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Resumen

Las interacciones proteina-proteina juegan un papel crucial en las funciones
biologicas y en la actualidad existe abundante informacion estructural de diversos
sistemas. Dichas interacciones se dan mediante contactos fisicos de alta especificidad
entre dos o mas moléculas proteicas, como resultado de eventos bioquimicos dirigidos
por fuerzas electrostaticas. La habilidad para reproducir o imitar estas interfaces
representa una poderosa herramienta biotecnoldgica, con repercusiones industriales,
de investigacion y terapéuticas. En los ultimos afos los esfuerzos por mimetizar
interfaces moleculares han resultado en el uso de proteinas con caracteristicas
especiales que las hacen aptas para el desarrollo de proteinas con caracteristicas
novedosas, estas proteinas se conocen como andamios proteicos. La naturaleza ha
desarrollado una gran diversidad de proteinas basadas en sus propios andamios, un

ejemplo claro son los anticuerpos.

El dominio del tipo inmunoglobulina es uno de los plegamientos estructurales de
proteinas mas abundantes en la naturaleza. La robustez de este plegamiento ha
permitido la diversificacion funcional en proteinas tales como co-receptores, resortes
moleculares, anticuerpos, inhibidores, etc. Un ejemplo son los inhibidores de cistein
proteasas (ICP) de la familia MEROPS 142. En este trabajo se utilizO a un miembro de
esta familia (EhICP1) como andamio para el disefio de una interfaz que mimetiza la
interaccién entre p53 y el biomarcador MDM2. Los ensayos de interaccion proteina-
proteina y la estructura cristalografica demuestran que los ICPs pueden ser utilizados
para el disefio racional de proteinas con caracteristicas deseadas.

Los detalles estructurales del complejo generado sugieren que el EhICP1 puede
formar agregados estructurados de alto peso molecular, que fueron confirmados por

microscopia electrénica de transmision.

Xi



Abstract

Protein-protein interactions play a pivotal role in many biological functions. During
the last decade, abundantly structural information about protein interactions from various
biological systems has become available. These interactions occur through high specific
physical contacts between two or more protein molecules, as a result of biochemical
events driven by electrostatic forces. The ability to reproduce or mimic these interfaces
represents a powerful biotechnological tool, with outcomes in industry, research and
therapeutic use. In recent years, the efforts to mimic molecular interfaces have resulted
in the use of proteins with special features that make them suitable for their use as a
protein scaffolds, for the design of proteins with novel properties. Nature has developed
an overwhelming diversity of proteins based on its own scaffolds, a clear example are

antibodies.

Immunoglobulin-like domain is one of the most abundant protein folds in nature. The
robustness of this fold has allowed functional diversification in proteins such as co-
receptors, molecular springs, antibodies, inhibitors, etc. An example is the cysteine
protease inhibitors (ICP) of the MEROPS 142 family. In this work a member of this family
(EhICP1) was used as a scaffold for the design of an interface that mimics the
interaction between p53 and MDM2. The protein-protein interaction results and the
crystallographic structure showed that the ICPs can be used for the rational design of

proteins with customized properties.

The structural details of the crystal complex suggest that EhICP1 can form structured
aggregates of high molecular weight as confirmed by electron transmission microscopy.

xii



l. Introduccion

Las interacciones proteina-proteina (IPP) son contactos fisicos de alta especificidad
entre dos o0 mas moléculas proteicas, como resultado de eventos bioquimicos dirigidos
por fuerzas electrostaticas. Estas interacciones tienen una dinamica e intrincada
fisicoquimica molecular para llevar a cabo las funciones celulares [1]. El mapa completo
de las interacciones proteicas que pueden ocurrir en un organismo vivo se conoce
como el interactoma [2]. Descifrar el interactoma de un organismo se ha convertido en
uno de los principales objetivos de las actuales investigaciones bioldgicas, donde la
bioguimica estructural ha hecho importantes contribuciones, permiti€ndonos entender la

relacion entre la estructura y la funcion de las proteinas.

1.1La ingenieria de proteinas

La ingenieria de proteinas es un método para la produccion de proteinas con
mejores 0 nuevas propiedades, y que pueden ser utilizadas con potenciales
aplicaciones biotecnoldgicas [3]. Se basa en el conocimiento sobre plegamiento de
proteinas, en la informacion de interfaces proteicas, en los principios del disefio racional
o en la generacion de bibliotecas, combinando evolucion dirigida con los

correspondientes mapeos o escrutinios para la seleccién de la propiedad deseada [4].

En el disefio racional se utiliza el conocimiento detallado de la estructura y funcion
de la proteina para hacer las modificaciones deseadas. A pesar de que las proteinas
son marginalmente estables, éstas pueden tolerar la substitucion de multiples
aminoacidos y mantener su estructura nativa o plegamiento [5]. Los primeros trabajos
en el disefio racional de proteinas se hicieron modificando las asas de la tioredoxina de
Escherichia coli, para mimetizar o imitar la funcidbn de reconocimiento de la region
determinante de la complementariedad de las inmunoglobulinas (Ig) y llamaron a esas
proteinas modificadas “aptameros peptidicos” (APs). Los APs son una clase de
proteinas de reconocimiento basadas en un “andamio proteico” que restringe la libertad
conformacional y exponen una secuencia peptidica al solvente, que es la responsable

de la funcion de reconocimiento hacia la proteina interactora o blanco [6].



1.2 Uso de andamios proteicos para el disefio racional de proteinas

Los andamios proteicos o APs se asemejan a los anticuerpos, en el sentido de que
la secuencia de reconocimiento se encuentra restringida conformacionalmente por el
resto de la proteina o dominio. Los anticuerpos son proteinas modificadas por la
naturaleza a partir de un andamio conservado, son las proteinas de alta especificad
histéricamente usadas para aplicaciones de reconocimiento, sin embargo, los
anticuerpos tienen ciertas limitaciones, como el tamafio (>100 kDa), la tendencia a
formar agregados y requerir la formacion de puentes disulfuro para su plegamiento [7].
A pesar de que los anticuerpos son dificiles de expresar y purificar de bacteria [8], la
obtencién de algunas versiones se ha logrado mediante métodos de seleccion in vitro y
mediante la manipulacion de las cepas bacterianas [9, 10].

En los ultimos afos se ha utilizado un nimero de proteinas como andamios para el
disefio racional de interfaces entre IPP, entre las que se incluyen el dominio Il de
fibronectina, el dominio A (affibody), los dominios PDZ y SH3, el dominio repetido de
ankirina (darpins), tioredoxina, la proteina verde fluorescente, los receptores de las
células T, entre otros [6, 11-16]. Numerosos estudios usan diversas proteinas como
APs para introducir secuencias peptidicas, generalmente con un tamafio de 4 a 20
aminodcidos [17, 18]. Las caracteristicas deseadas en los APs son: tolerancia a la
sustitucion de aminoacidos, termoestabilidad, alta expresién en bacteria y baja o nula

toxicidad.

Como se mencioné con anterioridad, el disefio racional utiliza en detalle el
conocimiento sobre el plegamiento de proteinas. El plegamiento del tipo Ig es uno de
los motivos estructurales mas comunes en la naturaleza [19, 20]. Este plegamiento
consiste de dos hojas B formadas de 7 a 8 hebras B antiparalelas [21], Fig. 1,
numerosos estudios de plegamiento de proteinas se han realizado en este dominio,
indicando los residuos que son importantes para adoptar la conformacién nativa, asi

como aquellos que no son tan relevantes para adoptar dicha conformacion [22-24].



Fig. 1. Representacién del dominio tipo Ig. A Diagramas de topologia de los patrones de los
puentes de hidrégeno observados para los subtipos del plegamiento tipo inmunoglobulina. Las 7-9 hebras
(a,b,c,c', c", d, e, f, g) forman un sandwich de 2 hojas B (hoja inferior, flechas delgadas; hoja superior,
flechas gruesas). Las hebras que contienen los residuos del nicleo conservado se muestran en rojo. El
dominio tipo inmunoglobulina consta invariablemente de 7 hebras B (tipo c¢). Los dominios tipo
inmunoglobulina variables tienen adicionalmente un asa (c-c”) entre las hebras c y d, con un total de 9
hebras (tipo v). En el tipo s, la cuarta hebra B se ha cambiado de hoja. El tipo h, es un hibrido entre el tipo
c y el s, tiene una hebra extra interconectada, haciendo que ambas hojas tengan 4 hebras B. B
Diagramas de cintas del dominio tipo Ig de la cadena ligera del IgG1. La estructura es semejante a un

sandwich constituido por 2 hojas B, formadas por hebras B antiparalelas (tipo v) [19].



El dominio Ig se encuentra en otras proteinas que no son anticuerpos, por ejemplo,
la proteina de la membrana externa del género Leptospira (LigB) [21], el dominio tipo IlI
de fibronectina (FN3) [25] y los inhibidores de cinstein proteasas (ICP) de la familia
MEROPS 142 [26-29], entre muchos otros. El ejemplo mas notable de un AP con un
plegamiento del tipo Ig es el FN3, este dominio ha sido utilizado como andamio para el
desarrollo de proteinas de unién a una variedad de blancos como integrinas, lisozima,
Src SH3 y el péptido ARVCF [13, 30-34]. En la Fig. 2 se ilustran andamios del tipo Ig y
andamios con un plegado diferente al de Ig, cuyas modificaciones dieron como
resultado la formacion de complejos moleculares y de los cuales se ha resuelto la

estructura cristalografica.
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Fig. 2. Proteinas utilizadas como andamios para el disefio racional y utilizando técnicas de
evolucion dirigida para la obtencion de proteinas con funciones de reconocimiento. En rojo, a la
izquierda se ilustran las zonas de los dominios modificadas mediante evolucién dirigida, a la derecha se
muestran las estructuras cristalograficas obtenidas, los cddigos de acceso al PDB se indican debajo de
cada complejo, la proteina objetivo se indica en color gris y con representacion de superficie. Imagen
tomada y modificada de Gilbreth y Koide, 2012 [35].



Las estructuras cristalograficas de diversos ICPs indican que miembros de esta
familia de proteinas presentan ventajas estructurales para ser utilizados como APs.
Estas proteinas son termoestables, tienen un plegamiento del tipo lg, tienen 3 asas
expuestas al solvente responsables de la funcion de reconocimiento de proteasas [28,
29, 36-38]. Chagasina (chagasin) es el miembro modelo de la familia de ICP, esta
proteina ha sido cristalizada sola o en complejo con algunas cistein proteasas (CPs)
[28, 37, 38]. El genoma del protozoario Entamoeba histolytica codifica para dos ICPs
(EhICP1 y EhICP2) y la estructura cristalografica de uno de ellos ha sido resuelta [20,
36]. Los ICPs incluso se asemejan estructuralmente al correceptor CD8a de las células
T de humano que reconocen una gran variedad de péptidos [39, 40]. Basados en estas
propiedades estructurales, postulamos que los ICPs pueden ser usados como
andamios para el disefio racional de proteinas [26, 29].



ll. Hipotesis

El EhICP1 tiene un dominio estable tipo Ig, el cual hace posible la introduccion de
secuencias peptidicas en las asas sin alterar el plegamiento, por lo que puede ser
utilizado como andamio proteico para el disefio racional de proteinas con funciones de

reconocimiento.



lll. Objetivos

3.1 Objetivo general

Generar mediante disefio racional una proteina con funcion de reconocimiento hacia
MDM2, utilizando como andamio un ICP de la familia MEROPS 142.

3.2 Objetivos especificos

VI.
VII.

VIII.

Seleccionar un ICP para ser utilizado como andamio proteico.

Identificar las regiones a modificar en el ICP con base en un analisis
estructural.

Expresar y purificar las versiones generadas de ICP y la proteina blanco.
Evaluar la formacion de complejos proteicos entre las contrucciones
generadas y la proteina blanco.

Determinar la fuerza de unién entre los complejos formados.

Evaluar la estabilidad térmica de las contrucciones generadas.

Determinar las condiciones Optimas para la cristalizacion de los complejos.
Resolver la estructura de los cristales de complejo obtenidos.

Analizar las estructuras cristalograficas.



V. Materiales y Métodos

4.1 Obtencion del modelo de homologia, disefio racional y prediccion del
plegamiento in silico.

El modelo de homologia para el EhCIP1 se obtuvo utilizando el software MOE,
siguiendo el protocolo predeterminado para el modelado de homologia, el modelo final
se generd usando el campo de fuerza CHARMM. Para mimetizar la interfaz entre p53 y
MDM2, seleccionamos un péptido sintético anédlogo a la zona de transactivacion de p53
gue interactia con MDM2 con alta afinidad [41]. La secuencia (N-TSFAEYWNLLSP) fue
independientemente “injertada” en cada una de las asas de EhICP1 para generar 3
posibles quimeras con afinidad por MDM2. Utilizando el softare PyMOL de visualizacion
molecular, se realiz6 un analisis estructural para la seleccién de los residuos de las
asas que fueron modificados, el criterio fue: la conservaciéon de los residuos del nucleo
hidrofébico, importantes para el mecanismo de plegamiento del dominio Ig [22], asi
como la cercania de los residuos que rodean el nucleo y que potencialmente pordrian
formar otras interacciones estabilizantes, como puentes de hidrégeno, puentes salinos y
otras interacciones, en un radio de 6 A, donde las fuerzas de van der Waals son
relativamente débiles. La prediccion del plegamiento de realiz6 en la plataforma I-

Tasser, siguiendo el protocolo predeterminado.

4.2 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Las quimeras de EhICP1-p53 y el dominio de MDM2 clonados en los sitios Ndel y
BamHI del vector pET19b (cuya secuencia polipeptidica esta indicada en el Apencie A)
fueron transformadas en la cepa E. coli BL21 (DE3) de forma separada. Partiendo de
un preindculo para cada construccion, 1 L de medio de cultivo LB adicionado con 100
mg mL* de ampicilina fue inoculado y crecido a 37 °C con agitacién a 200 rpm. Una vez
alcanzada una O.D.soo = 0.7, los cultivos fueron inducidos utilizando IPTG a una
concentracion final de 0.5 mM e incubados a 16 °C durante la noche. Las proteinas

fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC), utilizando
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columnas pre-empacadas de Niguel-Sefarosa. Las celulas fueron resuspendidas en 30
mL de la solucién de lisis (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl y 0.5 mg mL* de lisozima)
e incubadas en hielo durante 1 hora. Se procedio a la sonicacion y la centrifugacion a
21,000 g por 45 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue filtrado utilizando un poro de 0.45
um y pasado por la columna de niquel. Se realizé un lavado de 30 volimenes de
columna con solucion de lavado 1 (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl y 50 mM imidazol)
y un lavado con 30 volumenes con solucion de lavado 2 (25 mM Tris pH 8.0, 500 mM
NaCl y 50 mM imidazol). Las proteinas se eluyeron con 5 volimenes de solucién de
elucién (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl y 500 mM de imidazol). La etiqueta de
histidinas de las proteinas purificadas fue removida, segun se requirio, en la solucion de
dialisis (25 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1ImM EDTA y 1mM DTT) utilizando la enzima
PreScission Protease (GE Healthcare Life Sciences). Se realiz6 un segundo paso de
purificacion mediante filtracibn en gel (exclusibn molecular) utilizando la columna
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences), en una solucion con 25 mM Tris
pH 8.0 y 150 mM NacCl.

4.3 Determinacion y separacion de los complejos formados

Las quimeras de EhICP1-p53 purificadas, fueron incubadas (de forma individual)
con la proteina MDM2 (esta Ultima en exceso) durante 1 hora a 4 °C y con agitacion
suave. La determinacion de los complejos fue mediante filtracion en gel en una columna
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences), 25 mM Tris pH 8.0 y 150 mM
NaCl. Las fracciones con los complejos entre las quimeras de EhICP1-p53 y MDM2
fueron analizadas por SDS-PAGE. El peso molecular de los complejos fue calculado

utilizando la curva de calibracién para la columna mencionada.

4.4 Cristalizacion y coleccion de datos de difraccion.

Los ensayos de cristalizacion fueron realizados utilizando la técnica de la gota

colgante — difusion de vapor, mezclando diferentes relaciones del complejo purificado y
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la solucion de cristalizacion (proteina/precipitante, con una concentracion de proteina
de 5 mg mL*. Se probaron todas las condiciones de los siguientes kits comerciales:
Crystal Screen 1y 2 (Hampton Research) y Wizard I, 1I, Il y IV (Rigaku Reagents). Se
lograron obtener cristales adecuados para la difraccion de rayos X en dos condiciones,
condicion 1 consistio de 0.1 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.5, 1.6 M (NH4)2SO04, y la
condicion 2 de 1.5 M (NH4)2S04, 0.1 M Tris pH 8.5, 12 % v/v glicerol. Los cristales
fueron crioprotegidos en una solucién adicionada con 20 % v/v de glicerol e
inmediatamente sumergidos en nitrogeno liquido para su almacenamiento hasta su
transportacion y difraccion. Un unico cristal de ambas condiciones fue utilizado para
colectar datos en sincrotron (APS, Chicago) a 100 K, con un detector CCD MarMosaic
225, en la beam line LS-CAT 21-ID-F, con 0.5 ° de oscilaciébn por imagen y una
exposicion de 1 segundo.

4.5 Determinacion de las constantes de disociacion de los complejos.

La determinacion de las constantes de disociaciéond de los complejos se realiz6
utilizando dos técnicas diferentes, la termoforesis a microescala (MST) y la
interferometria de biocapa (BLI). Para el analisis mediante MST, las proteinas se
purificaron por IMAC, se les removid la etiqueta de histidinas y fueron de nuevo
purificadas mediante filtracion en gel. Los ensyaos MST se realizaron a temperatura
ambiente (Monolith NT.115 Nano Temper) con una concentraciéon de proteina fija de las
quimeras de EhICP1-p53 (1.5 x 107 M) y con una curva de MDM2 marcada (Monolith
Protein Labeling Kit RED-NHS—amino reactiva) en un rango de 2.67 x 10° a 8.75 x 10

M en una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4.

Para la BLI, los experimentos fueron realizados en un equipo Octet Red96 System
(ForteBio) a 30 °C en PBS pH 7.4, Triton X-100 0.05% v/v 'y 5mM TCEP. Como se
realizé en los experimentos de termoforesis, la proteina MDM2 fue marcada (biotinilada,
siguiendo el protocolo del fabricante, Sigma, B2643, y dializada para remover el exceso
de biotina). La proteina biotinlada MDM2 fue inmobilizada en biosensores de

estreptavidina (SA Biosensors, ForteBio). Las muestras fueron agitadas a 1000 rpm, los
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biosensores fueron saturados usando una concentraciéon de 4.7 x 107 M de MDM2
biotinilada durante 10 minutos. Las quimeras de EhICP1-p53 fueron usadas en un
rango de 4.16 a 24.9 x 10 © M. La asociacidon se monitoreo por 500 segundos y la
disociacion por 400 segundos en solucion PBS. El cambio en la distancia espectral de
la luz (AA), el cual esta directamente correlacionado con el cambio en el espesor (nm)
en la capa bioldgica en la punta del biosensor. La asociacion y disociacion fueron

corregidas de acuerdo a la linea base.

4.6 Determinacion de la estabilidad térmica de las quimeras.

La estabilidad térmica fue determinada mediante fluorometria diferencial de barrido
(DSF), en un equipo Prometheus NT.48 (NanoTemper Technologies), el gradiente de
temperatura fue de 20-95 °C con un incremento de 1.5 ° por minuto. El analisis de los
datos se realiz6 utilizando el software NT Melting Control. Las Tms (temperatura a la que
la fraccion de proteina desnaturalizada es igual a 0.5) fueron determinadas
experimentalmente utilizando una funcion polinomial, las Tms Se obtuvieron mediante la

determinacioén de la primera derivada de los datos.

4.7 Solucion estructural y refinamiento del complejo.

Las reflexiones obtenidas en la difraccién de rayos X fueron indexadas e integradas
utilizando el software iMosflm y Scala [42], respectivamente. Se encontré una solucion
por reemplazo molecular (MR) mediante Phaser-MR [43], utilizando para la busqueda
un modelo truncado a alaninas del EhICP2 (PDB ID: 3M86 [36]) y la estructura de la
MDM2 de humano (PDB ID: 3EQS [41]), y una busqueda de mudltiples componentes
como estrategia. El refinamiento se realizo en phenix.refine [44]. El modelo fue ajustado
manualmente para mejorar el ajuste al mapa electrénico en Coot [45]. La calidad del
modelo se evalud utilizando las herramientas de validacién de Coot, Molprovity y el

servidor de validacion del wwPDB [46].
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4.8 Formacion de fibras en EhICP1 silvestre y analisis por microscopia
electronica de transmision

La proteina silvestre EhICP1 fue purificada y se le removio la etiqueta de histidinas y
se llevd a una concentracion de 1 mg mL. Fue incubada a 42 °C durante 24 horas en
una solucién amortiguadora con 25 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl. La confirmacion de

oligomeros se analizé por SDS-PAGE.

Para el analisis por microscopia electronica de transmision (TEM), la muestra se
centrifugd a 21,000 g por 10 minutos y el sobrenadante se descartod por decantacion, el
remanente se lavd 3 veces con agua mili Q y finalmente resuspendida en agua, 7 uL de
muestra fueron colocados en una grilla (Silicon Monoxide on Formvar, Ted Pella, Inc.) e
incubados durante 20 minutos para permitir la sedimentacion de las fibras. La gota fue
secada con cuidado. Para el contraste se utilizaron 10 pL de acetato de uranilo
(Electron Microscopy Sciences) al 2.5 % en agua y se incubd la grilla durante 10
minutos mas. Se utilizé un equipo Philips / FEI (Morgagni 268), operado a 80 kV con
amplificaciones entre 89 y 180 x 102 aumentos.
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V. Resultados

5.1 Los ICPs tienen un asa conservada y dos asas variables expuestas
al solvente

El plegamiento de todos los ICPs de esta familia MEROPS 142 es del tipo Ig, es
decir, su plegamiento estad constituido por dos hojas B formando una especie de
sandwich. La comparaciéon estructural y el alineamiento de las secuencias entre los
ICPs del género Entamoeba y la proteina modelo chagasina, muestran que los
inhibidores de esta familia presentan 3 asas expuestas al solvente, un asa como sitio
reactivo a proteasas, asa BC con una conformacion de hélice 31, y dos asas mas
largas y flexibles que son importantes en el reconocimiento y unién hacia las proteasas
blanco, ademas tienen una similitud estructural con otras proteinas de reconocimiento
de la superfamilia de las Ig [36] [29-34, 37]. La Fig. 3 muestra las similitudes
estructurales entre EhICP1, EhICP2 y el ICP modelo chagasina, asi como la

variabilidad en las asas denominadas BC, DE y FG de estos ICPs.
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Chagasin MSHKVTKAHNGATLTVAVGELVEIQLPSNPTTGFAWYFEGGTKE~-~-~-SPNESMFTVENKY
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EhICP1 DOHAPGICGCGGKYHIKITGTQTGEGKIVLVYRRPWAPNANDR-TFTLKVNVQ
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"D
asa 1 L& ASA FG
e (4 ‘
ASABC
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Fig. 3. Detalle estructural de las asas en los ICPs. A Alineamiento de las secuencias de EhICP1,
EhICP2 y el ICP modelo chagasina. En color se resaltan las 3 asas expuestas al solvente, el motivo
conservado NPTTG del asa BC se encuentra muy cercano al triptéfano (W) del nucleo hidrofobico. B
Comparacién de las estructuras cristalograficas de chagasina, EhICP2 y el modelo de homologia del
EhICP1. Las asas expuestas al solvente BC, DE y FG estan coloreadas en rojo, naranja y azul,
respectivamente. Las regiones con la mayor diferencia estructural coinciden con las asas DE y FG. En
contraste con la presencia de puentes disulfuro que estabilizan a otros Ig, los ICPs tienen un triptéfano
que estabiliza el nucleo hidrofébico. Los residuos de cisteina presentes en el EhICP1 estan indicados y

representados como esferas amarillas y no forman puentes disulfuro.

5.2 La version mutante de EhICPL1 libre de cisteinas no forma agregados
moleculares y es mas estable que el EhICP2 y chagasina

Como se aprecia el la Fig. 3. El EhICP2 no tiene ninguna cisteina en su secuencia,
mientras que el EhICP1 tiene 3. Debido a que las cisteinas del EhICP1 se encuentran
parcialmente accesibles al solvente, éstas pueden llevar a la formacion de puentes

disulfuro y dar como resultado agregados de alto peso molecular en condiciones no
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reductoras. La Fig. 4 muestra la formacion de agregados de alto peso molecular,
asistidos por puentes disulfuro en el EhICP1 en condiciones no reductoras. La figura
muestra que el EhICP1 silvestre puede formar multimeros en condiciones no reductoras

aun cuando no es incubado con un agente caotropico, Fig.4, carriles 6 y 10.

4.0 4.0 40 40 76 76 76 7.6 pH

+ - + -+ 4+ - GdHCI
MW" mpm ct + 4 N . DTT
kDa I

200 —
120 —
85 —
70 —
50 —
40 —
30 &
25—
20 —

15 — —
-_— .- W | SRR - ~
10 —

Fig. 4. Formacién de oligbmeros y agregados de alto peso molecular en EhICP1 en
condiciones no reductoras. EhICP1 purificado e incubado por 16 horas a 42 °C en presencia o
ausencia del agente reductor DTT y/o cloruro de guanidinio como agente caotropico. La formacion de
oligémeros y agregados de alto peso molecular se promueve en condiciones no reductoras (carriles 5, 6,

9y 10) en pH &cido y cercano al fisiolégico.

Debido a la posible interferencia en los procesos de purificacidon y en los ensayos
de interaccion, decidimos trabajar con una version de EhICP1 libre de cisteinas, la triple
mutante por serinas (C36S, C58S, C60S). En todo este trabajo nos referiremos a esta
mutante como EhICP1, ya que es el fondo en el que realizamos las modificaciones de

las asas.
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La modificacion de la secuencia en cualquier proteina, ya sea la mutacion de un
simple residuo o la modificacion de regiones mas grandes (como asas), da
generalmente como resultado una desestabilizacion, que se ve reflejada en la
estabilidad térmica de la proteina [47], debido a lo anterior, una alta termoestabilidad
favorece las probabilidades de que una proteina modificada adopte un plegamiento

global similar al nativo.

Para evaluar la termoestabilidad de los ICPs de Entamoeba, se llevaron a cabo
experimenros de dicroismo circular (CD) a 218 y 232 nm, y se determinaron las
temperaturas de desplegamiento térmico. Las Tms Se muestran en la Tabla 1 y van de
un rango de 69.9 a 72.9 °C y de 81.7 a 83.3 °C cuando son evaluadas a 218 y 232 nm,
respectivamente. A pesar de que las temperaturas  son similares, decidimos utilizar a
la triple mutante de cysteinas (EhICP1l-cys en Tabla 1) debido a que presenta Tms
ligeramente mas elevadas que el EhICP2, y ademas presenta reversibilidad por la
estructura nativa en mudltiples eventos de desplegamiento/plegamiento (datos no
mostrados). La Tm del EhICP1 es relativamente alta y es bastante similar a la del
dominio tipo Il de fibronectina (FN3, Tm de 84 °C) que también tiene un plegamiento del

tipo lg y ha sido utilizado como andamio proteico [34] [48].

Tabla 1. Estabilidad térmica de ICPs por dicroismo circular.

Proteina Longitud de onda, nm Tm (°C)

EhICP2 218 71.2+0.18
EhICP1-cys 218 72.9+0.21
Chagasina 218 69.9+0.16
EhICP2 232 81.74 £ 0.17
EhICP1-cys 232 83.34 £0.12
Chagasina 232 82.34 £ 0.29

*Las curvas de desplegamiento fueron obtenidas monitoreando el
cambio en la elipticidad a 218 y 232 nm. Las Tm representan el punto
medio en la curva de desnaturalizacion.
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5.3 Las asas expuestas al solvente de EhICP1 tienen regiones que
pueden ser modificadas sin comprometer el plegado global

Como prueba de concepto y para evaluar la capacidad de los ICPs de ser
usados como andamios proteicos para el disefio racional, seleccionamos la interfaz
entre la proteina supresora de tumores p53 y su principal antagonista, la proteina
MDMZ2 ubiquitina ligasa E3. La seleccion de la interfaz mencionada tiene como bases la
relevancia de la interaccion, MDM2 ha sido sugerido como un biomarcador de cancer
[49], y ademas existe suficiente informacion estructural detallada de la interaccion de
estas proteinas, especificamente de la interfaz entre ambas [41] [50]. Para mimetizar la
interfaz entre p53 y MDM2, seleccionamos un péptido sintético denominado PMI, que
corresponde con la region N-terminal de transactivacion de p53, dicho péptido se une a
MDMZ2 con alta afinidad e incluso su estructura cristalografica ha sido resuelta [41]. Con
el fin de generar proteinas basadas en EhICP1 con modificaciones en sus tres asas, y
que puedan unirse a MDM2, buscamos producir 3 versiones o quimeras del EhICP1-
p53, cada una conteniendo el péptido (PMI) de union a MDM2 en una de sus asas.
Denominamos a esas proteinas EhICP1-p53(BC), EhICP1-p53(DE) y EhICP1-p53(FG).

Para seleccionar las posibles regiones de EhICP1 que pueden ser susceptibles de
mutaciones sin comprometer el plegado global y ser sustituidas por el péptido de p53,
realizamos un modelo de homologia del EhICP1. A partir de un analisis estructural para
delimitar los residuos que en teoria pueden ser modificados sin alterar al dominio Ig,
seleccionamos una serie de residuos en las asas del ICP para ser reemplazados por el
péptido PMI. Para cada quimera, seleccionamos una serie de residuos de un asa, es
decir, para la generacion de la quimera EhICP1-p53(BC) se modificaron los residuos
correspondientes al asa BC indicados en color verde en la Fig. 5, lo anterior aplica para
las quimeras en las asas DE y FG. Los residuos seleccionados para los cambios,
interesantemente son los que presentan los factores B (factores de desplazamiento
térmicos) mas elevados y generalmente se asocian con una alta flexibilidad, como se

aprecia en las dos diferentes estructuras del EhICP2 [36].
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Fig. 5. Anadlisis estructural del EhICP1 como andamio proteico. La parte superior de la imagen
muestra una representacion de listones del EhICP1, la zona coloreada de amarillo representa el nucleo
hidrofébico conservado en los ICPs, en verde se indican las zonas sugeridas de las asas para ser
modificadas con la insercidn del péptido de p53. Dichos residuos (verdes), aparentemente no forman
interacciones con el resto del dominio Ig. Los amino&cidos para la modificacion por el peptido N-
TSFAEYWNLLSP se indican en la secuencia en la parte inferior de la imagen y corresponden a los
residuos 29-30 del asa BC, 53-59 del asa DE y 85-91 del asa FG.

Para mimetizar la interfaz entre MDM2 y p53, el péptido N-TSFAEYWNLLSP se
insertd en las regiones marcadas en verde en la Fig.5 para cada una de las 3 quimeras.
La prediccion del plegamiento de las construcciones in silico, utilizando el servidor I-
Tasser [51] muestra una alta probabilidad (valor de confianza cercano a 0.5 C-score,
Tabla 2) de que las construcciones adopten el plegamiento del tipo Ig. Los modelos de
las quimeras se muestran en la Fig. 6, las quimeras de las asas DE y FG son las que

muestran el péptido de p53 mas expuesto al solvente.
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Asa DE Asa FG

D

Fig. 6. Modelos de homolgia de las quimeras de EhICP1-p53. Diferentes vistas de los homdelos
de homologia para las tres quimeras de EhICP1-p53 en las asas BC, DE y FG. La secuencia
correspondiente al péptido de p53 esta representada en color verde y los residuos que la restringen
cercanos al nicleo hidrofébico se muestran en amarillo. La prediccion muestra que las quimeras adoptan
un plegamiento global del tipo Ig, las quimeras en las asas DE y FG muestran el péptido insertado

preferentemente expuesto al solvente.

5.3.1 EhICPL1 tolera modificaciones en las asas DE y FG pero no en BC.

Las proteinas recombinantes modificadas con el péptido de p53 en las asas DE y
FG se expresaron de forma soluble en bacteria, sin embargo la quimera BC no se logré
obtener de forma soluble, dando como resultado la formacion de cuerpos de inclusion
(datos no mostrados). La inserciéon del péptido de p53 en el asa BC altera el
plegamiento y promueve la agregacion. Para evaluar el efecto en la termoestabilidad de
las proteinas quimeras EhICP1-p53(DE) y EhICP1-p53(FG) realizamos ensayos de
desplegamiento térmico por dicroismo circular (CD) y fluorimetria diferencial de barrido
(DSF). En CD, la estabilidad térmica de las quimeras fue medida a 218 y 232 nm. La Tm
a 218 nm fue 49 y 59 °C para las quimeras DE y FG, respectivamente, mientras que a
232 nm fueron de 51 y 60 °C, Fig. 7. Por lo que la insercion del péptido de p53 tiene un
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efecto detrimental en la Tm de EhICP1 de 12 y 14 °C para la quimera FG y DE,
respectivamente. Los cambios fueron similares al comparar con la técnica DSF. Las
curvas de desplegamiento térmico del DSF muestran 2 picos, el primero puede
corresponder al triptéfano en el péptido p53, mientras el segundo puede deberse a la
contribucion del triptéfano en el nucleo hidrofébico, que indica el deplegamiento total de
la proteina. Los valores obtenidos fueron Tmi de 56.6 °C y Tm2 de 83 °C para el EhICP1,
para la quimera DE los valores fueron de Tmi1 de 43 °C y Tm2 de 82.7 °C, mientras que
para la quimera FG fueron de Tm1 de 45 °C y Tm2 de 82.4 °C. La comparacion se hace

enlaFig. 7yenla Tabla 2.

EhICP1-p53(FG) 232 nm
EhICP1-p53(FG) 218 nm
EhICP1-p53(DE) 232 nm
EhICP1-p53(DE) 218 nm
EhICP1 232 nm

EhICP1218 nm

20 40 60 80
B Temperatura, °C

g 119 ENICP1-p53(DE)
€ 112+ — ENCPIpSIFG)
105 = ENICP1

T
|
I
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|
|

T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura, °C

Fig. 7. Comparacién de la estabilidad térmica de las quimeras en las asas DE y FG con
EhICP1. A Fraccion de desplegamiento normalizada para EhICP1, EhICP1-p53(DE) y EhICP1-p53(FG)
en la curva de temperatura. Las lecturas de CD fueron realizadas a 218 y 232 nm. B Desplegamiento
térmico monitoreado por DSF en gradiente de temperatura, la curva de la parte inferior representa la

primera derivada de los datos.
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La informacion obtenida indica que la introduccion del péptido p53 en las asas DE y FG
del EhICP1 altera la estabilida de la proteina en 12 y 11 °C, respectivamente. El analisis
de la energia libre de Gibbs, para el desplegamiento de EhICP1-p53(DE) y EhICP1-
p53(FG) usando los datos obtenidos por DSF [52], indica que la introduccion del péptido
PMI derivado de p53 reduce la estabilidad en 23.85 kJ molt y 19.62 kJ mol?,

respectivamente, Tabla 2.

Tabla 2. Correlacion entre la probabilidad del modelo estructural con la estabilidad térmicay el
cambio en la energia libre de Gibbs para EhICP1 y las quimeras BC, DE y FG.

Proteina EhICP1 EhICP1-p53(BC) EhICP1-p53(DE) EhICP1-p53(FG)
C-score 0.54 0.40 0.65 0.67
TM-score 0.79£0.09 0.77£0.10 0.80 £ 0.09 0.80 £ 0.09
Tm, °C 56.50 + 0.00 No data 43.62 £ 0.07 45.10 £ 0.00
AGN->y, kJ mol? 42.47 £ 0.65 No data 18.62 £ 0.34 22.85 +0.33

*C-score es el valor de confianza para la prediccién de homologia que realiza el servidor I-Tasser,
va de -5 a 2, los valores cercanos a 2 tienen mayor probabilidad de adoptar la conformaciéon predicha.
TM-score es un valor de similitud estructural entre la prediccién y un modelo real, el valor es de 0 a 1,
donde 1 indica total smilitud con el modelo comparado. AGn->p es el cambio en la energia libre de Gibbs
de la proteina plegada (N) a desplegada (U), calculada de acuerdo a la metodologia descrita por Wright y
colaboradores [52].

5.4 Las quimeras EhCIP1-p53(DE) y EhICP1-p53(FG) forman complejo
con MDM2

Para evaluar la formacién de complejos entre las quimeras de EhICP1-p53 y
MDM2, las proteinas purificadas y el EhICP1 como control fueron incubadas con un
exceso de MDM2 de forma separada. Los complejos moleculares fueron monitoreados
por filtracion en gel. Como era de esperarse, la proteina control EhICP1 no forma
complejos moleculares con MDM2, ya que se obtienen dos picos correspondientes a las
proteinas EhICP1 y MDM2, con pesos moleculares aproximados de 15 y 35 kDa,
respectivamente, Fig. 8A (curva azul) y Fig. 8B (carril 7 y 8). Cabe mencionar que
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MDMZ2 es un dimero en solucion, y por eso el peso aproximado de 35 kDa. En cambio,
las proteinas quimeras DE y FG muestran la formacién de un complejo con MDM2.
Para EhICP1-p53(DE) se observa la formacion de un complejo de un peso aproximado
de 36 kDa, lo que coincide con el peso esperado de un complejo en relacion 1:1 entre
EhICP1-p253(DE) y MDM2, Fig. 8B carril 5y 6. Para la quimera del asa FG, se tiene la
formacion de un pico que corresponde con un peso molecular aproximado de 67 kDa.
Lo que indica la formacion de un complejo en relacion 2:2, es decir, un heterotetramero,
Fig. 8, carril 2 al 4. Las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE para confirmar la

formacion de complejos y se muestan en la Fig. 8B.

A B

EhICP1-p53(FG EhICP1-p53(DE EhICP1
100+ EhICP1-p53(DE) + MDM2 ,,p ) f —— 3
— EhICP1-p53(FG) + MDM2 MDM2 MDM2 MDM2
80{ — EhICP1 + MDM2 g & & g B g F
2 60 s0k0s-
€
y = 1492 8277
404 R? = 0.9921 i <— MOM2 "= @) «— MOM2 e <— MDM2
= <— FG-loop s ¢ DE-loop <— EhICP1

15kDa - ‘
204 ‘ 10 kDa -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
o 12 34 5 6 7 8

Fig. 8. Interaccion de las quimeras EhICP1-p53 con MDM2. A Cromatograma de filtracion en gel
para las muestras de las quimeras de EhICP1-p53 y EhICP1 incubadas con MDM2 e inyectadas a la
columna S75. La linea azul corresponde al control, EhICP1 incubado con MDM2. Los picos que
corresponden a 15 y 35 kDa corersponden a EhICP1 y el dimero MDM2, respectivamente. La linea
magenta que corresponde a la muestra incubada con EhICP1-p53(FG) y MDM2 muestra un pico de alto
peso molecular de aproximadamente 67 kDa, mientras que la linea amarilla correspondiente a la muestra
de EhICP1-p53(DE) incubada con MDM2 muestra un pico de aproximadamente 36 kDa. B Analisis por
SDS-PAGE de las fracciones correspondientes a los picos en el cromatograma. El carril 1 corresponde al
marcador de peso molecular, el carril 7 y 8 corresponden a los dos picos obtenidos de la incubacion del
control EhICP1 y MDM2. El carril 2 corresponde al pico de 67 kDa formado en la incubacién de EhICP1-
p53(FG) con MDMZ2, el carril 3 corresponde a MDM2 y el carril 4 corresponde a EhICP1-p53(FG). Los
carriles 5 y 6 corresponden al pico de la muestra incubada con EhICP1-p53(DE) con MDMZ2. La faccién

de elucidn esté indicada en la parte superior, las fracciones fueron de 1 mL.

23



5.5 Cristalizacion del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM?2

Se realizaron multiples intentos de cristalizacidén de los complejos formados entre las
quimeras de las asas DE y FG con MDM2. Debido a la baja concentracion obtenida de
proteina en los complejos purificados por filtracion (la recomendacion minima es 5 mg
mL1), se realiz6 una co-purificacién de las protéinas para promover la formacién del
complejo antes de las etapas de purificacion y asi maximizar los rendimientos. De esta
manera se logré conseguir el complejo purificado a una concetracién aproximada de 8.0
mg mL1. Los ensayos de cristalizacion se realizaron siguiendo el protocolo descrito en
la seccion de metodologia, las muestras incubadas a 21 °C se secaron después de un
par de meses y no aparecieron cristales. Se encontré6 que la proteina MDM2 forma
multimeros asistidos por puentes disulfuro en condiciones poco o no reductoras (datos
no mostrados). Para prevenir la posible formacion de agregados de alto peso molecular,
se procedio a modificar las condiciones de la solucion de cristalizacion, afiadiendo el
agentre reductor TCEP a una concentracion final de 10 mM en la proteina. Con lo
anterior, se lograron obtener cristales adecuados para su difraccion luego de una ligera
optimizacidn manual en base a una matriz casera de las condiciones de cristalizacion.
La Fig. 9 muestra el proceso de mejoramiento de los cristales del complejo EhICP1-
p53(FG)/MDM2. No se lograron obtener cristales para el complejo entre la quimera del
asa DE y MDM2.
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Fig. 9. Mejoramiento de la cristalizacion del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2. Las fotografias

muestran el proceso de mejoramiento de los cristales del complejo formado entre la quimera del asa FG y
MDM2, en A se muestran la formacion de microcristales. Mediante la modificacion de las condiciones de
cristalizacion, modificando el porcentaje del agente precipitante en la gota, se pudieron desarrollar
cristales en forma de barras delgadas o agujas, mostrados en B, y una segunda ronda de optimizacion de
la concentracion de proteina en C. Los mejores cristales para ser difractados se lograron en una solucién
de cristalizacion que contenia 0.1 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.5, 1.6 M (NH4)2S0O4, en una relacién 2:1

proteina:precipitante y son mostrados en D.

5.6 Detalle del modelo cristalografico y densidad electrénica del
complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2

Los cristales del complejo EhICP1-p53(FG) difractaron a mediana-alta resoluciéon
(1.9 angstroms, A), la Fig. 10 Muestra los detalles de la coleccién de datos y un ejemplo

del patrén de difraccion.
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Temperatura 100 K
0.5 grados de oscilacidon por imagen

LS-CAT 21-ID-F, APS, Argonne National Laboratory
Tiempo de exposicion 1 segundo

Fig. 10. Patrén de difraccion y caracteristicas de la colecta de datos. Los cristales se difractaron
en el sincrotron, Advanced Photon Source de Chicago, a una resolucion de 1.9 A. El patrén de difraccion

mostrado en esta figura es uno de las 400 imagenes colectadas para el cristal del cual se obtuvo la

estructura del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2.

Los datos del cristal que difracté a mayor resolucién fueron procesados y se logré
obtener una solucién por remplazo molecular, el modelo final fue refinado a una
resolucion de 1.9 A, el nivel de detalle del mapa de densidad electrénica obtenido a esta
resolucién se muestra en la Fig. 11.
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Fig. 11. Detalle del modelo estructural y mapa de densidad electrénica del complejo EhICP1-

p53(FG)/MDM2. Se muestran en detalle los principales residuos de la interfaz en color amarillo. El mapa
de contorno 2Fo — Fc que se muestra en color verde a un nivel de sigma 5 (como resultado de un
Omitmap) alrededor de los residios triptéfano y fenilalanina que se encuentran en la interfaz. El triptéfano
91 del EhICP1-p53(FG) ademés de encontrarse en una caviad hidrofobica, forma un puente de hidrégeno
con la leucina 54 de MDM2. En la vista se muestran ademas tres moleculas de agua (esferas rojas sin

conecciones).

5.7 Los complejos formados entre las quimeras de EhICP1-p53 y MDM2
muestran una afinidad cercana a la de la interaccion canonica p53-MDM2

Para evaluar la fuerza de la interaccion entre las quimeras de EhICP1-p53 y MDM2,
utilizamos dos técnicas, en la primera, la termoforesis de microescala (MST) evaluamos
las interacciones entre las quimeras de EhICP1-p53 y MDM2. De nuevo, como era de
esperarse, no se observo interaccion entre el control EnICP1 y MDM2, Fig. 12, curva
verde. En el caso de las quimeras de EhICP1-p53 en el asa DE y FG se observo un

efecto dosis-dependiente, Fig. 12, curvas azul y rojas, respectivamente.
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Fig. 12. Afinidad de las quimeras de EhICP1-p53 contra MDM2. Curvas de unién isotermales por
MST, la curva de titulacion para el control EnICP1 + MDM2 se muestra en verde, no hay efecto dosis-
respuesta. Las curvas de union para las quimeras DE y FG se muestran en color azul y rojo,
respectivamente. Los datos indican que EhICP1-p53(DE) tiene una mayor afinidad por MDM2 (Kp mas

pequefia) que EhICP1-p53(FG).

La Kp entre MDM2 y EhICP1-p53(DE) obtenida por MST fue de 0.76 x 10 M,
mientras que la obtenida para la interaccion EhICP1-p53(FG) fue de 2.79 x 10-6 M,
indicando que la insercion del péptido de p53 en el asa DE en lugar del asa FG resulta
en una afinidad que es aproximadamente 3.7 veces mayor. Con el fin de corroborar los
valores de afinidad obtenidos entre las quimeras de EhICP1-p53 y MDM2, realizamos la

medicion de las constantes utilizando la técnica de interferometria de biocapa, Tabla 3.
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Tabla 3. Constantes de disociacién para las quimeras de EhICP1-p53 determinadas por

interferometria de biocapa.

KD(M) KDerror kon(l/Ms) konEI‘I‘OI’ koﬁ(l/S) koﬁEI‘I‘OI’ R2
FG
o1 HL fit 2.57x107% 5.89x1078 1.83x102 2.07 47x10"* 9.37x107% 0.9956
o |
DE
o1 HL fit 1.44x107% 2.37x1078 1.12x103 1.63 1.62x1073 1.28x107°> 0.9961
. |

*La Kp fue calculada mediante la relacion kor/kon, donde kot €S la constante de disociacion y
kon €s la constante de asociacion, determinadas en el instrumento Octet (ForteBio)

5.8 La estructura cristalografica del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2
muestra un heterotetramero formado por 2 moléculas de EhICP1-p53(FG)
interconectadas, y 2 moléculas de MDM2

La solucion por remplazo molecular del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2 revela un
heterotetrAmero formado por 2 moléculas de la quimera en el asa FG y dos moleculas
de MDM2, Fig. 13. La informacion del procesamiento de los datos de difraccion, del
refinamiento estructural asi como el contenido de la unidad asimétrica se muestra en la

Tabla 4 de cristalografia.
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Tabla 4. Datos cristalogréaficos y estadisticas del refinamiento del
complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2.

Refinamiento:
Rango de resolucion (A)
Reflexiones totales
Reflecciones (working/test)
Wilson factor B
Ruwork
Riree
NUmero de atomos no-hidrégenos
macromoleculas
Ligandos
Agua
Residuos de proteina
RMS(enlaces)
RMS(angulos)
Favorecidos Ramachandran (%)
Clashscore
Promedio de factores B
macromoleculas
ligandos

solvente

PDB ID 5SWK
Coleccién de datos:

Longitud de onda (A) 0.97872
Grupo espacial P43212
Dimensiones de la celda unitaria (A) a,b =87.361, c = 160.84
Rango de resolucién (A) 61.77 - 1.92
Numero total de observaciones 350,170
Multiplicidad 7.3
Completeness (%)? 99.99 (100.00)
Rsym (%) 16.0

o (1)2 9.78 (1.07)

48.99 - 1.923 (1.992 - 1.923)
48,093

45,619 / 2,474
29

0.2213 (0.3177)
0.2487 (0.3518)
3067

2882

28

157

370

0.005

0.83

99

0.35

32.30

32.00

51.50

34.70

a Los valores para la capa de mayor resoluciéon se muestran en

paréntesis. Valor de Rfree test del 5.14%
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Fig. 13. Estructura cristalografica del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2. A, diagrama de listones
del heterotetrdmero formado por 2 moléculas de EhICP1-p53(FG) y dos moléculas de MDM2. El
tetramero es estabilidado por una interconexién de dominios o swapping entre dos moléculas de EhICP1-
p53(FG), en azul y amarillo, se muestra la vista de 90 °. Cada EhICP1-p53(FG) interacciona con una
molécula de MDM2, negro y magenta. B, el péptido de p53 introducido en el asa FG de EhICP1 adopta
una conformacion de a-hélice y forma una interaccion con MDM2 en su cavidad hidrofébica (los residuos
de MDM2 estan coloreados de amarillo (hidrofébicos), magenta (negativos) y cian (positivos), de acuerdo
al script YRB de Pymol [53], la parte superior muestra un alineamiento estructural del complejo EhICP1-
p53(FG)/MDM2 con el dodecapéptido p53/MDM2 (PDB ID: 3EQS). La regién correspondiente al péptido
en EhICP1-p53(FG) esta representada en azul, mientras que el péptido de p53 esta en color rojo. La
parte inferior de B muestra un Omitmap de la secuencia del péptido de p53 en la quimera del asa FG en
la cavidad de MDM2. C, Omitmap de la a-hélice de EhICP1-p53(FG) que interactila con MDM2 y de la

hebra 3 que se interconecta con la segunda molécula de EhICP1-p53(FG).
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La estructura cristalografica del complejo EhICP1-p53(FG)/MDM2 muestra que el
péptido insertado, correspondiente a la zona de transactivacion de p53 adopta una
conformaciéon correcta de a-hélice restringida conformacionalmente por el andamio
EhICP1, y ademas se interna en la cavidad de MDM2 formando una interfaz muy similar
a la observada en el complejo canonico p53/MDM2 [41], Fig.13B, parte inferior. La
estructura cristalogréfica también muestra una interconexiéon de dominios entre las dos
moléculas de EhICP1-p53(FG) contenidas en la estructura. El swapping ocurre por un
intercambio de una hebra B con la subunidad vecina, Fig. 13C. En la estructura
heterotetramérica hay 2 sitios de interaccion, uno para cada par EhICP1-
p53(FG)/MDM2. El detalle estructural se muestra en la Fig. 14.

A modo de comparacion en la interfaz p53/MDM2 y para verificar la capacidad de
los ICPs para ser utilizados como andamios para el disefio racional de otras proteinas
de union, realizamos una comparacion estructural entre la quimera aqui generada y
cristalizada con MDM2 y un anticuerpo contra MDM4 (un ortélogo de MDM?2), Fig. 14.
Esta comparacién estructural remarca la convergencia estructural entre ambos

complejos.

En el anticuerpo (de un solo dominio) se muestran dos residuos aromaticos
conservados, Trpl00 y Tyrl01, éstos interactian de la misma forma en que p53 y
MDM2 lo hacen. EhICP1-p53(FG) interactta con MDM2 dnicamente con los
aminoacidos que le fueron introducidos, del péptido de p53, mientras que el anticuerpo
presenta ademas interacciones adicionales, como puentes de hidrégeno entre los
residuos Glul10 y Tyr99 de MDM4, o Phelll que se interna en la cavidad de MDM4
(Fig. 14B).
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A EhICP1-p53(FG)/MDM2 | EhICP1-p53(FG)

Fig. 14. Comparacioén estructural entre los complejos EhICP1-p53(FG)/MDM2 y un anticuerpo
contra MDM4. A, Estructura cristalogréafica del complejo EhICP1-p53(FG) en complejo con MDM2. Los
residuos Phe87 y Trp91 forman interacciones principalmente hidrofébicas con MDM2. B, Estructura
cristalografica del complejo anticuerpo/MDM4. El asa de reconicimiento del anticuerpo, en rojo, tiene los
residuos Trpl100, Tyrl01 y Phel03 que establecen interacciones con MDM4. En ambas estructuras, las
principales interacciones estan mediadas por un triptéfano. La parte izquierda de la imagen es un
acercamiento de la parte derecha.
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5.9 El EhICP1 forma agregados de alto peso molecular y fibrillas del tipo
amiloide

La estructura cristalografica muestra un arreglo de intercambio de dominios entre las
construcciones del EhICP1, lo que sugiere que el EhICP1l podria, bajo ciertas
circunstancias, formar agregados moleculares mediados por este mecanismo de
swapping. Debido a la tendencia de ciertos ICPs de formar agregados de alto peso
molecular [54] y a la formacion de fibras amiloides de otros miembros de la familia de
las Igs [55-57], ademas a la capacidad del EhICP1 de formar oligobmeros y otros
agregados moleculares (Fig.4), decidimos evaluar la formacion de fibras del tipo
amiloide constituidas por la proteina silvestre EhICP1. La incubacion de la proteina
purificada a 42 °C durante 24 horas resulté en la formacién de estructuras fibrilares y
otros agregados, como se muestra en la Fig. 15. Las fibras observadas por TEM tienen
tamafios que van de los 200 a cerca de 1000 nm de longitud y un diametro aproximado
de 40 nm, sin embargo también se aprecian abundantes agregados amorfos. Lo
anterior confirma la capacidad del EhICP1 silvestre de formar estructuras del tipo

amiloide al menos in vitro.
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500 nm

Fig. 15. Andlisis de agregados moleculares y formacion de fibras en EhICP1 silvestre por TEM.
Diferentes imagenes de microscopia de los agregados producidos por EhICP1 silvestre, en A se
observan miltiples agregados amorfos, en B y en C se aprecian estructuras fibrilares que van de los 200
nm a los 800 nm. En D se muestra una amplificacion en la region con las estructuras fibrilares obtenidas.
Las flechas negras sefialan las fibrillas, los agregados se indican con una flecha blanca. La escala se

encuentra indicada en la parte inferior derecha de cada fotografia.

VI. Discusion

Los andamios proteicos con un plegamiento del tipo inmunoglobulina representan
una valiosa plataforma para el disefio racional de proteinas, no en vano la naturaleza ha
explotado el dominio Ig para la generacion de un nimero muy grande de anticuerpos y
otras proteinas de union. El disefio racional sobre anticuerpos como andamios tiene
importantes retos, principalmente por el contenido de puentes disulfuro y los
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consiguientes problemas de purificacién y agregacion cuando son obtenidos de forma
recombinante en bacteria, a pesar de que esas limitaciones han sido parcialmente
solucionadas en ciertos casos mediante el uso de cepas especializadas y distintos
métodos de seleccion [9, 10]. En este trabajo presentamos una estrategia para el
disefio racional de proteinas, que no tiene las limitaciones de las Igs con puentes
disulfuro; el uso del EnICP1 como andamio proteico, que puede tolerar la sustitucion de
dos de sus asas, DE y FG, y permanecer correctamente plegado. Debido a la similitud
estructural con otros ICPs, es altamente probable que otros miembros de la familia
MEROPS 142 puedan ser utilizados como andamios proteicos, en una forma muy

similar a la que aqui desarrollamos con el ICP1 de E. histolytica.

MDM2 ha sido blanco de mdltiples procesos de disefio de interfaces proteicas, por
ejemplo con el uso de tioredoxina y la proteina no estructurada 4EBP1 como andamios
[47] [58]. El péptido sintético N-MPRFMDYWEGLN se une a MDMZ2 y tiene una afinidad
2 ordenes de magnitud mayor a la de la secuencia candnica p53. [59]. Utilizando a
tioredoxina y a la proteina 4EBP1 como andamios, mediante la insercion del péptido N-
MPRFMDYWEGLN resulté en una afinidad aun mayor a la del péptido solo, en concreto
2 ordenes de magnitud mayor [47]. En los casos anteriores el uso de un andamio para
exponer una secuencia peptidica increment6 la afinidad de la interaccion con MDM2.
Este incremento en afinidad usando los andamios puede estar relacionado con la baja
libertad conformacional ya que el péptido p53 se encuentra restringido en el andamio.
Como mencionamos, el péptido optimizado de p53 se une con una afinidad de 3 .36 X
10° M, aproximadamente 100 veces mayor que la del péptido canénico de p53 (N-
ETFSDLWKLLPE) [41]. La afinidad observada utilizando al EhICP1 como andamio fue
mas baja, en el orden micromolar. La alta afinidad observada en el péptido libre se
atribuye a una red de puentes de hidrogeno mas extendida con MDM2 [41]. La
formacion del dominio de interconexion o swapping entre EhICP1-p53(FG) podria
explicar la disminuciéon en la afinidad, comparado con el dodecapéptido. Las
limitaciones espaciales podrian ser responsables de la formacion del swapping en la
guimera de EhICP1-p53, Fig.13.
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A pesar de que la afinidad obtenida para las quimeras de EhICP1-p53 con MDM2
fue menor que la observada para el péptido libre, la afinidad que logramos esta en el
mismo rango de magnitud que la observada para la interaccion canodnica p53/MDM2,
por lo que ademas de mimetizar la interfaz en nuestro andamio, logramos también una
afinidad similar [50]. En el caso de que fuera deseable conseguir quimeras de EhICP1-
p53 con una afinidad mayor, serian necesarios otros experimentos para conseguir
construcciones que permitieran ligeras variaciones conformacionales en el
dodecapéptido insertado, como, por ejemplo, insertar un par de residuos que permitan
adoptar una conformacion mas estable al péptido insertado. Nos referimos a la
selecciébn y mejoramiento por técnicas como la evolucién dirigida, que es utilizada
tipicamente en combinacion con el disefio racional [23]. Sin embargo, el objetivo
esencial de este trabajo no es la generacion de una quimera EhICP1-p53 con una
altisima afinidad a MDM2, sino demostrar que es factible el uso de éste y otros ICPs
como andamios proteicos para el disefio racional, debido al bajo peso molecular, facil
de expresar y purificar en bacteria y a las caracteristicas bioquimicas y estructurales ya

mencionadas y que resultan ventajosas frente a otros andamios sugeridos a la fecha.

La formacién del dominio de intercambio o swapping observada en nuestro complejo
resultd sorpresiva y por demas interesante y pudiera explicar algunos fenémenos
observados en otros sistemas. Ya que la formacién del complejo EhICP1-
p53(FG)/MDM2 es independiente de condiciones especiales de incubacién y/o
tratamiento, es posible que otros ICPs como chagasina o el EhICP2 puedan formar
ensambles o agregados de alto peso molecular originados por swapping [60]. Esta
reportado que los ICPs del género Plasmodium forman oligdbmeros y agregados de
peso molecular mayor a 100 kDa y que ademas tienen actividad inhibitoria. Lo anterior
sugiere que los ICPs tienen una disposicion a la formacion de agregados de alto peso
molecular [54]. Otras moléculas con un plegamiento del tipo Ig y que tienen una
tendencia a la agregacion y a la formacion de fibras amiloides (los amiloides estan
constituidos principalmente por hebras ) son las cadenas ligeras de los anticuerpos
[55-57]. Recientemente se ha reportado la formacion de fibras amiloides en proteinas
que no son del sistema inmune, como la proteina muscular titina [61]. Aparentemente

las Igs tienen una tendencia natural a la agregacion y posiblemente a la formacion de
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fibras. A partir de la evidencia anterior, con el dominio de intercambio o swapping
observado en la quimera EhICP1-p53 y con la confirmacion de formacion de fibras de la
proteina silvestre EhICP1, postulamos que el mecanismo de swapping puede ser un

mecanismo en la formacién de amiloides en otros sistemas.

VIl. Conclusiones y Perspectivas

Los andamios proteicos 0 péptido aptameros son una importante herramienta
biotecnoldgica que permite la generacién de proteinas novedosas y no existentes en la
naturaleza, lo que permite hacer uso de la imaginacion para el disefio racional de
proteinas con ciertas caracteristicas deseables. EI EhICP1, al igual que otros ICPs tiene
un plegamiento del tipo Ig estable y robusto que permite la modificacion estructural de
sus asas DE y FG para ser modificadas mediante el disefio racional en la ingenieria de
proteinas. Nuestra aportacion con el andamio EhICP1 en el area del disefio de
proteinas con funciones predichas, permitira el disefio de otras proteinas de unién,
cuyos requerimientos para la interaccion son ya conocidos, asi como su aplicacién
como alternativa a los anticuerpos monoclonales (con menor costo), su uso como
biosensores e incluso a largo plazo su posible uso como agentes terapéuticos o de

diagndstico.

La inesperada interconexién de dominios, swapping, en la quimera EhICP1-p53
en el complejo cristalizado tiene una relevancia estructural importante para los procesos
de oligomerizacion de otras proteinas similares y aporta pistas en el fenédmeno de la
formacién de fibras del tipo amiloide, que ocurre con cierta frecuencia en otras
proteinas con el mismo plegamiento y algunos miembros de la superfamilia de las Igs.
El EhICP1 ademas puede ser utilizado como sistema modelo para el estudio de
formacion de estas estructuras oligoméricas y fibrilares. Los datos aqui presentados
sobre la capacidad del EhICP1 de formar fibras del tipo amiloide dejan muchas puertas
abiertas para la investigacién del fendmeno en éste y en otros ICP, asi como las

posibles repercusiones bioldgicas.
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VIII. Apéndice A

Genes correspondientes a las quimeras del EhICP1 y el dominio N terminal de
Mdm2

Todas las variantes de EhICP1 fueron expresadas utilizando el sistema de expresion
pPET19b, el cual aflade una cola de 10 histidinas seguido de una zona de corte para la
proteasa PPS, dicha region comprende los siguientes aminoacidos:

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPH, donde el sitio de corte de la
PPS esta después de Q, es decir, deja como cicatriz los tres residuos GPH, por
ejemplo, la proteina MDM2 digerida quedaria como sigue:

Proteina codificada y digerida con PPS

GPHMCNTNMSVPTDGAVTTSQIPASEQETLVRPKPLLLKLLKSVGAQKDTYTMKEVLFYLGQYI
MTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSVKEHRKIYTMIYRNLVVVNQQESSDSGTSVSEN
RCHLEGGSDQKDLVQELQEEKPSSS

NUmero de aminoacidos: 153
Peso molecular: 17.218 kDa
pl tedrico: 5.80

EhICP1-p53(BC)
GACGACAAGCATATGTCCCTGACCGAAGATAACAATAACACGACCATTACCATCGCAAAAG
GTGAAAACAAAGAAATCATCCTGCACGGCAATCCGACGACGAGCTTTGCGGAATATTGGAA
CCTGCTGAGTCCGACGGGCTATAGCTGGGTGGTTGATTCTTCAGAAGGTCTGAGTAACACG
GTTGAATACGTCGCAGACCAGCATGCTCCGGGTATTTCAGGTTCAGGCGGTAAATATCACA
TTAAAATCACCGGCACGCAAACCGGCGAAGGTAAAATCGTCCTGGTGTACCGTCGTGGTG
CAGCACCGAACGCAAATGACCGCACCTTTACGCTGAAAGTGAATGTCCAATGAGGATCCGG
CTGCTAA

Proteina codificada
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPHMSLTEDNNNTTITIAKGENKEILHGNPTT
SFAEYWNLLSPTGYSWVVDSSEGLSNTVEYVADQHAPGISGSGGKYHIKITGTQTGEGKIVLVY
RRGAAPNANDRTFTLKVNVQ

NUmero de aminoacidos: 148

Peso molecular: 16.306 kDa
pl tedrico: 6.21
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EhICP1-p53(DE)
GACGACAAGCATATGTCCCTGACCGAAGATAACAATAACACGACCATTACCATCGCAAAAG
GTGAAAACAAAGAAATCATCCTGCACGGCAATCCGACGACGGGCTATAGCTGGGTGGTTG
ATTCTTCAGAAGGTCTGAGTAACACGGTTGAATACGTCGCAGACCAGACCAGCTTTGCGGA
ATATTGGAACCTGCTGAGCCCGGGTTCAGGCGGTAAATATCACATTAAAATCACCGGCACG
CAAACCGGCGAAGGTAAAATCGTCCTGGTGTACCGTCGTGGTGCCGCACCGAACGCCAAT
GACCGCACCTTTACGCTGAAAGTGAATGTCCAATGAGGATCCGGCTGCTAA

Proteina codificada

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPHMSLTEDNNNTTITIAKGENKEILHGNPTT
GYSWVVDSSEGLSNTVEYVADQTSFAEYWNLLSPGSGGKYHIKITGTQTGEGKIVLVYRRGAA
PNANDRTFTLKVNVQ

NUmero de aminoacidos: 142
Peso molecular: 15.743 kDa
pl tedrico: 6.17

EhICP1-p53(FG)
GACGACAAGCATATGTCCCTGACCGAAGATAACAATAACACGACCATTACCATCGCAAAAG
GTGAAAACAAAGAAATCATCCTGCACGGCAATCCGACGACGGGCTATAGCTGGGTGGTTG
ATTCTTCAGAAGGTCTGAGTAACACGGTTGAATACGTCGCAGACCAGCATGCTCCGGGTAT
TTCAGGTTCAGGCGGTAAATATCACATTAAAATCACCGGCACGCAAACCGGCGAAGGTAAA
ATCGTCCTGGTGTACCGTCGTACCAGCTTTGCGGAATATTGGAACCTGCTGAGCCCGGACC
GCACCTTTACGCTGAAAGTGAATGTCCAATGAGGATCCGGCTGCTAA

Proteina codificada

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPHMSLTEDNNNTTITIAKGENKEILHGNPTT
GYSWVVDSSEGLSNTVEYVADQHAPGISGSGGKYHIKITGTQTGEGKIVLVYRRTSFAEYWNLL
SPDRTFTLKVNVQ

NUmero de aminoacidos: 141
Peso molecular: 15.710 kDa
pl tedrico: 6.21

MDM2
GACGACAAGCATATGTGCAACACCAACATGAGCGTGCCGACCGATGGCGCGGTGACCACC
AGCCAGATTCCGGCGAGCGAACAGGAAACCCTGGTGCGCCCGAAACCGCTGCTGCTGAAA
CTGCTGAAAAGCGTGGGCGCGCAGAAAGATACCTATACCATGAAAGAAGTGCTGTTTTATC
TGGGCCAGTATATTATGACCAAACGCCTGTATGATGAAAAACAGCAGCATATTGTGTATTGC
AGCAACGATCTGCTGGGCGATCTGTTTGGCGTGCCGAGCTTTAGCGTGAAAGAACATCGC
AAAATTTATACCATGATTTATCGCAACCTGGTGGTGGTGAACCAGCAGGAAAGCAGTGATA
GCGGCACCAGCGTGAGCGAAAACCGCTGCCATCTGGAAGGTGGAAGCGATCAGAAAGATC
TGGTGCAGGAACTGCAGGAAGAAAAACCGAGCAGCAGCTGAGGATCCGGCTGCTAA

Proteina codificada
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MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHTSLEVLFQGPHMCNTNMSVPTDGAVTTSQIPASEQETLV
RPKPLLLKLLKSVGAQKDTYTMKEVLFYLGQYIMTKRLYDEKQQHIVYCSNDLLGDLFGVPSFSV
KEHRKIYTMIYRNLVVVNQQESSDSGTSVSENRCHLEGGSDQKDLVQELQEEKPSSS

Ndmero de aminoacidos: 153
Peso molecular: 17.218 kDa
pl tedrico: 5.80

Nota: Los sitios de restriccion BamHI y Ndel estan subrayados.
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Tabla 5. Tabla de aminoacidos y nomenclatura.

Aminoécido Cdédigo de tres letras Codigo de una letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val Vv
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