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RESUMEN
RIC-8 es una proteina altamente conservada (63 Kda) e identificada inicialmente en C.
elegans como un factor esencial en la liberaciéon de neurotransmisores y en la divisién asimétrica.
Dos isoformas han sido descritas en mamiferos, RIC-8A y RIC-8B; y cada una posee actividad

intercambiadora de nucleétidos (GEF) sobre proteinas G heterotriméricas, pero con diferente

especificidad de subunidad Go. Para llegar a comprender el mecanismo involucrado en las
funciones celulares de RIC-8 es esencial obtener alguna informacién acerca de su estructura. De
este modo, el objetivo de esta tesis es estudiar la relacion entre la estructura y la funcion de RIC-
8, usando como modelo de estudio RIC-8 de X. laevis. Un analisis de su estructura primaria no
entregan informacion acerca de la funcién de xRIC-8, y las proteinas RIC-8 mostraron ser una
familia tnica sin similitud con otras proteinas. Por esta razon, para obtener un modelo 3D de
xRIC-8 se wusaron diferentes aproximaciones bioinformaticas, incluyendo predicciéon de
plegamientos. El modelo 3D propuesto para xRIC-8 presenta 10 dominios armadillo en tandem,
organizados en una estructura super helicoidal de giro a la derecha. Para sustentar
experimentalmente el modelo, xRIC-8 fue expresada en E. coli y purificada por cromatografia de
afinidad e intercambio i6nico, para luego ser analizada mediante dicroismo circular (CD) y
estudios de termo estabilidad. Utilizando el modelo propuesto y la informacién obtenida al
comparar las proteinas RIC-8 entre si, la cual muestra una alta conservacion hacia la region
carboxilo, se crearon mutantes de delecion que eliminan los 3 ultimos dominios armadillos en
btisqueda de una pérdida de funciéon GEF. Las mutantes no pudieron ser expresadas en bacterias
para estudios in vitro, pero su expresion en cultivos celulares mostraron que todas ellas
conservaron su actividad GEF. Estudios de microscopia confocal mostraron que todas las

mutantes translocan a la membrana plasmatica bajo el estimulo de isoproterenol, y tienen la

capacidad de interactuar con Gas. Los resultados de esta tesis han permitido generar el primer

xi



modelo 3D para una proteina RIC-8, asi como también clasificar a RIC-8 como un nuevo
miembro de la familia de proteinas con repeticiones armadillo. Funcionalmente, la region
carboxilo terminal, la mas conservada entre RIC-8, no mostré albergar la actividad GEF, ni

alterar su comportamiento en cultivos de células HEK293T al ser estimuladas con isoproterenol.
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SUMMARY

RIC-8 is a highly conserved cytosolic protein (63 KDa) initially identified in C. elegans as
an essential factor in neurotransmitter release and asymmetric cell division. Two different

isoforms have been described in mammals, RIC-8A and RIC-8B; each possess guanine

nucleotide exchange activity (GEF) on heterotrimeric G-proteins, but with different Ga subunits
specificities. To gain insight on the mechanisms involved in RIC-8 cellular functions it is
essential to obtain some information about its structure. Therefore, the aim of this thesis was to
study the relationship between structure and function on RIC-8, using as model RIC-8 from X.
laevis. Analysis in its primary structure did not give us information about the function of xRIC-8
and RIC-8 proteins were showed as a single family without similarity with others. For this
reason, to obtain a 3D model of xRIC-8, different bioinformatics approaches that include protein
folding and structure prediction were used. The RIC-8 structural model is composed of 10
armadillo folding motifs, organized in a right-twisted alpha-alpha super helix. In order to validate
the structural model, a His-tag fusion construct of RIC-8 was expressed in E. coli, purified by
affinity and anion exchange chromatography and subjected to circular dichroism analysis (CD)
and thermostability studies. This model together with the comparison among RIC-8 proteins that
shows a high conservation in the carboxy region, deletion mutants that remove the last three
armadillo domain were created in order to search a loss of the GEF function. The mutants could
not be expressed in bacteria for in vitro assays, but their expression in HEK293T culture showed
that all of them preserved the GEF activity. Furthermore, confocal microscopy showed that all

the mutants could translocate to plasmatic membrane under stimulation with isoproterenol, and

have the capacity to interact with Gas. The results of this thesis has allowed present the first 3D

model for a RIC-8 protein, as well as classify RIC-8 as a new member of the protein family with
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armadillo repeats. Functionally, the carboxi terminal region, the most conserved among RIC-8,
did not show has the GEF activity, and did not alter its behavior in HEK293T cell cultures while

was stimulated with isoproterenol.
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I. INTRODUCCION

1.- Mecanismo de activacion y desactivacion de proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas (Gofy) participan en la regulacion de vias de
transduccion de sefales entre receptores de transmembrana y sistemas efectores intracelulares en
todos los tejidos (Gilman AG, 1987). Estas proteinas se acoplan a una familia de receptores de
transmembrana denominados GPCR (del inglés “G-Protein Coupled Receptor”), los cuales al ser

activados por sus respectivos ligandos actian sobre el heterotrimero, induciendo el intercambio
del nucle6tido GDP por GTP en la subunidad Ga, permitiendo la disociacion del heterotrimero

en las especies activas Ga-GTP y el heterodimero Gy (Gilman AG, 1987; Offermanns S, 2003).
Los GPCR han sido también denominados proteinas GEF (del inglés “Guanine-nucleotide

Exchange Factor”), por su capacidad de inducir el intercambio de GDP por GTP. Tanto la
subunidad Ga-GTP como el heterodimero Gy pueden regular la actividad de proteinas blanco
(Offermanns S, 2003). Posteriormente la subunidad Go-GTP hidroliza el GTP por su actividad
intrinseca GTPasa, generandose la especie inactiva Go-GDP la cual se reasocia con el

heterodimero Gy (Figura 1). En los tltimos aiios se han identificado otras familias de proteinas
con actividad GEF, aparte de los GPCR. Aunque todas presentan actividad GEF como
denominador comun, ellas difieren en su estructura terciaria. Esto indica que todas estas proteinas
GEF se han generado mediante un mecanismo de evolucion por convergencia. En otras palabras,
ellas provienen de ancestros genéticos distintos, pero han convergido hacia una misma funcién
(Sprang, 2001; Erickson y Cerione, 2004; Rossman y col, 2005). Desde el punto de vista
estructural este aspecto resulta interesante, pues casi no existe relacion alguna en la estructura

terciaria entre las diferentes proteinas GEFs para distintas proteinas G (Figura2), ya sea
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Figura 1. Ciclo de activacion y desactivacion de proteinas G heterotriméricas. El

ligando al interaccionar con el receptor GPCR (A) induce simultaneamente el intercambio de
GDP por GTP en la subunidad Ga y la disociacion del heterotrimero en las especies activas G-
GTP y GBy (B y C). La subunidad Ga-GTP activa el sistema efector, en este caso la enzima
Adinilil Ciclasa para la sintesis del segundo mensajero AMPc (D). Finalmente la subunidad Go-
GTP a través de su actividad GTPasica intrinseca hidroliza el GTP, generando la especie inactiva

Ga-GDP que se re asocia al heterodimero Gy, cerrando el ciclo (E y F).



Figura 2. Distintos tipos de plegamiento presentes en diferentes proteinas con
actividad GEF.
A) Factor de elongacion Ts de Thermus thermophilus (11AP); B) Dominio Ras-cdc25 de SOS1
humana (1BKD); C) Dominio DH-PH de SOS1 humano (1IDBH); D) Ran-GEF humano RCC1
(1A12); E) Rodopsina de bovino (1F88). Tomado desde Sprang, 2001. Los c6digos PDB son

presentados entre paréntesis



proteinas G pequefias o grandes (Cherfils y Chardin, 1999; Sprang, 2004).

El mecanismo por el cual distintos GEF inducen el intercambio de GDP por GTP en las
proteinas blanco también seria diferente (Cherfils y Chardin, 1999; Karnoub y col, 2001; Zhang y
col, 2005), pero con algunos elementos conservados. Al respecto, es importante destacar la
presencia de dos aminoacidos, uno es generalmente leucina y el otro de caracter acido en la zona
de interaccion con la proteina G y ambos muy significativos para la funciébn GEF. Las
actividades GEF se asocian a un dominio bien estructurado y conservado dentro de los miembros
de una familia (Cherfils 2001; Sprang, 2001; Mossessova y col, 2003; Williams y col, 2004;

Mori y col, 2005), la excepcién son los GEF de transmembrana o GPCR, donde se ha

caracterizado el mecanismo GEF de sobre Gai (Johnston y Siderovski, 2007); no obstante, este
mecanismo no ha sido extrapolado a el resto de los GPCR, por lo cual en estos ultimos atun se
desconoce el dominio con la actividad GEF (Sprang, 2001; Geiser y col, 2006). Todo lo anterior

hace suponer que los dominios GEF difieren entre las distintas familias.

2.- RIC-8 como proteina GEF para proteinas G heterotriméricas

Recientemente se ha identificado una nueva familia de proteinas citosdélicas con actividad
GEF para proteinas G heterotriméricas que no pertenecen a los GPCR y con accion ligando
independiente ya que no son receptores (Miller y col, 2000). Esta familia de proteinas ha sido
llamada RIC-8 (del inglés “Resistance to Inhibitors of Cholinesterase”) (Miller y col, 2000). Se
ha visto que las proteinas RIC-8 permiten una accion mas prolongada de las proteinas G, debido

a que potencian el efecto generado inicialmente por el GPCR. Debido a que RIC-8 es GEF solo
para la forma Go—GDP libre y no para el heterotrimero (Tall y col, 2003), estas mantienen el
ciclo activado por mas tiempo, evitando que la subunidad Ga-GDP se reasocie al heterodimero

GPy (Figura 3).



Se ha observado en C. elegans y D. melanogaster que la proteina RIC-8 es importante

para la sefializacion mediada por Gaq y Gos en la sinapsis neuronal y durante la embriogénesis.
Debido a ello ha recibido también el nombre comun de sinembrina (de la conjuncion de las
palabras en inglés “Synapsis” y “embryogenesis”) (Miller y col, 2000; Miller y Rand, 2000;
Couwenbergs y col, 2004, Schade y col, 2005). Su tamafio promedio es de 63 KDa y en
organismos superiores se han detectado dos isoformas: RIC-8A y RIC-8B (Tall y col., 2003). Se

ha observado que estas dos isoformas se comportan como proteinas GEF para distintas
subunidades Go (Tall y col, 2003; Romo y col, 2008)), a través de una interaccion especifica con
cada subunidad Go (Tall y col, 2003; Tall y Gilman, 2004; Klattenhoff y col, 2003). Es
importante destacar nuevamente que la interaccion ocurre con la especie Go-GDP disociada y no
con el heterotrimero, pues RIC-8 al reconocer la especie Ga-GDP (generada en la etapa de
desactivacion por la actividad GTPasica intrinseca de la subunidad Ga) induce en ella
nuevamente el intercambio GDP/GTP de manera independiente del receptor, prolongando en el
tiempo la especie activa Go-GTP (Tall y col, 2003). La especie Gy también queda libre al estar
impedida su re-asociacion con Ga-GDP (Figura 3). Se ha propuesto un modelo de accion para

RIC-8A in vivo, en el cual la especie Go-GDP libre es reconocida previamente por proteinas con

dominio GoLoco y con actividad GDI (del inglés “Guanine-nucleotide Disociation Inhibitor”).
El complejo estable Ga-GDP/GoLoco seria el blanco biolégico para la proteina RIC-8A,

desplazando a GoLoco del complejo y activando nuevamente a Go-GDP por induccién del
intercambio de GDP por GTP (Afshar y col, 2004; Tall y Gilman, 2005). Sin embargo, este
modelo no ha sido demostrado para la isoforma RIC-8B.

La mayoria de los estudios hasta la fecha se han realizado con la caracterizacién funcional

de RIC-8A, pues posee una alta similitud con RIC-8 de C. elegans (Tall y col, 2003; Wang y col,
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Figura 3. Mecanismo de accion GEF para RIC-8. La forma Go-GDP libre generada
inicialmente por el GPCR es reconocida por RIC-8 lo cual induce el intercambio de GDP por
GTP (actividad GEF) y activa nuevamente a la subunidad Go prolongando su acciéon sobre los
sistemas efectores. El heterodimero GPy también queda libre por un tiempo mas prolongado,

siendo capaz de regular en paralelo otros efectores.



2005) que es el organismo donde mas se ha estudiado su funcion fisiologica. A pesar de la alta
identidad de secuencia entre RIC-8A y RIC-8B, atin existe desconocimiento acerca de RIC-8B.
Para la isoforma RIC-8A se ha logrado estandarizar una metodologia de expresion y
purificacién en bacterias que permiti6 la caracterizacion de su funcion GEF in vitro (Tall y
Gilman, 2004).

A través de ensayos de co-inmuno precipitacion se ha mostrado cémo las proteinas RIC-8

de C. elegans y RIC-8A humana interaccionan con un set unico de proteinas Go (Tall y col, 2003
). Estos resultados se han corroborado con estudios de interaccion por medio de la técnica de

“doble hibrido” en levaduras, en los cuales se us6 como “bait” a RIC-8A o RIC-8B y como
“prey” las distintas subunidades Gou (Tall y col, 2003). Estos estudios han demostrado ademas
que la interaccion entre RIC-8 y las subunidades Ga se traducen en actividad GEF de RIC-8

sobre las subunidades G, como lo demuestran los trabajos para RIC-8A (Tall y col., 2003; Tall
y Gilman, 2004), y los que involucran la medicién de la actividad GEF de manera indirecta para

la isoforma RIC-8B, a través de la medicion de AMPc intracelular (Von Dannecker y col, 2005).

3.- Caracteristicas funcionales y estructurales de RIC-8

El conocimiento de la funcién de RIC-8 proviene de los trabajos realizados en C. elegans,
donde se ha observado la importancia de esta proteina para la sinapsis y para el desarrollo
embrionario. Se sabe que RIC-8 participa en la regulacion de la divisién asimétrica de las células
durante el desarrollo embrionario temprano, dirigiendo la polarizacion del uso mit6tico hacia un
lado de la célula en el proceso de division. Una funcion similar se ha encontrado para RIC-8 en
D. melanogaster (Miller y Rand, 2000; Afshar y col, 2004 y 2005; Couwenbergs y col, 2004,
Hess y col, 2004; Wang y col, 2005). La deplecion de RIC-8 por siRNA genera letalidad en

embriones de C. elegans, y lo mismo ocurre cuando se expresan mutantes de esta proteina (Miller



y col, 2000; Couwenbergs y col, 2004). En mamiferos se ha visto que el “knock out” para RIC-8
es letal, mientras que los organismos heterocigotos o mutantes para la proteina presentan
problemas de memoria espacial asi como de ansiedad (Tonissoo y col, 2006). Como se menciond
anteriormente, un aspecto interesante entre ambas isoformas RIC-8A y RIC-8B es que a pesar de

la alta similitud e identidad de secuencia que presentan, reconocen y actian de manera muy

especifica como GEF diferentes proteinas Go (Tall y col, 2003). Tampoco se conoce la regién
y/o dominio de estas proteinas donde estda localizada la funcién GEF. Los tnicos datos
estructurales que existen son: a) el alto grado de conservacion de estructura primaria entre las
diferentes RIC-8 (Miller y col, 2000; Tall y col, 2003; Wang y col, 2005); y b) la generacién en
C.elegans de proteinas sin funcién por mutaciones (Miller y col, 2000; Couwenbergs y col, 2004
). Complementando estos datos, se ha demostrado que la porcion amino terminal (posicion aa 1-
300) de RIC-8A es la que interacciona con las proteinas G (Nishimura y col., 2006). Este
observacion es interesante, pues la mayor conservacion de secuencia entre las RIC-8 es hacia el
extremo carboxilo terminal, como lo muestra un analisis realizado con el servidor PRINTS
(http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/PRINTS.html; Attwood y col, 2003), el cual es
capaz de identificar seis motivos en esta proteina que corresponden a secuencias cortas altamente
conservadas.

En el contexto biologico, en el proceso de maduracion de los ovocitos de X. Laevis RIC-8
(xRIC-8) posee un rol importante. A través de su actividad GEF para Gas, regula positivamente
a la enzima adenilil ciclasa, aumentando el nivel intracelular de AMPc, el cual mantiene a los
ovocitos detenidos en la fase G2 de la meiosis I (Bagowski y col, 2001; Bayaa y col, 2000).
Ensayos de deplecion y sobre expresion de xRIC-8 en el ovocito de X. laevis (Romo y col, 2008)

confirman el hecho que xRIC-8 es la proteina encargada de mantener los niveles elevados de

AMPc al interior del ovocito por la activacion constante a la proteina Gas.



La ausencia de una metodologia estandarizada para la purificacion de la isoforma RIC-
8B, no ha permitido la utilizaciéon de nuevas técnicas para medir interaccion entre proteinas,

como “Surface Plasmon Resonance” (SPR). Sin embargo se ha logrado para la interaccion entre

RIC-8 de C. elegans y GOA-1 (Goo) y GPA-16 (Gaii). Pese a lo anterior, en este trabajo no se
determinan los valores de constantes de disociacién entre ambas proteinas (Afshar y col, 2005).
La posibilidad de expresar grandes cantidades de RIC-8 con un nivel de pureza elevado,
permitira realizar estudios estructurales, como explorar la utilizacion de técnicas para determinar
la estructura tridimensional de esta proteina.  Obtener informacion estructural precisa,
posibilitara realizar estudios funcionales adicionales a través de la mutacién de amino acidos
especificos. Es necesario por lo tanto establecer un protocolo cuidadoso de expresiéon y
purificacién de la proteina completa y regiones importantes en funcion de acuerdo a la
informacion estructural previa disponible.

Se conoce para las proteinas GEF de proteinas G pequefias su dominio catalitico el cual
esta bien estructurado y basado en este conocimiento se espera que RIC-8 lo posea también. En
ningtn estudio hasta la fecha se ha abordado la problematica de disecar el dominio GEF para
RIC-8. El unico estudio que apunta en este sentido es el de Nishimura y colaboradores
(Nishimura y col, 2006) donde se demuestra que la interaccion de RIC-8 de C. elegans con las
subunidades Ga es a través de la porcion amino terminal. Sin embargo, Nishimura no evalua la
funcion de esta mutante de delecion. Ademas, este mismo autor observa que la mutacion A275E
también disminuye la interaccion entre RIC-8 y la proteina G. Por lo anterior, sigue siendo una

pregunta abierta la identificacion del dominio GEF de RIC-8.

4.- Herramientas bioinformaticas para el estudio estructural de RIC-8

En la actualidad se cuenta con una serie de herramientas de analisis y prediccion in silico



basadas en datos experimentales. Diferentes secuencias y estructuras que son depositados en las
bases de datos pueden ser utilizadas como fuente de informacién para resolver problemas de la
relacion estructura-funcion. Adicionalmente a la biisquedas globales usando BLAST, se pueden
realizar otros tipos de analisis que esencialmente apuntan a localizar zonas o motivos putativos
para la funcién en estudio. Los antecedentes disponibles sefialan que la actividad GEF se genera
por la interaccion entre la proteina GEF y la proteina G. Esta interaccion ha sido caracterizada en
los complejos proteina G pequefia esta dirigida hacia la superficie de la proteina G donde se
encuentra el bolsillo de unién del nucle6tido GDP y GTP. Esta informacion, que es comtn para
todos los GEF de proteinas G pequefias, permite enfocar la biisqueda en RIC-8 de una region que

tenga alta probabilidad de presentar estas caracteristicas, debido a la similitud estructural entre

proteinas G pequefias y proteinas Go. El uso de algoritmos bioinformaticos de andlisis de
secuencias, como los que utiliza el servidor SMART (Schultz y col, 1998; Letunic y col, 2006)
son adecuados para comparar secuencias de proteinas ya caracterizadas estructuralmente. El
principio de este servidor consiste en alinear todas las secuencias de aminoacidos de cada
dominio conocido, y buscar el ancestro mas primitivo para cada dominio. De este modo,
cualquier proteina que presente motivos consistentes con este ancestro es probable que posea un
plegamiento similar, con lo cual se puede inferir y definir un posible dominio GEF para la
proteina en estudio. Como lo anterior implica la presencia de un ancestro comun para todas las
proteinas, esta situacion no siempre se puede dar. Un segundo principio de andlisis bioiformatico
es aquel que sefala que la estructura es mas conservada que la secuencia. El corolario de este
principio es que aunque no exista similitud de secuencia suficiente entre proteinas que indique
una conexion directa evolutiva, es posible que ellas posean la misma estructura.

De acuerdo con lo anterior, existe una redundancia de estructuras proteicas. Esto ha

posibilitado el desarrollo de softwares que permiten predecir la estructura de una proteina a partir
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de su secuencia aminoacidica. La metodologia mas usada es el “modelaje comparativo”, en el
cual dada una secuencia problema que posea al menos un 30% de identidad con la secuencia de
una proteina de estructura conocida, se asume que ambas poseeran la misma estructura (Eswar y
col, 2006). No obstante, muchas veces se enfrenta el problema en el cual no se logra identificar
una proteina “templado”, término con el cual se nombra a la proteina de estructura conocida.
Frente a esto, es posible usar otra técnica bioinformatica denominada “reconocimiento de
plegamiento” o “threading”. Como su nombre en inglés lo indica, esta técnica se basa en “tejer” o
“hebrar” la cadena polipetidica en todos los plegamientos conocidos para proteinas. En cada uno
de estos estados la proteina es evaluada energéticamente y aquella conformacion que le confiera
la menor energia y/o mayor estabilidad, se asume como la estructura de la proteina problema.
Hoy en dia, ambas técnicas sefialadas anteriormente son ampliamente usadas y se sustentan en el

gran ndmero de estructuras depositadas en el “Protein Data Bank” (http://www.pdb.org). Esto

permite de manera relativamente rapida, conocer la estructura terciaria o el plegamiento de una

proteina con solo conocer su estructura primaria.

5.- Contexto general del presente trabajo de tesis

En este trabajo de tesis doctoral se abordd el estudio de la relacion entre estructura y
funcion de la proteina RIC-8, con el objetivo de visualizar una estructura que dé cuenta de las
diversas funciones que presenta esta proteina, principalmente su capacidad de interaccionar con
varias proteinas y de poseer actividad GEF. El modelo de estudio utilizado fue la proteina RIC-8
de Xenopus laevis (AAZ23806), la cual fue clonada previamente en nuestro laboratorio y ha sido
estudiada funcionalmente en el contexto de la regulacién del proceso de maduracion de ovocitos

de X. laevis (Romo y col, 2008). También nuestro grupo de trabajo ha demostrado que posee la

capacidad de interaccionar con otras proteinas como d-Cop, Borealina e INCENP (Lara, 2008).
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Las aproximaciones experimentales utilizadas que permitieron caracterizar la relaciéon
estructura-funcion de xRIC-8 se pueden clasificar en técnicas in silico, como también in vitro e
in vivo. Las técnicas in silico, o estudios bioinformaticos aplicados al analisis de estructura
primaria, mostraron una alta conservacion de secuencia de xRIC-8 hacia la porcién carboxilo,
con respecto a las demas proteinas RIC-8. Dichos estudios ademas revelaron que todas las
proteinas RIC-8 forman una familia dnica, sin similitud de secuencia con otras, segin lo obtenido
por estudios comparativos de BLAST. Lamentablemente lo anterior imposibilitd estudios de
reconocimiento de dominios con actividad GEF por analisis convencionales de secuencia
aminoacidica. Fue necesario utilizar técnicas mas complejas, como el “reconocimiento de
plegamiento”, la cual permiti6 predecir un plegamiento de tipo alfa-alfa superhélice para xRIC-8,

especificamente de la familia de repeticiones armadillo. Con esta informacion se generé el primer

modelo 3D para una proteina RIC-8, con un elevado en contenido o helicoidal, presentes en 10
dominios o repeticiones armadillo.

Con respecto a las técnicas in vitro e in vivo, la solubilidad presentada por xRIC-8 al ser
expresada en E. coli, permitié estandarizar un protocolo de purificacién con lo cual pudimos
realizar estudios biofisicos como dicroismo circular y estudios de termo estabilidad, para
corroborar nuestro modelo. Basado en estos resultados, diseflamos mutantes de delecion para
xRIC-8 con el objetivo de identificar la region con actividad GEF. Estas mutantes fueron
expresadas en células HEK293T y se analiz6 su actividad GEF de manera indirecta, a través de
mediciones de niveles de  AMPc intracelular, ya sea de manera directa o en respuesta de un gen
reportero. Estos estudios revelaron que la regién carboxilo, y mas conservada de RIC-8, no

alberga la funcion GEF.
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I1. HIPOTESIS DE TRABAJO

“La actividad GEF de xRIC-8 esta definida por un dominio de la proteina, el cual funciona de

manera independiente del resto de la proteina”

III. OBJETIVOS

1.- Objetivo General: Caracterizar la estructura y funcion de la proteina xRIC-8

2.- Objetivos Especificos:

1.- Predecir por técnicas bioinformaticas la estructura de la proteina xRIC-8

2.- Expresar y purificar xRIC-8 y diferentes regiones de la proteina

3.- Caracterizar la actividad GEF de xRIC-8 y de diferentes regiones de la proteina
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1 MATERIALES

1.- Reactivos y soluciones generales

Acetato de sodio (3 M, pH 5,2)

— Agarosa (1% en TAE 0,5x)

— Agua nano pure (agua destilada y desionizada)

— APS (Persulfato de amonio al 12,5%)

— Azul de Coomasie (0,25 gramos Coomassie brilliant Blue R-250 en 90 mL metanol: H,O
(1:1, v/v) y 10 mL &cido acético glacial)

— Bromuro de etidio (10 pg/mL)

— Buffer de corrida proteinas (25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 0,1%(p/v) SDS)

— Buffer de carga proteinas 1X (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 0,002% azul de
bromofenol, 10% glicerol, 20 mM DTT)

— Buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol)

— Buffer separador 2X (750 mM Tris-base, 0,2% (p/v) SDS pH 8,8)

— Buffer concentrador 2X (250 mM Tris-base, 0,2% (p/v) SDS, pH 6,8)

— Etanol (100%)

— Etanol (70%)

— Fenol/cloroformo (Fenol, Cloroformo y Alcohol isoamilico, en proporcién 25:24:1 v/v)

— IPTG (100 mM)

— Isopropanol (100%)

— LiClI (5 M)

— NaCl/Polietilenglicol (1,6 M NaCl, 13% p/v PEG 8.000)
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— PEG/TE/LiAc (LiAc 0,1 M, TE 1X, PEG 3.350 40% p/v (Sigma))

— PBS 1X (NaCl 150 mM, 20 mM NaHPO,, pH 7,4)

— Reactivo ECL para detecciéon de quimioluminicencia (Pierce)

— Rojo ponceau (0,1% p/v rojo ponceau, 5% v/v acido acético)

— Solucién de acrilamida 30% (29% (p/v) acrilamida, 1% (p/v) bisacrilamida)
— Solucién de destefiido (10% Acido Acético)

— Solucion I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM pH 8,0)
— Solucién IT (NaOH 0,2 N, SDS 1%)

— Solucién III (CH;COONa 3M, CH;COOH 0,2M)

— TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA, pH 8,5)

— TBS-Tween 20 (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,05% Tween 20)

— TE 1X (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0)

— TE/LiAc (TE 1X, LiAc 0,1 M)

2.- Herramientas bioinformaticas
Para los estudios bioinformaticos se usé la secuencia de xRIC-8 reportada bajo el cédigo

GenBank AAZ23806, asi como las distintas herramientas listadas a continuacion.

2.1 Analisis de estructura primaria
— BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul y col, 1990):

http://www.expasy.org/tools/blast/

— SMART (Simple Modular Architecture Research Tool; Letunic y col, 2006):

http://smart.embl-heidelberg.de/

15


http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.expasy.org/tools/blast/

— InterProScan (Quevillon y col, 2005):

http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/

2.2 Prediccion de estructura secundaria
— PSIPRED (Protein Structure Prediction Server; McGuffin y col, 2000):

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

2.3 Reconocimiento de plegamiento

HHPRED (Séding y col, 2005): http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred

I-TASSER (Zhang, 2008): http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER

3D-JURY (Ginalski y col, 2003): http://www.meta.bioinfo.pl/submit wizard.pl

PSIPRED (McGuffin y col, 2000): http://www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html

SP4 (Liu y col, 2007): http://www.sparks.informatics.iupui.edu/SP4

2.4 Construccion de modelo 3D para xRIC-8

— [-TASSER (Zhang, 2008): http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER

— Modeller (Eswar y col, 2006): http://www.salilab.org/modeller/

— SCWRL (Canutescu y col, 2003): http://www1.jcsg.org/scripts/prod/scwrl/serve.cgi

— GROMACS (Hess y col, 2008): http://www.gromacs.org
— ProSAII (Protein Structure Analysis; Wiederstein y Sippl, 2007)

https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

— RAMPAGE (Ramachandran Page; Lovell y col, 2003):

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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— PDB2PQR Server (Dolinsky y col, 2007): http://pdb2pgr-1.wustl.edu/pdb2pgr/

— APBS (Baker y col, 2001): http://www.poissonboltzmann.org/apbs/

— PyMol (DeLano, 2002): http://pymol.org/

3.- Vectores de expresion
— Vectores de expresion procarionte: pQE8OL y pQE81L (Qiagen)
— Vector de expresion eucarionte: pCS2+6myc

— Vector de subclonamiento: Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen)

4.- Enzimas
— Enzimas de restriccion: Xhol, Kpnl, BamHI y HindIIl. Todas de New England Biolab
— ADN polimerasas: Kapa HiFi y Kapa Taq

— Fosfatasa alcalina SAP (New England Biolab)

5.- Anticuerpos
— IgG monoclonal de rat6n contra epitope Myc (Santa Cruz). Dilucién 1:5.000
— IgG monoclonal de raton contra epitope 6His (Clontech). Dilucién 1:14.000
— IgG policlonal de conejo contra Goas (Millipore). Dilucion 1:5.000
— 1IgG policlonal de cabra contra IgG de raton conjugado con peroxidasa (Jackson
Immunoresearch). Dilucion 1:10.000

— IgG policlonal de cabra contra IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Jackson

Immunoresearch). Diluciéon 1:5.000

— IgG policlonal de cabra contra IgG de conejo conjugado a fluoréforo cianina emision
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verde (Jackson). Dilucién 1:250 para inmunocitoquimica

6.- Oligonucléotidos

N° Oligo (5' - 3") Nombre Tm (°C)
1 cgg ggt acc cta acc atc aga ggt cac ccc AH anti sentido 58

2 cgg ggt acc cta ccc cte tee acg gee ace A10 anti sentido 56

3 cgg ggt acc cta cac gtg agt cat cag acg A10-9 anti sentido 56

4 cgg ggt acc cta ctc ttc tac acg tec tgt gac | A10 anti sentido 60

5 cgg ggt acc cta att ctc ctt gca gag gac gaa | A10-9 anti sentido 62

6 cgg ggt acc cta atg gac acg aga act ttc agt | A10-9-8 anti sentido 60

7 a-tc cat gcc age cat gg pQE80] xRIC-8 sentido 64.8

8 ccc get ega gat gcc age cat ggacct g pCS2+6Myc xRIC-8 sentido | 49.4

En color amarillo se resalta el sitio de restriccion para la enzima Kpnl, en rojo para BamHI y en

verde para Xhol.

7.- Cepas bacterianas
— Para expresion de proteinas: E. coli BL21(DE3)

— Para obtencion de plasmidos: E. coli DH5x

8.- Linea celular

— HEK293T

9.- Medios de cultivo

— LB (Luria — Broth): 1% p/v triptona, 0,5% p/v extracto de levadura, 1% p/v NaCl. Todo

en agua destilada
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LB agar: 1% p/v triptona, 0,5% p/v extracto de levadura, 1% p/v NaCl, 1% p/v agar. Todo
en agua destilada
DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Media”) (Gibco) suplementado con 10% de

Suero Fetal de Bovino (FBS)

10.- Purificacion de proteinas

Resina Ni-NTA (Qiagen)

Solucién 100 mM NiCl, de alta pureza

FPLC Merk Hitachi Bomba L-6210 Inteligent Pump, detector L-4250 UV/Vis e
integrador D25.000

Columna HiL.oad Q sepharose (General Electric)

Colector de fracciones SuperFraction Colector SF-2120 (Advantec)

Buffer A: 50 mM fosfato pH 8,0, 500 mM NaCl, 5 mM B-mercaptoetanol, 20 mM
imidazol, coctel de inhibidores “Complete” (Roche)

Buffer B: 50 mM fosfato pH 8,0, 500 mM NaCl, 5 mM [-mercaptoetanol, 100 mM
imidazol, coctel de inhibidores “Complete” (Roche)

Buffer C: 50 mM fosfato pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM [-mercaptoetanol y 0,1 mM
PMSF

Buffer D: 50 mM fosfato pH 8,0, 500 mM NaCl, 0.1 mM PMSF, 10 mM Imidazol, 10%
glicerol y 5 mM B-mercaptoetanol

Buffer E: 50 mM fosfato pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 mM PMSF, 100 mM Imidazol, 10%

glicerol y 5 mM B-mercaptoetanol

Buffer F: 20 mM HEPES pH 8,0, 250 mM NaCl, 1 mM PMSF y 5 mM [B-mercaptoetanol
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— Buffer G: 20 mM HEPES pH 8,0, 500 mM NaCl, 1 mM PMSF y 5 mM [-mercaptoetanol

11.- Dicroismo circular

Espectropolarimetro J-715 (Jasco)

Buffer de muestra: 50 mM fosfato pH 8,0, 200 mM NaCl

Cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso 6ptico y 300 puL. de volumen de muestra

Servidor SOMCD (Unneberg y col, 2001): http://geneura.ugr.es/cgi-bin/somcd/index.cgi

12.- Fluorescencia

Espectrofluorimetro RF-5301PC (Shimadzu)
— Espectrofluorimetro Novostar (BMG Labtech, Inc)

— Buffer A: 50 mM HEPES pH 7,6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, 50 mM
GTP-g-S y 0.5 mM GDP

—  Buffer B: 50 mM HEPES pH 7,6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM MgCl,, 2 uM GDP y
4 uM GTP-y-S-BODIPY® (Invitrogen)
— Cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico y 2 mL de volumen de muestra

— Placas de 96 pocillos para fluorescencia

13.- Medicion de AMPc intracelular
— Kit “Dual-Luciferase Reporter Assay System” (Promega)
— Kit “cAMP HTS Immuassay” (Millipore)

— Luminémetro Victor3 (PerkinElmer)
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14.- Microscopia confocal

Porta objetos y cubre objetos

— Liquido de montaje DAKO

— Tincién nuclear TOPRO, dilucién 1/1.000

— Solucién paraformaldehido (PFA) 4% en PBS
— Solucién PBS con 1% BSA

— Solucién PBS con 0,1% Triton X-100

— Microscopio confocal Eclipse TE 2000-U (Nikon)

IV.2 METODOS

1.- Técnicas de uso general

1.1.- Preparacion de bacterias quimicamente competentes

La expresion de proteinas recombinantes para su posterior purificacion se realizé en
bacterias E. coli BL21(DE3). Para ello, se prepararon bacterias competentes para su

transformacion con el ADN plasmidial que contiene el gen que codifica para la proteina

recombinante XRIC-8. 50 mL de medio LB fueron inoculados con 500 pL de un cultivo
bacteriano, crecido toda la noche a 37 °C, e incubados a esta misma temperatura en agitacion
hasta una ODs entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada la densidad oOptica deseada, las bacterias
fueron colectadas por centrifugacion a 3.000 rpm en rotor SS-34 por 5 min a 4 °C, y el
precipitado fue suspendido en 25 mL de una solucién 50 mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 y
mantenido a 4 °C por 1 hora. Terminado el tiempo de incubacién, las bacterias fueron
nuevamente colectadas por centrifugacién a 3.000 rpm en rotor SS-34 por 5 min a 4 °C y
suspendidas en la misma soluciéon CaCl,/Tris-HCI. Alicuotas de 100 mL fueron guardadas en
tubos Eppendorff estériles, congeladas en nitrégeno liquido y guardadas a -80 °C para su
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posterior uso.

1.2.- Preparacion de bacterias electro competentes
La obtencion de los vectores recombinantes codificando el gen de xRIC-8 y de las

mutantes de delecion en los vectores pQE80, pCS2+6myc y TOPO fueron obtenidos desde

bacterias E. coli DH5a transformadas con la técnica de electroporacion. Para ello fue necesario
preparar bacterias electro competentes, de acuerdo con el protocolo que consistié en incubar toda
la noche una colonia de bacterias en 5 mL de medio LB a 37 °C con agitacion. Con este cultivo,
se inocularon 500 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C bajo agitacion hasta alcanzar una
ODsgo de 0,7, luego de lo cual el cultivo fue puesto en hielo por uno 30 min para posteriormente
colectar las bacterias por centrifugacion a 4.000 rpm en rotor GSA a 4 °C durante 20 min. El
precipitado bacteriano fue suspendido cuidadosamente en 50 mL de agua “nano pure”, para luego
nuevamente colectar las bacterias por centrifugacion a 4.000 rpm en rotor GSA por 15 min a 4
°C. La suspension del precipitado y obtencién de las bacterias en agua “nano pure” se repite tres
veces. El precipitado de la ultima centrifugacion fue suspendido en una solucién de 10% de

glicerol y la suspensién centrifugada en las mismas condiciones. El sedimento fue suspendido en

aproximadamente 3 mL de la solucion 10% de glicerol y alicuotas de 50 pL fueron guardadas en
tubos Eppendorff, para luego ser congelados con nitrégeno liquido y guardados a -80 °C para su

posterior uso.

1.3.- Purificacion de plasmidos por la técnica de polietilenglicol (PEG)

Se creci6 un cultivo de 500 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) o kanamicina

(50 pg/mL) y se inocul6 con una colonia bacteriana que contenia el plasmido recombinante entre

12 y 16 horas a 37°C con agitacion. El cultivo fue centrifugado a 4.000 rpm (Rotor Sorvall GSA)
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por 15 min a 4°C y el precipitado fue suspendido en 5 mL de solucién I. Las bacterias se lisaron
con 10 mL de solucion II mezclando por inversion e incubando por 10 min a temperatura
ambiente. Se adicion6 5 mL de solucidn III, se agit6 el tubo varias veces e incub6 por 10 min en
hielo, y finalmente se centrifugé la suspension a 12.000 rpm (Rotor Sorval SS-34) por 15 min a
4°C. El sobrenadante se filtrd a través de cuatro capas de gasa, se mezcl6 con 0,6 volimenes de
isopropanol para precipitar el ADN y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado se recuper6 centrifugando a 10.000 rpm (Rotor Sorval SS-34) por 15 min a 4°C, se
lavo con 1 mL de etanol 70% y se disolvié en 3 mL de buffer TE. Luego se precipitaron los
RNAs de alto peso molecular adicionando 3 mL de LiCl 5 M, se incub6 a temperatura ambiente
por 10 min y se centrifugé a 12.000 rpm (rotor Sorvall SS-34) por 10 min a 4°C. El ADN se
recuper6 del sobrenadante mediante precipitacion con 1 volumen de isopropanol. La suspension

se centrifugé a 9.000 rpm (rotor Sorvall SS-34) por 15 min a 4°C, se lavo el precipitado con 1 mL

de etanol 70% y se disolvié 500 uL de buffer TE conteniendo 20 pug/mL de RNasa A para la

digestion de los RNAs de bajo peso molecular y se incubé por 30 min a 37°C. Luego, el ADN

plasmidial se precipité con 500 uL. de PEG 8000 13% p/v NaCl 1,6 M, se centrifugé a 10.000 x g

por 10 min a 4°C en microcentrifuga, se lavéd el precipitado con 1 mL de etanol 70% y el

precipitado fue suspendido en 400 uL de buffer TE. Esta solucién fue mezclada con 1 volumen
de fenol/cloroformo para la extraccién de las proteinas, mezclando vigorosamente y
posteriormente centrifugando a 10.000 x g por 10 min. De esta mezcla se tomo la fase acuosa
evitando tomar el precipitado blanco y se realizaron entre 1 y 2 extracciones fenol/cloroformo
adicionales para eliminar totalmente presencia de suspension en la fase organica. Finalmente, el
DNA plasmidial fue recuperado por precipitacion con 1/10 volimenes de acetato de sodio 3 M y
2 volimenes de etanol 100%, se centrifugé a 10.000 x g por 10 min a 4 °C, el precipitado se lavo

con 1 mL de etanol 70% y finalmente se disolvié en un volumen apropiado de agua desionizada y
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estéril. Se cuantific6 el ADN por medicion de su absorbancia a 260 nm y se verificd la
construccion por digestion con las enzimas de restriccion apropiadas y posterior analisis por

electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

1.4.- Purificacion de plasmidos mediante el kit MIDI prep

Los vectores recombinantes para xXRIC-8 y las mutantes de delecion, asi como también los
plasmidos que codifican para las proteinas luciferasa y renilla (pCreLuc y renilla, Dual
Luciferase Reporter Assay System, Promega) utilizados para transfectar cultivos celulares, fueron
purificados mediante el kit E.Z.N.A."™ Plasmid Midi Kit (Omega Bio-Tek. Inc) de acuerdo con el
protocolo contenido en el kit para plasmidos de bajo numero de copias. Los ADN plasmidiales
fueron cuantificados por medicion de su absorbancia espectrofotométrica a una longitud de onda
de 260 nm y paralelamente fueron cuantificados en gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de

etidio. Todos los plasmidos fueron almacenados a -20 °C en H,0 “nano pure”.

1.5.- Purificacion de plasmidos por la técnica de Mini Lisado

Para preparar ADN plasmidial en pequefia cantidad se siguid el procedimiento descrito
por Sambrook y cols. (1989). Para ello se seleccionaron las colonias transformantes y se
crecieron en 3 ml de medio LB/Amp a 37 °C por toda la noche. Se tomaron 1,5 ml de cada
cultivo, se traspasaron a tubos de microcentrifuga y las bacterias se colectaron por centrifugacion
a 12.000 x g por 5 minutos. Se elimin6 todo el sobrenadante y luego se incubé 5 minutos a
temperatura ambiente con 100 pl de solucion I. Posteriormente se agregaron 200 pl de solucion II
y se incubd 5 minutos en hielo. Luego se agreg6 150 pl de solucién III y se incub6 por 5 minutos
en hielo. Los tubos se centrifugaron nuevamente a 12.000 x g por 5 minutos y el sobrenadante se

traspasd a otro tubo de microcentrifuga. Se realiz6 una extracciéon con un volumen de fenol:
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cloroformo: alcohol isoamilico (24: 24: 1), y el ADN plasmidial contenido en la fase acuosa se
precipit6 con etanol al 100%. E1 ADN obtenido se resuspendi6 en 50 pl de buffer TE contiendo
ribonucleasa pancreatica 20 pg/ml. Finalmente el plasmido purificado se digiri6 con la(s)
enzima(s) de restriccion adecuada(s), y se analizo en un gel de agarosa al 1% la presencia del

inserto.

1.6.- Extraccion de ADN desde gel de agarosa

Los vectores plasmidiales linearizados con enzimas de restriccion, asi como también los
productos de PCR, fueron purificados desde el gel de agarosa para su posterior ligacion, usando
el kit E.Z.N.A."™ Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek, Inc.) usando el protocolo contenido el kit
con la excepcién de que la elusién final desde la columna fue realizada con 25 uL de agua des-
ionizada y estéril. La cuantificacion del ADN purificado fue realizada en geles de agarosa tefiidos

con bromuro de etidio. El ADN fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacién.

1.7.- Transformaciéon bacteriana por el método quimico

Bacterias E. coli BL21 quimicamente competentes fueron transformadas con el plasmido
pQE80I conteniendo la porcién codificante del gen para xRIC-8 o mutantes de delecién de ésta,
asi como también para la proteina Gas. Para esto, entre 10 y 50 ng de ADN plasmidial fueron
incubados con una alicuota de bacterias durante 40 min a 4 °C, para luego ser sometidas a un
shock térmico de 42 °C por 2 min y ponerlas rapidamente en hielo por otros 2 min. Luego de
esto, se adicion6 650 UL de medio LB sin antibiético y fueron incubadas bajo agitacion durante 1
hora a 37 °C. Terminada la incubacion, las bacterias fueron colectadas por centrifugacion (10.000
x g por 5 min), suspendidas en 100 UL de medio LB y sembradas en medio solido LB-agar
conteniendo el antibiético de selecciéon ampicilina a una concentraciéon de 100 pg/mL. Las placas

25



fueron incubadas entre 12 y 18 horas a 37 °C.
La obtencién de colonias aisladas es muy importante para los andlisis posteriores, para lo
cual las bacterias fueron sembradas a una mayor dilucion en medio solido LB-agar con el

antibiotico de seleccion para asi obtener un nimero menor de colonias.

1.8.- Transformacion bacteriana por el método de electroporacion

Bacterias E. coli DH5a electro competentes fueron transformada con el plasmido
proveniente de la ligacion de mutantes de delecion de xRIC-8 en el vector pCS2+6myc, o bien
con la mezcla de ligacion de dichas mutantes en el vector TOPO.

Para ello, una alicuota de 50 UL de bacterias, previamente descongeladas y mantenidas en
hielo, fueron incubadas con 10 ng de ADN plasmidial y luego fueron sometidas a la
electroporacion aplicando un pulso eléctrico de 2.5 kV a 400 W. Posteriormente, se agrego 650
UL de medio LB a la cubeta, y la mezcla fue puesta en un tubo Eppendorff de 2 mL para su
incubacion por 1 hora a 37 °C. Terminada esta incubacion, las bacterias fueron colectadas por
centrifugacion (10.000 x g por 5 min), suspendidas en 100 UL de medio LB y sembradas en
medio s6lido LB-agar conteniendo el antibiotico de seleccion ampicilina a una concentracion de
100 pug/mL, para el plasmido pCS2+6myc o kanamicina a una concentraciéon de 50 pug/mL para el
plasmido TOPO; estas placas fueron incubadas finalmente entre 12 y 18 horas a 37 °C.

De manera similar a la transformacién quimica, es necesario obtener colonias aisladas

para su posterior analisis.

1.9.- Electroforesis SDS-PAGE
Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% para la separacion de proteinas (SDS-PAGE)

y para la inmunodeteccién de proteinas por la técnica de “western blot”. La confeccién de los
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geles se realizd de acuerdo con la siguiente tabla:

Gel Separador Gel Concentrador
Buffer separador 2X 2mL | e
Buffer concentrador 2X | = --m--m-m-- 0.75 mL
Acrilamida 30% 1.33 mL 0.3 mL
H,0 0.67 mL 0.45 mL
TEMED 10 puL 5 uL
APS 12% 20 uL. 10 pLb

Las muestras se incubaron con buffer de carga denaturante 5X y se calentaron a bafio
maria por 10 min. Luego se sembraron en el gel y la electroforesis se realizé inicialmente a 100 V
por 30 min, para luego aumentar el voltaje a 150 V hasta que el frente de corrida lleg6 al final del
gel. Los geles posteriormente se tifieron con “Azul de Coomassie” para visualizar las proteinas o
se sometieron a andlisis de “western blot” para determinar la presencia de la proteina especifica

de interés.

1.10.- Analisis de “western blot”

Las proteinas presentes en el gel SDS-PAGE fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa por 1 hora a 250 mA. Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa fue tefiida con
“Rojo Ponceau” 0,1% para comprobar la transferencia proteica. Las membranas se incubaron con
buffer TBS/tween con 5% de leche descremada por 1 hora en agitacion. Posteriormente, se
incub6 con el 1* anticuerpo, anti epitope His (Clontech) diluido 1:14.000 en TBS/tween 5% leche

descremada o anti epitope Myc (Santa Cruz) a una diluciéon 1:5.000, por 1 hora con constante
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agitacion. Terminada la incubacion, se procedi6 a lavar 5 veces por 5 minutos con TBS/tween, y
posteriormente se incubé con el anticuerpo secundario conjugado a HRP, por 1 hora en agitacion
constante. Los anticuerpos secundarios fueron anti IgG de raton (dilucion en TBS/tween 5%
leche descremada de 1:10.000) o anti IgG de conejo (dilucion en TBS/tween 5% leche
descremada de 1:5.000). Luego se lavé con TBS/tween 5 veces por 5 min. Terminados los
lavados, se procedid a revelar usando el kit “Western lightning” (PerkinElmer) usando un film

auto radiografico (Kodak).

1.11.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los oligonucledtidos anti sentido 1, 2 y 3, y el oligonucledtido sentido 7 fueron usados
para obtener las mutantes de delecion y su posterior subclonamiento en el vector pQE80L. Los
oligonucleotidos anti sentido 4, 5 y 6, y el oligonucleétido sentido 8, fueron usados para
amplificar las mutantes de delecion y su posterior subclonamiento en el vector pCS2+6myc.

El protocolo de PCR usado fué el siguiente:

— etapa de denaturacion inicial : 95 °C por 2 minutos

— etapa de denaturacion : 95 °C por 30 segundos

— etapa de hibridacion de partidores : Tm — 5 °C por 30 segundos
— etapa de sintesis : 72 °C por 2 minutos

— etapa de extension final : 72 °C por 4 minutos

— etapa de finalizacion :4°C

Las etapas de “denaturacion”, “hibridacion de partidores” y “sintesis” se repitio 30 veces.
La enzima Taq polimerasa (Kapa Taq) fue empleada para estandarizar la temperatura

adecuada de hibridacion de los partidores. Una vez obtenida la temperatura adecuada, se utilizo la
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enzima Kapa HiFi, que es una polimerasa de alta fidelidad

Los voliumenes de las reacciones con la enzima Kapa HiFi fueron 50 pL, y se ocup6 1 U

de enzima de reaccion, 0,4 uM de partidores, 5 ng de templado, 400 uM de dNTPs y 1X buffer
de reaccion Kapa HiFi (conteniendo MgCl,). La generacion de un producto de PCR positivo fue
visualizado mediante electroforesis de ADN en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de

etidio.

1.12.- Digestion analitica de ADN plasmidial

Para verificar el correcto subclonamiento de un fragmento de ADN en un vector, se
compar6 el patrén de restriccion tedrico con el experimental. La digestién se realizd en un
volumen final de 20 pl con 200-500 ng de ADN plasmidial, 1-2 unidades de la enzima de
restriccion respectiva y 0,1 volumen del buffer 10X éptimo para la enzima de restriccion. La
digestion se realizé por 2 a 3 horas a 37 °C. Posteriormente los productos de digestién se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

1.13.- Digestion preparativa de ADN plasmidial

Para obtener los fragmentos de ADN para su posterior subclonamiento en el vector
correspondiente, se digiri6 el plasmido con las enzimas de restriccion adecuadas en un volumen
final de 70 pl que contenia 10 pg de ADN plasmidial, 25 unidades de la enzima de restriccion
respectiva, y 0,1 volumen del buffer 10X para la enzima de restriccién. Para el caso de la
digestiéon con la enzima Xhol ademas se agregd 0,1 volimenes de BSA 10X. Las incubaciones se
realizaron por 3 horas a 37 °C y se verificaron las digestiones analizando 1 pl de las mezclas de
reaccién por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. El vector luego

de la digestion con enzimas de restriccion, fue desfosforilado para evitar su re ligacion.
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Posteriormente se purifico el fragmento de ADN de interés, mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% y utilizacion del kit “E.Z.N.A.-Gel Extraccion Kit” (OMEGA BIO-TEK).

1.14.- Desfosforilacion de ADN plasmidial previamente digerido

Para el subclonamiento de un fragmento de ADN en un vector, luego de la digestién con
las enzimas de restriccion correspondientes, éste se desfosforilé en sus extremos 5' para impedir
su religacion. Luego de digerir el ADN plasmidial con las enzimas de restriccion, se adicionaron
2 unidades de la enzima fosfatasa alcalina de cangrejo (SAP, New England Biolab). La reaccion
se realiz6 a 37°C por una hora y posteriormente se inactivo la SAP por incubacion a 65°C por 15
minutos. Luego, se purifico el ADN de interés mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y
utilizacion del kit “E.Z.N.A.-Gel Extraccion” (OMEGA BIO-TEK), siguiendo el protocolo

incluido en el kit.

1.15.- Transfeccion celular

Células HEK293T fueron cultivadas hasta un 40-50% de confluencia en placas de 12
pocillos con medio DMEM 10% FBS y antibidtico correspondiente. Posteriormente el medio de
cultivo fue reemplazado por medio libre de suero OPTIMEM (Gibco), conteniendo
Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y los plasmidos que codifican para xRIC-8, las mutantes de
delecién, Gas y/o los plasmidos pCreLuc y Renilla. Para las distintas transfecciones realizadas se

utilizaron las siguientes cantidades de ADN plasmidial:

30



Medicion de Medicion de Inmunocitoquimic Co-inmuno
AMPc indirecto AMPc directo |a precipitacion

xRIC-8 100 ng 100 ng 100 ng 1,4 ug
A10 400 ng 400 ng 400 ng 5,6 ug
A10-9 800 ng 800 ng 800 ng 8,4 ug
A10-9-8 600 ng 600 ng 600 ng 8,4 ug
pCreLuc 10 ng - - -
PRenilla 1ng - - -

Gas - - - 4ug

Para los casos de mediciéon de AMPc intracelular, la cantidad de ADN total a transfectar
fue siempre la misma: 900 ng para mediciones de AMPc indirecto y 800 ng para mediciones de

AMPc directo, completando esa cantidad con el vector pCS2+6myc vacio. Para los experimentos

de co-inmunoprecipitacion se usaron placas de cultivo de 6 pocillos.

Las células se incubaron con la mezcla de transfeccion por 4 horas, luego delas cuales se

reemplazé por medio DMEM 10% FBS y se esper6 por 24 horas para hacer el estudio

correspondiente.

2.- Analisis bioinformatico de la proteina xRIC-8

2.1.- BLAST y buisqueda de dominios (SMART e InterProScan)

La buisqueda de proteinas homologas se realiz6 usando el software BLAST (“Basic Local

Alignment Search Tool”), usando la secuencia de xRIC-8 depositada bajo el cdigo de GenBank

AAZ23806 y haciendo la biisqueda contra la base de datos UniProt.

La busqueda de motivos y/o dominios presente en la secuencia de xRIC-8 fue realizada

con los servidores SMART e InterPro Scan, con las opciones por defecto en cada uno de ellos.
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2.2.- Alineamiento multiple de secuencias
Los alineamientos multiples se realizaron con el software CLUSTALW, usando los

parametros por defecto.

2.3.- Prediccion de estructura secundaria
La prediccion de estructura secundaria de XxRIC-8 se realiz6 analizando la secuencia de
xRIC-8 en el servidor PsiPred, utilizando las opciones por defecto que presenta dicha

herramienta.

2.4.- Reconocimiento de plegamiento
El reconocimiento de plegamiento para xRIC-8 fue inferido al analizar su estructura
primaria con 5 diferentes servidores web: HHPRED, I-TASSER, 3D-JURY, PSIPRED y SP4.

Cada servidor fue usado con sus opciones por defecto.

2.5.- Construccion de modelo 3D para xRIC-8

Dos estrategias fueron usadas para desarrollar un modelo 3D de xRIC-8. La primera de

ellas fue con el software MODELLER (Eswar y col, 2006), utilizando como templado -catenina
humana (co6digo PDB 1JDH). Las cadenas laterales de los aminoacidos fueron refinadas con el
software SCWRL (Canutescu y col, 2003) y el modelo completo fue optimizado mediante
minimizacion energética con el software GROMACS (Hess y col, 2008).

La segunda estrategia usada fue a través del servidor web I-TASSER (Zhang, 2008) el
cual conjuga metodologia de “threading” local que fragmenta la proteina en estudio y cada
fragmento es sometido a “threading” en la base de datos PDB. Aquellas regiones de la proteina

que no presentan un acierto positivo, son tratadas con metodologias ab-initio. EIl conjunto de
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zonas estructuradas son ensambladas y diferentes modelos son obtenidos y clasterizados, para
luego minimizar energéticamente cada “cluster” y obtener un representante de cada uno.

Para ambas estrategias utilizadas, los modelos finales fueron evaluados mediante grafico
de Ramachandran (Lovell y col, 2001) y el servidor web PROSA 1II (Wiederstein y Sippl, 2007),
asi como también se estudiaron las caracteristicas de los aminoacidos expuestos al solvente e
internalizados en el modelo. Se defini6 como un aminoacido expuesto al solvente aquel que su

superficie accesible al solvente fue mayor a un 25%.

2.6.- Calculo de potencial electrostatico de superficie

El archivo de coordenadas PDB para el modelo de xRIC-8 fue modificado con el servidor
PDB2PQR para adicionar los valores de cargas puntuales de cada atomo segun el campo de
fuerza Amber. Este nuevo archivo de coordenadas se utilizo en el software APBS, y se calcul6 el
potencial electrostatico de superficie utilizando como constante dieléctrica la del agua. La

visualizacion del potencial se realiz6 con el software Pymol (DeLano, 2006).

3.- Expresion, purificacion y caracterizacion de xRIC-8 y diferentes regiones de la
proteina

3.1.- Expresion y purificacion de xRIC-8

La proteina xRIC-8 fue expresada en bacterias E. coli BL21 y purificada mediante pasos
cromatograficos sucesivos de afinidad (IMAC) e intercambio i6nico.

Bacterias E. coli BL21 fueron transformadas con el plasmido pQE811-xRIC-8 usando el
método de transformacion quimica descrito previamente. Una colonia bacteriana aislada fue
cultivada toda la noche en 5 mL de medio LB con antibidtico de seleccion Ampicilina, y con este

cultivo se inoculd 4 litros de medio LB. Este ultimo cultivo se incub6 a 25 °C hasta alcanzar una
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ODgy de 0,4, momento en el cual se indujo la expresion de xRIC-8 con IPTG a una
concentracion de 50 uM por 2 horas a la misma temperatura.

Posteriormente, las bacterias fueron colectadas por centrifugacién a 5.000 rpm (rotor
Sorvall GSA) por 10 min, resuspendidas en 30 mL de “buffer A” y sometidas a lisis por
sonicacion, usando 7 pulsos de 30 segundos cada uno a 60% de amplitud, con intervalos de 30
segundos de recuperacion. La fraccion soluble fue obtenida por centrifugaciéon a 30 min a 14.000
rpm (rotor Sorvall SS-34) y el sobrenadante obtenido fue ultracentrifugado por 1 hora a 100.000
x g. Este tltimo sobrenadante esta enriquecido en proteina recombinante.

Una columna cromatografica con 3 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) fue equilibrada con 5
volimenes de “buffer A” y luego cargada con el sobrenadante obtenido en la etapa previamente

descrita. La columna fue lavada con 5 volimenes de “buffer A” y posteriormente fue eluida con

el “buffer B”. 10 fracciones de 1 mL fueron colectadas y 5 uL. de cada una fueron analizadas
mediante SDS-PAGE e inmuno deteccion para verificar la presencia de xRIC-8.

Las fracciones eluidas desde la cromatografia de afinidad IMAC que contenian xRIC-8
fueron colectadas y concentradas en tubos “centricon”, cambiado el medio a “buffer F” mediante
sucesivos lavados del tubo “centricon”.

Para obtener xRIC-8 con un nivel de pureza mayor al 95%, se realizé una segunda
cromatografia, correspondiente a intercambio iénico. Una columna Hil.oad Q sefarosa (General
Electric) fue equilibrada con el “buffer F”. La muestra, proveniente de la cromatografia IMAC,
fue cargada a un flujo constante de 1 mL/min y luego fue eluida en un gradiente lineal entre
“buffer ¥’ y “buffer G” en un tiempo de 100 min. Se colectaron fracciones de 1 mL y 10 uL de
cada una fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccién para verificar la presencia y
el grado de pureza de xRIC-8.

Las fracciones puras en xRIC-8, fueron colectadas y concentradas en tubos “centricon”,
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para luego ser almacenadas a 4 °C.

3.2.- Caracterizacion estructural de xRIC-8 mediante dicroismo circular

La determinacion experimental del porcentaje de estructura secundaria de xRIC-8 y de
termo estabilidad de la proteina fue realizada por la técnica de dicroismo circular.

Los espectros de dicroismo circular fueron obtenidos en el rango de longitud de onda
entre 200-250 nm con incrementos de 0,1 nm a una velocidad de 50 nm/min en un equipo

Espectropolarimetro Jasco J-715. La concentracion de xRIC-8 fue de 0,141 mg/mL en “buffer de

muestra”. Se us6 una cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso 6ptico y 300 uL. de volumen de
muestra. A los espectros se les sustrajo el valor contribuido por el buffer, y los valores de
dicroismo circular(CD) fueron transformados a unidades MRE (del inglés “Mean Residue

Ellipticity”) con la siguiente ecuacion:

_ CD
M=x*I*aa

MRE

“CD” indica los valores de elipticidad entregados por el espectropolarimetro, “M” es la

concentracion molar de la proteina, “I” es el ancho de cubeta en milimetros, y “aa” son el niimero

de aminodcidos de la proteina en estudio. De este modo, usando el software SOMCD (Unneberg
y col, 2001) se estim6 el porcentaje de estructura secundaria presente en la proteina purificada.

Los estudios de termo estabilidad de xRIC-8 se realizaron siguiendo la sefial de CD a A

222 nm, en el mismo buffer usado para la obtencion de los espectros de CD, entre un rango de

temperatura de 20 y 70 °C . La temperatura fue elevada en intervalos de 0,1 °C a una razon de 2

°C/min usando un controlador de temperatura Efecto-Peltier. La temperatura de fusion del estado

desplegado de la proteina (Tm) y la entalpia de van't Hoff (AHvu) fueron calculadas con el

software EXAM (Kirchoff, 1993).
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3.3.- Diseiio de las mutantes de delecion de xRIC-8

Las mutantes de delecién de xRIC-8 se disefiaron basadas en el modelo 3D propuesto,
eliminando sucesivamente dominios armadillo desde la region carboxilo hacia la regién amino.

Se disefiaron 4 deleciones, que se denominaron AH, A10, A10-9 y A10-9-8,
correspondientes a la eliminacion de la dltima hélice presente en el modelo (H); dominio N° 10
(10); dominios armadillo N° 10 y 9 (10 y 9); o los 3 ultimos dominios armadillo N° 10, 9 y 8 (10,
9y 8).

Las mutantes de delecion fueron disefiadas para ser expresadas tanto en sistemas
procariontes como eucariontes. Las mutantes fueron obtenidas mediante la técnica de PCR,
usando los oligonucledtidos anti sentido 1, 2 y 3, y el oligonucledtido sentido 7 para
subclonamiento en el vector pQE8OL de expresion procarionte. Los oligonucledtidos anti sentido
4, 5y 6, y el oligonucledtido sentido 8, fueron usados para amplificar las mutantes de delecion
posterior subclonamiento en el vector pCS2+6myc, de expresion eucarionte.

Los productos de PCR fueron purificados desde el gel de agarosa y subclonados en el
vector TOPO® como vector de pasaje. Para el subclonamiento en el vector de expresion
procarionte pQE80L, la construccion “TOPO-mutante de delecion” fue digerida con las enzimas
Kpnl y BamHI; y las enzimas Kpnl y Xhol para el sublconamiento en el vector de expresion
eucarionte. El fragmento de ADN liberado fue visualizado mediante electroforesis de ADN en

geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio y purificados desde el mismo gel.

3.4.- Expresion y purificacion de las mutantes de delecion de xRIC-8

Las mutantes de delecion, subclonadas en el vector pQE80L, fueron expresadas y

purificadas utilizando el mismo protocolo descrito para xRIC-8.
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3.5.- Caracterizacion estructural de las mutantes de delecion mediante dicroismo
circular
La mutante de delecién AH fue caracterizada mediante dicroismo circular, utilizando el

mismo protocolo utilizado para xRIC-8.

4.- Analisis de la actividad GEF de xRIC-8 y de diferentes regiones de la proteina

4.1.- Expresion y purificacion de Gas
2 L de medio cultivo LB/Amp fueron inoculados con bacterias E. coli BL21(DE3)
previamente transformadas con el plasmido pQE80L-Gais, y cultivadas a 30 °C hasta una ODgy =

0,6, momento en el cual se adiciono el inductor IPTG a una concentracion de 50 uM por 3 horas
a 30 °C. Posteriormente las bacterias se colectaron por centrifugacién y se suspendieron en 20
mL de “buffer C”. Las bacterias se lisaron por sonicacién, usando 7 pulsos de 30 segundos cada
uno a 60% de amplitud, con intervalos de 30 segundos de recuperacién. La fraccién soluble fue
obtenida mediante centrifugaciéon por 30 min a 14.000 rpm y el sobrenadante obtenido fue
ultracentrifugado por 1 hora a 100.000 x g. El sobrenadante, rico en proteina recombinante, fue
usado en los pasos posteriores de purificacion.

Una columna cromatografica con 3 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) fue equilibrada con 5
volimenes de “buffer C” y luego cargada con el sobrenadante obtenido en la etapa previamente

descrita. La columna fue lavada con 5 voltimenes con “buffer D”. Posteriormente fue eluida con
el “buffer E”. Se colectaron 10 fracciones de 1 mL y 5 puL de cada una fueron analizadas
mediante SDS-PAGE e inmuno deteccién para verificar la presencia de Gas. Las fracciones
enriquecidas en Gas fueron colectadas y utilizadas en el siguiente paso de purificacion.

Las fracciones eluidas desde la cromatografia de afinidad y que contenian Gas se
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aplicaron a una columna cromatografica de intercambio idnico aniénica HilL.oad Q sefarosa
(General Electric), equilibrada con “buffer F”. El protocolo utilizado fue el mismo que se usd

para la purificacion de xRIC-8, es decir, se realiz6 la elusién con un gradiente lineal entre “buffer
F” y “buffer G” en un tiempo de 100 min. Fracciones de 1 mL fueron colectadas y 10 uL de ellas
fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccién para verificar la presencia y pureza
de Gas.

Las fracciones enriquecidas en Gas, fueron colectadas y concentradas en tubos

“centricon”, para luego ser almacenadas a 4 °C hasta su utilizacién.

4.2.- Analisis de la actividad GEF in vitro por fluorescencia de triptéfanos

La actividad GEF fue determinada siguiendo la fluorescencia intrinseca de los tript6fanos

de Gos. Para esto, se incubé Gas 0,5 uM con xRIC-8 1y 1,5 uM en “buffer A” en un volumen
final de 1 mL. El fluorimetro (Espectrofluorimetro RF-5301PC (Shimadzu)) se programé para
exitar a longiutd de onda de 290 nm y colectar la fluorescencia a 340 nm en tiempo continuo de
1.200 segundos a 20 °C.

Para el procesamiento de los datos, se colect6 la fluorescencia del “buffer A” con xRIC-8

incluido, con el objeto de eliminar la contribucién de xRIC-8 en la fluorescencia de tripté6fanos

dada por Gos.

4.3.- Analisis de la actividad GEF in vitro por fluorescencia de GTP-y-S-BODIPY®
La determinacion de actividad GEF fue medida por el intercambio de GDP por GTP-vy-S-
BODIPY®. Para ello se incubaron Gas 2 uM y xRIC-8 4 uM en “buffer B”, en un volumen final

de 80 pL. El fluorimetro (Espectrofluorimetro Novostar, BMG Labtech, Inc) fue programado
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para exitar a una longitud de onda de 485 nm y registrar la fluorescencia a 520 nm cada 30

segundos durante 20 minutos.

4.4.- Analisis de la actividad GEF in vivo por la activacion de un gen reportero
sensible a AMPc

Células HEK293T fueron cultivadas en placas de 12 pocillos hasta una confluencia entre
40-50%. Luego se transfectaron con xRIC-8 o sus mutantes de delecion, mas los vectores que
codifican para el gen reportero Luciferasa, pCreLuc, y para el gen normalizador Renilla, pRen.

24 horas post transfeccion, el medio de cultivo se cambi6 por medio DMEM sin suero en
presencia de isoprotenerol 10 UM por 4 horas para estimular la via dependiente del receptor 3-

adrenérgico, GPCR acoplado a Gos. Finalmente las células fueron lisadas y tratadas de acuerdo
al protocolo del kit “Dual-Luciferase Reporter Assay System” (Promega), y se midio
luminicencia en equipo Victor3 (PerkinElmer). Se midi6 lumincencia tanto para el gen reportero
luciferasa como para el gen normalizador renilla en cada condicién. Los valores finales se

expresaron como la razon de luciferasa/renilla para cada condicién.

4.5.- Analisis de la actividad GEF in vivo por el aumento de la concentracion
intracelular de AMPc

Células HEK293T fueron cultivadas en placas de 12 pocillos hasta una confluencia entre
40-50% y se tranfectaron con xRIC-8 o sus mutantes de delecion. 24 horas post transfeccion, las
células fueron estimuladas con isoproterenol 10 uM durante 15 minutos, luego fueron
rapidamente lisadas y tratadas de acuerdo al kit “cAMP HTS Immuassay” (Millipore).
Finalmente se midieron las cantidades de AMPc por emisién de luminicencia en un luminémetro

Victor3 (PerkinElmer), y cuantificacion por una curva estandar perteneciente al kit.
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4.6.- Estudio de la translocacion de xRIC-8 y mutantes de delecion a la membrana
plasmatica

La translocacién a la membrana plasmatica se estudi6 a través de inmunocitoquimica y
microscopia confocal.

Células HEK293T fueron cultivadas en placas de 12 pocillos hasta una confluencia entre
30-40% y luego transfectadas con xRIC-8 o las mutantes de deleciéon. En cada pocillo fue
depositado previamente un cubreobjetos de vidrio, con el fin de servir como matriz para
desarrollar la técnica de inmunocitoquimica.

Las células se transfectaron y 24 horas post transfeccion fueron incubadas por 0, 15', 30',

1 hr, 2hr, 3hr y 4hr en medio DMEM libre suero con 10 uM de isoproterenol. A los tiempos
indicados, las células fueron fijadas en PBS/paraformaldehido 4% a temperatura ambiente por 30
min. Los cubre objetos con las células fueron lavados 2 veces por 10 min con PBS pH 7,4.
Luego, las células fueron permeabilizadas con PBS/Triton X100 0,1 % por 10 min a temperatura
ambiente y posteriormente se lavaron nuevamente 2 veces por 10 min con PBS. Los cubreobjetos
fueron incubados con el ler anticuerpo (anti Myc, diluido en PBS 1:250) en cdmara himeda toda
la noche. Luego se lavaron los cubreobjetos con PBS 3 veces por 10 min, y se incubaron con el
anticuerpo secundario (anti conejo conjugado a fluor6foro, diluido en PBS 1:250) y la solucién
de TOPRO (1:1.000 en PBS) en una camara himeda y oscuridad por 2 horas. Los cubreobjetos se
lavaron 3 veces por 10 min en PBS y se montaron en un portaobjetos con liquido de montaje
DAKO. Las muestras se almacenaron en oscuridad a 4 °C hasta su observacién por microscopio
confocal.

Para verificar si la translocacion es mediada por la interaccion entre xRIC-8 o mutantes de
delecion y Gas, se analizo dicha interaccion a través de co inmuno precipitacion.

Las células HEK 293T sin transfectar o luego de 12 horas post transfeccién transiente,
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fueron lisadas en buffer de lisis con inhibidores de proteasas 1X y centrifugadas a baja velocidad
(2.000 x g por 5 minutos a 4°C). Entre 300 y 600 pg de proteina total soluble fueron incubados
con 5 pg de anticuerpo anti Myc (Santa Cruz), 5 pg de IgG no relacionada de raton (Santa Cruz)
o sin anticuerpo y llevada hasta un volumen de 500 pL con buffer de lavado (0,1% NP40; 20 mM
Hepes pH 7,9; 1 mM DTT; 150 mM KCI; 10 mM MgCl;;1 mM EDTA y 1X coctel de
inhibidores de proteasas) e incubada en rotacion permanente durante 3 horas a 4°C.
Posteriormente, se agregaron 20 pL de Proteina A agarosa (Pierce), previamente lavada 3 veces
con el mismo buffer, y se incub6 durante 1,5 horas a 4°C bajo rotacion. Finalmente, el material
fue lavado 4 veces con buffer de lavado y suspendido en 10 pL de buffer de carga 3X con DTT

para su posterior analisis por “western blot”.
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V. RESULTADOS
V.1.- Analisis bioinformatico de la proteina xRIC-8

1.- Busqueda de dominios, motives y prediccion de estructura secundaria

xRIC-8 fue previamente clonada en nuestro laboratorio (Romo y col, 2008) y su secuencia
fue depositada en la base de datos del NCBI bajo el cddigo AAZ23806. Utilizando esta
informacion, el estudio correspondié a analizar la estructura primaria de xRIC-8 en busca de
algtn indicio estructural comun con alguna otra proteina previamente caracterizada y que diera
cuenta de las funciones de xRIC-8, en especial la funcion GEF.

Estudios realizados con la herramienta BLAST indicaron que xRIC-8 pertenece a una
familia de proteinas unica, formando un “cluster” cerrado que no presenta homologia o similitud
con algun otro tipo de proteinas, cuya estructura terciaria sea conocida o no. La Tabla I muestra
el resultado de BLAST con los primeros 40 mejores puntajes (“Score”) encontrados, donde todos
ellos corresponden a proteinas de la familia RIC-8 de distintas especies.

Dado el resultado entregado por BLAST, se analiz6 la estructura primaria en busca de
algtn dominio en ella. Para esto, usamos los servidores SMART e InterProScan, no obstante, este
analisis no entregd ninguin resultado positivo en la bisqueda, lo que indicé que xRIC-8 ademas
de no poseer homologia o similitud con otra proteina conocida, un analisis minucioso de su
secuencia indicaba que tampoco posee algiin dominio o motivo inferido solo a partir de su
secuencia utilizando estas técnicas.

Por otro lado, una prediccion de estructura secundaria mostré que xRIC-8 es una proteina
con un alto contenido helicoidal (Figura 4), siendo este tipo de estructura secundaria la unica
presente en esta proteina.

Un alineamiento multiple entre las proteinas RIC-8, mostr6 que éstas presentan una

mayor conservacion hacia la region carboxilo terminal, mientras que hacia la regién amino son
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UniProt Nombre Comiin de la Proteina Score E-Value
Q45TX8 RIC8A_XENLA Synembryn-A (Protein Ric-8A) [ric8a] 976 0.0
Q5XGL7 XENLA LOC495192 protein [ric8a] [Xenopus laevis 968 0.0
Q6P4W7 RIC8A_XENTR Synembryn-A (Protein Ric-8A) [ric8a] 932 0.0
Q5ZL77 RIC8A_CHICK Synembryn-A (Protein Ric-8A) [RIC8A] 698 0.0
ATM747 DANRE Resistance to inhibitors of cholinesterase 657 0.0
Q642H7 RIC8A_DANRE Synembryn-A (Protein Ric-8A) [ric8a] 657 0.0
A9JTE4 DANRE Zgc:92294 [zgc:92294] [Danio rerio (Zebraf 657 0.0
Q4RZHO TETNG Chromosome undetermined SCAF14926, whole g 537 e-150
Q3TIR3 RIC8A_MOUSE Synembryn-A (Protein Ric-8A) [Ric8a] 536 e-150
D21614 AILME Putative uncharacterized protein (Fragment 533 e-149
B1H241 RAT Resistance to inhibitors of cholinesterase 8 532 e-149
Q4R720 RIC8A_MACFA Synembryn-A (Protein Ric-8A) [RIC8A] 531 e-149
Q80zG1 RIC8A_RAT Synembryn-A (Protein Ric-8A) [Ric8a] [ 528 e-148
QINPQ8 RIC8A_HUMAN Synembryn-A (Protein Ric-8A) [RIC8A] 525 e-147
Q5R8F5 RIC8A_PONAB Synembryn-A (Protein Ric-8A) [RIC8A] 525 e-147
Q5E9J8 RIC8A_BOVIN Synembryn-A (Protein Ric-8A) [RIC8A] 524 e-146
QINPQS8 3Isoform 3 of Synembryn-A OS=Homo sapiens GN=RI 519 e-145
QINPQ8 2 Isoform 2 of Synembryn-A OS=Homo sapiens GN=RI 488 e-136
Q6DRJ9 RIC8B_DANRE Synembryn-B (Protein Ric-8B) (Synemb 444 e-122
Q1JQ20 DANRE Synembryn-like [synbl] [Danio rerio (Zebra 444 e-122
D2HXV4 AILME Putative uncharacterized protein (Fragment 444 e-122
Q1LWD2 DANRE Novel protein (Synembryn-like) [synbl] [Da 444 e-122
QB80XE1 RIC8B_MOUSE Synembryn-B (Protein Ric-8B) [Ric8b] 442 e-122
B7WPLO HUMAN Putative uncharacterized protein RIC8B [RI 442 e-122
Q5R7P0O PONAB Putative uncharacterized protein DKFZp469H 441 e-122
D4AD72 RAT Putative uncharacterized protein Ric8b (Resi 441 e-121
QINVN3 RIC8B_HUMAN Synembryn-B (Brain synembrin) (hSyn) 416 e-114
QINVN3 2 Isoform 2 of Synembryn-B OS=Homo sapiens GN=RI 415 e-114
QINVN3 3lIsoform 3 of Synembryn-B OS=Homo sapiens GN=RI 397 e-108
Q4S7H1 TETNG Chromosome 13 SCAF14715, whole genome shot 390 e-106
Q4RVK9 TETNG Chromosome 15 SCAF14992, whole genome shot 372 e-101
A2RTZO0 HUMAN Resistance to inhibitors of cholinesterase 359 5e-97
QB80XE1 2 Isoform 2 of Synembryn-B OS=Mus musculus GN=Ri 359 5e-97
Q80zG0 RIC8B_RAT Synembryn-B (Protein Ric-8B) [Ric8b] [ 358 le-96
C3Y504 BRAFL Putative uncharacterized protein [BRAFLDRA 340 3e-91
Q4TDS8 TETNG Chromosome undetermined SCAF6065, whole ge 273 5e-71
Q7Q230 ANOGA AGAP010793-PA [AGAP010793] [Anopheles gamb 243 3e-62
Q1levzs AEDAE Synembryn [AAEL009415] [Aedes aegypti (Yel 237 3e-60
BOX751 CULQU Synembryn [CpipJ_CP1J015039] [Culex quinqu 227 2e-57
B4M1J0 DROVI GJ18843[GJ18843] [Drosophila virilis (Fru 224 2e-56

Tabla I. Analisis de BLAST usando la secuencia de XRIC-8. Se muestran los primeros
40 resultados de este analisis. Todas las proteinas listadas son miembros de la familia RIC-8. La

columna UniProt muestra los c6digos para esta base datos.
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Psipred
*RICE/1-1320

Psipred
*RICE/121-248

Psipred
*RICE/241-360

Feipred
*RICE/361-4B3

Psipred
¥RICE/481-542

MPAMDLGALLDELESGD)ELVOKS LAEYNQENSO)CFFFNAE QREERKKLGELVISFLNRDLOPSCOIACLETIRILSRDOKYALSPFTGREATI QT LAQYAGLDYSEEHEMPCIPDGESAVE

ALKGLCHIIYNSVEAQEVAKDLRLYCGLARRLELYNETRSEHESKFFOLRLLFLLTALSYDMRRQLAQELRGYELLTDALESTLALKWSDIYEVYTOHLAPPLGKEETERVHEILKALFN

ITFODISRREVDEEEAALYRHLAATILRHCLLRQSDGEDRTEEFHGHTWNLLWNLPLHCLDVL LTPEVEQGSVEYMGMNMD TVEWVLLOFLHRRLDRGHKLREMLTPVLNLLTESSRVHRETR

KFLRAKVLPPLRDVENRPEVGNTLRNKLYRLMTHYDT DVEHCAAEFLFVLCKENY SRFVEY TG YGNAAGLLAARGLLAGGRGEGCY SEDDODTOTEEYREAKANINPYTGRVEEKQPNP

MDGHTEEQKEYEAMELYVNMFDKLSREQIIQPMEYT SOGRLGPLDEAAQKMLQRQESSDLDSDED

Figura 4. Prediccion de estructura secundaria para xRIC-8. Usando el servidor

Psipred, se obtuvo el patron de estructura secundaria a lo largo de la secuencia de xRIC-8. Los

cilindros rojos indican estructuras helicoidales y las flechas azules indican estructuras extendidas.
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mas variables (Figura 5).

Los resultados entregados por los analisis de BLAST, SMART e InterProScan, junto con
la prediccion de estructura secundaria, asi como también el alineamiento muiltiple entre proteinas
RIC-8, indican que xRIC-8 es una proteina con actividad GEF, cuyo dominio con dicha actividad
no es reconocible por un simple analisis de secuencia; posee un elevado contenido helicoidal y

que no presenta similitud de secuencia con alguna otra familia de proteinas.

2.- Reconocimiento de plegamiento

Se evalu6 a través de la aproximacion bioinformatica de “reconocimiento de plegamiento”
si xRIC-8 adquiere uno de los plegamientos conocidos. El estudio se realiz6 en cinco servidores
web distintos. Este analisis entreg6 como resultado que xRIC-8 posee un plegamiento conocido,
denominado “armadillo” de la familia de las alfa-alfa super hélices. La Tabla II muestra los
primeros cinco resultado de cada servidor usado en este andlisis, remarcandose aquellos que
muestran a XxRIC-8 como una proteina miembro de la familia armadillo.

El dominio armadillo posee un largo promedio de 42 amino acidos; estd compuesto de 3
hélices denominadas H1, H2 y H3, conectadas entre si por loops de largo variarable, en especial
el que conecta las hélices H2 y H3; y que espacialmente forman un tridngulo que gira en sentido
horario desde el amino terminal hacia carboxilo terminal (Figura 6, Andrade y col, 2001). Las
proteinas que presentan plegamiento tipo armadillo, poseen a lo menos cuatro de estos dominios
en tandem, formando una estructura helicoidal stiper enrollada sobre si misma, de largo variable
(Andrade y col, 2001; Coates, 2003). Funcionalmente hablando, estas proteinas se caracterizan
por tener la capacidad de interaccionar con varias proteinas, atribuyéndoseles actividad
“scaffold”, y lo mas interesante es que se han reportado proteinas con este tipo de plegamiento

que poseen actividad GEF sobre proteinas G pequefias (Shimizu y col, 1996). Todas estas
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Método

Ranking HHPRED I-TASSER 3D-JURY PSIPRED SP4

1 B-catenina a-importina B-catenina a-importina | plakofilina 1
(2z6h) (1ejl) (1jdh) (2jdq) (1xm9)

2 a-importina B-catenina B-catenina plakofilina 1 a -importina
(1y2a) (1jdh) (1i7w) (1xm9) (1eed)

3 HSPBP1 a-importina a-importina RSR B-catenina
(1xqr) (1eed) (1q1ls) (2nvo) (1jdh)

4 B-catenina plakofilina 1 a-importina PR65a 6-PGDasa
(1jdh) (1xm9) (lial) (1b3u) (Awdk)

5 O -importina [B-adaptina a -importina O -importina B-adaptina
(1jdg) (1gw5) (2jdg) (2c1m) (1gw5)

Tabla II. Reconocimiento de plegamiento para xRIC-8. Se muestran los cinco

plegamientos “tops” del ranking generado por cada método de “reconocimiento de plegamiento”.

Los cédigos PDB de las proteinas son mostrados en paréntesis. Las proteinas destacadas en

negrita son aquellas que pertenecen a la familia “repeticiones armadillo”.
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COO-

Figura 6. Dominio Armadillo. En A) se muestra la configuracion espacial del dominio
armadillo, compuesto por tres hélices, denominadas H1, H2 y H3, que giran en sentido horario,
conectadas por “loops”. B) Muestra la distribucion de estos dominios en una proteina, donde se

agrupan en repeticiones de a lo menos cuatro, formando una estructura super helicoidal de giro a

la derecha (B-catenina, codigo PDB: 1JDH).
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caracteristicas son comunes a las proteinas RIC-8.

3.- Construccion de modelo 3D para xRIC-8

Con la informacién obtenida a partir del estudio de “reconocimiento de plegamiento”, se
decidio realizar el 1er modelo tridimensional para una proteina RIC-8. Para ello, se utilizaron dos
aproximaciones:

1) Modelaje molecular basado en un templado “armadillo”, con el software Modeller
2) Modelaje molecular automatizado con el servidor i-Tasser

Para el primer caso, se us6 como templado la estructura de B-catenina depositada en el
Protein Data Bank bajo el cédigo 1JDH, templado obtenido a partir del reconocimiento de
plegamiento con el servidor 3D-Jury. A su vez, en este servidor web se encuentra disponible el
uso del software Modeller para usuarios que posean una licencia valida, permitiendo realizar un
modelaje automatizado en dicho servidor. Esto posibilité la generacion de un modelo 3D para
xRIC-8.

Por otro lado, el servidor web i-Tasser es reconocido en la actualidad como la mejor
herramienta en la prediccion de estructura basada en su secuencia por la técnica de “threading”.
Utilizando esta herramienta se logré predecir un plegamiento completo de la proteina y generar
un modelo 3D para xRIC-8.

Para discriminar entre ambos modelos, estos fueron analizados con el software ProSA II,
el cual evalia estructura de proteinas, en especial de modelos (Figura 7). El resultado de ProSA
IT indicé que el modelo generado por Modeller posee un “z-score” de -4.9 y que solo un 60% de
los aminoacidos presentaron una energia favorable; por otra parte, el modelo generado por i-
Tasser posee un “z-score” de -6.38, valor mas esperado para una proteina de 542 aminoacidos;

ademas, un analisis de energia por residuo mostré que el 80% de ellos poseen una energia
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Figura 7. Evaluacion de modelos 3D para xRIC-8 generados con iTasser y Modeller
usando el software ProSA II. A) Evaluacion energética a lo largo de la secuencia, identificando
regiones con errores. Se observa que el modelo generado por iTasser es energéticamente mas
favorable, al presentar la mayoria de los residuos en una conformacion energética menor (valores
bajo la linea de corte negra). B) Muestra el valor de “z-score” para cada modelo, comparado con

los presentes en proteinas cuya estructura fue determinada experimentalmente.
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favorable (valores bajo el umbral). Esto permitid elegir como modelo definitivo aquel generado
por i-Tasser, descartando el modelo generado por Modeller.

El modelo 3D propuesto para xRIC-8 presenta 10 repeticiones armadillo, abarcando el
total de la proteina. La Figura 8A muestra una representacion en cintas de este modelo
tridimensional, en la cual es posible apreciar el alto contenido helicoidal presente. La Figura 8B
es una vista detallada de cada uno de los dominios armadillos presentes en xRIC-8, donde se
muestra la conservacion del motivo de leucina presente en cada dominio armadillo, y que es
caracteristico de ellos.

Un célculo de potencial electrostatico de superficie con el software APBS sobre el modelo
propuesto, mostr6 que la distribucion de cargas sobre la superficie de la proteina no es
homogénea (Figura 9), encontrandose regiones extensas ricas en cargas negativas (color rojo en
la figura) y otras zonas, menores, ricas en cargas positivas (color azul en la figura).

Los dominios armadillos son caracterizados por un alto contenido en residuos de leucina,
por lo que son llamados también “dominios ricos en leucinas”. Un analisis simple del contenido

de leucinas presentes en xRIC-8, mostr6 que ésta presenta un total de 78 leucinas, que

corresponde al 14.4% de los amino acidos totales. En comparacién, B-catenina (cédigo PDB
27ZSH) presenta un valor de 13,4%, valor muy cercano al contenido reportado para xRIC-8 en
esta tesis. Ademas, es caracteristico que un par de leucinas ubicadas en las hélices H2 y H3
interaccionen entre si, situacion que esta conservada en los armadillos del modelo para xRIC-8
(Figura 8B).

La evaluacién estructural del modelo mostré que este posee una conformacion valida
tanto energética como estereoquimica, como lo muestran los analisis realizado con ProSA II
(Wiederstein y Sippl, 2007) y con el grafico de Ramachandran (Lovell y col, 2002) (Figuras 7 y

10). El grafico de Ramachandran indicé que sobre el 90% de los residuos estan en una
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VIII IX X

Figura 8. Modelo 3D de xRIC-8. A) Representacion en cintas del modelo generado con
iTasser, donde se pueden apreciar las 10 repeticiones armadillos, demarcadas por los nimeros
romanos y en distintos colores, distribuyéndose completamente en la proteina desde el extremo
amino al carboxilo. B) Representacion en cinta de los dominios armadillo, donde se aprecian las
conformaciones de las hélices H1, H2 y H3 en cada uno de ellos, ademas se presentan en “sticks”

el motivo de leucinas presente caracteristicamente en este tipo de plegamiento.
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Vista superior Vista Inferior

Figura 9. Representacion de potencial electrostatico de superficie de xRIC-8. El
modelo 3D de xRIC-8 presenta una distribucién de cargas tal que genera zonas altamente
electronegativas (regiones en color rojo), asi como regiones electropositivas (regiones en color
azul). Estas zonas estarian capacitadas para realizar interacciones de tipo transiente con otras
proteinas. Las vistas Superior e Inferior estan en la orientacién de consenso amino — carboxilo

terminal, y se han definido como tales en base a la imagen propuesta en la Figura 8.
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Figura 10. Grafico de Ramachandran para modelo 3D de xRIC-8. Este analisis

muestra que la mayoria de los residuos, sobre el 90% de ellos, estdin en conformaciones

favorables.
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conformacioén aceptada (4% de los residuos estan en regiones no permitidas), y que la mayoria de
ellos estan en la zona correspondiente a una conformacion helicoidal, como era esperado.

Un analisis sobre la disposicion de los aminoacidos en el modelo mostré que de aquellos
que estan expuestos al solvente, el 76% son aminoacidos hidrofilicos, mientras que los

aminoacidos que no poseen superficie accesible al solvente, el 59% de ellos son hidréfobos.

Todos estos valores son muy semejantes a los presentados por B-catenina (obtenidos desde su
estructura cristalina), los cuales son 67% y 64%, respectivamente.

En resumen, todas las caracteristicas juntas apoyan y validan fuertemente el modelo 3D
propuesto para xRIC-8, y nos permiten proponer a XxRIC-8 como una nueva proteina miembro de

la familia Armadillo.

V.2.- Expresion, purificacién y caracterizacion de xRIC-8 y diferentes regiones de la
proteina

1.- Expresion de xRIC-8

xRIC-8 fue clonada previamente en nuestro laboratorio desde ovocitos de X. laevis, y
subclonada en el vector de expresion procarionte pQE81L. Este vector permite expresar xRIC-8
en bacterias, y gracias al epitope de 6 histidinas que se adiciona a la proteina, es posible
detectarla en ensayos de “western blot”, asi como también purificarla mediante cromatografia de
afininidad.

Los estudios de expresion comenzaron con la busqueda de la mejor condicion,
considerando temperatura de induccion, tiempo de induccién y concentracion de IPTG,
considerando todos estos factores, para obtener la mayor proporcién de proteina soluble ausente
de productos de degradacién. Para ello, se transformé bacterias E. coli BL21(DE3) con el

plasmido pQE81L-xRIC-8, de acuerdo con el protocolo de “transformacién bacteriana mediante
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método quimico”, y se procedi6 a estandarizar la condicion de “temperatura de induccion” y
“concentracion de IPTG”. Para ello, se trabajo a 25 y 30 °C, y las bacterias fueron cultivadas en 3
mL de medio liquido LB hasta una ODe de 0,6, momento en el cual se incubaron en presencia
del inductor IPTG a 50, 200 y 1000 uM, por un tiempo de 3 horas. Las bacterias se lisaron por
sonicacion, y se separaron las fracciones solubles de las insolubles por centrifugaciéon. Ambas
fracciones fueron analizadas por “western blot”.

Con esta aproximacion se determiné como la mejor condicion de expresion, la
correspondiente a 25 °C y 50 uM de IPTG. Posteriormente, se estandarizé la densidad optica
(OD) del cultivo bacteriano al momento de comenzar la induccion y el tiempo de duracion de la
misma. Para esto, las bacterias transformadas con el plasmido pQE81L-xRIC-8 fueron cultivadas
a 25 °C hasta alcanzar las ODgy de 0,4 y 0,8 y se procedio a inducir por 2 y 4 horas con IPTG 50
WM.

Las bacterias fueron procesadas de igual manera que en el caso anterior, obteniendo las
fracciones solubles e insolubles. Estas fueron analizadas por “western blot” para encontrar la
condicién final que, considerando ahora todos los parametros, dé cuenta de una mayor proporcion
de xRIC-8 en la fraccion soluble y sin degradacion. Esto se grafica en la Figura 11, la cual
resume el estudio de expresion de xRIC-8 en bacterias E. coli, y muestra claramente que al
cultivar las bacterias hasta una ODgg de 0,4, para luego inducir a 25 °C con IPTG 50 uM por 2
horas, se obtiene xRIC-8 en la fraccién soluble, completamente ausente de productos de
degradacion. Este resultado permite tener las condiciones 6ptimas para purificar xRIC-8 desde

bacterias.

2.- Purificacion de xRIC-8

Para la purificacion de xRIC-8, se utilizaron las condiciones de expresién determinadas en
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Figura 11. Estandarizacion de las condiciones de expresion de xRIC-8 en bacterias
E. coli BL21(DE3). A) Esquema de la aproximacion experimental usada, donde se indican las
temperaturas de induccion utilizadas, ODgyp del cultivo al momento de ser inducido,
concentracion del inductor IPTG y tiempo de induccion. B) Analisis “western blot” del estudio de
expresion a 25 y 30 °C, variando la concentracién de IPTG de 50 a 1000 uM. C) Analisis
“western blot” del estudio a 25 °C, evaluando el tiempo de induccién a 2 y 4 horas, asi como
también la ODgy del cultivo al momento de ser inducido de 0,4 y 0,8; el panel de la derecha es
una sobre exposicion para mostrar la ausencia de productos de degradacion. St: estandar de masa
molecular; IN: fraccion insoluble del lisado bacteriano, S: fraccién soluble del lisado bacteriano.

La flecha indica a xRIC-8.
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el punto anterior, y se escalo el volumen de cultivo hasta 4 litros.

El procedimiento de purificacion se baso en dos etapas cromatograficas, donde la primera
de ellas fue una cromatografia de afinidad IMAC (del inglés “Immobilized Metal ion Affinity
Chromatography”), gracias al epitope de 6 hisitidinas que adiciona el vector pQE81L; y una
posterior cromatografia de intercambio anidnico, para eliminar las proteinas contaminantes que
co-purificaron con XxRIC-8 en la primera cromatografia.

Este procedimiento seriado permitié purificar con un nivel sobre el 95% de pureza para
xRIC-8, medida en un analisis SDS-PAGE y corroborada por “western blot” para verificar la
ausencia de productos de degradacion.

La Figura 12 corresponde al analisis SDS-PAGE y “western blot” de las fracciones
eluidas de la cromatografia IMAC. Se eluyeron 10 fracciones de 1 mL aproximadamente, y
aquellas enriquecidas en xRIC-8, que corresponden a las fracciones 2 a 6, fueron colectadas para
ser luego procesadas mediante cromatografia de intercambio ani6nico.

En la cromatografia de intercambio i6nico, se eluyeron 100 fracciones de 1 mL cada una,
y con el protocolo utilizado se logré alcanzar un grado de pureza sobre el 95%. Esto se visualiza
al observar el cromatograma obtenido, donde se observé un “pick” tunico, medido por
absorbancia a 280 nm, cerca de la fraccion N° 47, que representa a xRIC-8 (Figura 13). Al
analizar las fracciones eluidas mediante SDS-PAGE tefiido con azul de coomasie y “western
blot”, mostraron claramente la separacion de xRIC-8 de otras proteinas que co-purificaban en la
cromatografia de afinidad, asi como también de productos de degradacion (Figura 14). Las
fracciones que presentan a XxRIC-8 pura, fueron colectadas, concentradas en tubos “centricon” y

almacenadas a 4 °C.
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Figura 12. Analisis de las fracciones eluidas desde la cromatografia IMAC de xRIC-
8. A) muestra el anélisis SDS-PAGE de las fracciones eluidas, tefiidas con azul de coomassie. B)
es el analisis “western blot” de las mismas fracciones analizadas en el panel A. La flecha indica
la posicion de xRIC-8. Los nimeros del 1 al 9 indican las fracciones eluidas. St, son los

estandares de masa molecular.
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Figura 13. Cromatograma de la elusion de xRIC-8 desde columna HilLoadQ. La
cromatografia se realizé a flujo constante de 1 mL/min en un gradiente lineal de NaCl desde 250
mM a 500 mM en 100 min, utilizando un detector UV a una longitud de onda de 280 nm. Se

colectaron 100 fracciones de 1 mL. La flecha roja indica el “peak” correspondiente a XRIC-8.
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Figura 14. Analisis SDS-PAGE y “western blot”de las fracciones eluidas desde la
columna HiL.oad Q. A) muestra un gel SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie, en el cual se
han analizado las fracciones pertenecientes al pick de xRIC-8, mostrado en la Figura 12. B) es un

analisis de “western blot” de las fracciones enriquecidas en xRIC-8 segin panel A.
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3.- Caracterizacion estructural de xRIC-8 mediante dicroismo circular

xRIC-8 expresada y purificada desde bacterias E. coli BL21(DE3) fue caracterizada
mediante dicrosimo circular para demostrar el alto contenido helicoidal predicho para ella, tanto
por los analisis de prediccion de estructura secundaria como por el proceso de modelaje por la
técnica de “threading”. La caracterizacion mediante esta técnica experimental fue importante por
dos motivos: 1) Es la primera evidencia estructural obtenida experimentalmente para una proteina
de la familia RIC-8; y 2) permite apoyar el modelo 3D propuesto para la proteina xRIC-8

Como muestra la Figura 15, el espectro de dicroismo circular obtenido para xRIC-8
corresponde a una curva tipica para una proteina alfa helicoidal, mostrando los 2 minimos
caracteristicos a las longitudes de onda de 208 y 222 nm. La cuantificacion del contenido alfa
helicoidal de xRIC-8, por deconvolucion del espectro de dicroismo circular, nos entreg6 un
valor aproximado del 80%. Este resultado sustenta nuestra prediccion de estructura secundaria
del tipo alfa helicoidal, y que se convirtié en la primera data estructural para una proteina RIC-8.

Utilizando la técnica de dicrosimo circular, se estudié la estabilidad térmica de xRIC-8,
debido a que existe una relacion entre nimero de dominios armadillo presentes en una proteina, y
su termo estabilidad. En el experimento, se registrd la elipticidad presentada por xRIC-8 a la
longitud de onda del minimo de 222 nm en un rango de temperatura entre 20 y 70 °C (Figura
15B). La curva de estabilidad térmica obtenida es tipica de una proteina con dos estados

estructurales (plegado y desplegado) con una temperatura de transicion entre estos estados Tm =
43,1 + 0,1 °C y una AHyy = 392,6 Kcal/mol. El replegamiento de la proteina fue tan sélo de un
47%, al enfriar de los 70 a 20 °C. De manera interesante, el valor de Tm reportado en esta tesis
para xRIC-8 es similar al reportado en literatura para o-importina, la cual es de 43 °C

(Parmeggiani y col, 2008), recalcando que esta proteina presenta 10 dominios armadillos, al igual

que el modelo propuesto para xRIC-8. Estos resultados entregaron un soporte experimental al
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Figura 15. Espectro de dicroismo circular y curva de denaturacion térmica de xRIC-
8. El panel A muestra el espectro de DC de xRIC-8, con 2 minimos pronunciados a longitudes de

onda de 208 y 222 nm. El panel B, muestra la curva de denaturacion, siguiendo la 6 a A 222 nm.
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modelo 3D propuesto.

4.- Diseiio de mutantes de delecion de xRIC-8

La evidencia obtenida del analisis de la estructura primaria de la proteina xRIC-8 indico
que las proteinas RIC-8 presentan una mayor similitud entre si hacia la region carboxilo. Esto
haria presumir que esta region conservada es la que alberga la actividad GEF en esta familia de
proteinas, por lo cual se decidi6 generar mutantes de delecion para estudiar la actividad GEF,
pues de ser esta premisa cierta, al delecionar esta region conservada, se elimina también la
actividad que radicaria en ellas. Estas mutantes de delecion pretenden entonces abolir la actividad
GEF de la proteina xRIC-8. Las mutantes de delecion fueron disefiadas a partir del modelo 3D,
de modo tal que el sitio de corte fuera un “loop”, y por ende no afectara de modo alguno la

estructura secundaria de la proteina. Se deleciono la hélice terminal del tltimo dominio armadillo
(AH); el armadillo 10 (A10); los armadillos 10 y 9 (A10-9); y por tltimo, una mutante de delecion

que abarca los armadillos 10, 9 y 8 (A10-9-8). De este modo, se eliminaron 4 de las 6 marcas
caracteristicas de las proteinas RIC-8 (Figura 16), reportadas por el servidor PRINTS. Estas
mutantes de deleciéon fueron obtenidas por la técnica de PCR y sublconadas en los vectores
pQE80l y pCS2+6myc, con el objetivo de estudiar sus propiedades in vitro (pQE80L) e in vivo
(pCS2+6myc).

La Figura 17 muestra el producto de PCR para las deleciones. Estos productos de PCR
fueron subclonados en el vector de pasaje TOPO, y desde este fueron obtenidos por digestion con
las enzimas BamHI y Kpnl, para ser ligado en el vector pQE8OL entre los sitios restriccion antes
sefialados, o con las enzimas Xhol y Kpnl para ser sublconados en el vector pCS2+6myc. Esta
digestion con dos enzimas distintas, garantiza direccionalidad en el sublclonamiento en cada uno

de los casos.
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Figura 16. Representacion esquematica de los dominios armadillo en xRIC-8 para el
diseiio de mutantes de delecion. Cada dominio armadillo es representado por un cilindro rojo.
Se lista cada una de las mutantes de delecion, indicando las masas moleculares calculados para

cada una de ellas.
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Figura 17. Sublconamiento de las mutantes de delecion. A) Amplificaciéon mediante
PCR de las mutantes de delecion AH (1), A10 (2) y A10-9 (3). Las mutantes de delecién fueron
subclonadas en el vector pQE80L, y mediante digestion con la enzima HindIII, la cual digiere el
ADN una tnica vez en el vector y otra en la regién 5' de las mutantes, se verifico el correcto
sublconamiento al visualizar liberacién de un fragmento de ADN de aproximadamente 1000 pb.
B) Amplificaciéon mediante PCR de las mutantes de delecién A10 (1), A10-9 (2) y A10-9-8 (3).
Las mutantes de delecién fueron subclonadas en el vector pCS2+6myc, y se verificé el correcto
subclonamiento digiriendo las construcciones con Xhol y Kpnl, para liberar completamente el
fragmento de PCR subclonado, y mediante digestion con HindIII, la cual digiere en el vector y en
la regién 5' de las mutantes, liberando un fragmento aproximado de 700 pb. (-): control positivo,

(+): control positivo, AHindIII: marcador de tamafio de ADN en pares de bases (pb).
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5.- Expresion y purificacion de las mutantes de delecion de xRIC-8
Estas mutante de delecion fueron expresadas en E. coli BL21(DE3), utilizando el mismo

protocolo usado para xRIC-8. No obstante, al realizar la purificacién, solo se purificé aquella

mutante en la cual delecionamos la ultima hélice del dominio armadillo 10 (AH). La Figura 18
muestra un gel SDS-PAGE donde se analizan las fracciones eluidas desde la cromatografia
IMAC para las tres mutantes de delecion. Como se aprecia, a medida que acortamos xRIC-8, esta
present6 un mayor numero de productos de degradacion, denotado tanto por los analisis de SDS-
PAGE y “western blot”, donde se observd una banda correspondiente al tamafio esperado, y
productos de protedlisis, que aumentan en relacion con la proteina completa. Esto imposibilito la
purificacién de las mutantes de delecion AH-10 y AH-10-9, pues al realizar una posterior
cromatografia de intercambio i6nico para intentar separar la proteina completa de los productos
de degradacion, asi como de otras proteinas co-purificadas en la cromatografia IMAC, ésta no

fue detectable por “western blot” en un ninguna de las fracciones eluidas. Utilizando el mismo

protocolo empleado para purificar xRIC-8, la mutante de deleciéon AH fue expresada y purificada.

6.- Caracterizacion estructural de las mutantes de delecion mediante dicroismo
circular

La mutante de delecion AH fue caracterizada por dicroismo circular, registrando el
espectro comprendido entre las longitudes de onda 200 y 250 nm, el cual mostr6 ser similar al de
la proteina completa (Figura 19), con los caracteristicos minimos en 208 y 222 nm, y cuya
deconvolucion mostré igual porcentaje de estructura secundaria (80% aproximado). Al realizar
un estudio de termo-estabilidad, registrando la elipticidad a 222 nm, en el rango de temperatura
entre 20 y 70 °C, la mutante de delecién AH mostr6 una temperatura de transicién de solo 1
grado de diferencia con respecto a xXRIC-8, siendo la Tm = 44,3 + 0.1 °C (Figura 19).
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Figura 18. Analisis de fracciones eluidas desde cromatografia IMAC para xRIC-8 y
mutantes de delecién. Las mutantes fueron expresadas con un protocolo similar al usado para
xRIC-8. En cada panel se analizan 5 fracciones eluidas desde columna Ni-NTA a través de geles
SDS-PAGE tefiidos con azul de coomassie. El panel “WB” corresponde al analisis de “western
blot” de una de las fracciones enriquecidas. La flecha indica la posicion esperada de la proteina
en estudio. Se aprecia que a mayor delecién, menor cantidad de proteina soluble y disminucién

de proteina completa en relacion con productos de degradacién al eluir la columna Ni-NTA.
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Figura 19. Espectro de dicroismo circular y curva de termo estabilidad de mutante de
delecién AH. A) muestra el espectro de dicroismo circular, el cual es similar al de xRIC-8
completa. La calidad de la proteina usada se visualiza en B), un anélisis mediante SDS-PAGE y
“western blot” de la proteina purificada (1: SDS-PAGE de la cromatografia IMAC; 2: SDS-
PAGE de la proteina purificada luego de la cromatografia de intercambio i6nico; 3: “western
blot”de la fraccién analizada en la linea 2. C) muestra la curva de termoestabilidad, siguiendo la 6

a 222 nm, en el rango de temperatura expuesto en el grafico.
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V.3.- Analisis de la actividad GEF de xRIC-8 y de diferentes regiones de la proteina

1.- Analisis de actividad GEF in vitro por fluorescencia de triptéfanos

Dado que Gas posee un cambio conformacional entre el estado inactivo (Gas-GDP) y
activo (Gas-GTP), es posible determinar dicho cambio conformacional por fluorescencia de sus
triptofanos (Higashijima y col, 1987). Gois humana fue sublconada con anterioridad en el vector
de expresion procarionte pQE80L. Utilizando el protocolo descrito en la seccién de
“Metodologia”, el cual consistio en expresar Gois en bacterias E. coli BL21(DE3) y luego a
través de 2 cromatografias, una de afinidad IMAC y otra de intercambio iénico, se logré purificar
Gos. La Figura 20 muestra el andlisis de SDS-PAGE y “western blot” de las fracciones
obtenidas desde las cromatografia IMAC e intercambio i6nico, con las cuales se pudo purificar
Gas (43 KDa) de sus productos de degradacion asi como también de otras proteinas que co-
purificaban con ella en la cromatografia IMAC.

Para determinar la influencia de xRIC-8 sobre el intercambio de nucledtidos en Gais,
ambas proteinas purificadas fueron incubadas en presencia de GTP-y-S y se siguié la

fluorescencia de los tript6fanos excitando a A* 290 nm y siguiendo la emision a A*™ 340 nm. La
Figura 21A muestra tres curvas de emision de fluorescencia de los triptéfanos en funcion del
tiempo, donde se aprecia que a una mayor concentracién de xRIC-8, aumenta también la
fluorescencia de los triptéfanos, indicando entonces que ha ocurrido de manera efectiva el
cambio conformacional en Gos, inducido por su intercambio de GDP a GTP-v-S, y que este
efecto es concentracion dependiente de xRIC-8. Este resultado muestra que la proteina xRIC-8

purificada es funcional desde el punto de vista de su actividad GEF.
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Figura 20. Analisis SDS-PAGE de la purificacién de Gas. Gos fue purificada en dos

procesos cromatograficos: IMAC e intercambio iénico con columna Hil.oad

NTA. B) muestra el andlisis SDS-PAGE entre las fracciones 21 y 45 de la cromatografia de
intercambio anionico. WB muestra el analisis de “western blot” para Gas obtenida desde la

fraccién 27, indicando un alto grado de pureza con respecto a productos de degradacion. Flecha

indica posicién de Gas en los geles.
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2.- Analisis de Actividad GEF in vitro por fluorescencia de GTP-y-S-BODIPY®

Una segunda aproximacion experimental para determinar la influencia de xRIC-8 sobre el
intercambio de nulcledtidos en Gas fue medir el intercambio de GDP por el analogo fluorescente
GTP-y-S-BODIPY®. Este andlogo posee conjugado el fluoréforo BODIPY®, el cual al estar
unido a la proteina Gas, tiene la capacidad de ser exitado en el visible a A* 485 nm y emitir a
A®™ 520 nm. De este modo, si el intercambio de nucleétidos es efectivo, se denotard por un
aumento en la emisién de fluorescencia a A*™ 520.

Gas fue incubada con GTP-y-S-BODIPY®, y se compard la emision de fluorescencia
entregada por el intercambio basal de nucléotidos que presenta Gos, con la emision de
fluorescencia producida en presencia de xRIC-8. La Figura 21B muestra la comparacién de
ambas condiciones sefialadas y se observa que en presencia de xRIC-8, aumenta el intercambio
de nucledtidos, indicando que xRIC-8 actia como GEF. Esta aproximacién experimental
corrobora nuevamente que la proteinas purificadas son funcionales y, para el caso de xRIC-8, nos

indica que el espectro de dicroismo circular obtenido corresponde a la proteina plegada de

manera funcional.

3.- Analisis de la actividad GEF in vivo por la activacion de un gen reportero sensible
a AMPc
La incapacidad de purificar las mutantes de delecion para estudiar en ellas la actividad

GEF in vitro derivé en una aproximacion mas fisiolégica, que es estudiar la misma actividad en
el contexto celular. Con esta aproximacion experimental se adicion6 la mutante de delecion A10-

9-8; por lo tanto, las mutantes de delecion estudiadas corresponden a A10, A10-9 y A10-9-8, las

cuales eliminan los dominios armadillos 10; 10 y 9; y 10, 9 y 8, respectivamente.
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Figura 21. Medicion de la actividad GEF in vitro de xRIC-8 sobre Gos mediante

técnicas de fluorescencia. A) Muestra la actividad GEF siguiendo el cambio conformacional que

sufre Gass al pasar al estado activo, el cual es posible de visualizar mediante la fluorescencia de

sus triptofanos exitando a A™ 290 nm y registrando la emisién a A*™ 340 nm. B) Muestra el

intercambio de nucleétidos a través de la fluorescencia del nucle6tido GTP conjugado con el

fluor6foro BODIPY®, exitando a A™ 485 nm y registrando la emisién a A*™ 520 nm.
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Con estas construcciones, ademas de los plasmidos que codifican para luciferasa y renilla,
se transfectaron de manera transiente células HEK293T para estudiar la actividad GEF in vivo, a

través del analisis de un gen reportero, luciferasa, sensible a AMPc. Las células fueron incubadas
en presencia del ligando isoproterenol para activar al GPCR [-adrenérgico, el cual esta acoplado

a la proteina Gas, con lo cual estimulamos a la enzima adenilciclasa y, por ende, aumentamos los
niveles de AMPc intracelular. Esto hace que se active la via de transduccién de sefiales
dependiente de AMPc. El plasmido co-transfectado que codifica para luciferasa posee en su
promotor elementos cis CRE, que son sensibles a esta via. Por lo tanto, a mayor cantidad de
AMPc, mayor cantidad de luciferasa transcrita y, en consecuencia, mayor enzima luciferasa
traducida en el citoplasma. El ensayo consistio entonces en medir la actividad enzimatica de
luciferasa, y asi, a mayor luminicencia producida, extrapolaremos a una mayor actividad GEF
que se manifestd6 como un aumento en los niveles intracelulares de AMPc.

Bajo esta aproximacion, medimos la actividad GEF indirectamente de las distintas
mutantes de delecion y xRIC-8, observando que todas ellas presentan dicha actividad (Figura 22
). Este resultado estaria demostrando que la actividad GEF no radicaria en la porcion mas
conservada entre las proteinas RIC-8, que es la region carboxilo, sino que estaria hacia la region
amino, region involucrada en la interaccion con las proteinas G (Nishimura y col, 2006).

Una observacion interesante al realizar este experimento, es que aquellas condiciones de
estudio en las cuales se activo la via de transduccion de sefiales con el ligando isoproterenol, la
inmuno sefial detectada por “western blot” para XRIC-8 o de las mutantes de delecién fue mayor

que de aquellas que no fueron estimuladas con isoproterenol (Figura 22b).
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Figura 22. Medicion de actividad GEF a través de gen reportero luciferasa. Células
HEK?293T fueron transfectadas con xRIC-8 o las mutantes de delecion, ademas del gen reportero
luciferasa pCreLuc. A) Muestra el grafico de actividad de luminicencia de luciferasa comparando
estos niveles entre XxRIC-8 y las mutantes de delecién, no observandose pérdida de actividad
GEF. B) Es el control de expresion de las proteinas, mediante “western blot” usando el epitope

myc que les adiciona el vector a cada una de las proteinas.
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4.- Analisis de la actividad GEF in vivo por el aumento de la concentracion
intracelular de AMPc

Para verificar los resultados de actividad GEF indirecta por medicion del gen reportero
luciferasa, se disefi6 un nuevo experimento para demostrar la actividad GEF de una manera mas
directa, sin necesidad de tener que depender de la via de transduccion de sefiales completa. La
aproximacion consistio en la medicion directa de la concentracion de AMPc intracelular. De este
modo, se hicieron mediciones a corto plazo, del orden de los minutos, posterior a la estimulacion
con isoproterenol, tiempos acordes con los eventos no-genomicos caracteristicos de una
activacion de un GPCR hasta la generacion del 2do mensajero.

Células HEK293T fueron transfectadas con los plasmidos que codifican xRIC-8 o las
mutantes de delecion, y fueron estimuladas con isoproterenol por 15 minutos. Posterior a eso, las
células fueron lisadas y se midi6 la cantidad de AMPc intracelular como se describe en
“Materiales y Métodos”. Para una correcta medicion, se cre6 una curva estandar de AMPc, y
sobre ella se interpolé la concentracion de AMPc presente en las células HEK293T. Como se
observa en la Figura 23, las tres mutante de delecion mantienen su actividad GEF, mostrando
niveles de AMPc sobre el basal superiores a las células sin transfectar. Al igual que la medicion
realizada de manera indirecta de la concentraciéon de AMPc, a través del gen reportero luciferasa,
se confirma que la actividad GEF no radica en la region carboxilo, sino que se localiza hacia la

region amino.
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Figura 23. Medicion indirecta de actividad GEF mediante cuantificacion de AMPc
intracelular. Células HEK293T fueron transfectadas con xRIC-8 o mutantes de delecion, y se
cuantifico la cantidad de AMPc intracelular post estimulacién con Isoproterenol. A) muestra el
grafico donde se compara la razon de niveles de AMPc (+ isoproterenol/- isoproterenol) de las
distintas proteinas en estudio. Se puede apreciar que todas las proteinas elevan los niveles de
AMPc por sobre la condicién sin transfectar (S/T), lo que implica que conservan su actividad
GEF. B) es el control de expresion de la proteinas mediante la técnica de “western blot” usando

el epitope myc que les adiciona el vector pCS2+6myc a cada proteina.
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5.- Estudio de translocacion de xRIC-8 y mutantes de delecion a la membrana
plasmatica

Para que xRIC-8 estimule a través de su actividad GEF sobre Gas, debe poder migrar
desde el citoplasma hasta la membrana plasmatica (Klattenhoff y col, 2003). Se evalu6 de manera
complementaria a los experimentos de actividad GEF in vivo, la capacidad de translocar a la
membrana plasmatica de xRIC-8 y mutantes de delecion al ser estimuladas las células con
isoproterenol, y observacion mediante microscopia confocal, a modo de verificar si la delecion de
los armadillos de la porcion carboxilo de xRIC-8 posee alguna funcion relacionada con el
mecanismo de translocacion.

Células HEK293T fueron transfectadas con los plasmidos que codifican para xRIC-8 o las
mutantes de delecion, y fueron estimuladas con isoproterenol. Las células fueron fijadas a
distintos tiempos post estimulacion, y se realiz6 una inmuno citoquimica para visualizar la
proteina XxRIC-8 o las mutantes de delecion.

Los resultados mostraron que xRIC-8 transloca a la membrana plasmatica presentando un
“pick” a 2 horas post estimulacion con isoproterenol. Este “pick” indica que a este tiempo, la
mayoria de las células muestran a XRIC-8 en la membrana plasmatica. Al comparar este resultado
con lo observado para las mutantes de delecion, vemos que estas ultimas poseen un
comportamiento idéntico al de xRIC-8, translocando a la membrana y presentando el mismo pick
de 2 horas (Figura 24).

Para demostrar que esta translocacién es debida a la interaccion de xRIC-8 y/o mutantes

de delecion con Gas, se disefid un experimento de co-inmuno precipitacién. Para este

experimento, se transfectaron células HEK293T con xRIC-8 o sus mutantes de delecion co-
transfectadas con Gois, luego de lo cual se inmunoprecipité xRIC o las mutantes de delecion, y se

realizo “western blot” contra Goas. La Figura 25 muestra el resultado de la co-
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inmunoprecipitacion, donde se observa que tanto XRIC-8 como las mutantes de delecion
interaccionan con Gos.

Este experimento, junto con los de medicién de actividad GEF in vivo, indican que las
mutantes de delecién se comportan exactamente igual que la proteina nativa, y que por ende, la
ausencia de la region carboxilo, comprendida entre los dominios armadillo 8 y 10, no tiene
participacion alguna en lo que es actividad GEF o regulacion de algin tipo sobre ella, ademas de
no alterar su migracién a la membrana plasmatica. Esto claramente indica que la actividad GEF
de la proteina xRIC-8 se encuentra en la regién amino terminal, aquella que es mas variable entre
las proteinas RIC-8, y que, en consecuencia, la regiéon de estructura primaria conservada en la

familia RIC-8 no es la que alberga dicha actividad, comtn a todas las proteinas RIC-8.
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Figura 24. Estudio de translocacion de xRIC-8 y mutantes de delecion a membrana
plasmatica inducido por isoproterenol. A través de microscopia confocal, se determiné la
translocacion a membrana plasmatica de cada una de las proteinas en estudio. La
inmunocitoquimica se realizé con un anticuerpo anti myc, acoplado a fluor6foro que emite en el
verde. El pseudo color, hace referencia a la intensidad de color verde observada en cada panel, y
entrega una cualificacién mayor sobre la intensidad de sefial. Los nucleos han sido tefiidos con
TOPRO. Se aprecia que en todas las condiciones en las cuales se estimul6 con isoproterenol, las
proteinas migraron a la membrana (flecha blanca). Los células estimuladas con isoproterenol

fueron procesadas 2 horas post incubacion.
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Figura 25. Co-inmuno precipitacion de xRIC-8 o mutantes de delecion con Gas.
Células HEK293T fueron transfectadas con xRIC-8 o las mutantes de delecion, asi como también
con Gas. Las proteinas fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti myc y mediante
“western blot” contra Gos para identificar la interaccion de ésta con las mutantes de xRIC-8. Las
lineas indicadas con Myc, son inmunoprecipitaciones con el anticuerpo anti myc; IgG es
inmunoprecipitaciéon usando una IgG no relacionada; S/A ensayo sin anticuerpo; Input, indica la

presencia de Gas en el lisado celular inicial.
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VI. DISCUSION

La funcion de una proteina esta dada por su estructura. Esta afirmacion es el dogma de la
biologia estructural e implica que para poder entender cabalmente la funcion de una proteina, es
necesario conocer su estructura. Al disponer de la estructura para una proteina, es posible estudiar
su mecanica de accion a través de herramientas de biologia molecular, como mutaciones sitio
dirigidas o deleciones, que muestren como se altera la funciéon producto de los cambios
introducidos.

Un segundo dogma en biologia estructural es aquel que indica que la estructura terciaria
de la proteina esta codificada en su estructura primaria. De este modo, la determinacién de la
relacién entre estructura y funcién en las proteinas se podria realizar hoy en dia, relacionando la
estructura primaria de la proteina con las estructuras primarias de otras proteinas de funcion
conocida, siempre y cuando la secuencia aminoacidica de la proteina en estudio cumpla los
requisitos minimos de conservacion de identidad con las proteinas con funcion conocidas. Esta
conservacion ha sido determinada estadisticamente, lo que ha permitido inferir entonces los
porcentajes minimos de identidad aminoacidica para asumir que dos proteinas podrian ser
similares en su estructura y, por ende, similares en su funcién. De igual modo, al comparar las
secuencias aminoacidicas de proteinas con estructura terciaria conocida, se ha podido inferir que
30% es el porcentaje minimo de identidad para que dos proteinas presenten una estructura similar
(Marti-Renom y col, 2000). Sin embargo, secuencias aminoacidicas con una identidad inferior al
30% también pueden presentar estructura terciaria similar, lo cual presenta un tercer dogma en el
area de la biologia estructural: la estructura es mas conservada que la secuencia (Marti-Renom y
col, 2000).

Lo sefialado anteriormente se ha convertido en una herramienta ttil para el estudio de la

82



relacién entre estructura y funcion de las proteinas, en especial de aquellas para las cuales no se
ha logrado determinar su estructura terciaria de manera experimental. Cada dia se depositan mas
proteinas cuya estructura tridimensional se ha resuelto experimentalmente en la base de datos
“Protein Data Bank”, lo que hace que aumente la probabilidad de encontrar una proteina con
estructura terciaria conocida que presente una identidad de secuencia adecuada (mayor al 30%)
con la proteina en estudio, lo que permite entonces utilizar esta proteina como molde de
plegamiento para adquirir una estructura similar a la de aquella depositada en “Protein Data
Bank”. Esta aproximacion es conocida como “Modelaje Comparativo” (Marti-Renom y col, 2000
), debido a que se basa en la premisa de que dos proteinas con similar estructura primaria,
presentaran igual estructura terciaria.

Basados en esta informacién, los investigadores han podido caracterizar de manera mas
profunda las proteinas, determinando caracteristicas estructurales a nivel de estructura
secundaria, al reconocer motivos presentes en las proteinas. Por ejemplo, sitios de modificaciones
postraduccionales (fosforilacion, glicocilacion, etc.) en la estructura primaria de la proteina en
estudio. Esta informacion se encuentra presente en bases de datos especializada (Prosite, pfam) y
han permitido la creacién de herramientas bioinformaticas capaces de utilizar la secuencia
aminoacidica en estudio y explorar las bases de datos en busquedas de caracteristicas
estructurales de la proteina en estudio. Toda la informacion recopilada a partir inicamente de la
estructura primaria de una proteina es la base para los estudios de estructura funcién, cuando no
se dispone de la estructura terciaria de la proteina en estudio.

Esta tesis se enmarca en esta area, donde se ha intentando determinar primeramente
motivos y/o dominios proteicos propios de proteinas con actividad GEF. RIC-8 aparece como
una familia de proteinas con caracteristicas, desde el punto de vista de secuencia aminoacidica,

Unica, sesgando cualquier posibilidad de acierto -en base a comparacion de secuencias- en la
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prediccion de motivos que dé cuenta de caracteristicas funcionales, como mostraron los analisis
mediante BLAST o usando SMART y ScanProsite al buscar motivos y/o dominios. En la
literatura se reporta que las proteinas con actividad GEF poseen una gran diversidad de
estructuras (Sprang, 2001), presentando proteinas de transmembrana (GPCR) y proteinas
citoplasmaticas multidominio, como los GEF para proteinas Rho; algunos de estos dominios con
actividad GEF son predecibles por técnicas bioinformaticas, como los dominios DH (Rossman y
col, 2005); no obstante, XRIC-8 no presentd ningin dominio de este tipo. Esto hace mas
interesante y atractivo el problema, pues al ser una familia tnica de proteinas, sin similitud de
secuencia con alguna de estructura conocida y, ante la incapacidad de obtener informacién
haciendo una busqueda de patrones, dominios y/o motivos en su secuencia, la Gnica manera
posible de inferir una relacién entre su estructura y su funcién se reduce a la determinacion de la
estructura terciaria de xRIC-8 y, con base en ella, inferir dominios o regiones que den cuenta de
su actividad.

La estrategia utilizada para la obtencion de la estructura terciaria de xRIC-8 es a través de
la metodologia de reconocimiento de plegamientos o “threading”, su nombre en inglés. Esta
técnica se basa en la premisa ya sefialada de que la estructura es mas conservada que la
secuencia. Ante esto, aunque nuestra secuencia no presente una identidad de secuencia con
alguna otra proteina de estructura conocida, podria plegarse en alguno de los plegamientos
conocidos. El principal argumento para validar esta observacion la entrega el analisis de la
informacion presente en “Protein Data Bank”, en asociacion con la informacion presente en la
base de datos de plegamiento SCOP (Andreeva y col, 2007). Este analisis indica que en el afio
2009 no se publicaron plegamientos nuevos y en el 2008 solo hubo seis nuevos, sumando a la
fecha de hoy un total de 1.393. A nivel de superfamilia, tampoco hubo reportes de nuevas en el

afio 2009 y se suma un total de 2.222. Cabe mencionar que el maximo de plegamientos y
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superfamilias nuevas reportadas durante un afio fue de 146 y 245 respectivamente, datos
correspondientes para el afio 2004. Si comparamos los valores de plegamientos con el numero
total de estructuras de proteinas depositadas en el PDB, podemos observar una gran diferencia,
pues solo en el los cuatro primeros meses del 2010 se han depositado 2.312 estructuras, con un
valor total acumulado 59.977 estructuras de proteinas a la fecha. Claramente la diferencia
numeérica entre el nimero de plegamientos (1.393) y estructuras de proteinas depositadas (59.977
) es superior a un orden de magnitud, lo que implica que existe una gran redundancia de
informacion en el “Protein Data Bank”; pero lo mas importante, es que este estancamiento en la
aparicion de nuevos plegamientos en los ultimos afios podria implicar que se estaria cubriendo un
porcentaje importante del espacio conformacional que adquieren las proteinas para plegarse y, sin
duda, este hecho es el principal argumento hoy en dia para validar la técnica de “reconocimiento
de plegamiento” o “threading”, pues existe una probabilidad alta de que una proteina de
secuencia conocida posea un plegamiento conocido.

El modelo final de xRIC-8 fue obtenido con la herramienta i-Tasser (Zhang, 2008), cuya
metodologia de “threading” localizado en conjunto con técnicas bioinformaticas ab initio para
generacion de estructuras, han permitido que i-Tasser sea en la actualidad la mejor herramienta
automatizada para reconocimiento de plegamiento y generacion de un modelo 3D de la proteina
en estudio, como lo demuestra el resultado en el tltimo evento CASP (“Critical Assessment of
protein Structure Prediction”, http://www.predictioncenter.org), competencia para softwares que
predicen estructura terciaria de proteinas basados solamente en la secuencia aminoacidica.

El modelo 3D propuesto para xRIC-8 se fundamenta no solo en la data estadistica antes
expuesta, sino que ademas cumple con restricciones propias de cualquier estructura terciaria de
una proteina, como poseer una baja energia conformacional y no presentar problemas

estereoquimicos. Los analisis realizados con ProSA II y con el grafico de Ramanchandran
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entregaron los resultados para estas dos cualidades, siendo ambas satisfactorias. ProSA II mostro
una sola porcién de alta energia, centrada cerca del aminoacido 300. Este error en la estructura se
podria deber a la alta presencia de zonas no estructuradas en dicha region. Los “loops” que unen
las hélices se hacen mas largos y esto explicaria la alta energia en dicha zona. Si se analiza la
energia aminoacido por aminoacido, se observa que muchos con alta energia son residuos de
prolina, los cuales estéricamente estan en conformaciones no aceptables como lo muestra la
informacion entregada por el grafico de Ramachandran. A su vez, este ultimo grafico muestra
claramente la gran mayoria de los aminoacidos estan en conformaciones permitidas, a excepcion
de algunas prolinas. La orientacion de los aminoacidos, desde un punto de vista de distribucion
en la proteina, también es correcto, manteniendo un elevado porcentaje de aminoacidos polares
hacia la superficie de la misma (76%) e interiorizando un alto porcentaje de los aminoacidos
apolares (59%). La orientacion de la hélices son todas acordes con un proteina armadillo,
generando un giro a la derecha y manteniendo la gran mayoria de los residuos de leucina dentro
de las mismas. También se presenta la conservacion de las leucinas entre H2 y H3 que
interaccionan entre si (Figura 8B). Las hélices H3 forman una superficie entre ellas,
caracteristica de las proteinas armadillo (Andrade y col, 2001), pues se ha observado que es a
través de esta superficie donde prevalecen las areas de interaccion con otras proteinas, segin
observaciones de los mismo autores, y es quizas a esta region de la proteina RIC-8 donde se
deberian enfocar estudios futuros.

Desde el punto de vista estructura-funcion, el modelo propuesto para xRIC-8 es valido
igualmente, debido a las caracteristicas funcionales que presentan la proteina xRIC-8, como es la
capacidad de interaccionar con un gran nimero de proteinas, principal caracteristica de las
proteinas armadillo, como lo muestran los estudios por doble hibrido realizados en nuestro

laboratorio (Lara, 2008) asi como por otros autores (Kerr y col, 2008). Las proteinas con las que

86



interacciona RIC-8 dan cuenta de que esta tltima podria estar participando en mas de un evento
celular, como seria el remodelamiento del citoesqueleto (Afshar y col, 2004). Por otra parte, la
actividad GEF no es algo nuevo en las proteinas armadillo, pues ya se han reportado casos como
en smgGDS y HspBP1 que, si bien esta tltima no es una proteina de la familia “repeticiones
armadillo”, corresponde a un miembro de la superfamilia “repeticiones ARM” segtn la
clasificacion de SCOP y, por ende, da cuenta de un ancestro evolutivo directo con actividad GEF.

Para poder apoyar el modelo 3D propuesto para xRIC-8, se realizé una caracterizacion a
través de la técnica de dicroismo circular; para ello, se logré estandarizar un protocolo de
expresion y purificacion para xRIC-8. La principal ventaja del modelo escogido de estudio para
las proteinas RIC-8, el de X. laevis, fue la solubilidad al expresarse en bacterias E. coli. Esta
solubilidad fue suficiente para que a partir de 4 litros de cultivo se pudiera obtener una cantidad
de proteina para realizar los estudios de dicroismo circular. El rendimiento obtenido, 5 mg
totales, son suficiente para realizar otro tipo de estudios estructurales como estudios
cristalograficos que permitiran validar el tipo de plegamiento predicho para xRIC-8.

Los estudios de dicroismo circular y termo estabilidad de xRIC-8 fueron esenciales para
demostrar su correcto plegamiento. Estos resultados corresponden a los primeros estudios
experimentales que evidencian caracteristicas estructurales para cualquier proteina de la familia
de RIC-8. El espectro de dicroismo circular fue obtenido entre los 200 y 250 nm, rango de
longitudes de onda para la deconvolucién y obtencion del contenido en porcentaje de estructura
secundaria presente en XxRIC-8 por parte del software SOMCD (Unneberg y col, 2001). Este
estudio revel6 que xRIC-8 es una proteina con un alto contenido helicoidal 80% (aproximado
segin SOMCD), con minimos a 208 y 222 muy pronunciados, con una forma de espectro muy
similar a lo esperado para proteinas armadillo (Parmeggeani y col, 2008) y que se condice muy

bien con el modelo propuesto, el cual solo posee estructuras helicoidales.
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La curva de denaturacion térmica, realizada midiendo la elipticidad a A 222 nm, permitié
determinar que XxRIC-8 se comporta como una proteina con dos estados: plegado y desplegado, lo
que indica que es una proteina globular, sin dominios estructurales independientes. Si bien xRIC-
8 presenta 10 dominios armadillo, estos no son independientes unos de otros, por lo tanto, no son
dominios verdaderos; esto explica por qué observamos solo estos dos estados. El resultado
experimental de estabilidad térmica también valida el modelo propuesto, tanto por la informacién

de estados de plegamiento, como por el valor de Tm determinado, el cual fue 43.1 °C, valor casi

idéntico que el reportado para a-importina (Parmeggiani y col, 2008), que también posee 10

dominios armadillos. La renaturacién alcanzada por xRIC-8 discrepa un poco de lo reportado

para las proteinas armadillo (Parmeggiani y col, 2008), especificamente para -catenina, proteina

que no presenta renaturacion al enfriar, a diferencia de xRIC-8 que presentd6 un 47% de
renaturacion. Esto se podria deber a parches hidrofébicos presentados por B-catenina, lo que haria

que B-catenina genere en el desplegamiento agregados hidrofébicos incapaces de volver al estado
inicial de la proteina. Toda esta informacién en conjunto permite validar de manera experimental
nuestra prediccion de plegamiento y el modelo 3D propuesto, por lo cual podemos aseverar que
las proteinas RIC-8 son un miembro de la familia armadillo.

Los estudios en busca de la region de xRIC-8 que dé cuenta de su actividad GEF, se
basaron en los analisis de estructura primaria que muestran que las proteinas RIC-8 son mucho
mas conservadas entre ellas hacia la region carboxilo terminal, observaciéon que ha permitido
determinar, segun el servidor PRINTS (Attwood y col, 2003), que las proteinas RIC-8 poseen
secuencias conservadas hacia esta region, graficadas en seis motivos caracteristicas. Basados en
el hecho de que todas las proteinas RIC-8 son GEF, se asumio la premisa de que esta
conservacién en la funcion se deberia manifestar como una conservacion en parte de su estructura

primaria y de ahi a postular esta regién conservada como aquella que alberga la funciéon GEF.
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Para intentar demostrar esto, se diseflaron mutantes de delecién basadas en el modelo 3D,
eliminando sucesivamente dominios armadillos desde la region carboxilo hacia la amino,
llegando a eliminar los dltimos tres armadillos, de los 10 en total y, con ello, eliminando casi por
completo la region conservada en las distintas RIC-8. Para hacer estas deleciones mas racionales,
fueron disefiadas de tal modo de realizar los cortes en las regiones de union entre armadillos; de
este modo, evitamos romper elementos de estructura secundaria que podrian generar inestabilidad
proteica.

Las mutantes de delecion disefiadas fueron subclonadas en vectores de expresion
procarionte y eucarionte para realizar una caracterizacioén tanto in vitro como in vivo. No
obstante, no fue posible expresar ni purificar estas mutantes de delecion desde bacterias E. coli
BL21(DE3), pues entre mas se delecionaba xRIC-8, mas inestable era la proteina obtenida,
obteniendo una gran cantidad de proteo6lisis y practicamente no se observé la proteina completa
en las condiciones estudiadas. La incapacidad de expresar y purificar las mutantes de delecién en
bacterias, se podria deber a problemas en el plegamiento de las mismas o simplemente a que

generaran toxicidad bacteriana, por interferir en procesos bioquimico propios de la célula

huésped. Sin embargo, la deleciéon AH, en la cual solo se delecion6 la tltima hélice del dominio
armadillo 10, fue posible de expresar y purificar, y mostré un espectro de dicroismo circular y
una termo estabilidad similar al de la proteina completa. Thomas y colaborados en 2008
trabajaron con la proteina RIC-8A de rata, la cual debieron delecionar los ultimos 38 aminoacidos
para poder expresarla en E. coli y asi purificarla. Solo utilizando células Sf9 lograban obtener la
proteina RIC-A de rata nativa completa, pero no en cantidades suficientes para estudios biofisicos
(Thomas y col, 2008). En el mismo estudio, muestran que la version delecionada de RIC-8A de
rata posee actividad GEF, por lo cual concluyen que la region de los 38 ultimos residuos de esa

proteina no participa en su actividad GEF ni en la capacidad de reconocer a las proteinas G.
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Debido a esta publicacién, es que se obvid el estudio de la mutante de delecion AH en los
estudios in vivo presentados en esta tesis y se decidio abarcar una zona mas extensa considerando
los ultimos 186 aminoacidos, correspondientes a los armadillos 8, 9 y 10.

Para estudiar si la actividad GEF radica en la porcién carboxilo de xRIC-8, se procedio a

realizar estudios in vitro de actividad GEF, midiendo el intercambio de nucle6tido GDP por GTP

en Gas, y estudios in vivo, en los cuales se midio el nivel de AMPc intracelular. Sin embargo,
ante la incapacidad de purificar las mutantes de delecién desde E. coli, no fue posible realizar los
experimentos de actividad GEF in vitro para estas mutantes. De este modo, se utilizd la
aproximacion de medicion de actividad GEF in vitro para la proteina completa, técnica que
ademas de corroborar la actividad GEF esperada para xRIC-8, demostré que la proteina

purificada era funcional. La metodologia in vitro utilizada fue fluorescencia intrinseca de
triptéfanos asi como también intercambio de nucle6tido marcado con fluoréforo (GTP-7y-S-

BODIPY®). xRIC-8 promovio el intercambio de nucledtidos GDP por GTP en la proteina Gats
humana. Desde el punto de vista de la técnica propiamente tal, claramente el uso de nucleétidos
marcados fluorescentemente disminuye el ruido de la sefial, en comparacion a la fluorescencia
intrinseca de los tript6fanos, no obstante, ambas técnicas resultaron ser un método valido para
evaluar la actividad GEF de xRIC-8. Gats se caracteriza por presentar un intercambio basal alto y
esto queda evidenciado en el estudio realizado con el nucle6tido marcado fluorescentemente,
donde vemos que tanto la curva de intercambio en ausencia como en presencia de XxRIC-8 son
pronunciadas, mostrando la curva en presencia de xRIC-8 una mayor pendiente en los primeros
minutos, que dan cuenta entonces de una influencia positiva en el intercambio de nuecleétidos en
la proteina Gas. Este alto intercambio basal que presenta Gas haria presumir que no necesita de
proteinas GEF distintas a los GPCR, como lo sugiere recientemente la literatura (Nagai y col,
2010); sin embargo, nuestro grupo ha demostrado en trabajos previos (Romo y col, 2008) que
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xRIC-8 si acttia como proteina GEF sobre Gas, lo cual ha sido verificado nuevamente en esta
tesis por estas técnicas basadas en fluorescencia.

Los estudios de actividad GEF in vivo, utilizando dos aproximaciones -medicion de
AMPc intracelular a través de un gen reportero sensible a AMPc y medicion directa de los
niveles de AMPc intracelular- mostraron que las mutantes de delecién conservaron la actividad
GEF. En el experimento de medicion de AMPc intracelular a través de un gen reportero sensible
a AMPc (Figura 22A) se muestra que las mutantes de delecion son capaces de generar niveles de
AMPc intracelulares suficientes para desencadenar la transcripcion de un gen. Al contrastar estos

resultados con los presentados para la medicion directa de los niveles de AMPc intracelular

(Figura 23A), se observa que aparentemente las mutantes de delecion A10-9 y A10-9-8 han
perdido su actividad GEF, situacién que se contrapondria con los resultados de la Figura 22A,
sin embargo, la tendencia de ellos es levemente superior que el nivel basal y significativamente
mayor si normalizamos los valores por la cantidad de proteina sobre expresada. Claramente a
medida que aumenta el niimero de repeticiones armadillo delecionadas, disminuye la inmuno
sefial dada por el “western blot” (Figura 23A), por lo que si se realiza una densitometria de la
inmuno sefial y se usa esta informacion para normalizar los resultados, se observa que todas las
mutantes de delecién presentan una diferencia significativa con respecto al basal. De manera
interesante, las mutantes de deleciébn aumentaron su inmuno sefial cuando las células fueron
incubadas en presencia del ligando isoproterenol (Figura 22A, comparar sefial en presencia y
ausencia de isoproterenol). Este ligando activa la via dependiente de AMPc al estimular al
receptor B-adrenérgico, GPCR acoplado a proteina Gos, por lo que es posible especular que
cuando RIC-8 estd de alguna forma activa, es decir, funcionando como GEF en un contexto
celular, se estabiliza y aumenta su vida media intracelular. Si bien esto no es claro para la

proteina completa, las mutantes de delecion si muestran este comportamiento. La explicacion
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podria radicar en que estas mutantes de delecién podrian estar exponiendo secuencias PEST y, de
este modo, debido a un cambio conformacional con respecto a la proteina nativa, acortando la

vida media de la proteina, situacion que no sucederia al estar interaccionando con otra proteina,
que en este caso seria Gas. Dichas secuencias PEST se presentarian en xRIC-8, mostrando siete
posibles secuencias tipo PEST, cinco de ellas entre los aminoacidos 1 y 400, como lo demuestra
un analisis de la secuencia de xRIC-8 en el servidor “ePestFind”
(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind). Estudios recientes (Nagai y col, 2010

), indican que RIC-8B de rata estaria estabilizando a Gas en la membrana plasmatica y a través
de este mecanismo permite que Gos active a la adenilil ciclasa. Esta estabilizacion podria ser

mutua y, de este modo, Gois permitiria ocultar las secuencias PEST que podrian estar exponiendo
las mutantes de delecién para xRIC-8 y asi aumentar la vida media de estas proteinas.

La teoria de la estabilizacion mutua tiene sustento no solo en el reporte citado y en la
observacion realizada por “western blot”, sino que también en estudios de translocacion de xRIC-
8 a la membrana plasmatica inducido por isoproterenol. Estos estudios demuestran que tanto las
mutantes de delecion como la proteina completa migran hacia la membrana plasmatica,
ubicandose en el mismo microdominio celular que Gas y, de este modo, explican y sustentan los
resultados de actividad GEF in vivo. Tan importante como estos datos funcionales es el tiempo
que demora en evidenciarse el maximo de xRIC-8 en la membrana plasmatica, que es de 2 horas,
un tiempo demasiado largo para un evento no genémico. Este tiempo es concordante con la idea
de que de alguna manera se esta estabilizando en la membrana, lo mas probable por su
interaccion con Gas. El por qué de este largo tiempo no es claro, pues las mediciones de AMPc
directo son realizadas tan solo 15 minutos post estimulacion con isoproterenol, y a este tiempo ya

se observan niveles elevados de AMPc, lo que indicaria que si hay un efecto GEF de xRIC-8
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sobre Goas. El mecanismo por el cual este proceso de ubicacion en la membrana plasmaética
tampoco parece ser simple difusion proteica, debido a este tiempo de 2 horas. Estudios de doble

hibrido realizados en nuestro laboratorio indican que xRIC-8 interacciona con proteinas

pertenecientes a vesiculas del Golgi, como son 8-Cop (Lara, 2008). Por otra parte, Gos podria
ubicarse en la membrana plasmadtica gracias a su paso a través de Golgi, lugar donde es

modificada postraduccionalmente con palmitato. Nuestro laboratorio hipotetiza que es en este

proceso donde podria RIC-8 o sus mutantes de delecion estar interaccionando con Gaois, y asi

siendo llevada a la membrana plasmatica (Pastén, 2010), lo que indicaria que la translocacién de
RIC-8 depende del recambio de Gos en la membrana plasmatica; como lo demuestran los autores
(Nagai y col, 2010), RIC-8 estabiliza a Gos en la membrana evitando su recambio via

degradacion, con lo cual generamos una acumulacion de Gass. A su vez, esto generaria una
acumulacion de RIC-8, lo que podria explicar el tiempo de 2 horas.

Un modelo que explica lo sucedido (Figura 26), en ausencia de un estimulo, xRIC-8
estaria libre en el citoplasma y Gos estaria en la membrana formando parte del heterotrimero
inactivo Goy. Gass en este contexto es degradada via proteosoma y nuevas Gas son llevadas a la
membrana (Nagai y col, 2010). Al estimular un GPCR acoplado a la proteina Gois, esta ultima se
logra separar del heterodimero Gy y esta disponible para que xRIC-8 realice su actividad GEF.
Esto permite que Gas se estabilice y ya no sea degradada via proteosoma, lo que genera una

acumulacién de proteina Gois en la membrana plasmatica. La palmitoilacion que posee Gas es
del tipo reversible, por lo que al perderla, debe viajar hasta el Golgi para ser nuevamente
modificada lipidicamente; de igual modo, en ningtin momento se ha detenido la sintesis di novo
de Gos. Esto permitiria que xRIC-8 interaccione a nivel de Golgi con Gas y esto llevaria a
aumentar progresivamente la concentracién de xRIC-8 en la membrana plasmatica, teniendo un
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pick a las 2 horas post estimulacion del GPCR. La misma mecanica ocurre para las mutantes de

delecion, con la excepcion que de alguna manera, esta interaccion con Gois permite un aumento

en la concentracion intra celular total de las mutantes de delecion.
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Figura 26. Esquema de accion de xRIC-8 in vivo. A) En ausencia de ligando, Gais esta
formando parte del heterotrimero Gofy, y esta susceptible a ser ubiquitinada y degradada via
proteosoma. xRIC-8 esta en el citoplasma y podria ser degradada via proteosoma. B) En
presencia de un ligando que active un GPCR acoplado a Gas, hara que ésta se separe del
heterodimero Gfy. En esta condicion, xRIC-8 puede migrar a la membrana para estabilizar a
Gas, impidiendo su ubiquitinacién. Esta migracion podria ser por simple difusiéon o en conjunto
con Gos a través del paso de esta ultima por el Golgi. Esta asociacion permitiria una estabilidad

mutua entre Gas y XxRIC-8.
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Recapitulando, se ha logrado clasificar a las proteinas RIC-8 dentro de las que poseen un
plegamiento alfa-alfa superhélice, de la familia “repeticiones ARM” y en la superfamilia
“repeticiones armadillo”. Con base en esta informacion se gener6 el primer modelo 3D para una
proteina de la familia RIC-8, en este caso para RIC-8 de X. laevis, el cual cuenta con 10
repeticiones armadillo y que, mediante experimentos de dicroismo circular asi como también de
termo estabilidad, se ha podido apoyar el modelo estructuralmente propuesto. Apoya también el
modelo la data publicada que muestra que RIC-8 posee la capacidad de interaccionar con varias
proteinas, caracteristica esencial de las proteinas armadillo. Con este modelo se disefiaron
mutantes de delecién que dieran cuenta de la pérdida de actividad GEF, eliminando parte de la
region mas conservada de las proteinas RIC-8 (region carboxilo); no obstante, los estudios de
actividad GEF in vivo mostraron que esta region no era la responsable de dicha actividad y que,
por lo tanto, la actividad GEF radica en alguna porcion de la regién amino terminal. Esta porcion
conservada podria, sin embargo, estar participando de alguna manera en el control de la vida
media de las proteinas RIC-8.

Desde le punto de vista de dilucidar la region, y mas puntualmente los aminoacidos
importantes para la actividad GEF, deberan realizarse estudios posteriores, tomando en cuenta
para ello la region amino terminal y, en especial, los aminoacidos de las hélices H3, pues por lo

general es en esta superficie con la cual interaccionan las proteinas armadillo.
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VII. CONCLUSIONES

De los estudios descritos en esta tesis se infieren las siguientes conclusiones:

RIC-8 ha sido clasificado como una proteina “alfa-alfa superhélice”, de la familia

“repeticiones ARM” y en la superfamilia “repeticiones armadillo”

Se propuso el primer modelo 3D para una proteina RIC-8

La region carboxilo terminal, la mas conservada entre RIC-8, no alberga la actividad GEF

Deleciones de la region mas conservada de RIC-8 no alteran su funcion GEF ni su

comportamiento en células HEK293T al ser estimuladas con isoproterenol
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Abstract: Ric-8 is a highly conserved cytosolic protein (MW 63 KDa) initially identified in C. elegans
as an essential factor in neurotransmitter release and asymmetric cell division. Two different
isoforms have been described in mammals, Ric-8A and Ric-8B; each possess guanine nucleotide
exchange activity (GEF) on heterotrimeric G-proteins, but with different Ga subunits specificities.
To gain insight on the mechanisms involved in Ric-8 cellular functions it is essential to obtain
some information about its structure. Therefore, the aim of this work was to create a structural
model for Ric-8. In this case, it was not possible to construct a model based on comparison with a
template structure because Ric-8 does not present sequence similarity with any other protein.
Consequently, different bioinformatics approaches that include protein folding and structure
prediction were used. The Ric-8 structural model is composed of 10 armadillo folding motifs,
organized in a right-twisted a-alpha super helix. In order to validate the structural model, a His-tag
fusion construct of Ric-8 was expressed in E. coli, purified by affinity and anion exchange
chromatography and subjected to circular dichroism analysis (CD) and thermostability studies.
Ric-8 is approximately 80% alpha helix, with a Tm of 43.1°C, consistent with an armadillo-type
structure such as a-importin, a protein composed of 10 armadillo repeats. The proposed structural
model for Ric-8 is intriguing because armadillo proteins are known to interact with multiple
partners and participate in diverse cellular functions. These results open the possibility of finding
new protein partners for Ric-8 with new cellular functions.

Keywords: Ric —8; GEF; threading; armadillo; bioinformatics
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conserved novel protein required for Gaq and Goo sig-
naling.' Also it was observed that Ric-8 is involved in
the regulation of centrosome movements during early
embryogenesis.”> The mechanism of action of Ric-8
was unknown until 2003, when Tall et al., 4 used two-
hybrid screening to isolate two mammalian isoforms
of Ric-8, Ric-8A, and Ric-8B, that possessed the ability
to interact with G protein o subunits. In vitro bio-
chemical characterization of Ric-8A showed that it is
able to stimulate the GDP/GTP exchange of Goi and
Goq, but not of Gas, acting therefore as a receptor-in-
dependent GEF for heterotrimeric G proteins.* At the
same time, our group reported the interaction of
human Ric-8B with Gas and Goaq and demonstrated
its translocation to the plasma membrane in response
to the activation of the corresponding G protein.®
Interestingly, in contrast to the mechanism used by
GPCRs that act on the heterotrimeric form of G pro-
teins, Ric-8 interacts and stimulates the GDP/GTP
exchange on the dissociated Go subunit in the absence
of GBy.4

In C. elegans embryos, Ric-8 participates control-
ling the spindle position by modulating Ga activity®
and the molecular machinery involved in this process
is constituted by a complex formed between Ric-8, the
nuclear mitotic apparatus protein NuMA, Goi-GDP
and PINS.” In this work it was found that Ric-8A
induces the dissociation of the complex formed by
Goi-GDP/LGN/NuMA in vitro, releasing activated
Gai-GTP and NuMA from LGN. Based on these obser-
vations, the authors proposed that Ric-8A could be
participating in regulating microtubule pulling forces
on centrosomes during cell division by catalyzing the
dissociation of the Goi-GDP/PIN/NuMA complex. This
hypothesis was confirmed, through studies conducted
in D. melanogaster and C.elegans which showed that
interaction between Ric-8 and Gauii was essential for
cortical localization of Goil and asymmetric cell divi-
sion.*® ™ In addition, studies performed in dividing
mammalian cells demonstrated that over expression of
LGN and Guai3 affect the cortical position of the mi-
totic spindle in symmetrically dividing cells.**

Demonstration of the role of Ric-8A and Ric-8B
in G protein signaling regulation came from in vivo
studies performed by different groups, which showed
that Ric-8 proteins are able to potentiate Goq, Goolf
and Gos-mediated signal transduction by acting down-
stream of their corresponding GPCRs.371°

These observations are consistent with Ric-8 act-
ing as a multifunctional protein with the ability to
interact with many other proteins besides Go subunits.
Therefore, in order to better understand the cellular
functions described for Ric-8, it is essential to know
its structure, which at present is unknown. For this
reason, the aim of this study was to construct a struc-
tural model for Ric-8, through the application of dif-
ferent bioinformatics methods that include folding rec-
ognition (threading). The results obtained indicate the
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presence of an a-alpha super helix folding, which rep-
resents the armadillo structure according to SCOP
classification.'” Based on this initial folding prediction,
we constructed a refined model using proteins with
known armadillo structures as templates.*®'® To cor-
roborate our structural model, we expressed Xenopus
laevis Ric-8 in E.coli and the purified protein was sub-
jected to circular dichroism (CD) spectroscopy analysis
and thermo stability studies. The spectrum obtained
clearly indicated a high level of alpha helix secondary
structure and was similar to other proteins composed
of armadillo domains.****

Results and Discussion

Ric-8 is an armadillo type protein

To construct a structural model for Ric-8, we first per-
formed a BLAST analysis comparing the Xenopus lae-
vis Ric-8 (xRic-8) amino acid sequence (AAZ23806)
with protein data bases (Swissprot and PDB). This
analysis revealed that Ric-8 belongs to a unique pro-
tein family with no homology to other proteins, mak-
ing difficult to find a template structure to construct a
protein model. The second analysis carried out was a
secondary structure prediction study, which showed an
exceptionally high level of o-helix content for xRic-8
[Fig. 1(B)]. Based on the fact that proteins with differ-
ent amino acid sequences can share conserved struc-
tures, we hypothesized that xRic-8 might be structured
by a type of folding previously reported for other pro-
teins. To test our hypothesis, we followed the folding
recognition approach and analyzed xRic-8 primary
sequence through five different Web servers. Table I
shows the five methods used to perform the folding
recognition analysis and the top five proteins identi-
fied by each method. Interestingly, almost all of them,
especially the ones with rank 1 or 2, propose an arma-
dillo-type folding for xRic-8, which is in accordance
with our secondary structure prediction analysis [Fig.
1(B)]. The armadillo fold, is composed by a right-
handed super helical structure formed by three alpha
helices folded in a triangle shaped structure, repeated
several times and stacked to form a compact domain.
Numerous proteins are known to display armadillo
folding, with B-catenin the best known and representa-
tive example of this protein family. One characteristic
of armadillo proteins is their capacity to interact with
multiple protein partners and consequently to be
involved in a broad range of biological processes such
as transcription regulation, cell adhesion, tumor sup-
pressor activity and nucleo-cytoplasmic transport.'®
Interestingly, this feature, of forming protein com-
plexes with several other proteins, has also been
observed for xRic-8 by our group (unpublished data).
Using xRic-8 as bait, we have identified through a
yeast two-hybrid screening two very attractive proteins
called DasRa and INCENP, which are constituents of
the chromosome passenger complex (CPC), a protein
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Figure 1. 3D model of xRic-8 (A) Lateral view of xRic-8 predicted structure showing the 10 armadillo domains repeated in
tandem along the protein. The amino and carboxylic ends of the protein are indicated by the capital letters N and C,
respectively. Each armadillo repeat is designated by roman numbers and illustrated with different colors. (B) Comparative
primary and secondary structure of xRic-8 and B-catenin. Predicted secondary structure of xRic-8 obtained with Psipred is
shown in red cylinders (Psipred) and of the 3D model is shown in different color cylinders (Model), in which each color
corresponds to a different armadillo repeat as shown in panel A. B-catenin secondary structure (based on its known tertiary
structure, 1JDH is shown in purple cylinders. Buried aminoacids are highlighted in black boxes.

complex that controls chromosome segregation and
cytokinesis.**

Ric-8 3D model generation

After an armadillo type of folding was discovered for
xRic-8, and in the absence of a template to build a

Figueroa et al.

homology model, two different approaches were fol-
lowed to face this problem. First, a refined model was
constructed using as template the human pB-catenin
tertiary structure. The xRic-8 structural model was
build using the MODELLER Web server,*? by aligning
the secondary structures of both proteins and
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Table I. Methods for Folding Recognition

Methods
Ranking HHPRED I-TASSER 3D-JURY PSIPRED SP4
1 B-catenin (2z6h) a-importin (1€jl) p-catenin (1jdh) a-importin (2jdq) plakofilin 1 (1xm9)
2 a-importin (1y2a) p-catenin (1jdh) p-catenin (1i7w) plakofilin 1 (1xm9) a-importin (1ee4)
3 HSPBP1 (1xqr) a-importin (1ee4) a-importin (1q1s) RSR (2nvo) p-catenin (1jdh)
4 B-catenin (1jdh) plakofilin 1 (1xm9)  e-importin (1ial) PR65a (1b3u) 6-PGDase (1wdk)
5 a-importin (1jdq) p-adaptin (1gws) a-importin (2jdq)  e-importin (2c1m) p-adaptin (1gw5)

The table show the top 5 folding obtain from each method. Protein PDB codes are shown in parentheses. Bold indicates pro-

teins with armadillo folding.

conserving the main chain trace. The model was then
refined with the SCWRL program,>* which corrected
the positions of the side chains and placed them in the
most favorable location, according to the local back-
bone conformation. This analysis allowed us to elimi-
nate side chain steric clashes, by changing the energet-
ically incorrect conformation of several amino acids
and improving the hydrogen bond network. Finally,
energy minimization was performed using GROMACS
with Gromos 9643b1 force field,*® which allowed us to
relax the structure, improving the interactions in the
core of the protein model and minimizing any error.

The second strategy, was to build a structural
model using the web server I-Tasser,2® which is a hier-
archical protein structure modeling approach based on
the secondary-structure enhanced Protein-Profile
threading Alignment (PPA). The I-Tasser algorithm
consists of three consecutive steps of threading, frag-
ment assembly and iteration. In this method, the tar-
get sequence is first threaded through the PDB struc-
ture library to identify appropriate local fragments,
which will be adopted for further structural reassem-
bly. The unaligned regions (mainly loops) are built by
ab initio modeling and finally all fragments are reas-
sembled and the representative structure of each clus-
ter is optimized and ordered by lowest energy.

Through both methodologies, we obtained similar
results: a structural model for xRic-8 with 10 arma-
dillo domains [Fig. 1(A)]. Analysis of these models
with Ramachandran plot, showed that more than 90%
of the residues are in a favorable conformation, and
energetic analysis performed with Prosa®” showed that
the I-Tasser model was energetically more favorable
(data not shown).

Another analysis that we made in order to validate
our model, was to do an alignment comparison
between the secondary structure of our xRic-8 struc-
tural model and B-catenin. As can be seen in Figure
1(B), very similar arrangements along the sequences of
the a-helixes that form the different domains are
exhibited. The buried aminoacids, highlighted in black
boxes, are also well conserved in both structures. For
B-catenin, the percentage of buried aminoacids that
are hydrophobic is 64% (as deduced from its known
tertiary structure) and for xRic-8 is 59% (as deduced
from our model), and hydrophilic exposed aminoacids
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are also very similar in both proteins, being 67% for p-
catenin and 76% for xRic-8. In summary, all these fea-
tures together strongly support and validate our struc-
tural model for xRic-8 and allow us to propose it as a
member of the armadillo family.

Circular dichroism analysis confirms
bioinformatics predictions

To test the proposed model we expressed recombinant
His-tagged xRic8 in E. coli and subjected the purified
protein (see Fig. 2) to biophysical analysis. The high
alpha helical content, previously found by secondary
structure prediction and fold recognition analysis, was
confirmed by circular dichroism. As illustrated in Fig-
ure 3(A), the CD spectrum obtained for xRic-8 corre-
sponds to the typical curve displayed by a-helical pro-
teins, showing a minimum at 208 and 222 nm.
Quantification of xRic-8 alpha helical content, by
deconvolution of the circular dichroism spectra, gave a
value of 82%. These results support the threading 3D
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e 40
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Figure 2. SDS-PAGE and Western Blot analysis of purified
xRic-8 Lanes a and ¢ show SDS-PAGE analysis for xRic-8
pooled fractions collected from Ni?*-agarose affinity
chromatography and HiLoad-Q anion exchange
chromatography, respectively. Lanes b and d show
Western Blot analysis for the proteins observed in lanes a
and c respectively. Lane e contains protein molecular
weight standards. The protein show in ¢ was used for CD
spectroscopic analysis.
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Figure 3. CD Spectrum of xRic-8 and Thermostability assay A) The CD spectrum shown is typical of a protein with high level
of a-helix content, with well-defined minimums at 208 and 222 nm. The deconvolution of the spectrum with SOMCD software
indicated 80% of helix content. B) The Thermostability assay show that xRic-8 is a protein with two structural states (folded

and unfolded) with a Tm of 43.1 £ 0.1°C

model obtained by us for xRic-8 and are in good
agreement with reported biophysical characteristics of
polypeptides containing different number of armadillo
domains, B-catenin and o-importin, which displayed
an alpha helical content between 40% and 85%, in
concordance with the amount of armadillo motifs
present in the protein.?® Interestingly, this kind of
folding has also been reported for another GEF
protein.>®

To better characterize xRic-8, we also studied its
thermo stability by measuring its ellipticity at the min-
imum of 222 nm in a range of temperature between
20 and 70°C [Fig. 3(B)]. The denaturation curve that
was obtained is typical of a protein with two structural
states with a Tm of 43.1 & 0.1°C and a AHyy of 394.6
Kcal/mol. The reversibility of the folding was 75%
(data not shown). Interestingly, the Tm obtained for
xRic-8 is almost identical to that obtained for o-
importin by Parmeggiani et al., which was 43°C.2®
This result strongly supports our structural model
because o-importin possesses 10 armadillo domains,
the same number we are proposing for xRic-8. Par-
meggiani et al.?® in their study, also suggest a direct
relationship between the number of armadillo domains
and the Tm of the protein. Consistent with this pro-
posal, B-catenin, that contains 12 armadillo repeats,
shows a Tm of 58°C.

In summary, the CD spectroscopic analysis and
the thermo-stability assay strongly support the struc-
tural model we have obtained for xRic-8; consequently
we can propose it as a new member of the armadillo
family of proteins. The fact that Ric-8 is a member of
this family is exciting, because armadillo proteins have
been shown to act as “scaffold proteins,” interacting
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with a diverse set of partners and participating in
many signalling pathways.

Methodology

Expression and purification of xRic-8

In order to express xRic-8 in bacteria, the correspond-
ing ¢cDNA was subcloned into the pQES81-L vector
(Quiagen, Valencia, CA U.S.A.) fused to a hexa-histi-
dine tag at its amino terminus. E.coli BL-21(DE3),
harboring the plasmid pQE81-L/xRic-8, were grown in
4 L of LB medium with 100 pg/mL ampicillin at 25°C
to an ODgo, of 0.4. Protein expression was then
induced by the addition of 50 WM IPTG and incubated
for 2 h at the same temperature. After centrifugation,
the cell pellet was resuspended in 30 mL of buffer A
(50 mM phosphate, pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM B-
mercaptoethanol, 20 mM imidazole, and a cocktail of
protease inhibitors (Complete, Roche)) and disrupted
by sonication. The crude cell lysate was then cleared
by centrifugation at 100,000g for 60 min. and the su-
pernatant loaded onto a 3 mL Ni*"-nitrilotriacetic
acid-agarose resin column (NI-NTA, Novagen), equili-
brated in buffer A. After washing the column with 5
volumes of buffer A, the bound proteins were eluted
with buffer B (50 mM phosphate, pH 8.0, 500 mM
NaCl, 5 mM B-mercaptoethanol, 100 mM imidazole
and cocktail of protease inhibitors). Ten 1 mL fractions
were collected and 5 pL of each analyzed by SDS-
PAGE and stained with Coomassie blue. To confirm
the expression of recombinant xRic-8, fractions were
also subjected to Western blot analysis, using an anti-
His antibody (Clontech). xRic-8 containing fractions
were pooled and concentrated by centrifugation in a
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Centricon tube (Millipore) and imidazole removed by
performing several dilutions and centrifugations in
buffer 20 mM HEPES, pH 8.0, 250 mM NaCl, 5 mM
2-mercaptoethanol and 1 mM PMSF. Partially purified
xRic-8 was then loaded onto a HiLoad Q sepharose
(GE) ion exchange chromatography column, equili-
brated in a buffer containing 20 mM HEPES, pH 8.0,
250 mM NaCl, 5 mM 2-mercaptoethanol and 1 mM
PMSF. After washing the column with two volumes of
the same buffer, the protein was eluted with a linear
gradient between 250 and 500 mM NaCl with a flux
of 1 mL/min during 100 min. Fractions were analyzed
by SDS-PAGE, stained with Coomassie blue and also
by western blotting using an anti-His antibody. Fresh
purified protein was used in all spectral analysis.

CD spectroscopy
Circular dichroism (CD) spectra was performed over a
range of 200-250 nm with 0.1 nm increments at a
scan speed of 50 nm/min in a Jasco J-715 CD spectro-
polarimeter. The final concentration of xRic-8 in the
analysis was 2.33 mg/mL in buffer 50 mM phosphate
pH 8.0 and 200 mM NaCl. Three different samples
were scanned in a 1 mm quartz cuvette and the data
transformed to MRE (Mean Residue Ellipticity). The
contribution of the buffer was subtracted from each
value. To estimate the percentage of secondary struc-
ture, the CD spectrum was analyzed with the SOMCD
software.3°

To study the thermo stability of xRic-8, a heat
denaturation curve was performed by measuring the
CD signal at 222 nm in the same buffer used for the
CD spectra, at a temperature between 20 and 70°C.
The temperature was raised at 0.1°C intervals at a
ramp rate of 2°/min, using a Peltier-effect temperature
controller and a in-cell temperature monitor. The
unfolding melting temperature (Tm) and van’t Hoff
enthalpy (AHyy) were calculated with EXAM.3"

Folding recognition

In order to gain some insights on xRic-8 structure, its
amino acid sequence was analyzed with five different
Web servers for folding-recognition: HHPRED,3* I-
TASSER,2® 3D-Jury,3® PSIPRED3* and SP4.35 All pro-
grams were used with the default parameters.

3D model generation
Two strategies were used to generate a 3D model of
xRic-8:

1. Using the MODELLER program on MODELLER
servers,3® utilizing the human p-catenin protein
structure as template (PDB code: 1JDH). The model
was first refined with the SCWRL program®* to
construct the side chains and subsequently energy-
minimized with GROMACS.*®> The PROCHECK pro-
gram was used for stereochemical analysis of the
model. 3°
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2. Using the web server I-Tasser, which is a method
were the target sequence is first threaded through
the PDB structure library to identify appropriate
local fragments. After, the unaligned regions
(mainly loops) are built by ab initio modeling and
finally all fragments are reassembled and the repre-
sentative structure of each cluster is optimized and
ordered by energy minimization.

Both models were evaluated by Ramachandran
plot, 3 Prosa server®” and by calculating the character-
istics of buried and exposed amino acids in the struc-
ture. An aminoacid was defined as exposed, when the
accessible surface area was higher than 25%.
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ABSTRACT

The large intracellular loop (IL) of the glycine receptor (GlyR)
interacts with various signaling proteins and plays a funda-
mental role in trafficking and regulation of several receptor
properties, including a direct interaction with GBvy. In the
present study, we found that mutation of basic residues in
the N-terminal region of the IL reduced the binding of GBy to
21 = 10% of control. Two basic residues in the C-terminal
region, on the other hand, contributed to a smaller extent to
GpBy binding. Using docking analysis, we found that both
basic regions of the IL bind in nearby regions to the GBy
dimer, within an area of high density of amino acids having

an electronegative character. Thereafter, we generated a
17-amino acid peptide with the N-terminal sequence of the
wild-type IL (RQH) that was able to inhibit the in vitro binding
of GBy to GlyRs to 57 = 5% of control in glutathione S-
transferase pull-down assays using purified proteins. More
interestingly, when the peptide was intracellularly applied to
human embryonic kidney 293 cells, it inhibited the GBvy-
mediated modulations of G protein-coupled inwardly recti-
fying potassium channel by baclofen (24 = 14% of control)
and attenuated the GlyR potentiation by ethanol (51 = 10%
versus 10 = 3%).

The glycine receptor (GlyR) is a member of the ligand-
gated ion channel (LGIC) superfamily, and along with
acetylcholine nicotinic receptors, serotonin receptors, and
vy-aminobutyric acid (GABA), receptors, GlyR conforms the
Cys-loop family. Its activation by glycine causes a rapid in-
crease in Cl~ conductance, resulting in postsynaptic mem-
brane hyperpolarization and leading to an effective inhibi-
tory response. GlyRs are the main inhibitory LGICs in spinal
cord and brain stem (Legendre, 2001), thus explaining their
role in pain transmission, motor control, and cardiovascular
and respiratory regulations. GlyRs are composed of «al
through a4 and B subunits, which are arranged as pentamers
with all the ion-permeating function residing in the « sub-
units (Moss and Smart, 2001). The receptor can assemble as
a functional membrane protein only with the combination of
al subunits, making the examination of molecular determi-
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nants for receptor activation, blocking, and modulation
straightforward (Legendre, 2001). Each of the receptor sub-
units presents a large extracellular amino terminal domain,
four transmembrane o« helixes (TM1-4), and a large intra-
cellular loop (IL) between TM3 and TM4. The IL is relevant
for GlyR function because it was reported that it can be
modulated by activation of intracellular cAMP-dependent
protein kinase and protein kinase C (Aguayo et al., 1996;
Tapia et al., 1997). GlyR modulation and the direct interac-
tion with specific intracellular domains in the receptor have
been recently documented (Yevenes et al., 2003, 2006). Fur-
thermore, recent studies showed that, similar to nicotinic
acetylcholine receptor (Fischer et al., 2005), the GlyR func-
tion can be directly modulated by GBvy. Together, these re-
sults clearly link this inhibitory receptor to specific intracel-
lular signal transduction pathways.

Although it is recognized that taurine, B-alanine, Zn®",
neurosteroids, picrotoxin, and strychnine are important li-
gands acting on GlyR, their mechanism and sites of action
are not well understood (Young and Snyder, 1974; Prince and
Simmonds, 1992; Laube et al., 1995; Wu et al., 1997). Fur-
thermore, previous studies have described that the function

ABBREVIATIONS: GlyR, glycine receptor; LGIC, ligand-gated ion channels; GABA, y-aminobutyric acid; TM, transmembrane; IL, intracellular
loop; GIRK, G protein-coupled inwardly rectifying potassium channel; GST, glutathione S-transferase; BARK, B-adrenergic receptor kinase; GRK,
G protein-coupled receptor kinase; NTIL, N-terminal intracellular loop; WT, wild type; CTIL, C-terminal intracellular loop; HEK, human embryonic

kidney; ct, C-terminal.
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of GlyRs was enhanced by pharmacological relevant concen-
trations of ethanol (=100 mM). Supporting the idea that the
effects of ethanol are partly mediated by signal transduction,
ethanol actions on spinal GlyRs are modulated by the pres-
ence of guanine nucleotides and regulators of G protein acti-
vation (Aguayo and Pancetti, 1994; Aguayo et al., 1996;
Tapia et al., 1997). Moreover, recent findings from our labo-
ratory showed that Gy is a main factor for potentiation of
the GlyR by low concentrations of ethanol (Yevenes et al.,
2008).

Although there is not a well defined consensus sequence
within the several proteins that interact with GBv, the pres-
ence of basic amino acids (Arg, Lys) appears to be essential
(Krapivinsky et al., 1998; Canti et al., 1999). In the case of
GlyRs, mutations in basic amino acids in the IL decreased
both the interaction and modulation of GBy with GlyRs
(Yevenes et al., 2006). Therefore, using biochemical, electro-
physiological, and in silico techniques, we decided to examine
the ability of several regions of the «; GlyR IL to directly
interfere with GB+v signaling. We identified a heptadecapep-
tide with the sequence of the N-terminal region of the IL that
was able to inhibit the effects of GBvy on two effectors, GABAy
activation of G protein-coupled inwardly rectifying potas-
sium channel (GIRK) and, more interestingly, the ethanol-
induced potentiation of GlyRs.

Materials and Methods

Plasmids and Constructions. All the chemicals and reagents
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), and the molec-
ular biology reagents were from New England Biolabs (Ipswich, MA)
unless otherwise indicated. Expression vectors for GABAg; and
GABAg, were provided by Dr. Andres Couve (University of Chile,
Santiago, Chile). The GIRK1 plasmid was used as the template for
glutathione S-transferase (GST) fusion protein construction using
polymerase chain reaction products designed for the insertion in the
pGEX-5%3 vector (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckingham-
shire, UK). The plasmid encoding B-adrenergic receptor kinase
[BARK; G protein-coupled receptor kinase (GRK2)], GIRK1, and
GIRK4 were provided by Dr. Stephen Ikeda (National Institutes of
Health, Bethesda, MD). The heptadecapeptide RQH (RQHKELLR-
FRRKRRHHK) and its scrambled analog RQHsc (REKHRLKHR-
FKHRLRQR) were purchased from GenScript Corporation (Piscat-
away, NJ).

Molecular Modeling and Docking. The secondary structure of
IL fragments was obtained from the SCRATCH web page (http:/
www.igb.uci.edu/tools/scratch) (Cheng et al., 2005), three-dimension-
ally modeled with Pymol (http:/pymol.sourceforge.net), and energet-
ically minimized in GROMACS (http://www.gromacs.org/) (Van Der
Spoel et al., 2005) with a molecular dynamic of 1 ns in the Gromos96
43bl power field. The following fragments of the IL were used: N-
terminal [(NTIL)-wild type (WT), from Arg309 to Lys392], C-termi-
nal (CTIL-WT, from Arg382 to Arg392), and their mutant versions
(NTIL-5A, 316-320A and CTIL-2A, 385-386A). For GBy (Protein
Data Bank 1tbg), molecular docking was performed using ZDOCK
software (http://zlab.bu.edu/zdock/index.shtml) in an angular step of
6° (Chen et al., 2003). Two thousand docking results were clustered
into 10 groups using CLUSPRO server (http:/nrc.bu.edu/cluster/)
(Comeau et al., 2004). The structure of the complex representing the
main cluster was minimized energetically with a molecular dynamic
of 1 ns under the same conditions used for the fragments alone. The
free energy calculation was determined with FastContact server
(http://structure.pitt.edu/servers/fastcontact/) (Camacho and Zhang,
2005). The surface electrostatic potential was calculated with APBS
software (http:/apbs.sourceforge.net/) (Baker et al., 2001). All the

images were obtained with Pymol software. In the figures, blue and
red represent regions of positive or negative electrostatic potential,
respectively.

Construction of GST Fusion Proteins and GST Pull-Down
Assays. DNA fragments encoding WT and mutant IL fragments,
BARK C terminus, and GIRK1 (amino acids 184-501) were sub-
cloned in the vector pGEX-5X3 (GE Healthcare). GST fusion pro-
teins were expressed in Escherichia coli BL21 bacteria using 50 uM
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside. After 4 h, the cells were col-
lected and sonicated in lysis buffer (phosphate buffer, 1% Triton
X-100, protease inhibitor mixture II; Calbiochem, San Diego, CA).
Subsequently, the proteins were purified using a glutathione resin
(Novagen, Madison, WI)). Normalized amounts of GST fusion protein
were incubated with purified GBy protein (10 ng; Calbiochem). In-
cubations were done in 800 pl of binding buffer (200 mM NaCl, 10
mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7.4, 0.1% Triton X-100, and protease
inhibitor mixture II) at 4°C for 1 h. The beads were washed five times
in binding buffer, and bound proteins were separated on 12% SDS-
polyacrylamide gels. Bound GBy was detected using an anti-Gf
antibody (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA)
and a chemiluminescence kit (PerkinElmer Life and Analytical Sci-
ences, Waltham, MA). The complete IL in fusion with GST and GST
alone were used as positive and negative controls, respectively. Fi-
nally, the relative amount of GBy was quantified by densitometry.
GB detection on Western blots was considered direct evidence for
GBy binding.

Electrophysiology. For experiments with GIRK channels, hu-
man embryonic kidney (HEK) 293 cells were cultured using standard
methodologies and cotransfected with plasmids encoding the GABAg
receptor subunits GABAg; (fused to green fluorescent protein),
GABAg,, GIRK1, and GIRK4 using Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Expression of green fluorescent protein was used as a
marker for positively transfected cells, and recordings were made
after 18 to 24 h. Whole-cell recordings were performed using a
holding potential of —60 mV. Patch electrodes were filled with 120
mM KCl, 10 mM 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tet-
raacetic acid, 10 mM HEPES, pH 7.4, 4 mM MgCl,, 2 mM ATP, and
0.5 mM GTP with or without 200 .M RQH peptide. The external
solution contained 125 mM NaCl, 30.0 mM KCl, 3.0 mM CacCl,, 1.0
mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.4, and 10 mM glucose. The ampli-
tude of the potassium current was measured using a short pulse (4-5
s) of 10 pM baclofen every 2 min during 16 min. A nonrelated peptide
(EVHHQKL) was used as a control at the same concentration. We
used this small peptide to bolster the capacity to access the intracel-
lular milieu and to interact with GBvy. For the recording of ethanol-
mediated potentiation on GlyRs, a previously described methodology
was used (Yevenes et al., 2003, 2006). Ethanol was coapplied with
glycine (15 pM), and the results were expressed as percentage of
potentiation at 15 min. Although ethanol effects on GlyRs are ap-
parent with 10 mM (Aguayo et al., 1996; Yevenes et al., 2008), we
decided to use 100 mM to increase the noise to signal ratio, facilitat-
ing the statistical analysis and comparison with previous work from
our and other laboratories. A scrambled peptide with the same
amino acid composition (previously described) was used as control.

Data Analysis. Statistical analyses were performed using anal-
ysis of variance, and the results are expressed as the arithmetic
mean * S.E.M. Values of P < 0.05 were considered statistically
significant. Origin 7.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA) soft-
ware was used for all the statistical analyses.

Results

Binding of GBv to IL Fragments. It has been previously
established that the GlyR IL (between TM3 and TM4) plays
an important role in channel modulation through its inter-
actions with signal transduction proteins (Smart, 1997;
Yevenes et al., 2006). For example, it was found that GTPyS
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Fig. 1. Scheme of the GlyR topology and the sequences of recombinant fragments. A, schematic topology of the human a1 GlyR subunit. B, alignment
of intracellular fragments used for GST pull-down assays and molecular docking. Underlined are the sequences used for molecular modeling and
docking. IL-WT, full a1 IL; NTIL-WT, N-terminal (17 amino acids) region of IL; NTIL-5A, mutant version with alanine substitutions; CFIL, central
fragment (326-381) of IL;; CTIL-WT, C-terminal region of IL; CTIL-2A, mutant version. The sequence of NTIL-WT served as template for the RQH

peptide.

enhances the glycinergic current and that this effect was
blocked by the expression of GBy scavengers, such as ct-
BARK (Pitcher et al., 1992). This result supports single-
channel recordings that showed an increased open channel
probability in the presence of GBvy (Yevenes et al., 2003). A
more recent study indicated that truncation of the central
region of the IL (Glu326-GIn382) did not affect the regula-
tion by GBvy (Yevenes et al., 2006). However, mutations in the
clusters of basic residues in the IL (Arg316 to Lys320,
Lys385, and Lys 386) attenuated the potentiation caused by
GBYy. Therefore, to examine the contributions of these two
motifs in the interaction with GBvy, we constructed GST fu-
sion proteins in wild and mutant forms and studied their
ability to directly bind GBvy using GST pull-down assays.
Figure 1 shows a scheme with the different regions of the IL
used for construction of GST fusion proteins.

Figure 2A illustrates purified fusion proteins that were
visualized in a brilliant blue-stained SDS-acrylamide gel.
The binding of GBvy dimer to these proteins was subsequently
analyzed with Western blot (Fig. 2B, see the experimental
procedures for details). The data show that the NTIL is
sufficient to display a significant Gy dimer binding (78 =
5% of control) and that this binding was strongly diminished
(21 = 12%) by mutating the positive residue cluster (from
position 316 to 320) to alanine. Moreover, the data show that
Gy was unable to bind the central fragment of the IL (Fig.
2, B and C). These results support previous studies showing
that direct binding of GBy to the GlyR and its subsequent
channel modulation were diminished by mutations in basic
residues (Yevenes et al., 2006). On the other hand, the C-
terminal region (CTIL-WT) in fusion with GST did not
present a significant binding to G+ in the pull-down assays
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Fig. 2. Binding of GRy to different GlyR IL regions. A, brilliant blue
staining of purified GST fusion proteins. B, binding of GBvy to IL-WT and
fragments detected as Western blots from GST pull-down experiments.
C, quantification of Gy binding to different intracellular fragments. The
bars represent the mean = S.E.M. obtained from at least three different
experiments. The level of GBy binding to NTIL-WT was significantly
different (x, P < 0.05).
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A GlyR-NTIL-WT B

GlyR-CTIL-WT

(Fig. 2C). In a previous study, using the entire loop, we
reported that this region contributed to GBy binding
(Yevenes et al., 2006). With these in vitro results, it was
evident that the N-terminal region was comparatively more
important for GBv binding than the central or the C-terminal
regions of the IL.

We then used computational modeling to obtain theoretical
information about the contribution of these two GlyR IL
regions (Fig. 1) for the binding of GBvy (Fig. 3). According to
secondary structure prediction, both IL regions were modeled
as a helices. By using this technique, we found that both
fragments fit in nearby regions of the Gy dimer, within an
area of GBy that has a high density of amino acids with an
electronegative character (as shown in red). The values for
AG calculated in the in silico analysis showed that the N-
terminal region of the IL binds to Gy with a higher strength
than the C-terminal region, with values of —20.63 and
—12.15 kecal/mol, respectively. In addition, the docking stud-
ies with the alanine-substituted IL fragments to Gy showed
large reductions in AG values (—1.44 and —12.00 kcal/mol for
N- and C-terminal regions, respectively). These results sup-
port the conclusion that the N-terminal region is very rele-

GlyR-CTIL-2A

GlyR-NTIL-5A

Fig. 3. Molecular docking of N- and C-terminal
fragments to GRy. Molecular docking was per-
formed using crystallographic three-dimensional
data of GBvy (blue and red represent regions of
positive and negative electrostatic potential, re-
spectively) as described under Materials and
Methods. A, WT N- and C-terminal fragments
(Arg309-Lys325 and Arg382-Arg392) interact
with high AG binding in different regions on the
highly electronegative surface of GBvy. B, mutant
N- and C-terminal fragments [316-320A (5A) and
385-386A (2A)] interact with Gy with a reduced
AG binding (see text).

vant for GBv binding, and it could be an area of choice for the
design of a GRvy-blocking peptide.

Peptide Derived from the GlyR IL N-Terminal Re-
gion Sequence Interfered with Gy Binding to Several
Effectors. We synthesized a small peptide, referred to as
RQH (see Fig. 1), to test its capacity to interfere with the
binding of the IL to GBy and with activation of some effectors.
Micromolar concentrations (0.2 and 2 pM) of this peptide
were able to inhibit the binding of G+ to the whole IL of the
GlyR in GST pull-down assays to 74 = 4 and 57 *= 5%,
respectively, compared with control (Fig. 4A). No higher level
of binding inhibition was found with 20 pM RQH. However,
showing the specificity of the peptide inhibition, we found
that the same concentrations of the scramble peptide were
unable to alter the binding of GBvy to the IL (Fig. 4A). More-
over, the RQH peptide was able to interfere with the binding
of GBv to two other effectors coupled to GST, such as GST-
ct-BARK and GST-GIRK,;5. Comparison of the predicted
binding position of RQH in GBvy crystal structure indicated
that the regions for binding of RQH, BARK, and GIRK1 are
partly overlapped (Fig. 5). These data are in agreement with
previous crystallographic studies of Gy in complex with

[[INo peptide ZZRQH [IRQHsc

oo

Fig. 4. RQH reduced GBvy binding
to GlyR and other dimer effectors.
A, binding of GBy to the full IL
(GST-IL-WT) was reduced by RQH.
The graph shows the quantification
of GBy binding to GST-IL-WT in
the presence of RQH (dashed bars)
or a scrambled peptide (RQHsc,
white bars). Data are from four dif-
ferent GST pull-down experiments
that were quantified and plotted as

0 0.2

percentage of control condition,
without any peptide (gray bar) (*,
P < 0.05 compared with control).
B, reduction of GBvy binding to ct-
BARK and GIRK1,,4 by RQH at the
shown micromolar concentrations.
Similar results were obtained in
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Gai binding domains

BARK binding domains

ct-BARK and Gai, as well as mutational analysis of GIRK
(Ford et al., 1998; Li et al., 1998). A similar conclusion was
reached comparing regions of binding for GIRK1 (Ford et al.,
1998) and the RQH peptide on GBy (Fig. 5).

RQH Blocks GBy-Mediated Activation of GIRK and
Ethanol Potentiation of GlyR Channels. Based on the
results obtained with RQH, we wanted to find out whether
this peptide could interfere with the GBy-mediated modula-
tion of two different cellular effectors. Therefore, we added
this short peptide in the intracellular solution using the
patch-clamp technique and tested two GBy-mediated effects.
First, HEK cells were cotransfected with the GABAg receptor
and GIRK,_, to assemble a K" -permeable ion channel (Jones
et al., 1998; Kaupmann et al., 1998; White et al., 1998).
Under these conditions, the stimulation of GABAg receptors
with 10 wM baclofen induced a K" current that was well
sustained in time. It is interesting to note that intracellular
dialysis with RQH (200 M) in the patch pipette significantly
inhibited the potassium current activated by Gy to 24 +
14% of the control response (Fig. 6). On the other hand,
neither a scrambled peptide (RQHsc) nor a nonrelated pep-
tide affected the baclofen-activated K* current. Second, it
was previously reported that GlyR potentiation by ethanol
was dependent on the state of activation of the G protein
(Aguayo et al., 1996; Yevenes et al., 2008). Therefore, we

A B

Baclofen (10 M) | ™" 16 mic

Control

100‘#

ol \

60 1

RQHsc
40 1

201

s s
L
\'}H'\%\}\

Fig. 5. GlyR-IL shares binding domains with
other effectors in GBy. The model shows GBy
binding domains for BARK, Gai, and GIRK (red,
blue, and yellow, respectively). These regions
partly overlap those of the N- and C-terminal in
the GlyR IL (blue and green, respectively). The
structural data for GBv, ct-BARK, and Gai were
indicated under Materials and Methods. The
GIRK binding domains were taken from muta-
tional studies (Ford et al., 1998).

tested the sensitivity of the a1 GlyR subunit to ethanol in the
presence of the peptide in the intracellular solution. For this,
the glycine-induced current was measured with and without
ethanol perfusion after 10 min of RQH peptide intracellular
dialysis. The data showed that HEK cells expressing GlyRs
were potentiated with ethanol by 51 = 10% over control, and
that this enhancement was significantly inhibited by RQH
(Fig. 7, A and C). The ethanol-induced potentiation of GlyRs
was not altered when the cells were dialyzed with the scram-
bled peptide (RQHsc). Likewise, although the receptor be-
came insensitive to ethanol, the current properties, such as
amplitude and time course, were unchanged by 10 min of
dialysis with RQH indicating that the peptide had no effects
on basal GlyR function (Fig. 7, A and B).

Discussion

GBy dimer release after heterotrimeric G protein activa-
tion can control diverse physiological processes, such as heart
rate, hormonal and neurotransmitter release, neuronal ex-
citability, and cell migration. These actions are mediated by
the direct interaction between GRvy and its effectors that
range from membrane channels that control excitability to
soluble enzymes that have metabolic or signaling functions
(Clapham and Neer, 1997; Hamm, 1998). In an effort to

—m— Control
—e—+ RQHsc
—A—+nr.p
—e—+ RQH

Fig. 6. RQH peptide interferes
with GBy-mediated activation of
GIRK. A, data show the effect of
RQH on activation of GIRK
(GIRK1 and GIRK4) by GABA,
receptors (R1 and R2) in HEK
293 cells. The baclofen-induced
K" current was inhibited by in-
tracellular application of RQH,
but not the scrambled peptide, in
the patch pipette. B, time course
of baclofen-stimulated K* cur-
rent in the absence (squares)
and presence of RQH (circles),
RQHsc (diamonds), and a nonre-
lated peptide (triangles). All the
peptides were used at a concen-
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tration of 200 pM. The symbols
represent the mean *= S.E.M.
from more than six cells.
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- RQH £ 80
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N 360
s % I RQHsc
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+RQH O 20
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identify sequences useful to interfere with GBvy-mediated
signaling, the QEHA peptide (from adenylyl cyclase 2) was
generated (Chen et al., 1995). However, it was found that
several GBvy effectors lack this type of motif, making its use
limited (Touhara et al., 1995; Barr et al., 2000; Davis et al.,
2005). Even in the absence of a defined molecular motif for
Gy binding, several studies have shown that basic amino
acids have important roles on binding and modulation of
effectors, such as BARK, GIRK, voltage-dependent calcium
channels, and phospholipase C (Koch et al., 1993; Touhara
et al., 1994; Krapivinsky et al., 1998; Canti et al., 1999; Barr
et al., 2000). More recently, it has been shown that the GlyR
contains two basic motifs in its IL that are responsible for
GpBy modulation (Yevenes et al., 2003, 2006). In the present
study, we examined these motifs using three approaches:
1) in vitro binding studies with GST pull down, 2) modeling/
docking in silico calculations, and 3) functional assays of
GBy-modulated ion channels to obtain a sequence for the
design of a small peptide with the capacity to block the action
of GBv. In agreement with other previous studies, we found
that the N-terminal motif of the IL exerted an important role
for GBvy binding. The central region, on the other hand, was
unable to bind Gfvy, which agrees with functional studies
(Yevenes et al., 2006). Surprisingly, we did not detect signif-
icant GBvy binding to the C-terminal region, a finding which
contrasts with a proposed role of this motif in functional
modulation (Yevenes et al., 2006). However, it is possible

that expression of the fusion protein altered the secondary
structure of the C-terminal region. These results were well
supported by the docking analyses that revealed a higher AG
for binding of the N-terminal region compared with the C-
terminal region of the GlyR IL and confirmed previous re-
sults (Yevenes et al., 2006), indicating that the N-terminal
region is very important for the direct binding of GRvy. The
C-terminal motif, on the other hand, presents a smaller GBvy
binding capacity, but it might be important for the conforma-
tional changes controlling channel gating (Yevenes et al.,
2008).

Based on these results and to try to interfere with GBy-
mediated modulation, we designed a mini-peptide with the
first 17 amino acids of the IL (RQH peptide). As expected,
the peptide produced an inhibition of the binding of G+ to
the entire IL of GlyR using an in vitro interaction assay. In
addition, we found that the binding of ct-BARK and GIRK1 to
GBy in the GST assay was also reduced by the peptide, in
agreement with the existence of somewhat overlapping re-
gions with distinct effectors (Ford et al., 1998). Finally, func-
tional assays showed that the RQH peptide affected two
GBy-linked responses: activation of GIRK by GABAj recep-
tor and potentiation of a1 GlyR by ethanol (Kaupmann et al.,
1998; Yevenes et al., 2003). The data support the conclusion
that these inhibitions were produced by binding of the RQH
peptide to effector recognition regions in GBvy. Accordingly,
the RQH peptide appears to behave as a scavenger as we



showed that it can interact and block the effects of GBy in two
effectors (GlyR and GIRK). RQH did not have any apparent
effects on GlyR properties and function, suggesting that pre-
vious release of GRvy is necessary to exert its blocking action.
Furthermore, although the data cannot exclude the possibil-
ity that RQH affects the binding of GBvy to Ga subunits, we
believe that it is unlikely that it would activate G proteins
and subsequently block the GBvy dimer. In conclusion, the
newly identified RQH was able to inhibit the binding of
several effectors to GBy and ethanol potentiation, without
noticeable changes on the properties of the GlyR or general
cell function, opening new possibilities to design small mol-
ecules that interfere with signal transduction.

In relevance to alcohol abuse, it is now accepted that GlyRs
are a major target for the intoxicating effects of ethanol as
suggested by previous studies from our and other groups
(Aguayo et al., 1996; Findlay et al., 2002; Molander et al.,
2005, 2007). Therefore, the present results are relevant
because we show that a small heptadecapeptide can an-
tagonize the alcohol effect on an LGIC, opening new pos-
sibilities for the study of small organic molecules that can
interfere with the intoxicating effect of ethanol, which sup-
ports previous work in relation to the development of com-
pounds that can affect G protein activity (Davis et al., 2005;
Bonacci et al., 2006).
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Abstract: A semiempirical methodology to model the intra-phycocyanin and inter-phycocyanin fluorescence reso-
nance energy-transfer (FRET) pathways in the rods of the phycobilisomes (PBSs) from Fremyella diplosiphon is pre-
sented. Using the Forster formulation of FRET and combining experimental data and PM3 calculation of the dipole
moments of the aromatic portions of the chromophores, transfer constants between pairs of chromophores in the
phycocyanin (PC) structure were obtained. Protein docking of two PC hexamers was used to predict the optimal dis-
tance and axial rotation angle for the staked PCs in the PBSs’ rods. Using the distance obtained by the docking pro-
cess, transfer constants between pairs of chromophores belonging to different PC hexamers were calculated as a
function of the angle of rotation. We show that six preferential FRET pathways within the PC hexameric ring and
15 pathways between hexamers exist, with transfer constants consistent with experimental results. Protein docking
predicted the quaternary structure for PCs in rods with inter-phycocyanin distance of 55.6 A and rotation angle of
20.5°. The inter-phycocyanin FRET constant between chromophores at positions (155 is maximized at the rotation
angle predicted by docking revealing the crucial role of this specific inter-phycocyanin channel in defining the com-
plete set of FRET pathways in the system.

© 2007 Wiley Periodicals, Inc. J Comput Chem 28: 1200-1207, 2007
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Introduction

Cyanobacteria and eukaryotic red algae contain elaborate light
harvesting antenna complexes in addition to chlorophyll mole-
cules. These antenna systems absorb the incident sunlight in por-
tions of the visible spectrum poorly utilized by chlorophyll and
convey the energy to the photosynthetic reaction centers through
a fluorescence resonance energy-transfer (FRET) mechanism.' ¢
Each antenna system is made up of chromophore-containing pro-
teins called phycobiliproteins (PBPs). The PBPs are arranged in
subcellular structures called phycobilisomes (PBSs) at the sur-
face of the thylakoid membranes.”® The PBSs allow the chro-
mophores to adopt an appropriate geometry for the capture of
light and the transfer of energy with an impressively high effi-
ciency.”'® PBSs from different species differ in their polypep-
tide composition. However, they share a general common mor-
phology that consists of a core of face-to-face cylinders formed

by staked trimeric discs of PBPs and several rods that radiate
from the core, composed of back-to-back stacked hexameric
discs of PBPs.'""'? Each PBP consists of v and § polypeptide
subunits to which one or more linear tetrapyrrole chromophores
are covalently attached. These « and [ subunits associate to
form «f monomers and six of these monomers form the (af3)¢
hexameric units, which pile up to form the PBS rods. Phycocya-
nin (PC) is one of the PBPs that is present in the rods of the
PBSs. The chromophore in PC, phycocyanobilin, is attached by
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cysteinyl thioether linkages at positions ag4, Jg4, and [iss in the
« and (3 subunits.

The supramolecular structures of PBSs have been determined
for many organisms including Synechocystis,'*'* Synechococ-
cus,”” '® and Anabaena.'"'® However, the study of light transfer
in PBSs remains a challenging task from both an experimental
and theoretical point of view. Since the first three-dimensional
high resolution structure of a PC was reported,® considerable
efforts have been devoted to modeling the energy-transfer proc-
esses among chromophores within and between (o) hexameric
rings.”' =2 Forster”™ introduced a very basic formulation for the
energy-transfer mechanism between two chromophores, the so-
called FRET mechanism. A fluorescent molecule (the donor) is
excited, after which its energy is nonradiatively transferred to a
second molecule (the acceptor), which becomes excited while
the donor molecule returns to the electronic ground state. This
process occurs under resonance conditions, i.e., under conserva-
tion of the total energy. Part of the electronic energy may be
transformed into vibrational energy resulting in small inefficien-
cies due to thermal dissipation. The original theory of FRET
was derived under strong assumptions: long-range dipole—dipole
transfer regime and single-chromophore interactions. Dexter®’
improved the formulation of FRET to include higher multipole
and exchange interactions. Recent experimental and theoretical
developments have suggested the necessity of a theory of FRET
considering multichromophoric processes.”* 2> However, the
original Forster’s formulation of FRET has been confirmed to be
an excellent approximation to model the light transfer processes
occurring in PBPs. >

In his formulation, Forster* ™ defined an energy-transfer con-
stant characterized by the spectroscopic properties and the inter-
action geometry of the participating chromophores. The latter is
known as the geometric factor and includes the distance between
the centers of mass for each pair of chromophores and the
dipole—dipole orientation coefficient and is the most influential
term in the Forster equation.®® Distances between chromophores
can be extracted easily from high resolution structures of PBPs,
however dipole—dipole orientation coefficients need the determi-
nation of the direction of the dipole moment of the chromo-
phores. To obtain the direction of the dipole moments, Schirmer
and colleagues, as a first approximation, fitted a line to the con-
jugated part of the chromophores by least squares methods.>® A
more advanced determination of the dipole moment of chromo-
phores in PC has been carried out by Scharnagl and Schneider.*
They used the PPP method and considered the whole chromo-
phores and their surrounding amino acid residues as a “super
molecule” and concluded that the direction of the dipole
moments is essentially parallel to the long axis of the chromo-
phores. Despite FRET formulation being strongly dependant on
the dipole moments of the interacting chromophores, all studies
of FRET in PBSs up to this date have been carried out using
dipole moments determined as fitted lines to either the conju-
gated part or the long axis of the chromophores, approximations
that are not well justified.

Here, we present a semiempirical methodology to determine
the direction of the dipole moment of the chromophores in PC
and model the intra-PC and inter-PC FRET pathways in the
PBSs from Fremyella diplosiphon®' In section one, we present
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PM3 semiempirical dipole moments for the chromophores in PC
and use Forster’s formulation of FRET to determine intra-phyco-
cyanin preferential light transfer pathways. In section two, a pro-
tein docking of two PC hexamers is presented to determine the
optimal distance and axial rotation angle for the staked PCs in
the PBSs’ rods. In section three, using the distance determined
by docking, inter-phycocyanin FRET pathways were studied as
a function of the inter-phycocyanin rotation angle.

Methods

According to the Forster formulation of FRET,>™*% the fre-
quency of energy transfer events between a donor—acceptor pair
of chromophores is defined by the so-called transfer rate con-
stant, Kpa, given by:

Kpa = CGSI ey

where C is a collection of constants, G is the geometric factor, S
includes the spectroscopic properties of the interacting chromo-
phores, and [ is the overlap integral between the emission and
absorption fluorescence spectra of the donor and acceptor chro-
mophores, respectively.

In eq. (1), the constant C includes the Avogadro number, Na,
and the refractive index of the surrounding medium, 7,

91In10
= 2
12875 Nan* 2
The geometric factor G,
2
K
G =", ©)
Rba

includes the distance between the centers of mass for each pair
of chromophores, RDA, and the dipole—dipole orientation coeffi-
cient:

kpa = finfia — 3(fip Fpa)(fia FDA), “4)

where [ip and fis are unit vectors in the direction of the dipole
of the donor and acceptor chromophores, respectively, and 7pa
is the unit vector along the line that passes through both donor
and acceptor centers of mass. The term § is given by:

S= %Em )
™D
where ®p and 7p are the quantum efficiency and the life-time of
the fluorescence process of the donor chromophore, respectively,
and €4 is the molar extinction coefficient of the acceptor chro-
mophore. Finally, the term / is given by the following integral:

I= / " Fo()AA (NN, (6)
0

where Fp(A) and Ax(A) are the normalized fluorescence spec-
trum of the donor and absorption spectrum of the acceptor chro-
mophores, respectively.

The atomic coordinates of the constitutive phycocyanin (PC)
from Fremyella diplosiphon were extracted under accession
code 1 cpc from the Protein Data Bank. This structure was
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Table 1. Quantum Efficiency, @, Fluorescence Life time, 7, and Molar
Extinction Coefficient, €, for the Chromophores.

ex 1078
Chromophore () T (ns) (cm® mol™h)
Qg 0.23 1.50 1.15
Bga 0.19 1.45 0.70
B1ss 0.25 0.93 1.12

Data were taken from ref. 33.

obtained by Duerring et al.>' from X-ray data with an R-factor
of 18.1% and resolution of 1.66 A. Each unit cell consists of
two «f heterodimers, which each contain three tetrapyrrole
chromophores (phycocyanobilins) at positions ags, (g4, and
B1ss. The (afl)¢ hexameric ring (containing 18 chromophore
molecules) was obtained by the application of the R3-symmetry
generator. The labeling of the subunits is in accordance with the
symmetry operation as suggested in ref. 36.

The dipole moment of the aromatic portion of each chromo-
phore was calculated as a single point for their conformation in
the PC hexamer using the PM3 semiempirical method®’ imple-
mented in Gaussian 98.*® The correct hybridization of the atoms
in the aromatic portions was maintained by substituting the con-
nected non-hydrogen atoms with hydrogen. The distance
between the centers of mass for each pair of chromophores was
calculated after transforming the atomic coordinates from the
standard system of reference (Gaussian output) to the actual
coordinates in the PC structure.

Values for the parameters contained in the S and [ terms
were taken from ref. 33 and are shown in Tables 1 and 2. These
are experimental values for the chromophores in PC from Syne-
chococcus sp. PCC 7002 and are assumed to be valid for the set
of chromophores in PC from Fremyella diplosiphon studied in
the present work based on the structural similarity of the chro-
mophores.”' In addition, both PCs share the same residues that
modulate the spectral properties of the chromophores through
Coulombic and van der Waals® interactions.?'** The refractive
index, n, was set to the value 1.567 on the basis of experimental
results. 40!

To define the geometrical arrangement adopted by the
stacked PCs in the rods of physiological phycobilisomes (PBSs),
two PC hexamers were docked using the program BiGGER***

Table 2. Fluorescence Overlap Integral, /, Between Donor—Acceptor Pair
of Chromophores.

with an angular step of 15°. The 5000 models generated are pre-
sented ranked according to five different parameters: geometric
complementarity, side chain contacts, electrostatic energy, solva-
tion energy, and global score. The latter is a value defined by
BiGGER that combines the former four parameters to indicate
the likeliness of a model to represent a near-native solution and
it ranges from O to 1. To have a representative sample of the
best putative models, the 20 top scored models for each of the
five interaction parameters calculated by the software were
selected. Each of the selected models was then visually
inspected to determine whether they did or did not show the
back-to-back type of interaction reported for PCs in rods as seen
by electronic microscopy,'"'®* ie., PC hexamers positioned
one on top of another maintaining an axial symmetry. Displace-
ment along the symmetry axis passing through both centers of
the PC rings and rotations around the same axis were considered
to cluster the putative models. The inter-phycocyanin distance of
the models in the best scored cluster was then used for investi-
gating inter-phycocyanin FRET constants as a function of the
angle of rotation. Because of the threefold symmetry of the sys-
tem, a rotation range of 120° was studied.

In this work, to describe energy transfer between chromo-
phores, we use the term pathway. This term refers to single or
multiple consecutive steps of energy transfer between pair of
chromophores where the Forster constants are the highest for the
system. Preferential pathways refer to those pathways that are
compatible with empirical information and also with a global
model for energy transfer.

Results and Discussions

Intra-Phycocyanin Preferential Light Transfer Pathways

Table 3 shows the mass centers and PM3 dipole moments
obtained for the aromatic portions of the phycocyanobilins in
the unit cell of PC from Fremyella diplosiphon. Using the data
in Tables 1-3, FRET constants were determined for all possible
acceptor—donor pairs within a hexamer of PC. Light transfer
between chromophores a§4—ﬁ§4(and their symmetry equivalents
ags—PBasand ag—33,) are the fastest, taking 5.96 ps on average.
These are followed by transfer steps between chromophores agy
—B324(and their symmetry equivalents agi—Basand agy—BLs) with
an average time of 9.86 ps and between chromophores ahg—rs
(and their symmetry equivalents ag—az, and agy—ad,) with an

Table 3. Mass Center and PM3 Dipole Moment for the Aromatic
Portions of the Chromophores in the Unit Cell of Phycocyanin From
Fremyella diplosiphon (pdb Accession Code lcpc).

Acceptor Chromophore Mass center PM3 dipole moment
Donor s Fas fiss ok [29.26, —26.34, 12.23] [0.81, —0.67, —0.69]
Bha [—17.56, —10.77, 17.32] [~0.56, —0.11, 0.96]

oga 4.50 7.49 2.16 Biss [~15.02, —43.93, 8.43] [0.42, 0.20, 1.85]
Bga4 3.47 6.96 1.25 a§’4 [—33.52, —20.71, —12.39] [—1.84, —0.74, 0.94]
Biss 7.81 9.97 5.60 38, [15.36, —13.83, —17.49] [1.02, —0.35, —1.14]
s [7.22, —46.12, —8.34] [—0.91, 0.43, —2.18]

Data were taken from ref. 33.
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Table 4. Highest Intra-Phycocyanin Fluorescence Resonance Energy
Transfer Constants.

Distance

Pair (A) K KpL (ps) Kxb (ps)
ad—B% 20.6 —1.04 5.98 9.20
agi—Bis 20.6 —1.04 5.94 9.15
as—Ba 20.6 —1.04 5.96 9.18
ag—B4 20.6 —0.802 10.0 15.4
P 20.6 —0.810 9.86 15.2
g~ 20.6 —0.815 9.73 15.0
abragy 26.3 1.13 22.6 22.6
agi—agy 26.3 1.13 22.6 22.6
ag—ads 26.3 1.13 22.6 22.6
Blss—B%s 27.9 —0.658 44.7 44.7
Biss—B1ss 27.9 —0.658 44.7 44.7
Biss—Biss 27.9 —0.660 445 44.5

For each of the interacting pair of chromophores, distances between their
mass centers and orientation coefficients (k) between their dipole
moments are shown. The reciprocal of the forward (1/Kps) and back-
ward (1/Kap) Forster constant in picosecond units are also included. The
latter are estimates of the time a photon takes to be transferred from the
donor chromophore (D) to the acceptor chromophore (A) and vice versa.
Because the PC hexamer under study was created by applying symmetry
operators to the structure of a dimer, transfer constants between pair of
symmetry equivalent chromophores (e.g., g —B8, ads—Pi, and ay—
B3y are very similar.

average time of 22.6 ps. All the above-mentioned transfer steps
can be joined to define three internal pathways: [Bas—cgy—ady—
534], [5%4—04§4—04§14—52?4], and [534—(134—(1{;4—534} These path-
ways connect chromophores [g, from different trimers in 43.6
ps. B155—155 light transfer steps take 44.6 ps on average and on
their own define three external pathways: [Blss —03s 1,
[BEssBis4, and [Biss—Biss] connecting chromophores 3,55 from
different trimers. Photons absorbed by any chromophore in the
upper trimer of PC will be transferred to chromophores in the
lower trimer of the PC hexamer by one of these pathways. We
refer to these pathways as preferential pathways and summarize
them in Table 4 and Figure 1.

The model for light transfer shown in Table 4 is striking in
that it only uses the 12 transfer steps with the shortest transfer
times out of the 153 possible pairs of chromophores inside a PC
hexamer. Six preferential pathways allow defining short intra-
phycocyanin transfer times, because of a small number of quick
steps per pathway (between one and three). This model is com-
patible with the short time and high quantum efficiency observed
for energy transfer in PBPs and PBSs.”' If we were to consider
the next shortest transfers, i.e., those between chromophores Baa
—B34, B24—B%, and B4—Pas, the model does not gain any extra
functionality as a pathway connecting chromophores (g4 from
different trimers already exists. Also, these steps are too slow
(101 ps) to be of importance in the energy transfer of a phycobi-
lisome in vivo.

An analysis of the intra-phycocyanin light transfer pathways
in rods of Fremyella diplosiphon has been previously pub-
lished.?" In their work, Duerring et al. approximated the dipole
moments to the line fitted to the conjugated portions of the chro-

Journal of Computational Chemistry

mophores, and reported dipole moments in the opposite direc-
tion, which differ on average by 150° to those reported in this
study. Transfer constants of 6.24, 38.3, and 108 ps for pairs
aga—s4, iga—aigq, and [3155—[1ss, respectively, were reported on
the basis of their calculations. The differences between the
results previously obtained and those presented here are princi-
pally because of the different determination of the dipole
moments of the chromophores. Because the n—n* electronic
transitions, for quantum states of the delocalized electrons
belonging to each chromophore are involved in the energy trans-

Fatss

4%
195

Figure 1. Intra-phycocyanin and inter-phycocyanin preferential light
transfer pathways in the rods from Fremyella diplosiphon, showing
the distances between the centers of mass of the chromophores.
Only the pathways in an (o), dimer of each hexamer are shown.
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Table 5. Clusters of the Putative Models for a Complex of Two Phycocyanin Hexamers from Fremyella

diplosiphon.
Number Surface Solvation Global Inter-phycocyanin Inter-phycocyanin
of models matching (Az) energy (kcal/mol) score rotation distance (A)

3 1519 —10.86 0.18 9.5° 55.4
16 1224 —10.16 0.52 15.0° 56.0

3 1427 —18.43 0.73 20.5° 55.6

1 1792 -9.75 0.00 24.5° 544

1814 —13.17 0.00 30.0° 54.0

13 1803 -9.17 0.00 35.5° 54.6

Positive rotation angles mean rotations of the lower PC anticlockwise around the symmetry axis passing through

both centers of the phycocyanin hexamers.

fer among chromophores, the previous calculations and our ones
have only considered the aromatic portion of these molecules to
calculate the dipole moments. In this work, we have introduced
a PM3 semiempirical calculation to determine the dipole
moments of the chromophores, whereas Duerring et al. used
Schirmer’s method of least squares to fit a line to the aromatic
portion of the chromophores. Moreover, the previous calcula-
tions neglected the spectral differences between the three types
of chromophores present in PC. Here, we have used experimen-
tally determined quantum efficiencies, life-times of fluorescence,
molar extinction coefficients, and overlap integrals between the
emission and absorption fluorescence spectra of the donor and
acceptor chromophores for the determination of Forster rate con-
stants. The only other quantum mechanical calculation of dipole
moments for chromophores in PBPs reported in the literature is
that for phycocyanobilins in PC from Mastigocladus lamino-
sus.>> In their calculations, Scharnagl and Schneider used the
PPP method and considered the chromophores and their sur-
rounding amino acids as a “super molecule.” However, coordi-
nates for the unit cell of PC from Mastigocladus laminosus were
never deposited in a public repository and a direct comparison
of the result of both calculations protocols is not possible.
Nevertheless, Scharnagl and Schneider concluded that the direc-
tion of the dipole moments is essentially parallel to the long
axis of the chromophores. Such a dipole will be similar to those
obtained by the least squares method proposed by Schirmer
et al.*, and in fact Debreczeny et al. by using both approxima-
tions for the dipole moments of the chromophores in PC from
Mastigocladus laminosus obtained similar FRET constants.>>

An experimental transfer time of 1 ps for the pair ags—(g4 in
trimers of PC from Synechococcus sp. PCC 7002 has been previ-
ously reported.*® This transfer time corresponds to transfer con-
stants of 1.42 ps from ag4 to (g4 and of 3.37 ps from (g4 to gy
(experimental transfer times are the reciprocal of the sum of the
forward and backward rate constants for a given pair of chromo-
phores). Zhang et al.>* have reported experimental transfer times
of 10 and 20 ps for chromophore pairs ags—ags and [1s55—31ss,
respectively, in hexamers of PC from Anabaena variabilis. These
correspond to rate constants of 20 ps for ags—ags and 40 ps for
B15s5—F1s5. On the basis of the agreement between these experi-
mental results and the calculations presented here, we consider our
estimates of Forster constant rates in PC from Fremyella diplosi-
phon to be an improvement to those previously published.?!

Journal of Computational Chemistry

Docking Model of a Complex of Two Phycocyanins

PBPs do not exist in isolation but rather form supramolecular
complexes called PBSs. To study the assembly of two PC hexam-
ers in the rods of the PBSs from Fremyella diplosiphon, a protein
docking was performed using the software BiGGER. From the
5000 putative models of the complex of two PC hexamers gener-
ated by BiGGER, only the 20 top-scored solutions for each of the
interaction parameters calculated by the software were selected. It
is noteworthy that the 20 best evaluated models according to the
BiGGER global score showed the expected back-to-back interac-
tion type for PCs in PBSs’ rods.""'"®* Conversely, none of the 20
top models for the electrostatic energy parameter showed this type
of interaction. Nineteen out of the 20 top scored complexes
according to interaction surface, and 11 out of the 20 top scored
by solvation energy presented the expected interaction type.
Because of the low discriminatory power of the lateral chain inter-
action parameter (the top 1579 models were assigned the same
value), no models using it were selected.

The 50 selected solutions corresponded to 42 different puta-
tive models. Solutions were clustered based on inter-phycocya-
nin rotation angle and distance. Because of the threefold symme-
try of the system, models with PCs rotated 120° around the axial
axis were considered equivalent. Also, models where the probe
PCs just differed by a few Angstroms of translation along a non-
principal axis were considered to be equivalent. The resulting
six clusters (Table 5) showed inter-phycocyanin distances rang-
ing from 54 to 56 A, and rotation angles ranging from 9.5° to
35.5°. Where one PC is upside-down (rotated 180° around a
nonprincipal axis) the existence of a screw angle between the
upper and lower trimers in PC hexamers results in models that
show angles of rotation different from multiples of the angular
step (15°). Therefore, because of the symmetry of the system
studied, although we used an angular step of 15°, we have found
solutions, which differ from each other by only 5°.

As shown in Table 5, models with an inter-phycocyanin
rotation angle of 30° have the highest surface matching area.
This result has been reported by Stec et al. who performed a
hexamer contact search for PC from Cyanidium caldarium.
However, the relationship between geometric complementarity
and the different energetic contributions to the stabilization of a
system are not necessarily trivial as has been shown for trimers of
PC from Fremyella diplosiphon® In fact, Table 5 shows that the
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Table 6. Highest Inter-Phycocyanin Fluorescence Resonance Energy—
Transfer Constants at Inter-PC Distance of 55.6 A and 20.5° Inter-PC
Rotation.

Distgnce Kﬁ}x K;llj

(A) K (ps) (ps)

BBy 24.0 1.23 13.7 13.7
Bias—Bea 24.0 1.23 13.7 13.7
BB 24.0 1.22 13.8 13.8
a—B24 33.5 —1.78 38.1 58.6
agi—B3 33.5 —1.79 38.0 58.5
ag—Bas 33.5 —1.79 38.0 58.6
Biss—Biss 39.3 1.90 41.2 412
Biss—Biss 393 1.90 412 412
Bs—Blss 39.3 1.90 41.2 412
ad—ogs 31.3 1.24 53.5 53.5
ag—agy 31.3 1.24 53.5 53.5
a-agy 31.3 1.24 53.4 534
Bi—ady 33.5 —-1.75 60.5 39.3
Bia—cvis 33.5 —~1.75 60.4 39.2
BE—aka 33.5 -1.75 60.4 39.2

Chromophores on the left belong to the upper phycocyanin hexamer, and
the ones on the right (marked with an asterisk) belong to the lower hex-
amer in the complex.

best scored solutions are those in the cluster with inter-phycocya-
nin distances of 55.6 A and a rotation angle of 20.5°. The three
solutions in that cluster have the highest solvation energies, and
appear in the third, fourth, and sixth positions of the global score.
Therefore, these inter-phycocyanin distance and rotation angle
were used for the study of the inter-phycocyanin transfer path-
ways. Similar results (inter-hexamer rotation of 23° and inter-
phycocyanin distance of 55.1 A) have recently been obtained for
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PC rods from Gracilaria chilensis by using a different docking
algorithm.*®

Inter-Phycocyanin Preferential Light Transfer Pathways

We can extend our intra-phycocyanin preferential transfer pathways
model to include inter-phycocyanin transfers. On the basis of the
above-mentioned docking results, we assume that two neighboring
PCs in the rods from Fremyella diplosiphon’s PBSs are rotated
20.5° from each other with a distance between their mass centers
of 556 A. If we limit our search to transfers between chromo-
phores in the lower trimer of the upper PC, and the upper trimer of
the lower PC, 81 paths exist. Similarly to intra-phycocyanin trans-
fers, in the inter-phycocyanin transfers one group is by far faster
than the rest. The 15 preferential pathways are shown in Table 6
and Figure 1. The closest chromophores in the complex containing
two PC hexamers are those attached to positions [3g4. Not surpris-
ingly, (g4~ transfer takes on average 13.7 ps (where * means
that the chromophore belongs to the lower hexamer of the com-
plex). The next closest pair of chromophores corresponds to those
in positions ag4. However, their interaction is not the second fastest
but the fourth with transfer taking on average 53.5 ps. Interestingly,
the [3155—01%ss pairs are the most separated, yet the high orientation
coefficient for their dipole moments position them as the third
quickest transfer. These cases confirm the importance of not only
the distance, but also the orientation factor in the Forster formula-
tion. Transfers from chromophores agy to (& and from chromo-
phores [g4 to agy are also included in the preferential pathways.
The six intra-phycocyanin preferential light transfer pathways
become 15 inter-phycocyanin preferential light transfer pathways.
Figure 2 shows the agsy—afy, agy—0F: . Osa—ady, Bea0Pis .
and [(55—(f%s inter-phycocyanin transfer constants between
neighboring hexamers as a function of the inter-phycocyanin
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Figure 2. Forster constants for inter-phycocyanin FRET pathways as a function of
the inter-phycocyanin rotation angle. An inter-phycocyanin distance of 55.6 A has

been assumed.
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rotation angle. The analysis of the curves reveals that the trans-
fer constant between chromophores [g4—(g reach a maximum
far higher than that on optimally packed rods (inter-phycocyanin
rotation of 20.5°). The rest of the preferential pathways in the
optimally packed rods show transfer constants similar to the
maximum obtained in this study. The (3;55—3%s pair is the only
inter-phycocyanin pathway connecting (55 chromophores from
neighboring hexamers. Remarkably, the transfer between chro-
mophores at positions (3155 is maximized at the angle of rotation
predicted by the docking model. This indicates the crucial role
of this inter-phycocyanin channel in defining the complete
FRET process in Fremyella diplosiphon’s PBSs.

Duerring et al. assumed an interhexamer distance of 60 A
and no interhexamer rotation when studying inter-phycocyanin
transfer pathways, quoting crystal packing, and electron micro-
graphs as guidelines.”’ The only strong coupling reported was
Os4—Pdy with a transfer constant of 46.7 ps. In this report, we
have been able to identify 15 channels of energy transfer
between neighboring PC hexamers. Depending on what chromo-
phore is initially excited, our results show that the energy will
be transferred to the neighboring PC hexamer between 13.7 and
85.8 ps. These transfer constants are in agreement with experi-
mental transfer times in the range of 45 to 130 ps along PC rods
composed of one to four hexamers.*’

Conclusions

Using the Forster formulation of FRET and combining the PM3
calculations of the dipole moments of the aromatic portions of the
chromophores, docking process via BIGGER software, and exper-
imental data for quantum efficiencies, lifetimes of fluorescence,
molar extinction coefficients, and overlap integrals, a semiempiri-
cal methodology to model the intra-phycocyanin and the inter-
phycocyanin FRET pathways in PBSs from Fremyella diplosi-
phon was developed. We identified six intra-phycocyanin and 15
inter-phycocyanin FRET preferential pathways, with transfer con-
stants in agreement with experimental results. It seems that
whereas the intra-phycocyanin pathways are optimized for speed,
the inter-phycocyanin pathways maximize the number of channels
of transference between neighbor hexamers. Our study also pre-
dicts the quaternary structure of a rod from Fremyella diplosi-
phon. The study of the inter-phycocyanin FRET pathways
between pairs of chromophores belonging to different PC hexam-
ers as a function of the inter-phycocyanin rotation angle reveals
the crucial role of the inter-phycocyanin channel connecting 355
chromophores to define the complete set of FRET pathways in
the system. We conclude that the close agreement between exper-
imental results and our theoretical calculations, as well as the cor-
respondence between the inter-phycocyanin angles of rotation cal-
culated so as to maximize inter-phycocyanin FRET constant and
that calculated by protein docking to be the result of the use of
PM3 dipole moments for the chromophores in this study.
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Abstract

Phycocyanin is a phycobiliprotein involved in light harvesting and conduction of light to the reaction centers in cyanobacteria and red algae. The
structure of C-phycocyanin from Gracilaria chilensis was solved by X-ray crystallography at 2.0 A resolution in space group P2;. An interaction model
between two PC heterohexamers was built, followed by molecular dynamic refinement. The best model showed an inter-hexamer rotation of 23°. The
coordinates of a PC heterohexamer (o3)s and of the PC—PC complex were used to perform energy transfer calculations between chromophores pairs
using the fluorescence resonance energy transfer approach (FRET). Two main intra PC (B8 5 T8 5 108 1882 and 185°% — 1853) and two main inter

PC (53> —"B5? and B> — "BY>?) pathways were proposed based on the values of the energy transfer constants calculated for all the chromophore pairs

in the hexamer and in the complex.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Phycobilisomes (PBS) are auxiliary photosynthetic complexes
present in cyanobacteria and eukaryotic red algae. They are
composed of phycobiliproteins (PBP) and linker polypeptides.
Phycobiliproteins are highly fluorescent proteins due to the
presence of covalently bonded chromophores to their cysteine
residues, which provide them the functional properties to absorb
light at a range of the visible spectrum not fully utilized by
chlorophyll. Therefore, improving the light harvesting ability of
the algae that contain them [1-3].

Phycobilisomes share a general common morphology [4] that
consists of a core of face-to-back cylinders formed by stacked
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discs of PBP and several rods that radiate from the core composed
of stacked back-to-back discs of PBP. Linker polypeptides are
responsible for the maintenance of this structure, providing the
necessary structural environment for efficient energy transfer and
for the interaction with the photosynthetic reaction center [1,5].

The phycobilisome of Gracilaria chilensis contains three
phycobiliproteins: Phycoerythrin (PE), phycocyanin (PC) and
allophycocyanin (APC) [6,7]. The absorption and emission
spectra of these proteins overlap, which allows a non-radiative,
direct and efficient transfer of the excitation energy among them
(PEA? 1ax=566 nm PEA®™.,=574 nm; PCA®,.=621 nm
PCA™ =640 nm; APCA?,,x=651 nm APCA®™ ,,,,=660 nm).
This transfer is channeled along an energy gradient from the rods
to the core and finally transferred to chlorophyll @ in the
thylakoid membrane [1,3].

In G. chilensis, the rods are composed of phycoerythrin and
phycocyanin [6]. The three dimensional structure of phycoery-
thrin from this algae was reported in 2001 [7]. The structure of the
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next component of the rods, phycocyanin, is now presented in this
paper. The structures of other phycocyanins from Fremyella
diplosiphon (1cpc) [8], Spirulina platensis (1gho) [9], Synecho-
coccus vulcanus (1i7y) [10,11] and Synechococcus elongatus
(1jbo) [12] have been reported previously. The structure of
phycocyanin from Polysiphonia ureceolata (1£99) [13] and
Cyanidium caldarium (1phn) [14] have also been reported. These
structures present a common subunit organization that consists of
one o subunit (with cyanobilin (CB) associated to Cys84) and one
B subunit (with cyanobilins covalently attached to Cys82 and
Cys153). They interact to form a heterodimer (o3) or a “pseudo
monomer” that aggregates to form an hexameric ring (o.f3)q able to
pile up to form the main frame of a rod.

The rods in phycobilisomes normally include two or more
phycocyanin hexamers and in this alga there are also one or more
PE hexamers. Theoretical and experimental studies have been
reported regarding the light transfer among chromophores inside
one hexameric ring [8,14—17], including models that represent
the energy transfer between hexamers [8,14,16]. In these studies,
preferential energy transfer pathways have been proposed from
data calculated using the Forster resonance approach [18],
considering only the chromophore—chromophore distances and
a Forster radius of 50 A as approximation [8] or the orientation
among the transition dipole moments in one trimer of
phycocyanin [19,20].

This paper reports the three dimensional structure of
phycocyanin from G. chilensis, the building of a docking model
of two PC hexamers refined by molecular dynamics and the
determination of the constants for the energy transfer in resonance
between pairs of chromophores. For the latter purpose the
orientation factors between pairs of chromophores were calculat-
ed from the dipole moments of their aromatic portions. The
transfer constants were used to propose preferential pathways for
the light conduction intra and inter hexamers of phycocyanin.

2. Materials and methods
2.1. Protein purification and crystallization

Phycocyanin from G. chilensis was purified according to
Gantt [21]. Phycobiliproteins were extracted from algae collected
at Coliumo Bay, Dichato, after maceration of N,;-frozen algae, in
20 mM phosphate buffer pH 7.0. The extract was fractionated
with ammonium sulphate (30% and 60% saturation). The pellet
was dissolved in distilled water and dialyzed against 5 mM
phosphate buffer pH 7.0. The phycobiliproteins were separated by
anion exchange chromatography (Fractogel EMD DEAE 650S)
in an FPLC system (Merck-HITACHI) using 5 mM phosphate
buffer as an equilibrium buffer and eluting the proteins with a
linear gradient from 5 to 300 mM sodium phosphate pH 7.0. The
phycobiliprotein content of the eluted fractions was analyzed by
absorption at 566 nm, 621 nm and 651 nm. The phycocyanin-rich
fraction was dialyzed against 900 mM phosphate pH 7.0 to
precipitate phycocyanin and separate it from other phycobilipro-
tein contaminants. The phycocyanin precipitate was dissolved in
I ml of 50 mM phosphate buffer pH 7.0. The protein
concentration was estimated by the absorption at 280 nm and

the purity was assessed by 12.5% SDS-PAGE and absorption and
emission spectra. Crystals were grown by the vapor-diffusion
method using sitting-drop insets at 291 K. 1 ml of 50 mM HEPES
buffer pH 7.0, 1.2 M ammonium sulphate was used in the
reservoir. The 10 ul droplet contained reservoir solution and
protein at a concentration of 18 mg ml™ ' in a 1:1 ratio.

2.2. Data collection, structure solution and refinement

The data was collected at the IMCA-CAT Synchrotron in
Argonne with an ADSQ detector with an exposition time of 10 s
per frame (1.=1.00 A) and processed with XDS [22]. The initial
phases were obtained by Molecular Replacement [23,24] in the
program package CNS [25] using the structure of C-phy-
cocyanin from Spirullina platensis (1gho) [9] as a searching
model. Sessions of manual rebuilding with TURBO FRODO
[26] and refinement with CNS were performed. Lateral chains
were assigned according to the residual electron density maps
and to multiple sequence alignment of homologous proteins.
After several cycles of refinement in the resolution range 60—
2.0 A the Ryon and Ry converged. The stereochemistry was
verified with PROCHECK [27] and the refined model was
deposited in the Protein Data Bank (code 2bv8).

2.3. Phycocyanin—phycocyanin interaction model

The coordinates of 2bv8 were used for the docking procedure
of two phycocyanin molecules performed with the program
ZDOCK [28,29], with 6° angular steps. The docking models were
scored by the program considering desolvation, electrostatic and
hydrophobic contributions [30—32]. The models generated were
then analyzed to select those in agreement with the reported
electron micrographs images [4]. The selected models were
characterized by the number of hydrophobic residues in the
interface using the protein—protein interaction server [33] and by
the number of H-bonds in the interface using the program
HBPLUS [34]. The highest scored rigid model was refined by
molecular dynamics using the Force Field OPLS/AA [35] with
the program GROMACS [36], with which a simulated annealing
protocol for 200 ps produced the convergence of the system. The
coordinates of the chromophores in the final PC—PC interaction
model were used to evaluate the energy transfer constants.

2.4. Energy transfer calculations

Forster theory has been confirmed to be a good approximation
to study the light transfer processes occurring in phycobilisomes
[19.,20]. Forster defines [18] a transfer constant kp 4, as a measure
of the frequency of events of energy transfer between a Donor
(D) and an Acceptor (A). By introducing appropriate constants,
the Forster equation can be expressed as a product of four terms.

kpa=C-G-S-1 (1)
where C is a collection of constants that considers a refraction

index n=1.567 [19,20,37,38], S include the spectroscopic
properties of the interacting chromophores, 7 is the overlap
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Table 1
Data collection, refinement and Ramachandran plot statistics

Data collection

Space group P2,
Unit cell A)

a 101.99

b 151.80

c 101.55

a=7y 90.00

p ) 117.45
Resolution (A) 2.0
Number of observed reflections 178,325
Number of unique reflections 172,985
Completeness (last bin) (%) 93.6 (80.4)
Rsym (last bin) (%) 6 (30)
o (1) (last bin) 18.9 (5.8)
Last resolution shell 2.0-2.12
Refinement
Protein atoms 15,024
Water molecules 1,008
Heterogenic atoms 780
Ruonc/ Ritee ) 19.9/23.1
Average B-factor, protein (Az) 28.4
Average B-factor, solvent (AZ), 53.4
Rms deviations bond length (A) 0.022
Rms deviations bond angle (°) 2.3
Rms deviations dihedral angle (°) 18.8
Ramachandran plot
Residues in core (%) 1,707 (95.2)
Residues in additional allowed (%) 81 (4.5)
Residues in not allowed (%) 6(0.3)
Non-glycine non-proline residues 1,794
Total number of residues 2,004

integral between the emission and absorption spectra of the
donor and acceptor chromophores respectively as described in
[20]. Considering the homology among phycocyanins [39] and
the structural similarity of the residues in contact with the
chromophores (Fig. 1), the experimental values included in the
terms S and / were assigned as those reported for Synechococ-
cus sp PCC 7002 [19,20]. The geometric factor G,
2
G =12t )
Rp4

includes the distances between the centers of mass for each pair
of chromophores R4, and the dipole orientation coefficient k4
as described in Eq. (3).

Kpa = fp Ly =3(p  Ppa) (fLyFpa) (3)

where [ip and fi4 are unit vectors describing the direction of the
transition dipole moments of the donor and acceptor chro-
mophores respectively and 7p 4 is the unit vector describing the

Fig. 2. Conformation of chromophores at &®*. A) Fo—Fc electron density map
showing the electron density of chromophore at o** in chain K. B) Superposition
of the chromophores at o®* in chains A (also representing chains C, M and O)
and E (also representing chain K).

direction of the line that connects the centers of mass of the
interacting chromophores. The transition dipole moments were
approximated to the dipole moments of the conjugated frag-
ments [40] of the chromophores reported in 2bv8 and calculated
by applying the semi empirical method PM3 Hamiltonian im-
plemented in the software Gaussian98 [41]. Energy transfer
steps with constants higher than 20 ns ' and 10 ns™ ' (transfer
times shorter than 50 ps and 100 ps) were used to define intra
and inter phycocyanin preferential light transmission pathways
respectively.

Fig. 1. Sequence and structural alignment of phycocyanin from G. chilensis. Sequence and structural alignment of o(A) and (B) subunits of C-phycocyanin from
G. chilensis (2bv8), F. diplosiphon (1cpc), Polysiphonia urceolata (1£99), S. platensis (1gho), S. vulcanus (1i7y) and S. elongatus (1jbo). The rmsd in A for the o and
B subunits on this comparison are respectively: lcpe: 0.64-0.78; 1£99: 0.43-0.52; 1gho: 0.62—0.74; 1i7y: 0.50-0.66; 1jbo: 0.51-0.64. The conserved regions are
shown with squares. The conserved helical regions are indicated by cylinders drawn at the top of the alignment. The cysteines to which the chromophores are bound are
indicated with a full grey inverted triangle. The conserved residues in contact with the chromophores in these structures are indicated by black triangles.
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3. Results and discussion

Although other phycobiliproteins are purified along with
associated linker polypeptides [42], SDS-PAGE analysis of the
purified phycocyanin of G. chilensis showed no presence of other
polypeptides besides the o and 3 subunits (data not shown).

Purple crystals appeared in one week and continued to grow
for three weeks as rombohedral sheets of 0.1 mm high and 1 mm
wide. The diffraction pattern of the crystals identified the P2,
space group with a=101.99 A, »b=151.80 A, b=101.55 A,
a==90.00°, y=117.45°. The structure was solved as de-
scribed in Materials and Methods, with data collection up to
2.0 A. Results on the data statistics, refinement and stereochem-
istry are shown in Table 1. The good quality of the molecular
replacement allowed fitting the template (1gho) onto the electron
density maps obtained and substituting the residues as required
by the electron density. The lateral chains of highly conserved
regions in the structures were maintained (Fig. 1). One hexamer
(af)e was identified in the asymmetric unit. As non-crystallo-

Fig. 3. Representation of the structure of phycocyanin from G. chilensis. A) Ribbon
representation of the o (light blue) and S (blue) subunits of C-phycocyanin of
G. chilensis. The chromophores are shown in ball and stick representation. B) The
molecule in the asymmetric unit. Ribbon representation of the heterohexamer (o)s.
The o subunits are chains A, C, E, K, M, O and the ff subunits are chains B, D, F, L,
N, P according to the structure deposited in the Protein Data Bank.

115A

Fig. 4. PC-PC docking model. Ribbon representation of the refined PC—PC
model. The general dimensions are indicated. The chromophores are shown in
black.

graphic symmetry was not used, each subunit was solved
independently 6 times providing confidence in the sequences
reported for the o and ff subunits. The higher similarity obtained
with BLAST [43] was, as expected, with PC from Gracilaria
tenuistipitata. Nevertheless, there is also a clear sequence and
structural similarity with all the other phycocyanins deposited at
the Protein Data Bank, as it is shown on Fig. 1. The final model
converged to a Ryox Of 19.9% and Rye. of 23.1%. The
stereochemistry was also adequate and it is reported on Table 1,
with the exception of Thr”®, which occupied a disallowed region
of the Ramachandran plot. This finding is present in all the
structures of phycobiliproteins reported until now, regardless the
type of phycobiliprotein or the space group. Asn 72 are
methylated in all solved PC, including the one reported in this
paper. The crystallographic data has been deposited at the
Protein Data Bank under the accession code 2bvS.

Phycocyanin from G. chilensis is formed by six o subunit (162
residues and one phycocyanobilin covalently bound to C**) and
six f3 subunit (172 residues and two phycocyanobilins associated
to C* and C'*). Fig. 2A shows the 2Fo—Fc electron density map
corresponding to phycocyanobilin associated to Cys 84 in chain
K. Both subunits contain a globulin like fold and they interact to
form a heterodimer (o) that oligomerises to a hexamer (of8)s as is
shown on Fig. 3. The structure allows the piling up and
organization in phycobilisome rods. The hexamer is stabilized
by hydrogen bonding and hydrophobic interactions. The
structural analysis shows that H-bonds that involve o subunits
are participating in the stabilization of the hexamer and those
between atoms of the 8 subunits are responsible for the lateral
stabilization of the trimer (o);. Aspartic acids (DL, D[lf , D,3;9)
interact with A and D rings of the respective chromophore. The
involvement of Aspartic acids maintaining the curvature of
phycobilins has been reported in all the phycobiliproteins [7,44]
and it may be a relevant feature for the biological activity.
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The docking procedure performed by ZDOCK [29] involved
a rigid body interaction of two hexamers of phycocyanin (PC).
The models generated were evaluated by the program using
desolvation, electrostatic properties and hydrophobic interac-
tions. The top models ranked by ZDOCK reproduced the piling
of PBPs as proposed by electron micrographs of the rods [4].
Even though it has been reported that for surface recognition a
rigid body approach is adequate, a molecular dynamics
procedure with the whole structure was performed in order
optimize contacts and to obtain better packed interaction
surfaces [45]. The docking complex with the highest hydro-
phobic character in its interaction surface was refined by
molecular dynamics as described in Materials and Methods.
This produced modifications in the surfaces while preserving
the relative position of the chromophores. The refined model
presents a surface with less hydrophobic patches and an in-
creased number of H-bonds (30 to 35) and salt bridges (3 to 7)
between hexamers. The final complex is shown on Fig. 4. A
rotation between hexamers was detected, which has previously
been reported by Stec et al. [14] in a docking model of
phycocyanin from C. caldarium. Thus, the best packing of the
hexamers in a rod should be accomplished by a rotation of one
over the other. This model allows a better packing of the side
chains, increasing the number of interactions and improving the
stability of the complex. This stable model was used to establish
the coordinates of every chromophore for the determination of
the energy transfer network in a PC—PC complex. Previous
studies performed by our group [40] for phycocyanin from F.
diplosiphon, show that a 20.5° rotation not only improves the
packing of hexamers in a PC—PC complex, but also allows the
participation of all the chromophores in the light transfer pro-
cess, explaining the high efficiency of the system.

The calculation of kp, between all chromophores pairs was
performed using the extended Eq. (1) with the orientation
factors calculated from the dipole moments as described in
Materials and Methods.

Our results confirm that the transfer constants are very de-
pendent on the geometric and spectroscopic factor of the
chromophores, but the dependence is stronger for the distances
between chromophore pairs as it is shown on Table 2. At iden-
tical distances, the geometric factor becomes more important.
Energy transfer steps for all chromophore pairs in our system
were calculated and the value of the inverse of the transfer
constant expressed in ps for the intra- or inter-phycocyanin steps
are shown on Table 2. As hexamers of phycocyanin present high
symmetry, in previous works, the analysis of possible light
transfer pathways were performed in 1/3 of the biological unit. In
our case, as the structure was solved with one hexamer per
asymmetric unit, slight differences in the conformation of
equivalent chromophores were detected, specially for the chro-
mophores at chain E(a3*) and K(o5*), which present a rotation of
ring D as shown on Fig. 2B. This conformational diversity also
contributes to the differences in the values of kp, or k,p for
equivalent pairs of chromophores. The most significant dif-
ferences are observed in the inter-hexamer steps of the pathway
shown on Table 2. Differences of distances and orientation
factors explain the different times obtained for equivalent steps.

Table 2

Characteristics of energy transfer steps between pairs of chromophores
Intrahexamer

Pair Distance(A) Angle (°) Kappa 1/kpy (ps)  1/kap (ps)
Internal energy transfer pathways

ot g3 20.6 61.33 -126 627 4.07
o 20.5 93.81 -1.17 717 4.66
oSt pi2 20.7 64.70 -127 639 4.15
<a— 32> 20.6 6.61 429
ool 25.6 66.75 1.18  16.90 16.90
o5t 25.6 88.71 137 13.10 13.10
ost—odt 25.6 81.03 126  15.00 15.00
<o®—oB> 25.6 15.00 15.00
e 20.7 74.45 -133 587 3.81
ot g2 20.6 64.13 -134 548 3.56
ot g 20.6 93.04 -1.12 784 5.09
<o 2> 20.6 6.39 4.15
External energy transfer pathways

B3t 26.2 158.08 152 563 5.63
B3 26.0 161.90 155 522 5.22
pP-p? 26.1 162.65 150 6.06 6.06
<p'B-p%3>  26.1 5.63 5.63
Interhexamer

Pair Distance(A)  Angle (°) Kappa 1/kps (ps)  kqp (ps)
Internal energy transfer pathways

g5t 22.02 72.24 098 12.67 12.67
g8z 1ps? 22.78 64.65 1.06  13.39 13.39
g2 12 21.23 74.14 098 1021 10.21
<Lp2Np> 22,03 12.09 12.09
External energy transfer pathways

1g}33_11pls3 39.37 151.30 147 6530 65.30
g3 _tgls3 38.38 148.87 149 57.15 57.15
1gi53_ligiss 36.91 147.15 151 4632 46.32
<ps3_tiphsss 3802 56.26 56.26
Other possible connections

lo§*-11p52 33.20 13.04 -1.65 41.93 64.55
To§t 182 31.66 10.21 -1.75 28.02 43.19
Al o 32.16 29.92 -1.86 27.18 41.86
LB g 3234 33.71 49.85
To§* Mot 31.57 76.12 134 4752 47.52
To§ Mo 29.83 96.98 145 29.19 29.19
Tod4 554 31.18 98.73 147  36.62 36.62
<dof > 30.86 37.77 37.77
1832 M5 32.64 10.94 -1.72 5349 34.74
182 1584 32.81 11.96 -1.63 6136 39.85
132 My 31.60 29.28 -1.89  36.53 23.73
<p2lgdts 3235 50.46 32.77

Distance: Distance between the donor acceptor mass centers, Angle: Measured
between the dipolar moments, Kappa: Geometric factor, 1/kp4: Donor—Acceptor
transfer rate, 1/k,p: Acceptor—Donor transfer rate. The identity of the hexamers
of the PC—PC complex is indicated by the roman numbers in superscripts: I for
the upper hexamer and II for the lower hexamer.

These effects may be additive considering that the PC—PC
complex is the result of a docking procedure.

The analysis of the energy transfer constants suggests two
main intra-phycocyanin pathways: '5° —'of* —To§* — 1582
and 'p3°* — 153 (these pathways are reproduced in each third
of the hexameric ring in equivalent subunits). Two preferential
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Fig. 5. Energy transfer pathways in a PC—PC complex. A) Representative internal energy transfer pathway. B) Representative external energy transfer pathway. The
protein is shown as a transparent matrix in which the chromophores are represented as sticks in different shades of grey in the three dimensional context. The darker
chromophores show the pathways. The average acceptor—donor transfer rates for each pair of chromophores are indicated.

energy transfer pathways from one PC hexamer to the next are
also described 52 — 5% and "BL3* — B33, These pathways
are indicated on Fig. 5. The total average transference time of
the internal and external preferential pathways shown in Fig. 5
is 63 ps and 68 ps respectively. Experimental values in the
range of 1 ps to 20 ps for the excitation transfer between
trimers and 45 to 130 ps between hexamers in a rod have been
reported [15,20,46,47]. In addition, calculated values using
comparable approaches in other C-PC show a similar ps time-
scale [14,16].

Most of the calculations performed with phycocyanin
hexamers indicate that the transfer between trimers in one
phycocyanin ring occurs through o® and identify %2 as the
donor between two PC hexamers. A complementary external
pathway can be also described through B'>>. As the chromo-
phore groups are distributed along the antenna in the biological
structure, every chromophore will receive light continuously
either from other chromophores or from the environment, which
validates the pathways through '>>.

4. Conclusions

Literature describes the analysis of the energy transfer
pathways using heterodimers (o) trimers (o3); or subcom-
plexes of phycobilisomes. In cases where the hexamer was used,
it was built using crystallographic symmetry. In this article, the
hexameric structure of phycocyanin from G. chilensis was
solved experimentally. As the asymmetric unit was the hexamer,
it was possible to detect slight differences between equivalent
subunits, representing more accurately the biological functional
unit.

The structure allowed to build a reliable model of the PC—PC
complex, a minimum unit of a rod in phycobilisomes and to

describe the light transfer pathways along the rod. The
theoretical approach used the Forster equation, previously
validated for monomers and trimers, was applied to the higher
complex PC—PC, describing two main transfer pathways: An
internal pathway of 63 ps that involves ** and o and an
external of 68 ps that involves 2.

The existence of two preferential independent pathways,
which repeat three times within the complex, explains the high
efficiency of the energy transfer in the phycobilisome. This
assures that every chromophore that absorbs light has an
acceptor, minimizing energy loss, constituting one of the
designs of nature that could be imitated for biotechnological
purposes.
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Abstract. Phycobiliproteins, the main polypeptidic components of the phycobilisomes (PBS), are biolog-
ical macromolecules arranged in complex interaction systems to perform light harvesting and conduction.
The optical properties of these systems can hardly be studied by conventional spectroscopic techniques.
Furthermore this techniques also involve laborious chemical extraction methods. Photoacoustic (PA) spec-
troscopy was successfully applied to an in sifu study of the phycobiliproteins expression in the eukaryotic
red algae: Gracilaria chilensis.

1. INTRODUCTION

Phycobiliproteins are water soluble chromoproteins found in cyanobacteria and eukaryotic red algae.
The phycobiliproteins have bilins covalently attached, which are open-chain tetrapyrroles and they ab-
sorb the light en the visible region on the spectrum. The phycobiliproteins are organized in subcellular
light-harvesting complex called phycobilisomes (PBS). These structures allow to the phycoproteins to
be arranged geometrically in a such manner which that optimize the capture of light and transfer of
energy. They absorb energy in portions of the visible electromagnetic spectrum that are poorly utilized
by chlorophyll. The PBS contain phycobiliproteins which are divided into three classes based on the
position of their absorption bands: R-phycoerythrin (R-PE), phycocyanin (PC), and allophycocyanins
(APC). The optical absorption maxima for these phycobiliproteins are 566 nm for R-PE, 621 nm for
C-PC and 651 nm for APC [1,2]. The photoacoustic spectroscopy (PAS) technique has been used in a
variety of materials [3-7]. In this work photoacoustic spectroscopy (PAS) was applied to investigate the
phycobiliproteins expression in an eukaryotic red algae: Gracilaria chilensis.

2. MATERIAL AND METHODS

Optical absorption spectra were recorded with a homemade photoacoustic spectrometer. A chopper
and monochromator were placed at the output of a 250 W QTH lamp to obtain modulated light at a
given wavelength. The samples enclosed in an aluminium PA cell were illuminated within visible range
output (400 - 750 [nm]). The produced PA signal was detected by a commercial electret microphone
and processed by using a preamplifier and a lock-in amplifier. All the spectra were recorded at room
temperature with the optical chopper set at 22 Hz. The samples were randomly selected from algae
apexes. The apexes of Gracilaria chilensis were collected from Pacific Ocean coast at the Coliumo Bay,
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in VIII region, Chile. During 4 weeks, the algae apexes were grown in laboratory culture conditions
and controlled illumination. Commercially purified phycobiliproteins were not available at the moment;
thus, a protein extraction method was utilized to obtain purified PBS and phycobiliproteins also from
culture algae apex. The quantification of the extracted amount of phycobiliproteins was calculated
from absorbance data [8]. In situ PA absorption spectra of the alga and PA transmittance for PBS and
phycobiliproteins spectra were also recorded [5].
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Figure 1. Absorption spectrum of in situ alga cut- Figure 2. PA spectrum analyzed on Gaussian compo-

tings (bottom), transmission spectrum of extracted PBS nents: Spectral fitting by Gaussian Peak Deconvolution

(middle), transmission spectrum of extracted R-PE (bottom). PBS spectra after background substraction
(top). and R-PE resolved spectra.

3. RESULTS

The PA spectroscopic measurements of algae cultures are shown in figure 1. The in situ optical absorp-
tion spectra of the red alga is characterized by a high absorption in the blue (400-500 [nm]) and in the
red (600-700 [nm]) spectral region, caused by a light-harvesting complex containing chlorophyll and
carotenoids. It is apparent that the light absorption is increased in the green - yellow spectral region
(500-600 [nm]) due to the presence of PBS. PBS absorption has a strong band, related to PC and APC
but mainly to PE that absorbs green light. The PA spectra do not differ strongly from the spectroscopic
results [1,2]. The PBS and phycobiliproteins are directly identified by its absorption spectra. These
results show the influence of the algae structure and its optical properties on the PA signal. The spectro-
scopic bands of PBS overlap with other optically active bands, such us chlorophyll and carotenoids. It is
obvious that it is quite difficult distinguish single or even groups of phycobiliproteins. From "raw" alga
PA spectrum, spectral fitting was done. It was possible to solve the band overlapping using gaussian
peak deconvolution, after carotenoids and chlorophyll band subtraction. Figure 2 shows an example of
sample analyzed on Gaussian components [6, 7]. A number of peaks in different combinations fill the
spectral range from 400 to 750 nm. Thus the PBS spectrum can be decompose conveniently in phy-
cobiliproteins groups according to specific bands. The same band structure is resolved despite small
differences in relative heights. Quantitative assessment of phycobiliproteins were achieved by optical
spectroscopy. The maximum absorption bands are useful as an attempt to quantify the protein expres-
sion. The relative amplitude ratio at 620 nm was calculated [9] (Table 1).
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Table 1. Expression of Phycobiliproteins inspected by Photoacoustic Spectroscopy

Phycobiliproteins (Max. Abs. in [nm])
R-PE (566) C-PC (621) APC (651)

Concentration | 2| 0.03 0.02 0.05
Absorbance 0.44 0.37 0.35
Relative absorbance ratio at 620 nm 1.2 1.0 0.94
PAS signal amplitude 0.0504 0.0429 0.0438
Relative PAS signal amplitude ratio at 620 nm 1.17 1.00 1.02
Gaussian peak height 0.029 0.035 0.0252
Relative Gaussian peak height ratio at 620 nm 0.83 1.00 0.72
4. DISCUSSION

In spite of the diversity and complexity of the red algae pigment composition the three main groups
can be photoacoustically defined in accordance with conventional techniques [2]. The key problem for
optical methods is still the data quantification. However, this type of study does not aim to determine
absolute value but only relative values as function of the wavelength. Observation of bands is very
helpful as they show directly the relative expression of the phycobiliproteins in the algae cultures. PA
methods are more variable and less sensitive compared to fluorimetric techniques. Continuous cultures
can combine the effects of light and nutrient limitation which complicate the interpretation of data
acquired in situ. PAS can provide in situ insights into algal pigment adaptation studies and validate
photoacclimation models, in contrast with the time consuming protein extraction methods, fluorimetric
and optical spectroscopic techniques.
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