el
protocolo de purificacién. (b) RESP18-HD ICA512 sometida a oxidacién durante 48 horas a
temperatura ambiente. Una dilucién del stock de RESP18-HD ICA512 en agua fue utilizada
para las mediciones de DC (RESP18-HD ICA512 10.42 uM).

Cuando ICA512 RESP18-HD se haya en estado reducido, posee estructura secundaria del
tipo a-hélice (Figura 7a). Sin embargo, no se descarta que posea estructura del tipo lamina-3
debido a la presencia de un pico negativo a aproximadamente 202 nm. La oxidacién de los

residuos de cisteina del fragmento, hacen que se modifique la estructura secundaria (Figura 7b)

4.2. Reactividad de tioles

Los grupos tiol libres de ICA512 RESP18-HD en condiciones reductoras estimados por la

reacciéon de Ellman fueron 3.06 de un total de 4 residuos de cisteina que se sabe que el fragmento
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posee en su secuencia aminoacidica. Es posible que el tiol restante no se haya podido titular
debido a su participacion en la formacion de uniones tipo disulfuro que da lugar a agregados

insolubles como se discutird en la seccién 5.2.

Para poder analizar la reactividad de los grupos tiol, fue necesaria la creacion de guiones
para realizar los calculos con el programa R. En todos los casos, se consideraron para los célculos
el nimero total de tioles de cada proteina, teniendo en cuenta que el tratamiento reductor previo
a la reacciéon con cada uno de los reactivos es lo suficientemente fuerte como para reducir la
totalidad de los tioles. Si bien no se pudieron titular los 4 grupos tiol de ICA512 RESP18-HD,
en las condiciones en las que se llevan a cabo las cinéticas de reaccién, suponemos que todos los
grupos tiol se encuentran reducidos. Por otro lado, las cinéticas se realizaron inmediatamente

después de la obtencién de cada proteina pura y reducida.

De este modo, en base a los datos obtenidos para la cinética de reaccion con DTNB y
teniendo en cuenta el mecanismo de accién para el reactivo (Ecuacién (1)) se obtuvieron los
ajustes de las curvas de la cinética de reaccién (Figura 8). En el caso de la reaccién con DTDP,
debido a las particularidades de la misma (Ecuacién (2)), no pudo suponerse una condicién de
seudo primer orden. Asi mismo, la complejidad de la reaccién impidi6 el trabajo con ajustes
a ecuaciones de reacciéon integradas. De este modo, se decidié utilizar ecuaciones diferenciales
(no integradas de forma directa). Suponiendo un valor inicial (arbitrario) de las constantes
de segundo orden, se obtienen las concentraciones de cada reactivo involucrado en la reaccién
utilizando el método de Runge-Kutta de célculo numérico (Ecuaciones suplementarias (6)(7)(8)
y (9)). Luego se calculé la absorbancia en el tiempo utilizando las concentraciones de cada
reactivo estimadas por el método de Runge-Kutta y utilizando los coeficientes de extincién

molar correspondientes a las especies involucradas (Ecuacién (3)). Esta curva de absorbancia
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en funcién del tiempo, obtenida por métodos de calculo numérico, es la que luego se ajusta a los
datos experimentales mediante el cambio en los pardmetros de ajuste que son exclusivamente

los valores de las constantes de velocidad de segundo orden (Figura 9).

La reactividad de los grupos tiol de ICA512 RESP18-HD, se comparo: con cisteina libre,
HSA tratada para reducir su unico grupo tiol libre, HSA tratada con TCEP y en urea para
reducir todos sus tioles (como se muestra en la metodologia), lisozima y tiorredoxina. Los

reductores se eliminan previo a cada ensayo.
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Figura 8: Cinéticas de reaccién con DTNB 200xM. En linea roja se muestra el ajuste rea-
lizado, la linea sélida negra muestra los datos de absorbancia medidos en la cinética de reaccién.
La linea de puntos, la linea de guiones y la linea de puntos y rayas muestran la descomposicion
del ajuste final en una primera, segunda exponencial y una recta respectivamente. (a) ICA512
RESP18-HD 5,7uM, modelo de ajuste a dos exponenciales. (b) Tiorredoxina 5uM. (c) Lisozima
2,42uM. (d) Cisteina 10 pM.
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Figura 9: Cinéticas de reaccién con DTDP 10uM. La absorbancia simulada se muestra
en linea sélida negra. Los datos obtenidos de la cinética de reaccion se muestran en linea verde.

(c) RESP18-HD 3,6uM. (d) Tiorredoxina 6,6uM

Ya sea en las reacciones con DTNB o DTDP, las constantes calculadas se interpretan como
un cambio de la absorbancia en el tiempo, producto de la reacciéon de los tioles proteicos con
los correspondientes reactivos agregados. Las constantes de segundo orden se muestran en la

tabla 1 y se comparan en la figura 10a y 10b
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Tabla 1: Constantes de segundo orden para las reacciones tiol-disulfuro correspondientes a

DTNB o DTDP.
Tiolato Disulfuro E(M~ts7h)
Cistein DTNB 1.64 £ 0.5
stetha DTDP 553.3 & 40.4
DTNB 130 £+ 39.9
ICA512 RESPIS-HD 5 050 L 5535
Tiorredoxina DTBN 907 + 81
DTDP 6,633.3 + 737.1
Lisozi DTNB 116 £+ 12
isozima DTDP 1,530
HSA* DTNB 150.3
DTDP —
DTNB 227
HSA DTDP 3,400
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Figura 10: Gréafico de barras de las constantes de velocidad de reaccién. (a) DTNB
(200pM); las concentraciones de las proteinas o los reactivos utilizados estuvieron en el siguiente
rango: cisteina 10 pM,ICA512 RESP18-HD 6,0 - 7,0 uM, lisozima 3,3 uM, tiorredoxina 5 pM,
HSA 3 uM. (b) DTDP (10 uM); cisteina 10 - 30 uM, RESP18-HD ICA512 3,6 uM, lisozima 13
uM, tiorredoxina 6,0 pM, HSA 1,5 uM. Se muestran los datos obtenidos mediante el método
de Runge-Kutta.

*HSA con tratamiento reductor débil (DTT 1mM) para reducir dnicamente el grupo tiol libre que posee.
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En la reaccion con DTNB, las constantes de segundo orden de ICA512 RESP18-HD y
lisozima fueron alrededor de cien veces mas réapidas que la constante de velocidad de segundo
orden de cisteina libre (Figura 10a). A su vez, los grupos tiol libres de la tiorredoxina poseen
una constante de velocidad de segundo orden mucho mas rapida, en el orden de mil veces mayor,
que para cisteina libre. En condiciones de reducciéon débil, la HSA solo presenta como tiol a la
Unica cisteina libre que posee. La constante de velocidad de reaccién en este caso se encuentra
en el mismo orden que para la HSA en condiciones altamente reductoras (con TCEP y en urea)
donde los 35 residuos de cisteina de la proteina se hallan reducidos. A su vez, las constantes de
segundo orden calculadas, también se encuentran en el mismo orden que para ICA512 RESP-18

HD y lisozima.

En el caso de las cinéticas de reaccion con DTDP, se utilizaron concentraciones menores
de los reactivos debido a la elevada reactividad del DTDP atn en condiciones de bajo pH. El
analisis de la reaccién mostré que al igual que con DTNB, la cisteina libre posee baja reactividad.
Sorpresivamente, la constante de velocidad de reaccién de segundo orden para ICA512 RESP18-
HD es mucho mayor que para lisozima, aproximadamente tres veces mayor y comparable con
la tiorredoxina. La HSA con el tratamiento de reduccién débil, no pudo ajustarse al modelo
propuesto y por lo tanto no se muestra su constante de velocidad, sin embargo, la curva obtenida
parece ser mucho mas lenta que para cisteina libre. A su vez, cuando se reducen todos los tioles
de la HSA, la constante de velocidad obtenida es muy alta, aunque menor que para ICA512

RESP18-HD y tiorredoxina.

4.2.1. Correccion de la reaccién de Ellman por pH 4.5

La reaccion de Ellman se describe para condiciones de pH levemente alcalino [24], sin

embargo, debido a la inestabilidad de ICA512 RESP18-HD en ese ambiente y debido a que
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el interior de las vesiculas el pH es 4.5, los ensayos fueron realizados en esta condiciéon. Para

obtener informacion sobre el comportamiento del reactivo en este caso, se decidié verificar los

espectros de absorbancia (UV) con DTNB a pH 7.4 y pH 4.5 (Figura 11).
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Figura 11: Espectros de absorbancia con DTNB 200 yM. —— DTT 1 mM con DTNB
en buffer PBS pH 7.4. DTNB en buffer PBS pH 7.4. DTT 1mM con DTNB en
buffer acetato acético 25 mM pH 4.5. DTNB en buffer acetato acético 25 mM pH 4.5.
Las muestras fueron incubadas durante 1 h. Las muestras de DT'T con DTNB fueron corregidas
por los espectros de DTT con cistamina 100 uM en los correspondientes buffers para corregir
por los puentes disulfros formados.

A pH 4.5, se observa un corrimiento del pico hacia 330 nm que no corresponde con el pico

a 412 nm que se espera para el producto coloreado (TNB) a pH 7.4.

4.3. Oligomerizacion

ICA512 RESP18-HD tiende a formar oligdmeros en tiempos relativamente breves. El anélisis
por SDS-PAGE muestra un bandeado correspondiente a los oligdmeros mencionados, sin embar-
go el tratamiento con DT'T impide la oligomerizacién entre moléculas de ICA512 RESP18-HD

(Figura 12).
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Figura 12: Formacién de oligémeros SDS-PAGE: (lineas 1 y 3) marcador de peso mole-
cular; (linea 2) ICA512 RESP18-HD reducida con 2-mercaptoetanol 2 %; (linea 4) ICA512
RESP18-HD luego de oxidacién. Western blot: (linea 5) ICA512 RESP18-HD luego de oxida-
cién; (linea 6) ICA512 RESP18-HD reducida con 2-mercaptoetanol 2 %; cuarpos de inclusién
de la expresion de ICA512 RESP18-HD en E. coli sin reduccion. Esta figura se presenta en

en manuscrito ”Biochemical, biophysical, and functional properties of ICA512/IA-2 RESP18
homology domain”

Esto indica que los oligémeros producto del proceso de oxidacion de ICA512 RESP18-HD

se estabilizan por puentes disulfuro.

4.4. Interaccion con insulina

4.4.1. Anisotropia

Para poder determinar si [CA512 RESP18-HD forma un complejo con insulina, se realizé un
ensayo de anisotropia de fluorescencia de triptofano. El mismo se llevo a cabo en concentraciones

crecientes de insulina (Figura 13).
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Figura 13: Anisotropia de fluorescencia de triptofano para ICA512 RESP18-HD en
presencia de insulina. Longitud de onda de excitacion, 297 nm

El incremento en la anisotropia de fluorescencia muestra la formacién de un complejo entre
ICA512 RESP18-HD e insulina en solucién y en las condiciones en las que se realizé el ensayo
(25 °C, pH 4.5). A partir de los 50 pM de insulina, donde se equipara o supera la concentracién

de ICA512 RESP18-HD se evidencia un aumento en la anisotropia medida.

4.4.2. ICA512 RESP18-HD e insulina, co-incubados

El resultado de la anisotropia mostré la interaccion entre ICA512 RESP18-HD e insulina,
sin embargo, para los fines de este trabajo, se propuso analizar en principio si la misma depen-
de de los residuos de cisteina por formacién de puentes disulfuro. La co-incubacién de ICA512
RESP18-HD con insulina durante 24 horas en ausencia de agentes reductores, mostro la forma-
cién de dos bandas en el SDS-PAGE de peso molecular mayor a las dos proteinas por separado

(Figura 14).
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Figura 14: SDS-PAGE. Acrilamida/bis-acrilamida 17 % incubado over night a 4°C en buffer
acetato acético 25 mM pH 4.5. ICA512 RESP18-HD (linea 2); ICA512 RESP18-HD + insulina
(linea 3); insulina (linea 4). Lineas 5 a 7 mismas muestras incubadas con 5 mM DTT. SDS-
PAGE buffer de siembra sin agentes reductores. El asterisco indica la aparicién de una nueva

banda doble.

La aparicién de una banda doble (Figura 14, calle 3) que no se evidencia con la incubacién
con un agente reductor como el DTT, podria indicar la presencia de un complejo entre [CA512
RESP18-HD e insulina que involucra la formacion de enlaces del tipo disulfuro entre ambas

proteinas.
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5. Discusion

5.1. Analisis espectroscopico

RESP18-HD es un fragmento de 96 aminoacidos que posee en su secuencia residuos aromati-
cos, por lo tanto, se pudo obtener el espectro de absorbancia a pH 4.5. ICA512 RESP18-HD
posee un espectro caracteristico (Figura 6) donde se evidencian los picos de absorcién particu-
lares para los residuos de fenilalanina (270 nm), tirosina (281 nm) y triptofano (290 nm). El
espectro de absorbancia para estos aminoacidos es variable dependiendo del entorno en el que
se encuentren, respetando un rango que varia entre 245-270 nm, 265285 y 265-295 nm para

la fenilalanina, tirosina y triptofano respectivamente [26].

En los ensayos de dicroismo circular en el espectro de UV lejano, en las condiciones de
trabajo, ICA512 RESP18-HD muestra significativa estructura secundaria (Figura 7a). En una
proteina correctamente plegada, el enlace peptidico casi no posee variacion en su conformaciéon
y por lo tanto es capaz de emitir senal en el espectro de dicroismo circular entre los 180 y
240 nm . Esto es debido a las transiciones de tipo n — 7* alrededor de los 220 nm o las
transiciones m — 7* que son mds intensas y se encuentran en los 190 nm. [27]. Proteinas
que presentan estructura secundaria del tipo a-hélice, poseen en el espectro de DC-lejano dos
bandas negativas, una con un minimo a 222 nm que se asigna a la transiciéon n — 7* y otra
a 208 nm asignada a transiciones m — 7" y una banda positiva a 190 nm también asignada
a transiciones m — 7*. Asi mismo, una estructura del tipo lamina-#3, se corresponde con una
banda negativa a 215 nm asignada a la transicion n — 7*, una banda positiva a 198 nm y
otra negativa a 175 nm correspondientes a las transiciones m — 7* [28]. En condiciones no
oxidantes, ICA512 RESP18-HD muestra un patrén en el espectro de DC en el UV lejano que se

corresponderia con el espectro caracteristico de proteinas que presentan estructura secundaria
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del tipo a-hélice (Figura 7a) aunque parece ser también que presenta algo de estructura del
tipo lamina-8 . ICA12 RESP18-HD presenta una elevada suceptibilidad al estres oxidativo por
radicales de oxigeno impidiéndose la correcta formacion de los puentes disulfuro intracelulares
e intercelulares. Por lo tanto, el proceso de oxidacién en condiciones no controladas, hace que

ICA512 RESP18-HD cambie su estrutura (Figura 7b).

5.2. Reactividad de tioles

ICA512 RESP18-HD, posee cuatro residuos de cisteina en su secuencia, sin embargo, la
estimacion de tioles por el método de Ellman solo permitié detectar la presencia de tres de
las cuatro cisteinas que se encuentran en este fragmento. Muchas proteinas dan una reaccién
incompleta con DTNB debido a la inaccesibilidad del reactivo por impedimento estérico o bien
por encontrarse el tiol en un entorno con carga positiva, provocando asi un impedimento del
tipo electrostatico [25] [29]. Si bien este puede ser uno de los motivos por el cual no fue posible
titular el tiol restante, otra de las razones pudo haber sido la elevada reactividad del mismo

para oxidarse, siendo inerte para reaccionar con el reactivo de Ellman.

5.2.1. DTNB

La aparicion de TNB en el tiempo, en las reacciones llevadas a cabo con las proteinas en las
condiciones ensayadas, se comportd como se espera para una reaccion de seudo primer orden
(Figura 8) [30]. En el ajuste de los datos para la reaccién con ICA512 RESP18-HD, tiorredoxina
y lisozima, la constante de velocidad de segundo orden fue calculada, en principio, utilizando
sélo una ecuacién exponencial (Ecuacién suplementaria (4)). Sin embargo, el ajuste de la curva
en todos los casos no fue bueno (Figura 15a). S6lo se lograron ajustar los datos cuando se

utilizaron dos exponenciales (Ecuacion sumplementaria (5)) y por lo tanto se obtuvieron dos
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constantes de velocidad de reaccion. Esto podria indicar la presencia de al menos dos especies
de tioles con reactividades diferentes en estas proteinas, siendo unos mas reactivos que otros.
Sin embargo, en todos los casos una de las constantes de velocidad de reacién de segundo orden
es mucho mayor que la otra (en el orden de, aproximadamente, diez veces mayor). De este
modo, sélo se notifico en este trabajo la mayor de las constantes, puesto que es la que resulta
relevante. En el caso de la cisteina libre, basté con utilizar una sola exponencial, lo cual coindide

con lo esperado teniendo en cuenta que hay solo una especie de tiol reactivo.

Las curvas de reaccién obtenidas para ICA512 RESP18-HD y lisozima son muy similares
(Figura 8a y 8c). Si se compara con la cinética obtenida para tiorredoxina en las mismas condi-
ciones (Figura 8b), se observa que en este caso, la curva llega a saturacién mucho més répido.
La tiorredoxina, es una proteina conocida por poseer un par de cisteinas que son altamente
reactivas [20] y son capaces de formar uniones disulfuro [31] [32], por lo tanto, es de esperar que
la velocidad de reaccion de los tioles sea elevada. Si se tiene en cuenta la cinética de reaccién
en el caso de cisteina libre (Figura 8d), la curva es mucho mas lenta que para el caso de las
proteinas. El efecto que se observa en las cinéticas de reaccién cuando ICA512 RESP18-HD
se encuentra con sus grupos en forma de tiol (en estado oxidado), es muy diferente cuando se
hallan como tiolato (en estado reducido). La curva obtenida con ICA512 RESP18-HD oxidada
no presenta una variacién en la velocidad de reaccién sino que la misma parece ser constante
y més lenta (Figura sumplementaria 15b). Como se muestra en este trabajo (Figura 12), los
agregados insolubles se estabilizan por uniones disulfuro, por lo tanto, en condiciones de oxida-
cién, estos oligémeros se hallan formados. Al realizarse la cinética de reacciéon en condiciones
de oxidacion, sélo podran reaccionar con el DTNB las cisteinas que no estan involucradas en
la formacion de disulfuros intercatenarios. Si estas cisteinas restantes son las que poseen las

constantes de velocidad més bajas, puede explicarse la diferencia en la velocidad de reacciéon
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cuando ICA512 RESP18-HD sufri6 oxidacion previa a reaccion.

Como se ha mencionado, uno de los reactivos méas utilizados para la cuantificacion de tioles
es el DTNB. Reacciona con el anién tiolato generando un producto coloreado (TNB) a 412 nm,
debido al intercambio tiol-disulfuro que se produce en la reaccién. A pH > 7,3 la velocidad de
la reaccién, asi como la absobancia a 412 nm son independientes del pH [33][25]. Al observar
las curvas cinéticas, se vio que se producia un salto en la absorbancia al agregar el DTNB y
que no correspondia a la contribucién en la absorbancia del reactivo. Como las condiciones en
las que se utilizé no fueron las habituales, fue necesario estudiar qué ocurria con el reactivo de
Ellman a pH 4.5 (Figura 11). Tanto a pH 7.4 como a pH 4.5 el DTNB posee un tnico pico
maximo de absorbancia a 322 nm. En ambas condiciones, el reactivo posee el espectro tipico
que se espera a pH levemente alcalino [34] [35]. Con el agregado de 1 mM de DTT a pH 7.4 se
produce un corrimiento en el maximo de absorbancia a 412 nm debido a la formaciéon de TNB
(Figura 11). Como hay un exceso de DTT en la reaccién, el DTNB se consume completamente
por lo que no se observa una banda a 322 nm. Cuando el medio de reaccién es acido (pH 4.5),
con el agregado de DTT se evidencian dos picos en el espectro UV. El de mayor absorbancia (a
412 nm) corresponde a la formacién del TNB. Sin embargo, aparece un pico a 330 nm que no
corresponde a DTNB sin reaccionar puesto que la reaccion también se hace en exceso de DT'T
y a su vez no coincide con la longitud de onda de maxima absorbancia medida para el DTNB

a pH 4.5.

El grupo sulfidrilo del TNB posee un pK, de 4.5 a 25 °C [36]. La presencia de este tiol &cido,
resuelve el por qué de este pico con absorbancia maxima a una longitud de onda diferente a pH
4.5. En esta condicion, donde el pH es igual al pK,, el grupo sufidrilo se puede encontrar tanto

como tiol o tiolato en concentraciones equimolares (Figura suplementaria 16). Cuando el pH es
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7.4, la forma predominante es el sulfirilo con carga neta negativa. Por lo tanto, a pH 4.5, hay
una especie que no se encuentra a pH 7.4, siendo este el motivo de la presencia de un pico a 330
nm. Este hallazgo fue de suma importancia para corregir las cinéticas de reaccién utilizando
una absorbancia de base que corresponde al tiol (-SH) que se encuentra en la reaccién en las

condiciones de ensayo.

5.2.2. DTDP

Las condiciones de pH a las cuales debieron realizarse las cinéticas de reaccién, hicieron
dificil el andlisis utilizando como reactivo el DTNB. Por ello, se eligi6é trabajar paralelamente
con otro reactivo, la 4,4’-ditiodipiridina (DTDP), el cudl puede utilizarse a pH bajos para el
intercambio tiol-disulfuro. La eleccion de este reactivo, se debié también a que es mas sensible
a reaccionar con tioles poco accesibles y en baja concentracién por su pequeno tamano, su na-
turaleza anfipatica y que no posee carga. De este modo, las concentraciones utilizadas tanto del
DTDP como de las proteinas debieron ser considerablemente mas bajas que para las reacciones
con DTNB, puesto que de lo contrario la velocidad de reacciéon seria muy elevada, impidiéndo

medir las constantes de velocidad.

La constante de velocidad de reaccion medida para cisteina libre sigue siendo, al igual
que con DTNB, muy baja en comparacién con las constantes determinadas para los tioles de
naturaleza proteica. La contante de velocidad de reacciéon de segundo orden calculada para
ICA512 RESP18-HD fue 5,050 + 353.3. A diferencia de la constante determinada con DTNB,
en el caso de ICA512 RESP18-HD, la misma fue mucho mayor, cercana a la constante de
velocidad de segundo orden determinada para la tiorredoxina que fue k = 6,633.3 + 737.1. La
diferencia en la reactividad de ICA512 RESP18-HD con ambos reactivos pudo deberse por un

lado a la naturaleza del DTDP en contraste con la del DTNB. EI DTDP es méas pequeno, y por
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lo tanto, si hubiese algin tiol que no fuese accesible para el DTNB, si podria reaccionar con el
DTDP, obteniéndose una constante de velocidad mayor. En el caso de la HSA, la constante de
velocidad de reaccion fue también muy elevada, encontrandose entre la constante de velocidad
medida para lisozima y para ICA512 RESP18-HD. Se debe tener en cuenta, que si bien al
calcular las constantes se considera la concentraciéon de tioles de la muestra, la HSA (con el
tratamiento que reduce la totalidad de sus cisteinas) en esta condicién posee tantos grupos tiol

libres que es posible que parte de la reactividad se vea afectada por este factor.

En base a los resultados obtenidos para las reacciones con DTNB y DTDP,
podemos afirmar que ICA512 RESP18-HD posee una elevada reactividad de tioles,

comparable con tiorredoxina y lisozima reducidas.

El proceso de oligomerizacién de ICA512 RESP18-HD ocurre en condiciones
donde la formaciéon de disulfuros se ve desfavorecida, como ser el pH acido. Por
lo tanto, la alta reactividad de los tioles es la que probablemente contribuye a
este proceso y permite que los agregados se formen y se estabilicen por puentes

disulfuro.

5.2.3. Interaccién con insulina

ICA512 RESP18-HD posee un residuo de triptofano en su secuencia aminoacidica, a dife-
rencia de la insulina que no posee ninguno. De este modo, la longitud de onda utilizada en el
ensayo para la excitacién (297 nm), permitié evaluar qué ocurria con la anisotropia de fluores-
cencia del triptofano de ICA512 RESP18-HD a medida que se incrementa la concentracién de
insulina en solucién. Los resultados obtenidos (Figura 13) muestran un aumento en la aniso-

tropia de fluorescencia cuando la concentraciéon de insulina es igual o mayor a la concentracion
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de ICA512 RESP18-HD. Controles realizados en las mismas condiciones, pero en ausencia de
ICA512 RESP18-HD no mostraron variacion en la anisotropia a medida que la concentracién
de insulina crece. De este modo, el incremento en la anisotropia medida muestra ser consistente

con la formacién de un complejo con insulina.

Cuando se co-incuban ICA512 RESP18-HD e insulina, se evidencian dos bandas extras
en el gel de poliacrilamida (Figura 14) que no corresponden a ICA512 RESP18-HD o insulina.
Estas bandas poseen un peso molecular menor a 17,62 kDa, teniendo en cuenta que si se tratase
de un complejo entre ICA512 RESP18-HD (11 kDa) e insulina (5,8 kDa), su peso molecular
debiera ser de alrededor de 17 kDa. A su vez, en la co-incubaciéon en presencia de un agente
reductor como el DTT, estas dos bandas no se observan. Esto indicaria que en caso de estar en
presencia del complejo, éste se forma a través de uniones puente disulfuro. Por otro lado, no se
observa una banda como era de esperarse, sino dos. Una posible explicacion a este fenémeno es
que el complejo no se forma con ambas cadenas en simultaneo, sino que la banda de menor peso
molecular corresponderia al complejo con la cadena A y la banda de mayor peso molecular al
complejo con la cadena B, sabiendo que la cadena A es ligéramente mas liviana. Paralelamente,
la presencia de una banda de aproximadamente 26,8 kDa (Figura 14, calles 2 y 3), refiere
a un oligomero de ICA512 RESP18-HD, que desaparece al tratar con DTT, corroborando
la estabilizacién de estos agregados por puentes disulfuro. Estos resultados se suman a otros

ensayos realizados en [23] que avalan la hipdtesis de la formacién del complejo.

Los resultados obtenidos indican la formacién de un complejo entre ICA512
RESP18-HD e insulina por puentes disulfuro. Para asegurar sin ninguna duda que
esto es lo que ocurre, debieran realizarse ensayos de HPLC y espectrometria de

masa para finalizar la caracterizacion del complejo.
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6. Conclusiones

ICA512 RESP18-HD posee un motivo rico en cisteinas, el cual parece ser importante en
proteinas secretorias. FEsto nos impulsé a determinar si es posible que cumplieran un rol en
el mecanismo de secrecion y por lo tanto, un forma de revelar su importancia fue determinar
si poseen alguna caracteristica distintiva. De este modo, en este trabajo determinamos que
los grupos tiol libres de ICA512 RESP18-HD poseen una elevada reactividad. La tendencia a
la formacion de oligémeros que se estabilizan por puentes disulfuro, atin en condiciones de pH
acido, donde la oxidacion de los tioles no se favorece, asi como tampoco se favorece la formacién

de puentes disulfuro, puede explicarse por esta reactividad de los grupos tiol.

La creacién de modelos matematicos que permitieran lograr ajustes considerables de los
datos experimentales, si bien fue un reto, nos permitié determinar las constantes de velocidad
de segundo orden para cada especie de tiol, sin la necesidad de recurrir a modelos simamente
complejos. A su vez, fue necesario el estudio de la reaccién de Ellman en las condiciones de este
trabajo, puesto que la misma solo esta descripta para pH levemente alcalino. Esto mostré que
el reactivo (DTNB) presenta un tiol acido el cual posee un pK, de 4.5, por lo tanto a pH 4.5
hay una especie que no se encuentra a pH 7.4 haciéndo que sea importante la correccion de los

espectros de cinética en las condiciones de trabajo.

Los ensayos propuestos en este trabajo muestran la formacién de un complejo entre ICA512

RESP18-HD e insulina, que se suman a los datos obtenidos en [23].

6.1. Perspectivas futuras

Si bien confirmamos la alta reactividad de los residuos de cisteina de ICA512 RESP18&-

HD, vimos que hay al menos dos especies de tioles que poseen reactividad diferencial. La
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construccién de mutantes especificas para los residuos de cisteina permitiria evaluar cada residuo
independientemente. De este modo podria asignarse cuales son las cisteinas que poseen mayor
reactividad y correlacionarlo con algun motivo conocido. A su vez, podria evaluarse cial de

ellas es capaz de formar un complejo con insulina por puentes disulfuro.
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7. Anexo

7.1. Ecuacién exponencial de ajuste del DTNB

Resolucién de ecuacién de velocidad de reaccion (Ecuacién (1)) donde las concentraciones
de los reactivos y productos se representan como A: RS™, B: DTNB y D: TNB. Los subindices

t y 0 indican la concentracion en el tiempo e inicial, respectivamente.

dA
S8 = 1) [B] x by (@)
A
_(il_t = [A] X kops donde : kops = [B] X ko
dA
— kobs X dt
[A]
/At dA t
T A1 _kobs/ dt
Ay [A] to
A
In (A—O> = _kobs Xt
é _kobth
Ao
At = Ao X €_kaSXt
D, = Ay X (1 — e_k"’“Xt) dondeA; = Ag — Dy

Para las cinéticas de los tioles proteicos, se utilizaron dos exponenciales para el ajuste,
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conservando la légica de resolucién planteada anteriormente (4), como se muestra en la siguiente

ecuacion (5):

Dt = AaO X (1 — e_kl"bs”) + AbO X (1 — e_kQObSXt) +Z

(5)

Donde A,y y Ay representan las concentraciones de las especies de tioles y Z representa

una constante.

7.2.
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Figura 15: Cinéticas de reaccién con DTNB 200uM. En linea roja se muestra el ajuste rea-
lizado, la linea sélida negra muestra los datos de absorbancia medidos en la cinética de reaccién.
La linea de puntos, la linea de guiones y la linea de puntos y rayas muestran la descomposicién
del ajuste final en una primera, segunda exponencial y una recta respectivamente. (a) ICA512
RESP18-HD 5,7uM, modelo de ajuste a una exponencial. (b) ICA512 RESP18-HD 6,8uM con
48 hs de oxidacién. La constante de velocidad de reaccién de segundo orden obtenida fue k£ =

67 M~ ts!
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7.3. Comportamiento del DTNB a pH 4.5

NO, NO,
N2 " oo " coo
00C 5 J@i A _
R-8 + & B 00w B L) - +
SRR coo-
SH 8

DTNB TN
Figura 16: Esquema de reaccién de un grupo tiol con DTNB a pH 4.5. Se evidencian

dos especies de TNB a pH 4.5, una posee el tiol con carga negativa, mientras la otra especie se
encuentra protonada.

7.4. Runge-Kutta, modelo de ajuste para el DTDP

Modelo de Runge-Kutta de ecuaciones diferenciales utilizado en los ajustes de la cinética
de reaccién con DTDP. Se utilizaron como modelo las ecuaciones quimicas propuestas para el
DTDP (Ecuacién (2)), donde a representa RS™, b representa DTDP, ¢ representa RTP y d

representa 4TP:

da
== k1 x [l x [a] — k2 x [ % [a] (6)

mi, = At X (—ky X [b] X [a] — kg X [c] x [a])

maa = 8 [~k ] x (fa) + ) = ko < [l x (fa) + 5]

2 2
maq = At [—ky x o] x ([a] + %) — ks x [d] x ([a] + %)]

Myq = At X [—ky X [b] x ([a] + m3) — ko X [c] X ([a] + m3)]

1
da:Aa:6(m1a+2xm2a—|—2xm3a+m4a):>a1:a0><Aa
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1
db:Ab:6(m1b+2xm2b+2><m3b+m4b)

dc
o = k1 x [b] % [a] — k2 x [] x [a]

mie = At X (k1 X [b] X [a] — ko X [c] x [a])

Moe = At X [kl X [b] x [a] — ko X ([c] + %) X [a]]

m%:Ab%EXMDQM—@de+%%XMH

Mmae = At X [—ky X [b] x [a] — ka x [a] x ([¢] + m3)]

1
dc:Ac:6(m10+2><m20+2><m30—|—m4c)$01:co><Ac

dd
dt

= =k x [b] x [a] + ks x [d] X [q]

L dd_ do
dt  dt
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