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Resumen

El cobre es un metal esencial que cataliza reacciones importantes en los sistemas bioldgicos,
asimismo ha sido implicado en la agregacion amiloide de proteinas asociadas a
enfermedades degenerativas y neurodegenerativas. Un ejemplo es el péptido amilina (o
hIAPP), el cual es el componente principal de los depdsitos amiloides presentes en el
pancreas de pacientes con Diabetes Tipo 2. Estudios recientes han propuesto que el cobre
inhibe el proceso de formacién amiloide de hlAPP, aunque no se conoce el mecanismo ni los
detalles estructurales de la interaccion cobre-hlAPP. Otro ejemplo es la proteina prion
humana (hPrP), cuya conversidén a su forma anormal es el evento clave en la propagacion de
las enfermedades pridnicas. La hPrP tiene varios sitios de union a cobre, y se ha propuesto
gue esta interaccion es importante en transducciéon de sefiales y para el transporte mismo
de cobre.

En el presente trabajo se estudid la interaccidon de Cu(ll) con fragmentos peptidicos de la
amilina y la proteina prion. Por medio de técnicas espectroscdpicas de absorcién electrdnica,
dicroismo circular, resonancia paramagnética electrdnica y resonancia magnética nuclear, se
elucidaron los detalles de la coordinacidn de Cu(ll) al péptido de amilina y a diferentes sitios
de unidn de la proteina prion. Los resultados abonan a entender la participacién del ion
metalico en la agregacién amiloide y/o en la posible funcién de la proteina.

En el caso de la amilina (o hlAPP) se encontré que el sitio de anclaje al metal es la His18 y
gue la coordinacién del metal involucra a las amidas desprotonadas de la cadena peptidica
que le siguen en la secuencia del motivo HSSNN, hacia el C-terminal. La esfera de
coordinacion la complementan la cadena lateral del residuo de serina o carbonilos de la
cadena peptidica. En particular, el grupo hidroxilo de la serina en posicién 20 juega un papel
importante en estabilizar al quelato. El Cu(ll) se ancla a la histidina y favorece diferentes
conjuntos de ensambles conformacionales derivados de los modos de coordinaciéon que
adopta. Los modos de coordinacion propuestos para el complejo Cu(ll)-hlAPP explican el
efecto inhibitorio del metal en la agregacion amiloide del péptido, ya que los residuos
involucrados en la esfera de coordinacion son también importantes en la agregacion

amiloide.
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El estudio de la union de Cu(ll) a los sitios de His96 e His111 en fragmentos de la proteina
prion humana permite entender los factores que modulan la afinidad relativa del metal a
cada sitio y cdmo se impactan estos sitios de unién por el procesamiento proteolitico de la
proteina. Del estudio del fragmento 92-115, se deriva que la Met109, aunque no se une
directamente al metal, juega un papel importante para estabilizar el complejo Cu(ll)-His111
y determina la preferencia del metal para unirse a este sitio, posiblemente debido a un
efecto en la segunda esfera de coordinacién. Por otro lado, se disefiaron y estudiaron
fragmentos peptidicos para modelar los sitios de unidn a cobre que prevalecen anclados a la
membrana neuronal después del procesamiento proteolitico de la hPrP. El corte f3-
proteolitico de la hPrP resulta en una proteina truncada (fragmento C2) que contiene a
ambos sitios, His96 e His111, con el extremo NH,- terminal libre, el cual participa en la
coordinacion de Cu(ll) en el sitio de His96 y juega un papel importante en favorecer la unidn
del metal a este sitio sobre el de His111. También se encontrd que el corte a-proteolitico de
la hPrP tiene un impacto importante en las propiedades de coordinacién a Cu(ll) de la
proteina, ya que elimina el sitio de His96, dejando a un sitio de His111 con el extremo NH,-
terminal libre (fragmento C1). Este estudio demuestra que este sitio de unidn es muy
diferente del sitio de His111 original que presenta la proteina intacta. Asi, la conclusidn
general es que el procesamiento proteolitico de la hPrP impacta sus propiedades de
coordinacion a cobre, las cuales son dependientes de la concentracién del metal. Los modos
de coordinacién elucidados tienen relevancia fisiolégica, ya que la proteina prion anclada a
las membranas neuronales estd expuesta a fluctuaciones importantes de cobre. Por ultimo,
se estudiaron las interacciones alostéricas de la proteina prion mediadas por Cu(ll) y acidos
nucleicos. Se encontré que algunos fragmentos de la hPrP pueden formar complejos
ternarios Cu(ll)-acido nucleico-péptido. Se determind que la estabilidad del complejo de
His111 compite con la formacién del complejo ternario con el acido nucleico. Ademas, se
encontré que la regién C-terminal del fragmento 109-149 participa en la formacién de los
complejos ternarios. El estudio de estas interacciones alostéricas sirven de base para evaluar
su posible influencia en la conversidn de la hPrP a su isoforma anormal, evento clave en la

etiologia de las enfermedades pridnicas.
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En general, la union de Cu(ll) a los péptidos estudiados en este trabajo ayuda a identificar los
diferentes factores que impactan la coordinacién de Cu(ll) a péptidos con residuos de
histidina como sitios de anclaje al metal. Entre dichos factores se encuentran: la naturaleza
de los residuos en la vecindad de la His, el pK, de las amidas vecinas al sitio de anclaje y la
presencia de otros sitios de anclaje como el NH,- libre del amino terminal. Finalmente, este
trabajo proporciona detalles estructurales de la coordinacion Cu(ll) con el péptido amilina y
la proteina prion, abonando a la comprensién del papel que juega este metal en la
agregacion amiloide del péptido amilina y la etiologia de la diabetes tipo 2, y en la funcién de

la proteina prion y la quimica bioinorganica de las enfermedades pridnicas.
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Abstract

Copper is an essential metal ion that catalyzes important reactions in biological systems, it
has also been implicated in the amyloid aggregation of proteins associated with
degenerative and neurodegenerative diseases. One example is the amylin peptide (or
hIAPP), which is the major component of amyloid deposits found in pancreas of patients
suffering type 2 diabetes. Recent studies have proposed that copper inhibits hIAPP amyloid
fibrillogenesis, although the mechanism and the structural details of the copper-hlAPP
interaction are not known. Another example is the human prion protein (hPrP), whose
conversion to the abnormal form is the key event in the propagation of the prion diseases.
hPrP has several copper binding sites, and it has been proposed that this interaction is
important in signal transduction and copper transport.

In the present work the interaction of Cu(ll) with peptide fragments of the amylin and the
prion protein was studied. Through an array of spectroscopic techniques including electronic
absorption, circular dichroism, electron paramagnetic resonance and nuclear magnetic
resonance, the details of the coordination of Cu(ll) to the amylin peptide and different
binding sites of the prion protein were elucidated. The results contribute to the
understanding of the role of the metal ion in amyloid aggregation and/or the possible
function of the protein.

In the case of amylin (or hIAPP), it was found that the metal anchoring site is His18, and that
the metal coordination involves deprotonated amides of the backbone that follow in the
sequence of the HSSNN motif, towards the C-terminal. The coordination sphere is completed
by serine residues or backbone carbonyls. In particular, the hydroxyl group of serine 20 plays
an important role in stabilizing the chelate. Cu(ll) is anchored to histidine and favors
different sets of conformational ensembles derived from the coordination modes that it
adopts. The proposed coordination modes for the Cu(ll)-hIAPP complex explain the
inhibitory effect of the metal on the amyloid aggregation of the peptide, as the residues
involved in the coordination sphere are also important in amyloid aggregation.

The study of Cu(ll) binding to the His96 and His111 sites on human prion protein fragments

helps understand the factors that modulate the relative affinity of the metal to each site,
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and how these binding sites are impacted by the proteolytic processing of the protein. From
studying fragment 92-115, it derives that Met109, although is not directly bound to the
metal, plays an important role in stabilizing the Cu(ll)-His111 complex and determines the
preference of the metal for this binding site, possibly due to a second sphere coordination
effect. On the other hand, peptide fragments that model the copper binding sites that
prevail anchored to the neuronal membrane after the proteolytic processing of hPrP were
designed and studied. The B-cleavage of hPrP results in a truncated protein (C2 fragment)
containing both sites, His96 and His111, with the free NH,-terminal group, which
participates in the coordination of Cu(ll) at the His96 site and plays an important role in
favoring metal binding to this site over the His111 site. It was also found that the a-cleavage
of hPrP has a significant impact on the copper coordination properties of the protein,
because it removes the His96 site, leaving a His111 site with the free NH,-terminal group
(fragment C1). This study demonstrates that this binding site is very different from the
original His111 site present on the intact protein. Thus, the general conclusion is that the
proteolytic processing of hPrP impacts the coordination properties to copper, which are
dependent on the metal concentration. The elucidated coordination modes have
physiological relevance, because the prion protein anchored to the neural membranes is
exposed to important copper fluctuations. Finally, allosteric interactions of the prion protein
mediated by Cu(ll) and nucleic acids were studied. It was found that some fragments of hPrP
can form Cu(ll)-nucleic-acid-peptide ternary complexes. It was determined that the stability
of the His111 complex competes with the formation of the ternary complex with the nucleic
acid. Moreover, it was found that the C-terminal region of the 109-149 fragment is involved
in the formation of the ternary complexes. The study of these allosteric interactions serves
as a basis to evaluate their potential role in the conversion of hPrP to its abnormal isoform,
for a key event in the etiology of prion diseases.

In general, the binding of Cu(ll) to the peptides studied in this work helps to identify the
different factors that impact the coordination of Cu(ll) to peptides with histidine residues as
metal anchoring sites. These factors include: the nature of the residues in the vicinity of the
His, the pK; of the amides adjacent to the anchoring site, and the presence of other metal

anchoring groups, such as a free NH,-terminal group. Finally, this work provides structural
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details of the Cu(ll) coordination to the amylin peptide and the prion protein, contributing to
the understanding of the role of this metal in the amyloid aggregation of the amylin peptide

and the etiology of type 2 diabetes, and on the function of the prion protein and the

bioinorganic chemistry of prion diseases.
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Abreviaturas

Aminoacidos:

Aminoacidos con su grupo funcional resaltado en azul obscuro, nombre, cdédigo de tres letras

y cédigo de una sola letra.
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CD Circular Dichroism, dicroismo circular

ol Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

DT2 Diabetes Tipo 2

EPR Electron Paramagnetic Resonance, resonancia paramagnética electrénica

ESI-TOF-MS  Electrospray lonization Time-of-flight mass spectrometry, espectrometria de
masas por tiempo de vuelo y electrospray

hIAPP Human Islet Amyloid Polypeptide, polipéptido humano amiloide de los islotes

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation, correlacidn via multiples enlaces

HPLC High Performance Liquid Chromatography, cromatografia liquida de alta
resolucién

hPrP Human Prion Protein, proteina prion humana

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence, coherencia cudntica multiple
heteronuclear

ITC Isothermal Titration Calorimetry, calorimetria de titulacion isotérmica

LMCT Ligand to Metal Charge Transfer, transferencia de carga ligando-metal

NMDA N-metil-D-aspartato

OR Octarepeat (4 repeticiones de 8 residuos, 60-91 de la secuencia de la PrP)

Prp° Proteina prion celular

Prp>* Proteina prion anormal

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RMN *3C Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13

RMN *H Resonancia Magnética Nuclear de protén

ROS Reactive Oxygen Species, especies reactivas de oxigeno

rPrP Proteina prion de ratén

ThT Thioflavin T, tioflavina T

TOCSY Total Correlation Spectroscopy, espectroscopia de correlacion total
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Introduccion

El estudio de metales de transicién en sistemas bioldgicos generalmente se ha enfocado a su
participacién como cofactores de enzimas con funciones importantes como la transferencia
de electrones, el transporte y/o la activacion de oxigeno. Sin embargo, los metales de
transicién también estan implicados en procesos de sefializacion celular y modulacion de
respuestas celulares importantes.® Particularmente el cobre es uno de los metales esenciales
y mas abundantes en los organismos eucariontes.? Su capacidad para adoptar dos estados
de oxidacién en condiciones fisioldgicas, la forma reducida como Cu(l) y su forma oxidada
como Cu(ll), lo hace participe en muchos procesos fisioldgicos. Por otro lado, el cobre ha
sido implicado en procesos de agregacion amiloide de proteinas asociadas a enfermedades
degenerativas. Enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y las
enfermedades pridnicas, y enfermedades degenerativas como la diabetes tipo 2, han sido
ampliamente estudiadas debido a que forman este tipo de agregados proteicos. Asimismo,
el desbalance homeostatico de metales de transicidon, entre ellos el cobre, ha sido asociado
en la patogénesis de estas enfermedades. Incluso, en varios casos se ha demostrado que los
metales se encuentran en concentraciones relativamente altas en los agregados proteicos.
Es importante resaltar, que las proteinas implicadas en estas enfermedades presentan sitios
de unidn a cobre en regiones no estructuradas o intrinsecamente desordenadas. Ejemplos
claros incluyen: el péptido B-amiloide en Alzheimer, la proteina a-sinucleina en Parkinson, la
proteina prion en las enfermedades pridnicas y el péptido amilina en diabetes tipo 2. Y
aungue no se conoce la funcién fisioldgica de estas proteinas, en algunos casos estd claro
gue una de sus funciones podria estar relacionada con el trasporte a o trafico de metales. Un
ejemplo claro de esto es el de la proteina prion, la cual une cobre in vivo y se le ha propuesto
como un sensor y transportador de cobre.® * Asi, la proteina prion debe poseer en su
estructura residuos que anclen al metal y que ayuden a estabilizar complejos metalicos en
diferentes ambientes redox, concentraciones del ion metalico y niveles de acidez a los que
se expone.

El estudio de la coordinacion del cobre con estas proteinas es importante ya que sienta las

bases para comprender el papel que juega la interaccidon cobre-proteina en la funcién de la
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proteina, y/o en el mecanismo de agregacion amiloide asociado a estas proteinas. Asi, en
esta tesis se emprendié un estudio espectroscépico de la unién de Cu(ll) a dos sistemas: el
péptido amilina (o hIAPP) implicado en la enfermedad de diabetes tipo 2; la proteina prion
implicada en las enfermedades pridnicas. En este estudio se utilizan fragmentos peptidicos
de cada sistema para modelar los sitios de unidon a cobre; esta estrategia ha resultado
exitosa ya que los sitios de coordinacion se encuentran en regiones no estructuradas de la
proteina.

En el capitulo 1 se estudia la unién de Cu(ll) al péptido amilina (hIAPP human islet amyloid
polypeptide) y el impacto de dicha interaccion en su agregacion amiloide. Mediante el
disefio y estudio de diversos fragmentos de la hlIAPP, se elucidaron los detalles estructurales
del sitio de coordinacidn. En el capitulo 2 se estudia la coordinacién de Cu(ll) a los sitios de
histidinas 96 y 111 de la proteina prion, y se evalla el papel de los residuos de metioninas en
la unién del metal. Este estudio es relevante para entender cémo se une el cobre a la
proteina completa; sin embargo, la proteina prion sufre cortes proteoliticos como
modificaciones postraduccionales que deben impactar los sitios de unién a cobre. Por tanto,
en el capitulo 3 se estudian péptidos que modelan los sitios de coordinacién a cobre que
prevalecen al procesamiento proteolitico de la proteina prion. Finalmente, en el capitulo 4
se explora el efecto de otros ligantes, como los oligonucledtidos, en la interaccién de Cu(ll)
con fragmentos que incluyen el sitio de la His111 y una regién hidrofébica que es clave en la
conversion de la proteina prion celular a la isoforma anormal.

En todos los sistemas estudiados, se trata de péptidos en los que el grupo imidazol de una
histidina es el sitio de anclaje para la coordinacién a Cu(ll), y se revela, cdmo el entorno
qguimico alrededor de la histidina determina la esfera de coordinacidn del complejo.

Este trabajo de tesis contribuye al entendimiento de la quimica bioinorganica del papel que
juega el cobre en la diabetes tipo 2 y las enfermedades pridnicas.
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Capitulo 1.
Interaccidn del Cu(ll) con el péptido amilina o hlAPP: coordinacion y efecto en
su agregacion amiloide

Antecedentes

Diabetes Tipo 2 y IAPP

La Diabetes Tipo 2 (DT2) es un problema que afecta a mas de 415 millones de personas en el
mundo. México se posiciona en el lugar nimero 6 en la lista de paises con mayor incidencia
de esta enfermedad, con 11.5 millones de personas con Diabetes en el afio 2015. Nuestro
pais ocupa también el segundo lugar a nivel mundial en porcentaje de diabéticos por
poblacién total,* por lo que esta enfermedad es un problema de salud publica. Es bien
conocido que en esta enfermedad ocurre una disminucion en la habilidad de la insulina para
estimular el metabolismo de la glucosa, es decir, el cuerpo no responde a ella, lo cual hace
que la glucosa no sea aprovechada como energia y por tanto los niveles de glucosa en sangre
se vean aumentados.”?

La DT2 también se caracteriza por la disfuncién secretora, pérdida de masa y destruccién de
las células-f3 pancreaticas® formando depdsitos amiloides en sitios extracelulares y por tanto
afectando la funcion del islote.* Algunas especies de mamiferos incluido el humano,
(macacos, felinos, canguros, etc) son propensas a formar estos depdsitos amiloides en los
islotes pancreaticos y estas mismas especies son susceptibles a desarrollar Diabetes Tipo 2.’
La amilina o hIAPP es el principal componente de los depdsitos amiloides formados en los
islotes pancreaticos. Estos depdsitos estan presentes en el pancreas de mas del 90% de
pacientes post-mortem que sufrieron Diabetes Tipo 2. El grado de deposicion amiloide estd
asociado con la severidad de la enfermedad.*®

hIAPP es un péptido de 37 residuos con un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina 2 y
7 y amidado en el extremo C-terminal (Figura 1.1.1). El hIAPP es sintetizado y co-secretado
junto con la insulina (relacién hlAPP:insulina 1:100) en las células- de los islotes de
Langerhans dentro del pancreas a partir del precursor pro-IAPP de 89 residuos, el cual por la

accién de enzimas pro-hormonas convertasas PC2 y PC3, libera el hIAPP en los granulos
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secretores.®® Se han atribuido diferentes funciones fisioldgicas al péptido hIAPP, entre las
gue se encuentran: regulacion del metabolismo de la glucosa, debido a que se encuentra
almacenado junto con la insulina; supresidon en la ingesta de alimentos; como molécula

. . . . 7
paracrina en los islotes y como una hormona con efectos en el sistema nervioso central.”
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Figura 1.1.1 IAPP humana co-secretada del pancreas a partir de las células-f. La secuencia del péptido se
muestra en circulos naranjas con abreviaturas de los aminoacidos con su respectivo grupo funcional.

La toxicidad del hIAPP sobre las células-f3 radica en la via de formacion de fibras amiloides
por el péptido. Varios estudios han sugerido que las especies tdxicas a las células son las
protofibras y los oligdmeros formados en el curso de la amiloidosis y no asi las fibras
maduras que forman el depdsito amiloide.” ° La habilidad del hIAPP para formar fibras
amiloides radica principalmente en el tipo de residuos presentes en su secuencia. La regidn
que comprende los residuos 20-29 (SNNFGAILSS) es clave para la agregacion amiloide;” ®
también las regiones 8-20 y 30-37 pueden forman fibras. En contraste, el IAPP de roedor no
forma fibras amiloides; de hecho, no se han encontrado depdsitos amiloides en los islotes de
estos mamiferos. La incapacidad de la IAPP de roedor para formar fibras amiloides reside en
su secuencia.” Comparando las secuencias del hIAPP con respecto a la de roedor en la region

20-29, la secuencia del IAPP de roedor presenta tres residuos de prolina (SNNLGPVLPP), los
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cuales bloquean la formacion de hojas-, previniendo el plegamiento del péptido y

ensamble en fibras amiloides.* ® °

El mecanismo de agregacion en la formacién de fibras amiloides del péptido hIAPP puede

estar influenciado por diferentes factores:

* Genéticos, como la mutacion en el residuo de serina 20 por glicina (que acelera la
agregacion amiloide) asociada con el riesgo de aparicién temprana de la enfermedad de
Diabetes Tipo 2.1

e Presencia de proteinas: insulina (inhibe el proceso de formacién amiloide de la IAPP),*?
amiloide-P del suero (SAP), apolipoproteina E y proteoglicano de heparan-sulfato, estas
tres Gltimas también presentes en placas seniles de enfermos de Alzheimer.*®

* Alteracion en el procesamiento de la proteina precursora prolAPP, la cual puede servir
de “semilla” para la agregacién del péptido IAPP.*®

* |ones metdlicos como zinc y cobre, los cuales retrasan la formacion de la fibra
amiloide.”

La participacion de estos iones metdlicos se ha explorado no solo como factor que influye en

la agregacion amiloide del hlAPP, sino también en muchas proteinas amiloidogénicas como

. . , ’ . 15-17
-amiloide, a-sinucleina y proteina prion. >

Zincy IAPP

El zinc es de particular interés debido a que su concentracion en el pancreas y células-f3 es
de las mas altas en el cuerpo ademas de que su deficiencia estd asociada a la enfermedad de

Diabetes Tipo 2.'**°

El zinc es encontrado en los granulos secretores en concentraciones
milimolares (20 mM),?° mientras que en el espacio extracelular, donde ocurre la amiloidosis,
se encuentra en concentraciéon micromolar (15-25 uM).** Se ha reportado que en los
pacientes diabéticos los niveles de Zn en sangre y suero se ven disminuidos.??

Ensayos in vitro han demostrado que el Zn(ll) inhibe significativamente la fibrilogénesis
amiloide de hIAPP a concentraciones similares a las encontradas en el ambiente

1 s . - s . .
extracelular,’® ademas de que promueve la formacién de oligémeros prefibrilares y afecta la

morfologia y densidad de los agregados.”> Usando ensayos de cinéticas de agregacion



Capitulo 1
Cu(l1)-hIAPP

Cinvestav

monitoreada por Fluorescencia de la tioflavina T (ThT), se ha visto que el Zn puede inhibir Ia
formacién de fibras a pH fisiolégico, incrementando el tiempo de nucleacién para la
formacion de la fibra. Por RMN se ha confirmado la coordinacion del Zn a la histidina 18, la
cual afecta la conformacion del péptido alrededor de dicho residuo.”® La afinidad del ion
metalico al péptido IAPP es del mismo orden de magnitud que las concentraciones de zinc

existentes en el espacio extracelular con una K, = 0.89x10° M (Kg= 1.12 MM)24 (Figura 1.1.2).

Granulo Secretor Espacio Extracelular
[Zn] 20 mM [Zn] 15-25 uM

~ 1
\ HI318
= ' Zn
Kg=1.12 uM

~ IAPP

Figura 1.1.2. Esquema de las concentraciones de Zn en el granulo secretor y en el espacio extracelular de las
células-p. La flecha indica como el Zn(ll) al unirse a la IAPP cambia la conformacidn del péptido alrededor de la
His18.

Cobre y IAPP

El estudio del efecto del cobre en la agregacion amiloide del péptido hIAPP es de particular
interés debido a que los niveles de cobre en suero en pacientes diabéticos son mas altos en

. 19, 22, 25-27
comparacion con personas sanas. 922,25

De hecho se ha propuesto que el desbalance o
pérdida de homeostasis de este ion metdlico puede jugar un papel importante en Ia
enfermedad de Diabetes Tipo 2.7

Al igual que el ion zinc, el cobre también inhibe el proceso de formacién amiloide de hIAPP,
ademas de que cambia la morfologia final de los agregados.** Estudios previos llevados a
cabo en nuestro laboratorio demostraron que el Cu(ll) retrasa la formacion de fibras de los
fragmentos 15-22 y 15-29 del péptido hIAPP; ademads de que la morfologia de los agregados

. . s 2 . 7 . .
se ve afectada por la presencia del ion metélico.” Estas secuencias de péptidos incluyen la

parte amiloidogénica de hIAPP, ademds del posible sitio de unién al i6n metalico. Dicho
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efecto se puede caracterizar siguiendo cinéticas de formacidon de fibras por ensayo de
fluorescencia de la ThT (tioflavina T), en el cual un incremento en la intensidad de la
fluorescencia a una longitud de onda de emisién de 485 nm, resultado de una inmovilizacién
rotacional de la ThT,* es indicativo de formacidn de fibras.?! Una traza de este proceso de

agregacion es generalmente sigmoidal (Figura 1.1.3).
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Figura 1.1.3 (A) Estructura molecular de la Tioflavina T (ThT), abajo la flecha roja representa el giro entre los
anillos de benzotiazol y aminobenceno cuando la ThT esta en solucién. (B) Esta rotacidn se ve impedida cuando
la ThT interactua con las fibras amiloides en la regidn sefialada con la flecha verde. (C) Modelo de la agregacion
amiloide, comenzando en mondmero soluble, pasando por protofibras, crecimiento de fibras y finalmente
formacién de fibras amiloides. (A) y (B) adaptacion de ref 30

En el ensayo de ThT de los fragmentos hIAPP(15-22) y hIAPP(15-29) se monitored la
intensidad de fluorescencia con respecto al tiempo y se observé que la presencia de Cu(ll)

retrasa la formacidén de las fibras.

A IAPP(15-22) 0.0 Cu2* B 1APP(15-29) 0.0 Cu2*
1APP(15-22) 0.5 Cu2* IAPP(15-29) 0.5 Cu2*
|APP(15-22) 1.0 Cu?* IAPP(15-29) 1.0 Cu2*
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Figura 1.1.4 Efecto del Cu(ll) en la agregaciéon amiloide del péptido IAPP(15-22) (A) y IAPP(15-29) (B) seguido
por fluorescencia de ThT. Imdagenes de las fibras amiloides formadas al final de la cinética de agregacién de la
IAPP(15-22) por TEM en ausencia (C) y presencia de Cu(ll): 0.5eq (D), 1.0eq (E) y 2.0eq (F). Figura adaptada con
permiso de la ACS de la referencia »
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El andlisis por microscopia electrdnica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) de los
agregados en el punto final de las cinéticas de agregacion (Figura 1.1.4 (C), (D), (E) y (F))
muestra que en ausencia de Cu(ll) las fibras amiloides se encuentran bien estructuradas y
largas (C), como tipicamente se puede encontrar a las fibras. Sin embargo en los agregados
formados en presencia de 0.5 y 1.0 eq Cu(ll) hay menor cantidad de fibras y son mas cortas
(D) y (E). Para la condicién de 2.0 eq Cu(ll) las fibras son aun mas cortas y delgadas y en su
mayoria lo que se observa son agregados no-fibrilares. Con estos resultados se demostré
que el idn Cu(ll) retrasa o inhibe el proceso de formacién de la fibra amiloide del péptido
hIAPP(15-22) y plantea la posibilidad de que la via de agregacion amiloide de hIAPP en
presencia del i6n metélico sigue un camino diferente que en ausencia de éste.?

La unién de Cu(ll) a hIAPP no sélo puede afectar la via amiloidogénica sino también otros
procesos que puede sufrir el péptido, y es que la unidn especifica del ion metalico Cu(ll) ala
hIAPP inhibe la accién proteolitica de IDE (Insulin-Degrading Enzyme, enzima degradadora
de insulina), enzima responsable en la degradacion de IAPP. Este efecto puede ser porque la
coordinacion especifica del ion metdlico al péptido induce cambios conformacionales que
impiden su hidrdlisis enzimatica.* **

Diversos estudios han intentando evaluar el papel que juega el cobre en la citotoxicidad de
hIAPP. Por un lado se plantea que en presencia del ion metalico se forman especies

34-37

oligoméricas que son toxicas para la célula y por otra parte la formacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) pueden contribuir a incrementar el estrés oxidativo.’”
Recientemente, Lee y colaboradores demostraron que los oligdmeros de hIAPP que
contienen Cu(ll) forman agregados téxicos con conformacion random-coil.>* Por otro lado,
también se ha propuesto el papel del ion cobre como un modulador benéfico en la
citotoxicidad por hIAPP gracias a la habilidad del cobre a “frenar” las transiciones
conformacionales hacia una estructura secundaria propensa a fibrilar y su propiedad de
coordinar a hlAPP, disminuyendo la produccién de ROS por cobre libre. En otras palabras, se
propone que la formacién del complejo Cu(ll)-hlIAPP puede proteger a las células,
estabilizando al péptido hIAPP en su forma monomérica no téxica.*

Asi, el papel que juega el ion Cu(ll) y su interaccion con hlAPP no se ha determinado por

completo debido a estas discrepancias en su rol benéfico o tdxico, por lo que se necesita un
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mayor entendimiento de los detalles estructurales de la coordinacion Cu(ll)-hIAPP que
ayuden a conocer el impacto que tendria el metal en la agregacién, toxicidad e incluso en la

etiologia de la Diabetes Tipo 2.

Coordinacion de Cu(ll) a IAPP

El estudio de la coordinacion especifica de cobre a IAPP humana ha sido poco explorada,
algunos autores han propuesto la regién donde se localiza la His18 como sitio de unidn
cobre-péptido (Figura 1.1.5 (A)): a) estudios por espectroscopia Raman muestran como
posible sitio de enlace dicho residuo de histidina;*® b) Sinopoli y colaboradores en 2014
prueban por andlisis de protedlisis enzimatica de la IAPP en presencia de cobre que el sitio
de unién del ion metalico al péptido se da en la regién que contiene la His18** y mas aun,
recientemente se reportd c) por espectrometria de masas LAESI-MS IMS (Laser Ablation
Electrospray lonization-Mass Spectrometry, lon Mobility Separation, por sus siglas en inglés)
la formacién de un aducto de Cu(ll) con IAPP humana dentro de los residuos que contienen a
la histidina en fase gas.*!

Por otro lado, existe un estudio de la coordinacién de Cu(ll) a la IAPP de roedor, tomando
importancia por el hecho de que este péptido posee la propiedad de no ser amiloidogénico,
como se menciond anteriormente. Kallay y colaboradores®  demostraron
espectroscépicamente y con simulaciones por DFT (Density Functional Theory, por sus siglas
en inglés) que el ion cobre se une al péptido IAPP de roedor a pesar de la carencia de la
His18 y se ancla al residuo de asparagina 22 en la secuencia 17-29 (-RSSNNLGPVLP-) en
condiciones de pH basico, con participaciéon de amidas desprotonadas y una molécula de
agua (Figura 1.1.5 B), aunque en condiciones de pH fisioldgico (~7.5) el complejo tiende a

precipitar.
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Figura 1.1.5. (A) Representacién esquemdtica de la unién de Cu(ll) a la IAPP humana resaltando el residuo de
His18 con su grupo lateral imidazol unido a cu®. (B) Modo de coordinacion de Cu(ll) al sitio de IAPP de roedor
del complejo [CuH_,L].

El presente capitulo trata de explicar el efecto de la unién de Cu(ll) a la hlAPP en su
agregacion, ademas de establecer las bases estructurales de la coordinacion Cu(ll)-hIAPP y
conocer el sitio especifico de union y los residuos involucrados en la coordinacién del metal-
péptido. Para ello se han empleado fragmentos peptidicos sintetizados quimicamente vy

técnicas espectroscépicas para la elucidacién estructural del complejo.
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Objetivo General

Elucidar los detalles estructurales del sitio de coordinacién a Cu(ll) en la hIAPP y entender el

impacto en su agregacién amiloide.

Objetivos especificos

* Elucidar la secuencia minima necesaria para reproducir el sitio de coordinacién.

* Evaluar el papel del residuo His18 en la coordinacién al sitio y su impacto en la
agregacion.

* Evaluar la identidad de las amidas desprotonadas coordinantes al ion metalico y los

residuos participantes en la esfera de coordinacion.
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Resultados y Analisis

Coordinacién de Cu(ll) a la hIAPP

Direccionalidad en el sitio de coordinacion

Existe evidencia que el residuo de Hisl8 es el sitio de anclaje para la unién de Cu(ll) a
hIAPP.>> *! El grupo funcional imidazol de la histidina es probablemente el sitio mas comdn
en la unién de Cu(ll) a péptidos.* Este residuo puede exhibir diferencias significativas en su
comportamiento de coordinacién en funcién a su ubicacién, residuos vecinos,** y
heteroatomos pertenecientes a la cadena peptidica como amidas desprotonadas que se
encuentran antes (hacia el N-terminal) o después (hacia el C-terminal) de la histidina en la
secuencia.

Para entender la unidn de Cu(ll) a hlAPP y la direccionalidad de su esfera de coordinacién, se
estudié la interaccién cobre-péptido de diferentes fragmentos peptidicos de hIAPP, los
cuales incluyen en su secuencia al residuo de His18 (Tabla 1.2.1). El antecedente de que el
fragmento mas largo hIAPP(15-22) constituido por ocho residuos situa al residuo de His en el
centro, sirve de punto de partida para el estudio de la coordinacién Cu(ll)-hlAPP. Asi, se
pueden proponer dos fragmentos cortos: uno que incluye los residuos anteriores al residuo
de His18, es decir, hIAPP(15-18) y otro que incluye los residuos posteriores a His18, es decir,
hIAPP(18-22).

La unién de Cu(ll) a cada péptido fue evaluada por espectroscopia de dicroismo circular (CD
por sus siglas en inglés) en la region UV/Vis y resonancia paramagnética electrénica (EPR por
sus siglas en inglés).

Tabla 1.2.1 Secuencias de péptidos 15-22, 15-18 y 18-22

Péptido Secuencia
hlAPP(15-22) FLVHSSNN
hIAPP(15-18) FLVH
hIAPP(18-22) HSSNN

10



@ Capitulo 1

Cinvestav Cu(ll)-hlIAPP

En la Figura 1.2.1 se presentan las titulaciones con Cu(ll) de los fragmentos seguidas por CD a
pH 7.5. En todos los casos se forman complejos con relacidon estequiométrica 1:1. Para el
complejo Cu(ll)-hIAPP(15-18) (A) las sefiales son de baja intensidad, ademas que se recorren
en energia con respecto al complejo formado con el fragmento largo 15-22 (B). En cambio
para el complejo hlAPP(18-22) (C) las sefiales son mds intensas y se asemejan al complejo

formado de Cu(ll)-hIAPP(15-22).
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Figura 1.2.1. Espectros de CD colectados después de la adicion de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 eq Cu(ll) (lineas
punteadas) y 1.0 Cu(ll) (linea continua) a los péptidos (A) hIAPP(15-18) (rosa), (B) hAPP(15-22) (negro) y (C)
hIAPP(18-22) (azul) a pH 7.5.

En la Figura 1.2.2 (A) se comparan los espectros de CD a pH 7.5 de los complejos Cu(ll)-
hIAPP(15-22), Cu(ll)-hIAPP(15-18) vy Cu(ll)-hlAPP(18-22). Claramente se pueden ver
similitudes entre los espectros de los complejos del fragmento largo hIAPP(15-22) (negro) y
el fragmento corto hIAPP(18-22) (azul). Mas aun, los parametros de EPR (B) de estos dos
complejos son muy similares y en ambos casos los valores g, VA, correlacionan para
complejos con modo de coordinacién ecuatorial 3N10. Por otro lado, en el caso del
fragmento hIAPP(15-18), el espectro de CD del complejo Cu(ll)-IAPP(15-18) (rosa) es muy
diferente con respecto de Cu(ll)-hlAPP(15-22) y los valores g, YA, en el espectro de EPR

correlacionan para una coordinacion ecuatorial 4N.

11
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Figura 1.2.2. Espectros de CD (A) y EPR (B) de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) (negro), Cu(ll)-hAPP(15-18)
(rosa) y Cu(ll)-hlIAPP(18-22) (azul). AII en unidades x 10* cm™.

Asi, todos estos datos indican que el complejo de Cu(ll) formado con el fragmento corto
hIAPP(18-22) tiene el mismo ambiente de coordinacién del complejo en el fragmento largo
hIAPP(15-22), mientras que la union de Cu(ll) a hlIAPP(15-18) da lugar a un complejo muy
diferente. A partir de estos resultados se puede concluir que la coordinacién de Cu(ll) al
fragmento hIAPP(15-22) involucra la participacién de los residuos posteriores a la His18 en la
secuencia de hIAPP, y que el fragmento hIAPP(18-22) contiene la secuencia necesaria para

reproducir el sitio de coordinacién al ién metadlico del fragmento largo.

Con el fin de evaluar si efectivamente la unién del ion Cu(ll) a la hlAPP ocurre hacia el C-
terminal, involucrando residuos que le siguen en la secuencia a la His18, se estudid el
fragmento hlIAPP(15-22 S19P). En este péptido, el residuo de Prolina (P) en la posicién 19
previene la desprotonaciéon de la amida del enlace peptidico que le sigue a la His18, y por
tanto previene la coordinacidn del ion metdlico hacia el C-terminal. Asi mismo, el giro de la
prolina inducido en la cadena peptidica, sirve como “punto de quiebre” para la coordinacion
del Cu(ll) hacia el C-terminal,*> *® forzando al metal a coordinarse hacia el N-terminal.

Se tituld una solucién de péptido hIAPP(15-22 S19P) con Cu(ll) a pH 7.5 y se siguidé por CD.
Como se muestra en la Figura 1.2.3 B, todas las sefales se saturaron a 1.0 eq Cu(ll) indicando
una estequiometria 1:1 Cu(ll):Péptido. El espectro a 1.0 eq de Cu(ll) muestra dos transiciones

de campo ligando (d-d): una banda negativa a 16 580 cm™ (Ae = -0.21 M*cm™) y una positiva

12
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a 19300 cm™ (Ae = 0.15 M cm™). También se observan bandas de transferencia de carga en
la region por arriba de 32 000 cm™ que corresponden a transiciones de transferencia de
carga del imidazol de la His18 al Cu(ll). Asi, claramente el espectro de CD del complejo Cu(ll)-
hIAPP(15-22 S19P) muestra grandes diferencias con respecto al espectro del fragmento
hIAPP(15-22). Consistentemente, el espectro de EPR del complejo Cu(ll)-hIAPP(15-22 S19P)
(Figura 1.2.3 (C) espectro gris) presenta valores g,y A,2233 y 176 x 10* cm™
respectivamente, los cuales son diferentes con respecto a lo observado para el péptido 15-
22. Por lo tanto, el bloqueo de la amida del enlace peptidico de la Serl9 previene la
coordinacion hacia el C-terminal y el complejo Cu(ll)-péptido tiene un ambiente de

coordinacion diferente. Esto es consistente con la nocién de que la coordinacién de Cu(ll) a

hIAPP(15-22) involucra residuos que siguen en la secuencia a la His18.
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Figura 1.2.3 Titulacion de hIAPP(15-22) (negro) (A) y hIAPP(15-22 S19P) (gris) (B) con Cu(ll) seguida por CD a pH
7.5, después de la adicién de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 (lineas punteadas) y 1.0 eq (lineas continuas). (C) Espectros de
EPR de los complejos hIAPP(15-22) (negro) y hIAPP(15-22 S19P) (gris) después de la adicién de 1.0 eq Cu(ll). Las
lineas punteadas corresponden al espectro simulado usando los parametros listados en Tabla 1.2.2. A, en
unidades x 10* cm™.

Una comparacién a este modelo es el recientemente reportado por Rowinska-Zyrek®’ en
donde estudia la coordinacion de Cu(ll) al fragmento hlIAPP(1-19). Este péptido carece de

Ser20, residuo clave para estabilizar la coordinacidon con respecto a C-terminal. Las

13
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caracteristicas espectroscdpicas determinadas por CD son similares a lo observado en

nuestra variante Cu(ll)-hIAPP(15-22 S19P).

Tabla 1.2.2 Parametros de EPR de la simulacion de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) y Cu(ll)-hIAPP(15-22

S19P).
Cu(ll)-hIAPP  Cu(ll)-hIAPP
(15-22) (15-22 S19P)
gy 2.058 2.045
g, 2.085 2.065
g, 2.234 2.233
g, (segunda especie) 2.28 -
A, 4 5
A, 20 13
A, 164 173
A, (segunda especie) 182 -
Ancho de banda x 25 35
Ancho de banday 25 30
Ancho de banda z 35 35

Ay Ancho de banda estan dadas en x 10* em™

Coordinacién de Cu(ll) al fragmento hlAPP(18-22)

hlAPP(18-22) como modelo de union a Cu(ll)

Con la nocidn de que la coordinacion del ion Cu(ll) a hIAPP(15-22) ocurre hacia el C-terminal
a partir del residuo de His18, el fragmento hIAPP(18-22) podria ser un buen modelo para el
estudio de coordinacion del ion metalico a la hlIAPP.

El Cu(ll) unido al fragmento hIAPP(18-22) fue estudiado por titulacién del péptido a pH 7.5
seguido por CD. Las sefiales saturan a 1.0 eq de Cu(ll) por lo que la estequiometria
correspondiente es 1:1 como en el caso del péptido mas largo hIAPP(15-22) (Figura 1.2.4). El
espectro de CD del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) muestra un banda d-d negativa a 16 050
cm™ (Ae = -0.89 M™cm™) y tres transiciones correspondientes a bandas de transferencia de
carga (LMCT): una banda positiva a 29 460 cm™ (Ae = 0.32 M'cm™) que puede ser asignada a
una banda LMCT de la amida desprotonada N del enlace peptidico al Cu(ll); una banda
negativa a 32 700 cm™ con muy baja intensidad (Ae = -0.02 M cm™) y una positiva a 38 840

cm™ con alta intensidad (Ae = 2.60 M™*cm™) correspondientes a LMCT 71 y 7, del imidazol de

14
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la His18 al Cu(ll). Claramente el espectro de CD del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) es
practicamente idéntico al del complejo de Cu(ll)-hlAPP(15-22). Mdas aun, sus espectros de
EPR muestran sefiales muy similares con valores: A =158 x 10* ecmty g,= 2.239 para el
complejo de Cu(ll)-hIAPP(18-22), y A = 164 x 10* cmty g,= 2.234 para el complejo de
Cu(Il)-hIAPP(15-22) (Figura 1.2.4 C). Estos parametros de EPR corresponden a un modo de
coordinacion ecuatorial con tres nitrégenos y un oxigeno, de acuerdo a las correlaciones de
Peisach-Blumberg.”® En ambos casos, una cantidad menor al 10% de una segunda especie

esta presente como se puede apreciar en los espectros de EPR.

........

Segunda Especie

26 25 24 2.392.2 21 2 1.9

-1 1 1 1 1 AL v "
40000 36000 32000 28000 24000 20000 16000 12000
Energia (cm-1)

Figura 1.2.4 Titulacion de hIAPP(15-22) (negro) (A) y hIAPP(18-22) (azul) (B) con Cu(ll) seguida por CD a pH 7.5.
(C) Espectros de EPR de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) (negro) y Cu(ll)-hIAPP(18-22) (azul) después de la
adicion de 1.0 eq Cu(ll). Las lineas punteadas corresponden al espectro simulado usando los parametros
listados en Tabla 1.2.3. A, en unidades x 10* cm™.
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Tabla 1.2.3 Parametros de EPR de la simulacién de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) y Cu(ll)-hIAPP(18-22).

Cu(l1)-hIAPP Cu(l1)-hIAPP
(15-22) (18-22)
gy 2.058 2.055
g 2.085 2.087
g, 2.234 2.239
g, (segunda especie) 2.28 2.28
A, 4 14
A, 20 21
A, 164 158
A, (segunda especie) 182 168
Ancho de banda x 25 20
Ancho de banday 25 25
Ancho de banda z 35 35

Ay Ancho de banda estan dadas en x 10* em™

La formacidn del complejo metdlico es a menudo dependiente de pH, por lo que se hizo un
estudio por CD de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) y Cu(ll)-hlAPP(18-22) con 1.0 eq Cu(ll) a
diferentes valores de pH. Siguiendo los cambios en los espectros de CD a diferentes
energias, llega a ser evidente que la intensidad de las sefales es dependiente de pH,
exhibiendo un comportamiento sigmoideo, indicativo de equilibrio de protonacién. Los
valores de pK; asociados a los dos equilibrios de protonacién son determinados a partir de
los mejores ajustes de los datos derivados de al menos tres experimentos (para el calculo del
pKa, referirse al Apéndice 1). En la Figura 1.2.5 se muestran los espectros de CD de los
complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) (negro) y Cu(ll)-hIAPP(18-22) (azul) obtenidos a partir de un
barrido a diferentes condiciones de pH, asi como los ajustes a diferentes energias: 16 234
cm™ (traza gris vy azul claro, escala izquierda en el eje Y) y 30 303 cm™ (traza negra y azul
fuerte, escala derecha en el eje Y). Los valores de pK, para el complejo Cu(ll)-hIAPP(15-22)
son 6.23 £ 0.13 y 9.40 + 0.4, mientras que para el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) son 6.28 +
0.01y8.27 £0.16.

Estos resultados indican que a valores de pH fisioldgico, es decir 7.4-7.5, existe
mayoritariamente una sola especie, que es la especie con modo de coordinacion 3N10. Por
tanto, la segunda especie detectada por EPR corresponde a la forma protonada de cada
complejo, asociada a los valores de pKs,: Cu(ll)-hIAPP(18-22) (pK, 6.28 = 0.01) y Cu(ll)-
hIAPP(15-22) (pK,6.23 + 0.13).
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Figura 1.2.5 (A) Espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) (negro) y Cu(ll)-hIAPP(18-22) (azul)
obtenidos a partir de un barrido a diferentes condiciones de pH. (B) Trazas para los cambios de intensidad de
las sefiales de CD a 16,234 cm™ (traza gris y azul claro, escala izquierda en el eje Y) y 30,303 cm™ (traza negray
azul fuerte, escala derecha en el eje Y). Los valores de pK, se determinaron por ajuste de un modelo de dos
equilibrios de protonacion.

En términos generales, estos resultados indican que el péptido hIAPP(18-22) en un modelo
adecuado que reproduce las caracteristicas de coordinacion del péptido mas largo hIAPP(15-
22). Estos resultados son consistentes con lo reportado recientemente por Li y
colaboradores** que demuestran por espectrometria de masas LAESI-IMS-MS (Laser Ablation
Electrospray lonization lon Mobility Separation Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés)
qgue el ion Cu(ll) exhibe una fuerte asociacion con estos residuos —HSSNN- (18-22) de la

hIAPP.
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Papel de la His18 en la coordinacion de Cu(ll) a hIAPP y su efecto inhibitorio en la agregacion

Con la finalidad de entender el papel que juega la His18 en la coordinacién del ion metalico y
en la agregacion de la hlAPP, se estudid la variante hIAPP(15-22 H18A) en la cual se sustituye
el residuo de histidina 18 por alanina, es decir, se suprime el grupo funcional imidazol de la
histidina.

En el ensayo de agregacion de la variante hIAPP(15-22 H18A) (Figura 1.2.6 A), la adicién del
ion Cu(ll) retrasa la formacion de fibras, pero en menor medida en comparacién con el
péptido hlAPP(15-22). De hecho, con 2.0 eq de Cu(ll) aun hay formacién de fibras y no se
abate el fendmeno de fibrilacién como en hlAPP(15-22). Una comparacion de los espectros
de CD y EPR de los complejos Cu(ll)-hIAPP(15-22) y Cu(ll)-hlIAPP(15-22 H18A) (Figura 1.2.6 B
y C), muestran cambios sustanciales. Para el espectro de CD, la banda d-d se desplaza de 16
200 cm™ a 17 100 cm™ y es de menor intensidad, la banda alrededor de 29 800 cm? se
desplaza a mas alta energia y el resto de las transiciones muestran mucho menor intensidad.
En el caso del espectro de EPR las diferencias son mayores, pasando de valores g,=2.234y
A =164 para Cu(ll)-IAPP(15-22) a valores de 2.221 y 201 x 10" cm-! para la variante Cu(ll)-
IAPP(15-22 H18A). Por tanto, se puede decir que la naturaleza del complejo Cu(ll)-hIAPP(15-
22) cambia drasticamente por la sustitucion de la His18. Ademas, el hecho de que disminuya
significativamente el efecto inhibitorio del Cu(ll) en la formacidn amiloide, indica que la

His18 es el residuo primario de anclaje del Cu(ll) hacia el péptido hIAPP(15-22).

A IAPP(15-22 H18A) 0.0 Cu(ll) B Cc
IAPP(15-22 H18A) 0.5 Cu(ll) Cu(ll)-IAPP(15-22)
IAPP(15-22 H18A) 1.0 Cu(l) Cu(ll)-IAPP(15-22 H18A)
IAPP(15-22 H18A) 2.0 Cu(ll) ay~2.234

Intensidad de

Fluorescencia
«ﬁ
Ag (M-1em-1)

ad T,
A av-

35000 30000 25000 20000 15000
Energia (cm-1)

26 25 24 23 o 22 24 77 e
“Tiempo (min)
Figura 1.2.6. Efecto del Cu(ll) en la agregacion amiloide de la variante IAPP(15-22 H18A) (A). Espectros de CD

(B) y EPR (C) de los complejos Cu(ll)-IAPP(15-22) (negro) y variante Cu(ll)-IAPP(15-22 H18A) (café). AII en
unidades x 10* cm™.
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Como ya se demostrd en el fragmento largo hIAPP(15-22), la His18 es el sitio de anclaje en la
coordinacion del ion Cu(ll) al péptido hlIAPP. Para obtener una mejor descripcién estructural
del complejo, se ha caracterizado la interaccién Cu(ll)-hIAPP(18-22) por espectroscopia de
RMN.

Las sefiales para cada H y C fueron asignadas a partir de experimentos *H-'H TOCSY, *H-*C
HSQC y '4-C HMBC. La Figura 1.2.7 A muestra los espectros 'H-B¢c Hsac superpuestos en
la regién alifatica del péptido hIAPP(18-22) en ausencia (azul) y presencia (rojo) de 0.2 eq
Cu(ll). El efecto paramagnético del ion Cu(ll) causa ensanchamiento en las sefiales debido al
incremento en la relajacién de los nucleos.* A partir de los datos presentados en la Figura
1.2.7, resulta evidente que las sefiales mas afectadas son las correspondientes a los HB-CP3 y
Ho-Ca de la His18, los cuales desaparecen por completo después de la adicién de Cu(ll),
indicando que la His18 es el principal sitio de anclaje para Cu(ll). Adicional a esto, en el
espectro de RMN 1D 13C las sefiales de CO, Caromaticos, COL y CB del residuo de His18

desparecen completamente mientras otras sefiales disminuyen en intensidad (Figura 1.2.7).

A‘ ':30

His18 H-CH @B

His18 Caromatic

Ser19 CO

35

Asn21 CO Side Chain
N-terminal CO

Asn22 CO Side Chain

@,
Asn21,22 HB-CP

las €  asn22c0
F &
P&
50
As°n11,22 Ha-Ca S
L} f -
‘/-Hls18 Ha-Ca 55
{ Vi
Ser19,20 Ha-Ca 60 [ T T T T T 7 T 7 T T -
Ser19,20 HE-Cp t 178 177.5 177 176.5 176 175.5 175 1745 174 142 141 140 139 138 137 136 135 134
(49 [ o ppm ppm
4.5 4.0 35 3.0 Ser19 Cf 5.?
H (ppm) Ser20 Cf Ser19 Cat 48
53

Asn21 Ca
Asn22 Ca

Ser20 Ca

N-terminal CH3

His18 Cj
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58 's6 54 82 4 3% 2 28 24
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Figura 1.2.7 Espectros superpuestos de RMN 2D 'H-"c (A) y de RMN 1D Bc (B) del fragmento hIAPP(18-22) en
ausencia (azul) y presencia de 0.2 eq Cu(ll) (rojo).
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Los grupos imidazol de las histidinas pueden coordinar cobre a través del N1 o N3 del anillo
de imidazol. Con el objeto de determinar a qué nitrégeno de la histidina esta coordinado el
ion Cu(ll) en el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22), mediante RMN, se calculd la distancia Cu(ll)-
nucleo utilizando la aproximacién de Solomon-Bloembergen para determinar la contribucion
a la relajacion longitudinal de los protones He y Hd del anillo de imidazol de la His18 por el
ion Cu(1)*° (Figura 1.2.8). En este tipo de complejos, el intercambio rapido del péptido entre
sus formas libres y unidas al metal, y la interaccién dipolar (a través del espacio) directa
entre el electron desapareado y los nucleos cercanos, modulan sus propiedades de

. .. 1
relajacion.”” °

Este modelo también asume que otras contribuciones a la relajacidn
paramagnética, como son las interacciones de contacto y la relajacién de tipo Spin-Curie no
son significativas, lo cual se sustenta en la baja (casi nula) anisotropia del tensor de
susceptibilidad magnética del ion Cu(ll) en este tipo de complejos.”® Ademds de que la
relajacion de tipo Curie solo se vuelve importante cuando los tiempos de relajacion
electrénica son mucho més rapidos que los tiempos de reorientacion de la molécula.”™ >2 Asi,
en nuestro sistema ambos tiempos son comparables, tiempo de correlacidén electrdnica de
Cu(ll): 1 x 10 segundos™; tiempo de reorientacién molecular para los péptidos utilizados: ~
0.5-2 x 10° segundos. De hecho, la contribucién de tipo Curie para un sistema de estas
caracteristicas seria menor al 1%.°" Asimismo, esta estrategia también asume que la
localizacion de la densidad electrénica es puntual y se encuentra sobre el ion Cu(ll), es decir
donde no existe deslocalizacidon del espin en el sistema conjugado del anillo imidazol. Esta
aproximacion es validada por el método de cdlculo de las distancias, que implica la
resolucién simultdnea de la ecuacién de Solomon-Bloembergen y la contribucién a la
relajacion por el intercambio entre las formas libres y unidas del péptido.> Por lo que, si al
fijar la distancia Cu(ll)-He del anillo imidazol hubiera deslocalizacion electrénica, entonces se
obtendrian valores menores a los esperados para el proton HJ, que en este caso coincide
con la distancia esperada con el electrén cuando su densidad esta localizada en el metal.>

Por experimentos de recuperacién de la inversion (Figura 1.2.8 B) se calcula T; (tiempo que
tarda la magnetizacion en regresar al equilibrio) (ver Apéndice Il) de He (azul claro) y Hd (azul

obscuro) para el péptido libre, y para las especies unidas a Cu(ll) después de la adicién de

0.02 eq Cu(ll) He (naranja) y HO (rojo). La Figura 1.2.8 A muestra los espectros de RMN 1D de
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'H en donde se presentan ambos protones He y HO y su efecto de ensanchamiento después
de la adicion de Cu(ll).

El calculo del incremento en la rapidez de relajacién nuclear longitudinal debido al
acoplamiento dipolar con el electrén desapareado del Cu(ll), Ry, da la informacién acerca
de la distancia entre los nucleos y el ion metalico.”® Ry depende de la fraccién molar libre
del péptido y la fraccion molar unida al Cu(ll), ademas del tiempo de correlacion de
intercambio T (t = 1/kof;, calculada usando una distancia de 0.3 nm de Cu(ll) a He™ de His18,
obteniendo un valor de 5.2 ms). Para el calculo de las distancias Cu(ll)-nucleo referirse al
Apéndice Il. La Tabla 1.2.4 muestra los parametros T1, Rib, Rip, Rim y las distancias de los
protones He y HO al ion Cu(ll). La Figura 1.2.8 C compara las dos posibles uniones de Cu(ll) a
N1 o N3, donde resulta evidente que, en ambos modos de unién, la distancia del Cu(ll) a He
es de 0.3 nm, mientras que la distancia a HO varia, dependiendo de si el Cu(ll) esta unido a
N1 o N3. Asi, a partir de nuestros datos, determinamos que la distancia de HO a Cu(ll) es de
0.506 nm, lo que indica que el Cu(ll) se encuentra unido al N1 del anillo de imidazol de la

histidina en el complejo.

‘7 :t f, lt 5.0x10°7 g =
774 772 77 768 756 695 T v J
ppm 1000 2000 3000 4000
ms
-5.0x10%7

Intensidad

ppm

8 78 76 74 72 7 68
ppm

Figura 1.2.8 (A) Comparacién de espectros de RMN 1D 'H del fragmento hlAPP(18-22) en ausencia (azul) y
presencia de 0.02 eq Cu(ll) (rojo). (B) Ajustes de rapidez de relajacion por experimentos de 1D-IR de los
protones He y HO del imidazol de la His18. Las especies libres corresponden a He (azul claro) y HO (azul
obscuro), las especies unidas a 0.02 eq Cu(ll) corresponden a He (naranja) y Hd (rojo). (C) Esquema que
representa las dos posibilidades de unién de Cu(ll) a N1 o N3 del imidazol y las distancias para cada caso.
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Tabla 1.2.4 Parametros de los experimentos de RMN 1D-IR de los protones He y HJ.
Tiiibre  T1unido Rib libre R1b unido Rip Rim Distancia(nm)
He 2.2 0.334 0.455 2.994 2.549 379.568 0.506
Ho 2.2 0.239 0.455 4,184 3.739 7324.373 0.3 (fija)

Identificacion de las amidas del enlace peptidico involucradas en la union de Cu(ll) a

hIAPP(18-22)

Con el fin de caracterizar el papel de los grupos amida del enlace peptidico en la
coordinacion de Cu(ll) a hIAPP(18-22) se sintetizaron dos variantes: hIAPP(18-22 S19Sar) y
hIAPP(18-22 S20Sar), donde Sar corresponde al aminoacido sarcosina, es decir, a la N-
metilglicina. En estos péptidos, la amida del enlace peptidico esta bloqueada por el grupo
metilo en la posicidon de cada sarcosina (esquema en la Figura 1.2.9). En la Figura 1.2.9 se
muestran las comparaciones de los espectros de absorcion, CD y EPR de los complejos con
estas variantes y aquellos del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22).

El espectro de absorcion en la region UV/Vis del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) (negro)
muestra una banda d-d a ~16 300 cm™ (¢ = 91 M™ cm™), mientras que esta transicién es
desplazada a ~14 400 cm™ (¢ = 36 M™*cm™) para el complejo de Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20Sar)
(azul obscuro). Por otro lado, el espectro de absorcion del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22
S19Sar) (azul claro) muestra una intensidad mucho menor en la transicion de campo ligando,

por lo que no es posible determinar su energia.
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Figura 1.2.9 Espectros de (A) absorcion electronica y (B) CD en la regién UV/Vis y (C) espectros de EPR de los
complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) (negro), Cu(ll)-hIAPP(18-22 S19Sar) (azul claro) y Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20Sar) (azul
obscuro) con 1.0 eq Cu(ll) a pH 7.5. Las lineas punteadas corresponden al espectro simulado usando los
parametros listados en Tabla 1.2.5. El esquema en la parte superior derecha representa a las variantes con
sarcosinas. A en unidades x 10* cm™.

Las sustituciones de serinas por sarcosinas también tienen efectos drasticos en los espectros
de CD, donde las sefiales de ambos complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22 S19Sar) y Cu(ll)-hIAPP(18-
22 S20Sar) tienen muy baja intensidad y sus transiciones son dificiles de identificar. Este
decremento en intensidad en la sefial en CD puede indicar que la quiralidad de los complejos
formados ha cambiado (como en el caso de la formacion de complejos con Cu(ll)
completamente diferentes) y/o la afinidad del péptido por Cu(ll) ha disminuido en gran
medida (debido a que el Cu(ll) no unido al péptido, es decir, Cu(ll) en solucién, no contribuye
a la intensidad de sefial en el CD). Consistentemente, los espectros de EPR para estas
variantes indican la presencia de Cu(ll) en solucidn (denotadas en los espectros de EPR como
asteriscos) y de la formacién del complejo con valores de g, YA, que son muy diferentes

de aquellos del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22). En ambos casos, la sustitucion de Ser por Sar
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da lugar a complejos con modos de coordinacidn ecuatorial mas ricos en oxigenos
(2N20/1N30). En general, estos resultados indican que los grupos amida del enlace
peptidico de la Ser19 y Ser20 participan en la esfera de coordinacidon del complejo Cu(ll)-

hIAPP(18-22).

Tabla 1.2.5 Parametros de EPR de la simulacion de los complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) y sus variantes S19Sar y

S20Sar.
Cu(l1)-hIAPP Cu(l1)-hIAPP
(18-22) (18-22 S20Sar)
Ex 2.055 2.075 2.070
gy 2.087 2.020 2.065
g, 2.239 2.296 2.281
g, (segunda especie) 2.28 -
A, 14 5 4
A, 21 30 10
A, 158 150 168
A, (segunda especie) 168 - -
Ancho de banda x 20 25 20
Ancho de banday 25 20 40
Ancho de banda z 35 35 35

Ay Ancho de banda estan dadas en x 10* em™

Evaluando el papel de los grupos hidroxilo de los residuos de serina 19 y serina20 en la union

de Cu(ll) a hIAPP(18-22)

La participacién de los grupos hidroxilo de Ser19 y Ser20 en la unién de Cu(ll) fue evaluada
por reemplazo de cada serina por alanina, sintetizando las variantes hIAPP(18-22 S19A) y
hIAPP(18-22 S20A). En estas variantes, la cadena lateral de la serina —CH,-OH se substituye
por un —CHs (esquema en la Figura 1.2.10). Los espectros de absorcién electréonicay CD en la
region UV/Vis del la variante Cu(ll)-hIAPP(18-22 S19A) (linea naranja) son practicamente
idénticos a aquellos del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) (linea negra). En contraste, se
observaron cambios significativos para el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20A) (linea roja).
Especificamente, la banda de campo ligando para el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20A)
(linea roja) esta desplazada a menor energia en el espectro de absorcion (Figura 1.2.10 A)

comparada con la del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) (linea negra), mientras que la intensidad
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de todas las transiciones de CD decrecen significativamente (Figura 1.2.10 B).
Consistentemente, los espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) (espectro negro) y
la variante Cu(ll)-hIAPP(18-22 S19A) (espectro naranja) son practicamente idénticos,
mientras que la variante Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20A) (espectro rojo) da parametros diferentes
de EPR, ver Tabla 1.2.6. En conjunto, estos resultados indican que el grupo hidroxilo de la
Ser19 no participa en la coordinacion a Cu(ll), mientras que aquel de la Ser20 si participa en

la union del idn metalico.
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Figura 1.2.10 Espectros de (A) absorcidn electrdnica en la region UV/Vis, (B) CD en la region UV/vis y (C) EPR de
los complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) (negro), Cu(ll)-hIAPP(18-22 S19A) (naranja) y Cu(ll)-hIAPP(18-22 S20A) (rojo)
con 1.0 eq Cu(ll) a pH 7.5. Las lineas punteadas corresponden al espectro simulado usando los parametros
listados en Tabla 1.2.6. El esquema en la parte superior derecha representa a las variantes con alaninas. A, en
unidades x 10* cm™.

25



Capitulo 1 @
Cu(l1)-hIAPP

Cinvestav

Tabla 1.2.6 Parametros de EPR de la simulacién de los complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) y sus variantes S19A y

S20A.
Cu(l1)-hIAPP Cu(l1)-hIAPP Cu(ll)-hIAPP
(18-22) (18-22 S19A) (18-22 S20A)
gx 2.055 2.052 2.049
gy 2.087 2.090 2.075
g, 2.239 2.240 2.246
g, (segunda especie) 2.28 2.28 2.28
A, 14 5 8
A, 21 19 27
A, 158 159 151
A, (segunda especie) 168 168 170
Ancho de banda x 20 25 20
Ancho de banday 25 35 25
Ancho de banda z 35 40 30

Ay Ancho de banda estan dadas en x 10* em™

Evaluando el papel de las asparaginas 21y 22 en la unidn de Cu(ll) a hIAPP(18-22)

Con la finalidad de evaluar el papel de los residuos de asparagina 21 y 22 en la coordinacidn
a Cu(ll), se prepararon las variantes Asn21GlIn, Asn22GIn y Asn22Leu. En las primeras dos, el
grupo R de la asparagina —CH,-CO-NH, ha sido reemplazado por un grupo mas largo —CH,-
CH,-CO-NH,, y en la variante Asn22Leu el grupo R de la asparagina 22 ha sido reemplazado
con un grupo alifatico —CH,-CH-((CHs), como se muestra en el esquema de la Figura 1.2.11.
En general los espectros de absorcién electrénica y CD en la region UV/Vis del complejo
Cu(ll)-hlAPP(18-22) y la variante Asn21GIn son practicamente idénticos (Figura 1.2.11 Ay B),
mientras que sus espectros de EPR presentan pardmetros muy similares (Figura 1.2.11 C),
claramente indicando que la Asn21 no participa en la coordinacién de Cu(ll) al péptido. Por
otra parte, los espectros de absorcion electronica y CD en la region UV/Vis de la variante
Cu(ll)-hIAPP(18-22 N22Q) (lineas verdes) y la variante Cu(ll)-hlAPP(18-22 N22L) (lineas
moradas) muestran un decremento en la intensidad de sus bandas d-d a 16 200 cm™ y a 39
030 cm™, mientras que un pequefio desplazamiento es evidente en las transiciones LMCT
con respecto al complejo Cu(ll)-hlAPP(18-22) (linea negra). Al igual que en las
espectroscopias de absorcidon, los espectros de EPR de las variantes con sustitucién en
asparagina 22 muestran cambios mas pronunciados en sus valores de g y A para la

variante Asn22leu (Figura 1.2.11 C). En conclusidn, estos resultados sugieren que la
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asparagina 22 puede jugar un papel en la coordinacion de Cu(ll) a hlIAPP(18-22); sin
embargo, los efectos de su sustitucidon por un residuo no-coordinante en las caracteristicas
espectroscépicas del complejo son pequefios, comparados con las observadas para las
sustituciones de Ser a Sar o Ala. Por tanto, se propone que el papel de Asn22 en la
coordinacion de Cu(ll) a hlAPP(18-22) puede ser como ligante axial o como parte de la
segunda esfera de coordinacién. De hecho, en el espectro de *C RMN, (Figura 1.2.7), la
sefal del Ca. de la Asn22 se ve mds afectada que la correspondiente a la Asn21. Se propone
entonces una interaccién de la Asn22 como ligante axial o como parte de la segunda esfera

de coordinacion.
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Figura 1.2.11 Espectros de (A) absorcidn electrdnica en la regiéon UV/Vis, (B) CD en la region UV/vis y (C) EPR de
los complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) (negro), Cu(ll)-hlAPP(18-22 N21Q) (amarillo), Cu(ll)-hIAPP(18-22 N22Q)
(verde) y Cu(ll)-hIAPP(18-22 N22L) (morado) con 1.0 eq Cu(ll) a pH 7.5. Las lineas punteadas corresponden al
espectro simulado usando los parametros listados en Tabla 1.2.7. El esquema en la parte superior derecha
representa a las variantes con glutaminas y leucina. A, en unidades x 10* cm™.
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Tabla 1.2.7 Parametros de EPR de la simulacion de los complejos Cu(ll)-hIAPP(18-22) y sus variantes N21Q,
N22Qy N22L.

Cu(ll)-hIAPP Cu(l1)-hIAPP Cu(ll)-hIAPP
(18-22) (18-22 N22Q) (18-22 N22L)
Ex 2.055 2.055 2.042 2.055
g, 2.087 2.087 2.080 2.080
g, 2.239 2.239 2.240 2.244
g, (segunda especie) 2.28 2.30 2.30 2.30
Ay 14 14 5 5
A, 21 19 18 28
A, 158 156 151 146
A, (segunda especie) 168 146 146 150
Ancho de banda x 20 20 30 20
Ancho de banday 25 25 45 45
Ancho de banda z 35 30 30 30

Ay Ancho de banda estan dadas en x 10* em™

Identificacion de la sequnda espacie en la union de Cu(ll) a hlAPP(18-22)

Con el fin de conocer la naturaleza de la segunda especie presente en la coordinacion de
Cu(ll) a hlIAPP(18-22), se analizaron los espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) y
de todas las variantes S19Sar, S20Sar, S19A, S20A, N21Q, N22Q y N22L. En la Figura 1.2.12 se

presenta una comparaciéon de la regién paralela de los espectros de EPR del complejo y las

variantes.
Qll”lz'28 im"]l"-3‘3 /"J
A All~168 B A0 | ’,‘/
/"‘\b " {
SZOSar%_/\“\&/ jf/ \ V[ \UN
Cu(u)-hlAPPua-zz)__./'/\_, A
S19A R ' N22Q ,w,_/"/\
S20A //\, N22L v/\'
2% 25 2.4 g 23 2.2 2.1 26 25 2.4 g 2.3 2.2 2.1

Figura 1.2.12 Espectros de EPR en la region paralela del complejo de Cu(ll)-hIAPP(18-22) y sus variantes. (A)
comparacién de la especie principal en la variante S20Sar vs segunda especie en Cu(ll)hIAPP(18-22), S19A vy
S20A y (B) comparacién de la especie principal en la variante S19Sar vs segunda especie en N21Q, N22Q vy
N22L.A en unidades x 10* cm™.
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El bloqueo del nitrégeno de amida del enlace peptidico como en el caso de las variantes de
sarcosinas favorece la formacion de la segunda especie. Asi, comparando los valores de g, v
A, especificamente de la especie principal de la variante S20Sar y de la segunda especie del
complejo de Cu(ll)-hIAPP(18-22) espectros azul obscuro y negro respectivamente (Figura
1.2.12 (A)), se puede ver de que se trata de la misma especie debido a que los valores A =
168 x 10* cm™y g,=2.28 son iguales. Esto confirma lo ya planteado anteriormente de que
este pequefo porcentaje de segunda especie pertenece a la forma protonada del complejo,
con modo de coordinacidon 2N20. El bloqueo del nitrégeno de amida del enlace peptidico de
la Ser20 obliga a que el Cu(ll) sélo se una al nitrégeno del imidazol, al nitrégeno de la
primera amida desprotonada del enlace peptidico de la Ser19 y a dos dtomos de oxigeno. El
porcentaje de esa segunda especie presente a pH 7.5 corresponderia al ~6%, debido al valor
de pK, del complejo de 6.28, el cual esta cercano a 7.5 y que corresponderia al equilibrio de
protonaciéon 2N20 - 3N10.

La comparacion de los espectros de EPR de todas las variantes permite analizar que en todos
los complejos hay presencia de la segunda especie, especificamente la comparacion del
complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) con la variante de S20Sar y las variantes S19A y S20A. Para los
cuatro espectros los valores de g, vy A, son idénticos, lo cual hace posible conocer la
naturaleza de la segunda especie. En esta segunda especie, con modo de coordinacion
2N20, no hay participacion a las cadenas laterales de las serinas 19 y 20 en la coordinacién a
Cu(ll). En la Figura 1.2.12 B se comparan las variantes S19Sar, N21Q, N22Q y N22L; las
ultimas tres presentan también una segunda especie, pero con naturaleza diferente a la del
complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) debido a que los valores de g,y A son diferentes. Sin
embargo, entre ellos prevalece el mismo comportamiento, por lo que también nos permite
concluir que estos dos residuos de asparagina 21 y 22 si tienen participacion en la formacidn
de la segunda especie. Asi, para ambos complejos con sarcosinas el bloqueo de la amida del
enlace peptidico favorece la formaciéon de una especie idéntica a la segunda especie que
prevalece en el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22), y que a pesar de su formacién, parece ser
poco afin debido a la presencia de cobre no unido al péptido (cobre en solucidn indicado

como asteriscos en las variantes de S19Sar y S20Sar en la Figura 1.2.12).
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En general, el andlisis de las variantes del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) permitié conocer la
formacién de una segunda especie con modo de coordinacidn 2N20 en donde el nitréogeno
del imidazol de la His18, el nitrégeno de amida desprotonada de Ser19 y dos atomos de
oxigeno (de la cadena peptidica o de las cadenas laterales de los ultimos residuos de

asparaginas) estan participando en su esfera de coordinacion (Esquema 1.2.1).

OH
OH o .
PH §\<o OH NH,
<‘ HN <
NH HN
' o) - " o)
HsC o HsC
DAG®: DOGY
L Cu? g o) Cu’, HN (o]
N & o NH o N ‘0
[\ / » 3
H,N )
N : N N
HoN NH, H,N
2N20¢n21 2N200on22

Esquema 1.2.1 Modelos de coordinacién 2N20 propuestos para la formacion de la segunda especie presente
en el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22).

Cdlculos de estructura electrdnica del complejo Cu-hIAPP(18-22)

En colaboracidn con el Dr. Jorge Martin del Campo y el estudiante Rodrigo Cortés-Mejia del
Departamento de Fisica y Quimica Tedrica de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) se hicieron estudios teéricos de la coordinacién del
Cu(ll) al péptido hIAPP(18-22). Se evaluaron diferentes modelos del complejo Cu(ll)-
hIAPP(18-22) por Dindmica Molecular Born-Oppenheimer vy cdlculos de estructura
electrénica, y se encontré que los dos modelos mds estables correspondian a aquellos
complejos formados con N1 del imidazol de la His18, 2 amidas desprotonadas del enlace
peptidico y un dtomo de oxigeno provisto por el —OH de la cadena lateral de la Ser20 o por el
carbonilo del enlace peptidico del mismo residuo, con energias relativas de 0.0 y 3.4
kcal/mol respectivamente. Esta observacion es consistente con los resultados
experimentales que revelan el papel del —OH de Ser20 en la coordinacién del ién Cu(ll) a
hIAPP(18-22). El calculo de los pardmetros de EPR para estos modelos, nos permitié concluir
gue el modelo que provee una mejor descripcién de valor g, es aquel en donde el oxigeno

proviene del carbonilo, etiquetado como 3N10cg/s20, Mientras el modelo con el grupo
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hidroxilo, etiquetado como 3N10g4/s20, ajusta mejor para el valor de A". Asi, podemos decir
que ambos modos de coordinacidn 3N1O0gy/s20 Y 3N10Oco/s20, pueden co-existir, aunque los
experimentos de CD indican claramente que el modo de coordinacién mas poblado es
3N10o4/s20- Asimismo, estos calculos también plantearon la posibilidad de que la asparagina
22 jugara un papel importante como componente axial en la formaciéon del complejo. Para

mayor detalle sobre los calculos de estructura electrdnica, consultar la ref >>.

Modelos de coordinacion Cu(ll)-hIAPP

A partir de los estudios espectroscdpicos y del uso de variantes en el estudio de la
coordinacion de Cu(ll) a fragmentos peptidicos de la hIAPP, se puede aseverar que la
secuencia minima necesaria para reproducir el sitio de unién al ion metalico incluye los
residuos —HSSNN-. El ion Cu(ll) se coordina a partir del N1 de anillo de imidazol del residuo
de His18, dos amidas desprotonadas del enlace peptidico de la Ser19 y Ser20, y un dtomo de
oxigeno proveniente del grupo hidroxilo de la Ser20 o del carbonilo del enlace peptidico del
mismo residuo, complementando la coordinacién en el plano ecuatorial. Asimismo, en el
caso de participacion de ligandos axiales, se ha propuesto que la cadena lateral del residuo

de Asn22 esté participando en la esfera de coordinacion del ion metalico, Esquema 1.2.2
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Esquema 1.2.2. Modelos de coordinacién propuestos para la formacion del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22).

Los estudios de calculos de estructura electrénica han apoyado estas propuestas, donde
plantean la posible coexistencia de las dos especies del ligando basado en oxigeno (-OH o
carbonilo). Estos estudios igualmente validan la participacion del ligando axial de Asn22 y

descartan la posible participacion de moléculas de agua en la esfera de coordinacion.>
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Cu(ll) unido a los agregados de hIAPP

El modo por el cual el ion Cu(ll) se une a los agregados amiloides de la hIAPP nos puede dar
informacién acerca del mecanismo por el cual el Cu(ll) inhibe el proceso de formacion
amiloide. Por tanto, se caracterizé por EPR al complejo formado entre la fibra amiloide vy el
ion metalico. Para ello se prepararon dos tipos de muestras de fibras amiloides de hIAPP:
fibras crecidas en ausencia del ion metalico a las cuales se les adiciond 0.5 eq Cu(ll); y fibras

crecidas en presencia de 0.5 eq Cu(ll).

9||'J2-234 FL
4

N
prememmemeadacag. o}
3 o H

Monémero Cu(ll)-hlIAPP(15-22) Monémero Cu(ll)-hlAPP(15-22 H18A)

......................

!

Fibra hIAPP(15-22) crecida TN e ; Fibra IAPP(15.22 H18A) crecida
en presencia de Cu(ll) en presencia de Cu(ll)

A173

Fibra hIAPP(15-22) crecida en
ausencia de Cu(ll) y una vez
formada se adicioné 0.5eq Cu(ll)

Fibra IAPP(15-22 H18A) crecida en
ausencia de Cu(ll) y una vez
formada se adicioné 0.5eq Cu(ll)
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Figura 1.2.13 Espectros de EPR de los complejos de Cu(ll)-hIAPP(15-22) en su forma monomérica (linea negra
punteada) y unido a las fibras (negro y gris) y de los complejos de la variante Cu(ll)-hIAPP(15-22 H18A) en su

forma monomeérica (linea morada punteada) y unido a las fibras (morado y morado claro). A, en unidades x 10°
4 -1
cm.

La Figura 1.2.13 muestra el espectro de EPR de las fibras de hlIAPP(15-22) crecidas en

presencia de 0.5 eq de Cu(ll) (espectro negro). Los parametros g, YA, con valores de 2.28 y

|
173 x 10™® cm™ correlacionan para un modo de coordinacién ecuatorial rico en oxigenos
1N30 o 40. Asimismo, cuando la fibra crece en ausencia del ion metdlico y una vez formada
se le adiciona 0.5 eq de Cu(ll) (espectro gris) presenta los mismos parametros de EPR.
Evidentemente, para ambos espectros, el modo de coordinacion que adopta el cobre unido
a las fibras amiloides es muy diferente con respecto al complejo formado en solucién por el
péptido hIAPP(15-22) monomérico (espectro negro punteado), lo que implica que la
conformacion de hoja-beta necesaria para la formacién de la fibra no es compatible con la
conformacidon del complejo en la unién cobre-péptido.

Los resultados obtenidos con las fibras crecidas en presencia de cobre sugieren que aunque

el Cu(ll) se unid inicialmente a la forma monomérica del péptido, una vez formada la fibra, el

modo de coordinacién del idn metélico a la hIAPP cambié drasticamente, dando como
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resultado un diferente ambiente de coordinacidn. Asi, cambios conformacionales
involucrados en la formacién de la fibra forzardn al ion metalico a adoptar un modo de
coordinacion que difiere al que adopta en solucion.

Por otra parte, los espectros de EPR de las fibras de la variante hIAPP(15-22 H18A) crecidas
en presencia de Cu(ll) muestran dos juegos de sefiales. Para una especie, los valores de
g, 229y A 160 x 10* cm™ corresponden a un modo de coordinacién ecuatorial 1N30
mientras que para la otra los parametros correlacionan para un modo de coordinacion de
40. Evidentemente ninguna de estas dos especies corresponden al observado en el
complejo monomérico en solucidn de la variante H18A (espectro morado punteado). Asi, al
igual que en el péptido hlIAPP(15-22), la forma de coordinacién cambia con respecto al
complejo monomérico, dando paso a un complejo con diferente conformacién debido a la
competencia en la formacion de la fibra.

En general, la coordinacién de Cu(ll) al péptido hlAPP tiene un importante impacto en el
proceso de fibrilacién del mismo. Por técnicas como RMN vy difraccién de rayos-X °® >’ se han
propuesto estructuras de la fibra amiloide de la hIAPP, en la cual el sitio de anclaje (His18) al
ion metdlico esta localizado en medio de la regién hidrofdbica del péptido que participa en
la formacién de la hoja-beta (Esquema 1.2.3). Por tanto, el sitio de unidn a Cu(ll), como lo
hemos caracterizado en la forma monomérica del péptido, no esta disponible en la hIAPP-

fibrilar, forzando al Cu(ll) a coordinarse de manera diferente que en el complejo en solucion.

33



Capitulo 1
Cu(l1)-hIAPP

Cinvestav

Fibras Amiloides
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Esquema 1.2.3. Modelo de agregacién amiloide de la hIAPP en presencia de Cu(ll). El complejo monomérico
soluble al inicio del proceso presenta un modo de coordinacion 3N10. La formacion de la fibra final en
presencia de Cu(ll) forma un complejo distinto al inicial, con un modo de coordinacidén mas rico en oxigenos. La
presencia del ion metdlico retrasa el proceso de agregacion amiloide del péptido hlAPP.
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Discusion y Conclusiones

Estos estudios espectroscopicos han elucidado la formacion del complejo Cu(ll)-hIAPP con
un modo de coordinacidon 3N10 a pH fisioldgico y cada uno de los residuos involucrados en
la esfera de coordinacién. Se encontré que el ion metalico se une a residuos claves para la
formacion de hojas-f en la via amiloide.

Primeramente, el Cu(ll) se coordina a la His18, y es el principal residuo de anclaje para el ion
metalico, uniéndose al N1 de anillo de imidazol como se comprobd por RMN. Este residuo
no estd conservado en todas las especies, de hecho, una arginina reemplaza a la histidina
incluso en aquellas especies susceptibles a desarrollar Diabetes Tipo 2. Sin embargo, la
carencia de histidina no previene que el Cu(ll) se una a IAPP como Kallay y colaboradores*
han demostrado en el modelo de roedor, donde el ion metdlico estd anclado a la asparagina
22 y unido con respecto a N-terminal en la secuencia —RSSNN- en condiciones basicas con la
participacién de amidas desprotonadas y una molécula de agua.

El residuo de His18 ha sido ya establecido como sitio de anclaje para la coordinacion de
Cu(ll) al péptido hIAPP. Diversos estudios han demostrado que el Cu(ll) protege a la hIAPP de
la degradacién causada por algunas enzimas, de tal forma que la regién que comprende la

His18 no es afectada por la protedlisis.>* 3*

En adicion a esto, se ha sugerido que la His18
esta involucrada en la unién de hIAPP a otros centros metdlicos como Zn(ll) o Ni(ll),
afectando la agregacion del péptido y cambiando su conformacién local cercano a este
residuo.™ ?*3?

Una vez anclado a la His18, la preferencia de coordinacion de Cu(ll) hacia el C-terminal,
usando a las amidas desprotonadas que siguen a la His18 en la secuencia, fue comprobada
con la insercién de un residuo de prolina en posicion 19. Este residuo participa como un

45 4 " . .z 7. . . .
»45.4¢ an la coordinacién del idn metalico, forzando su coordinacién hacia

“punto de quiebre
la region N-terminal y formando un complejo Cu(ll)-péptido con una ambiente de
coordinacion totalmente diferente.

La esfera de coordinacion alrededor de Cu(ll) en nuestro péptido modelo 18-22 (—HSSNN-)
estd completado con dos amidas desprotonadas de las serinas 19 y 20 que le siguen a la

histidina en la secuencia y un atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la Ser20. Esta
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coordinacion hacia el C-terminal es poco comuin, comparada con la unién hacia N-terminal,
la cual forma un anillo de 6-miembros mas estable con el anillo del imidazol y la amida del
enlace peptidico, mientras que para la unién hacia el C-terminal da un anillo de 7-miembros.
Muchos factores dictan esta preferencia de coordinacidn, incluyendo la naturaleza de las
cadenas laterales cercanas al residuo de His, la estabilidad relativa de los anillos formados en
el quelato, y el nimero de amidas desprotonadas involucradas en la unién al ién metélico.>®
Asi, en un complejo 3N10 con dos amidas desprotonadas, Cu(ll) unido a las amidas con
respecto a N-terminal proporciona un quelato con anillos de 6-, 5- y 7-miembros, el cual

puede ser menos estable que el quelato resultante de la unién con respecto a C-terminal

dando anillos de 7-, 5- y 5-miembros (Esquema 1.3.1).

A R B 0

0 >_/<O 2
N-temunaW“ N.. 5',N NH

o 7 Cu 5 \ C-terminal
N’ H C-terminal
/
N
3N10 3N10
Hacia C-terminal Hacia N-terminal

Esquema 1.3.1. Ejemplos de modelos de coordinacién en complejos 3N10O. Cu(ll) unido a las amidas
desprotonadas hacia el extremo (A) C-terminal y el (B) N-terminal.

Un ejemplo para este tipo de coordinacion con respecto al C-terminal es presentado en la
region “octarepeat” de la proteina prion humana hPrP-(—PHGGGWSQ),, donde el residuo de
prolina previene la coordinacién con respecto a N-terminal y entonces el ién metalico se une
a la histidina, amidas desprotonadas de las siguientes dos glicinas y un carbonilo del enlace
peptidico (Cu(ll)-hPrP(HGGGW)). Para el caso de la hIAPP, la presencia de residuos
hidrofébicos voluminosos que le anteceden a la histidina puede ser la causa de Ia
coordinacion de Cu(ll) hacia C-terminal. Una comparacién de las distancias y dangulos de
enlace de la estructura cristalina del complejo del “octarepeat” Cu(ll)-hPrP(HGGGW)>® con
las obtenidas en el modelo del complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) obtenido a partir de célculos de

estructura electrénica® nos da informacidn sobre las caracteristicas estructurales de la

36



Capitulo 1
Cu(ll)-hIAPP

Cinvestav

coordinacion de Cu(ll) hacia el C-terminal. En ambos casos, las distancias entre el ion
metalico central y los heterodtomos coordinados directamente a él son muy parecidas,
ademas que los dangulos diedros se comportan de manera similar. Practicamente la esfera de
coordinacion es idéntica en los dos casos, difiriendo Unicamente en la naturaleza del atomo

de oxigeno enlazado (Esquema 1.3.2).

\ A \N \
HN_ " N¢g  oN_ = _ HN
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W) Cu(l1)-hIAPP(HSSNN)

Esquema 1.3.2. Comparacion de las distancias y angulos de enlace entre los complejos formados con Cu(ll) y
péptidos de la hPrP (izquierda) (datos tomados de la Cambridge Crystallographic Data Centre)”® y hIAPP
(derecha).

Es bien conocido que las amidas del enlace peptidico pueden ser desprotonadas en
presencia de Cu(ll), ya que el ion metdlico causa un decremento en el pK, de las amidas,
facilitando asi, la formacidn del enlace de coordinacién entre el Cu(ll) y las amidas

4 , .« . .
360 g probd esta formacién de enlace Cu-Namiga cON la sustitucion de Ser19

desprotonadas.
y 20 por sarcosinas, demostrando que los nitrogenos de amida directamente se coordinan a
Cu(ll). La contribucién del grupo hidroxilo de Ser20 en la esfera de coordinacion es
importante debido a que provee los ligantes necesarios para formar un quelato estable con
dos anillos de 5-miembros. Interesantemente, la mutacién Ser20Gly en el gen que codifica
para la hIAPP es encontrada en ciertas poblaciones asidticas, y esta asociada a un
incremento en el riesgo de desarrollo de Diabetes Tipo 2. La mutacién Ser20Gly acelera la

11, 61, 62 / P
- 6182 3unque la via por la cual lo hace, es adn

agregacion amiloide de la hIAPP in vitro,
desconocida. Esta mutacion impactaria significativamente en la habilidad del péptido a
coordinar Cu(ll), ocasionando una disminucion en la afinidad del ion metalico hacia la hIAPP.

Por tanto, considerando que el ion Cu(ll) afectaria la conformacion del péptido e inhibiria su
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agregacion amiloide, tiene sentido que la mutacidon Ser20Gly cause un incremento en la
agregacion amiloide.

Estos cambios conformacionales que sufren los péptidos son dictados por el tipo de residuos
presentes en su secuencia, por ejemplo, se ha demostrado que la cadena lateral de Ia
asparagina interviene en la habilidad de hIAPP a formar fibras.®® La contribucion de estos
residuos de asparagina a la coordinacién a Cu(ll) también juega un papel importante debido
a que la asparagina 22 se encuentra como ligando axial o como parte de una segunda esfera
de coordinacidn, por lo que este residuo contribuiria al efecto inhibitorio por parte del ion
Cu(ll) en la agregacién amiloide. Mas aun, si este residuo de Asn22 alcanza a completar la
esfera de coordinacion del centro metalico, se necesitaria un cambio de conformacion
mayor en el péptido y por tanto favoreceria un conjunto de conformaciones del péptido
potencialmente diferentes.

La formacién de mas de un modo de coordinacién en el sitio de His18 puede dar la
diversidad de conférmeros. Para el caso de la especie principal, la existencia de otros modos
de coordinacién con la participacion del grupo hidroxilo de la Ser20, del carbonilo de la
Ser20 del enlace peptidico y de la Asn22 imponen diferentes arreglos conformacionales de
los enlaces peptidicos y en las cadenas laterales, permitiendo la estabilizacién de diferentes
conférmeros que puedan ser distintos a los asociados a la hIAPP sin la unidn del metal. De
hecho estudios recientes han demostrado por espectrometria de masas y dindmicas
moleculares que la union de Cu(ll) a hlAPP favorece la formacion de conférmeros vy
oligbmeros que difieren al observado para la hIAPP libre.*

Los cambios en el plegamiento del péptido hIAPP inducidos por el metal pudieran impactar
en la propiedad de este péptido. En este contexto, la nocion de que la coordinacién del Cu(ll)
a hlAPP de lugar a la formacién de diferentes modos de coordinacion, pudiera entonces
favorecer conjuntos diferentes de ensambles conformacionales. Todo esto se deberia
entonces a que la union del metal involucra residuos clave para la formacién de estructuras
tipo hojas-, por lo que cada conféormero presentaria una barrera energética alta para
formar fibras, y eso explicaria el efecto inhibitorio por parte del Cu(ll) en la agregacion de la

hIAPP (Figura 1.3.1).
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Figura 1.3.1. Péptidos intrinsecamente desordenados como la hIAPP en su conformacion flexible random coil
(A). Conversion de la hlIAPP a estructuras de hojas-p facilitando la formacién de fibras amiloides altamente
estables. La unién de Cu(ll) a hIAPP pudiera estabilizar un conjunto de conférmeros con una barrera de energia
mas alta (flecha roja) para su conversidn de hojas-f3 y agregacién amiloide (B).

En resumen, este estudio ha demostrado los principios estructurales en la unién de Cu(ll) a
hIAPP y ha identificado los residuos que estan involucrados en la esfera de coordinacién
alrededor del idn metalico en una regién clave para los cambios de conformacién vy
formacion de fibras amiloides. Junto con el sitio de anclaje del N1 del anillo de imidazol de la
His18, las amidas desprotonadas del enlace peptidico de las Ser19 y Ser20 y el oxigeno de la
Ser20, completan la coordinacion ecuatorial del Cu(ll) al péptido hIAPP(18-22). Por otro lado,
también se pudo establecer la participacion de la Asn22, proponiendo a su cadena lateral
como ligante axial en la coordinacidn al ion metalico o bien como parte de su segunda esfera
de coordinacién.

El estudio a su vez permitié plantear un escenario donde el ion metalico Cu(ll) unido a hIAPP
permite la existencia de mds de un modo de coordinacién, lo cual favoreceria entonces
diferentes ensambles conformacionales inducidos por Cu(ll) con una barrera energética alta
para formar fibras amiloides, lo que explicaria el efecto inhibitorio por parte del ion metalico

en la agregacion del péptido hlAPP.
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Perspectivas

A partir de los resultados y conclusiones a los que se llegaron en este trabajo se pueden
plantear perspectivas a corto y mediano plazo, a fin de entender el papel que juegan los
iones metalicos en la coordinacién, agregacién e incluso funcidn del péptido de la Diabetes
Tipo 2, hIAPP. Primeramente se plantea estudiar la participacién del ion metalico Cu(ll) con
la variante S20G (mutacidn natural presente en ciertas poblaciones asidticas que desarrollan
tempranamente DT2) y su papel en la agregacién. Por otro lado, expandir este estudio al
caso de la coordinacién especifica de Zn(ll) a la hIAPP y su efecto en la agregacion seria de
gran interés, debido a su importancia biolégica y almacenamiento en las células-f} presentes
en los islotes del pancreas. Una vez entendido el papel de ambos iones metdlicos por
separado, seria relevante estudiar la competencia entre ellos, Zn(ll) vs Cu(ll) en la unién al
péptido hlIAPP. Asi, se podria responder la incégnita sobre el papel que puede jugar la

desregulacién en la homeostasis de estos metales en la enfermedad.
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Capitulo 2.
Coordinacion de Cu(ll) al fragmento hPrP(92-115) de la proteina prion

humana. Papel de las metioninas en la unién a dos sitios de coordinacion

Antecedentes

Proteina Prion y enfermedades pridnicas

Las enfermedades pridnicas son un conjunto de enfermedades neurodegenerativas
causadas por la conversién de la proteina prion celular (PrP) a la isoforma anormal Prp*
(proteina “scrapie”).! Estas enfermedades pridnicas pueden tener tres diferentes origenes:
genéticos (Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, Insomnio Familiar Fatal,
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJ) Familar) infecciosos (Creutzfeldt-Jakob infeccioso,
Encefalopatia espongiforme transmisible) o esporadicos (Creutzfeldt-Jakob esporadico,

2
Estas enfermedades afectan tanto a humanos como a

Insomnio Esporadico Fatal).™
animales mamiferos (oveja, cabra, lémur, gato, visén, cérvido, ganado vacuno, niala, kudtj).3
Algunas de las manifestaciones clinicas incluyen demencia, dificultad de coordinacién de los
movimientos, insomnio, paraplejia, parestesias (sensacién anormal de los sentidos) vy
comportamiento desviado. La caracteristica principal de estas enfermedades es la
degeneracion espongiforme de partes del cerebro por pérdida de células nerviosas vy
formacién de placas amiloides.?

La transformacion de PrP¢ a PrP* se lleva a cabo a partir del proceso en el cual una porcién
de su estructura secundaria cambia significativamente sin perder su secuencia primaria de
aminodacidos. Especificamente, la estructura de la PrP¢ cambia de tener cerca de 40% de o-
hélices y pocas hojas-f3, a tener 30% de a-hélice y 45% en hojas-f3 en la isoforma P*.1 Este
cambio conformacional es el que favorece la formacion de agregados amiloides. A pesar de
gue se ha establecido a la proteina prion como la Unica involucrada en la etiologia de esta

enfermedad, poco se sabe acerca de la causa que origina su conversidn. Sin embargo, la via

por la cual la forma aberrante de la proteina se propaga debe involucrar un proceso de
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moldeo en el que la PrP* ya existente dirige el cambio conformacional de la PrP® “normal” a
una PrP*¢ nueva con la misma conformacién, es decir, involucrara un proceso de plantilla.l

La PrP¢ es una glicoproteina monomérica compuesta por 253 aminodcidos que esta anclada
por un puente glicosilfosfatidilinositol (GPI) a la membrana extracelular. Su estructura
secundaria es predominantemente a-hélice en el dominio C-terminal (residuos 126-231,
regién globular),” > mientras que su regién N-terminal carece de estructura (residuos 23-
126)¢ (Figura 2.1.1). Esta ultima region aloja el dominio de los octapéptidos (cuatro
repeticiones de 8 residuos, 60-91) ademas del centro hidrofdbico ya cercano a la region
globular (115-133). Los residuos de asparaginas 181 y 197 son sitios de glicosilacién vy las
cisteinas 179 y 214 forman un enlace disulfuro. La PrP esta altamente expresada en el
sistema nervioso, se sintetiza en el reticulo endopldsmico, transita el aparato de Golgi y se
libera a la superficie celular en donde reside en balsas lipidicas. ’

A = 23 Regién N-terminal no
estructurada

Regioén C-terminal
globular

B Sitios de glicosilacién

181 197
143-154 173-194 200-228 230 251

23 60 91

e = » -

N-' Octarepeats I B al P a2 a2 p GPI -C

S — = = e e
His His 128-131 161-164
96 1M 179-214

Puente disulfuro

Figura 2.1.1 A) Representacidon esquematica de la PrpS. B) regiones claves en la estructura de la PrpS, region de
los octarepeats, sitios de His96 y 111, hojas-p y a-hélices, sitios de glicosilacion y puente GPI; la numeracién
representa el nimero de residuo en la secuencia de PrP¢ humana.

La funcién de la PrP® no se ha establecido totalmente; sin embargo, se le ha asociado al

desarrollo neuronal, adhesién celular, eventos apoptdticos y sefialamiento celular en el
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Sistema Nervioso Central,® ademas de que puede interactuar con diferentes proteinas
neuronales o proteinas de la matriz extracelular. Esta interaccién de la PrP¢ no sélo se da
entre proteinas, sino también con otros ligantes como glicosaminoglicanos, acidos nucleicos
y algunos iones metalicos.8

De particular interés entre los iones metalicos, se encuentra el ion cobre ya que se ha
demostrado que la PrP® une este ion metalico in vivo.1° Por tanto, se propone a la PrP® como
reguladora en la homeostasis del cobrell o como un agente antioxidante cuya funcién
depende del metal.”? La funcién fisiologico del ion cobre como ligante de la PrP® se ha
estudiado exhaustivamente debido a que las concentraciones extracelulares de cobre
fluctian durante la sinapsis, y se ha demostrado que cuando hay altos niveles de Cu(ll)
extracelulares, se induce la endocitosis de la PrP® a los organulos intracelulares como una
posible via de sefalizacidn para activar la defensa antioxidante.8

Otros metales como el zinc, niquel, y manganeso han sido explorados en su unién a la PrP.13
El caso de Zn(ll) es importante debido a que también promueve endocitosis de la proteina,
ademas de que se encuentra disponible en altas concentraciones en el espacio sinaptico,

facilitando su unién a la PrP y alterando la distribucién de Cu(ll) en la unién a la proteina.14

Unién de Cu(ll) a la PrP°

Estudios recientes han establecido que la PrP¢ humana puede unir seis iones de Cu(ll) en la
region amino terminal: cuatro iones se unen en la region que abarca los residuos 60-91 que
contiene las cuatro repeticiones del octapéptido altamente conservado, PHGGGWGQ, vy los
otros dos iones se unen a las histidinas 96 y 111.15-17

El sitio de coordinacion a Cu(ll) mas estudiado y entendido es el que comprende al
octapéptido, el cual une selectivamente Cu(ll) con diferentes modos de coordinaciéon en
funcién del pH y la concentracidn relativa de cobre.18 A bajas concentraciones de Cu(ll), las
cuatro histidinas: His61, His69, His77 y His85 forman un complejo con un solo dtomo de
Cu(ll), mientras que a concentraciones elevadas del ion cada histidina coordina su propio
atomo de Cu(ll), quedando también la posibilidad de coordinacién con dos atomos de Cu(ll)

con las cuatro histidinas (Figura 2.1.2).
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His69

Bajas concentraciones de Cu(ll) Altas concentraciones de Cu(ll)

. / & L%
HNT N fou? :
Hisé1 \
wf/'N\""‘ ‘
HN—"His69

Figura 2.1.2. Modelos de coordinacién de Cu(ll) en la regidén del octarepeat. A) A bajas concentraciones de
Cu(ll); B) Altas concentraciones de Cu(ll) y C) Otra posibilidad de coordinacién.

Para caracterizar el sitio de union se hicieron estudios por cristalografia de rayos-X, EPR de

19, 2 s s . . s " 21
%20 c4lculos de estructura electrénica y dindmicas moleculares®”

onda continua y de pulsos,
22y se demostré que a pH fisioldgico el sitio de enlace involucra los residuos —~HGGGW-
donde el cobre esta coordinado al imidazol de la histidina, a dos amidas desprotonadas y a
un grupo carbonilo de las glicinas adyacentes a la histidina respecto al C-terminal. La
estructura cristalina del complejo Cu(ll)-HGGGW ademadas revela la presencia de una

molécula de agua en posicién axial,1? (Figura 2.1.3) la cual forma una red por enlace de

hidrégeno con el grupo NH del indol de la cadena lateral del triptéfano.

Figura 2.1.3. Estructura cristalina del complejo Cu(ll)-HGGGW tomada de la CCDC (Cambridge Crystallographic
Data Centre).19

47



Capitulo 2 @

Cu(II)-hPrP Cinvestav

El caso de los sitios de unién a Cu(ll) en la PrP fuera de la regién del octarepeat ha sido
menos explorado. Para el sitio de la His96 se ha propuesto al fragmento 92-96, —-GGGTH-,
como la secuencia minima de unidn de Cu(ll), involucrando al imidazol de la His96 como sitio
de anclaje, y a heteroatomos pertenecientes a la cadena peptidica como amidas
desprotonadas y oxigenos de los carbonilos, ademas de ser altamente dependiente de pH
con un valor de pK, de 7.82 en la formacidn del complejo.23 Se han propuesto modelos de
coordinacion a valores de pH por arriba y por debajo de este valor de pK,, asi para un pH de
6.7 el modo de coordinacion que presenta el complejo es de 3 nitrégenos y 1 oxigeno
(3N10), mientras que a valores de pH mas altos, es decir, pH 9.0, el modo de coordinacion
pasa a 4 nitrégenos (4N).2* A valores de pH por debajo de 6.3 se presentan otros dos
equilibrios de protonacién, con valores de pK; de 6.3 y 6.0, pasando de una coordinacion a
de IN30 a 2N20 vy subsecuentemente al 3N10.25 Asi, a pH fisioldgico (7.4) ambas

estructuras estaran en equilibrio.?* %® (Figura 2.1.4).

o) o]
Glyo4. | ‘Thr95 GGGTH Glyoa I J@s
HN ‘N =0 i \N —0
Lo cu—N ek Bl i
:ﬂ V. NH — o,/N_C:I —N\-.; NH,

GlySFGly93 ‘\/ },»J ﬂo/ GIy92*G|y93 \// }),J“\[|O
NH—His96 NH—His96

3N10 4N

Figura 2.1.4. Equilibrio de protonacién del complejo de Cu(ll) con el fragmento 92-96 de la hPrp.24

Por otra parte, para el sitio de la His111, la coordinacién de Cu(ll) también ha sido explorada
y debido a la naturaleza de los residuos alrededor del sitio, se ha debatido con respecto a los
atomos involucrados en la coordinacién al ion metdlico. Sin embargo, con estudios
espectroscopicos como absorcion electrénica, CD, EPR, calculos de estructura electrdnica?’ y
mas recientemente absorcion de rayos-X?8 se ha elucidado por completo el sitio de
coordinacion de Cu(ll) a la His111 en el fragmento 106-115 de la hPrP. La His111 en dicho
fragmento, con secuencia KTINMKHMAGA funge como sitio de anclaje en la coordinacion al
metal, mientras que la participacién de las metioninas 109 y 112 como ligantes fueron

29, 30

motivo de controversia. El modo de coordinacion del ion metdlico a la His11l es

dependiente de pH, mostrando dos estados de protonacién a pH fisiolégico, con un valor de
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pK, de 7.5, pasando de una coordinacién 3N10, con la participacion del nitrégeno de
imidazol de la His111, dos amidas desprotonadas de la cadena peptidica y un atomo de
oxigeno del grupo carbonilo de la cadena hacia el N-terminal, a una coordinacién de 4N, con
desprotonacion de una amida de la cadena peptidica y subsecuente coordinacién al metal
(Figura 2.1.5). Con el uso de variantes de metioninas, se demostré que estos residuos no
participan en la coordinacidon ecuatorial. Sin embargo, las metioninas podrian participar
como ligantes débiles préoximos a la esfera de coordinacion del ion metdlico, consistente con
el estudio de Remelli y colaboradores que demostraron que el Cu(ll) pierde afinidad por el
sitio al prescindir de las metioninas.3! La Figura 2.1.5 muestra el equilibrio de protonacion en
la coordinaciéon ecuatorial del Cu(ll) al sitio de la His111, el cual estaria presente en

condiciones fisioldgicas de pH.

KTNMKHMAGA

o)
Met109 [ |Lys110 Mettos |  |Lys110
o v ~ W =0
"™ oci—n —BleTE N Cu—N
b T M 5 ™\ ___NH
Nterm N /™" “c.term N /T ‘cterm
Niterm ( /7 O
NH " His111 NH " His111
3N10 4N

Figura 2.1.5. Equilibrio de protonacién del complejo de Cu(ll)-hPrP(106-15). Adaptado de 27

A pesar del gran numero de estudios acerca de la union de Cu(ll) a los sitios de His96 e
His111, existe aun controversia acerca de la coordinacién del ion metdlico en fragmentos
mas largos que contengan ambos sitios 0 mas aun con la proteina completa. Mientras que
algunos autores proponen al sitio de His96 como el sitio relevante de unién a Cu(ll) en la
region 92-126,26 otros estudios han indicado una preferencia del ion Cu(ll) por unirse al sitio
de la His111.**3%3%3> por otro lado, también se ha reportado que el Cu(ll) se une a cada
histidina con la misma afinidad3® o incluso que la afinidad por el sitio depende en el valor de
pH o la longitud del fragmento peptidico. Finalmente, también se propone la formacién de
un complejo con Cu(ll) involucrando la coordinacion por ambos residuos de histidina3” o la
formacién de un complejo con dos fragmentos actuando como un ligante bidentado.38 Asi,
la Tabla 2.1.1 resume las propuestas y conclusiones sobre los sitios de coordinacion de Cu(ll)

a His96 y 111 en diferentes fragmentos peptidicos.
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Tabla 2.1.1 Comparacién de los sitios de coordinaciéon de Cu(ll) a His96 y 111 en diferentes fragmentos

peptidicos.
Fragmento

peptidico

hPrP(90-231)
hPrP(91-115)
hPrP(91-115)

mPrP(23-231)

hPrP(91-115)

hPrP(91-126)

hPrP(91-120)

hPrP(91-115)
hPrP(91-126)
hPrP(84-114)

rPrP(23-231)

hPrP(92-113)

rPrP(23-231)

rPrP(90-114)

hPrP(76-114)

rPrP(23-126)

rPrP(23-231)

rPrP(23-231)

hPrP(60-114)

Sitios de coordinacion

His96 y 111
His96y 111
His96y 111

OR, His96y 111

His96y 111

His96 y 111

His96y 111

His96 y 111

His85, 96, 111

OR, His95y 110

His96y 111

OR, His95y 110

His95 y 110

His77, 85,96y 111

OR, His95y 110

OR, His95y 110

N-term, OR, H95 y 110

OR, His96y 111

Sitio de mayor
afinidad por
Cu(ll)
His96
Ambos sitios
His111

OR

Ambos sitios

His111

His111

His111: para
ambos péptidos

H111>H96>H85

His95

His111

His95y 110

Ambos sitios

H111>96>>77~85

His95 y 110

OR

His95 y 110

OR (ligermante) >
His96y 111

*Notas

Unidn inicial a la His96 y después al OR
Ambas histidinas unen un solo Cu(ll)
Sitios independientes de unién a Cu(ll)

También estudian 90-115 y concluyen
que el sitio de mayor afinidad es His111
Complejo 1:2 Cu(ll):péptido; c/péptido
con sus 2 imidazoles coordinando al
Cu(Il)
Unicamente unién de la His111, sin
participacion de la His96

Sitios independientes de unién a Cu(ll)

La cola hidrofébica (residuos 115-126)

aumenta la afinidad del sitio H111
Sitios independientes de unién a Cu(ll)

Unidn de Cu(ll) inicialmente a His95 e
His111 antes que a OR

Sitios independientes de unién a Cu(ll)

La region que envuelve las His95 y 110
presenta la mayor afinidad por Cu(ll)
Cu(ll) se une a cada His con igual

afinidad

Sitios independientes de unién a Cu(ll)
a valores de pH fisioldgico
Coordinacidn inicial de Cu(ll) a los sitios
de His95 y 110 y posterior unién a OR
La afinidad de OR es independiente de
H95y 111, pero 96y 111 requieren a
OR
La region que envuelve las His95 y 110
presenta la mayor afinidad por Cu(ll)
A pH fisioldgico hay una ligera

preferencia de unién a OR

Referencia

Biochemistry, 200326
J8¢, 200437
J.Mol.Biol, 200515

J. Blol. Chem., 200516

Biochem. J., 200638

Inorg. Chem., 200730

Chem. Eur. J., 200739

Biochem. J., 200740

Chem. Eur. J., 200732

J. Blol. Chem., 200817

New J. Chem.,200933

Biochemistry, 200935

Curr. Protein Pept. Sci,

200936

Inorg. Chem., 200934
J.Mol.Biol, 201141

Biochemistry, 201142

Biochemistry, 201443

Chem. Eur. J., 201544

*OR = octarepeat
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Esta comparacién en la preferencia de unidon del ion metalico Cu(ll) a los sitios de His96 y
111 deja evidencia de cdmo influye la longitud de la cadena peptidica, la naturaleza de ella
(secuencia humana vs ratdn) y las condiciones en las que se estimé la afinidad por los sitios.
La participacion de los residuos cercanos a estos sitios de unién a Cu(ll), particularmente los
residuos de metioninas, toma importancia debido a la influencia que pueden tener en la
proteina: A) en su funcién y B) en la etiologia de la enfermedad por prion.

Como se menciond anteriormente, la proteina prion puede funcionar como una proteina
transportadora de cobre,*> por lo cual deberd poseer en su estructura molecular residuos
gue ayuden a estabilizar complejos a ciertos valores de pH, concentraciones de ion metdlico
e incluso en ambientes reductores u oxidantes. Asi, si la PrP® transita del espacio extracelular
al interior de la célula, necesitara estabilizar ambos estados de oxidacién del ion cobre (2+y
1+) debido a la naturaleza del medio en el que se encuentra. Recientemente se propuso que
las metioninas y las histidinas son los residuos claves en estabilizar la forma reducida del ion
Cu(l), el cual estard favorecido en un ambiente con alta concentracion de protones vy
reductores bioldgicos.28 Por otro lado, la regién que incluye residuos de metioninas se ha
identificado como clave para la eficiencia en la propagacion de la enfermedad pridnica,
ademas de que se han asociado dichos residuos como factores clave en la barrera entre
especies para la conversién de la PrP¢ a su forma infecciosa PrP>*.27

Otra caracteristica importante en la naturaleza patogénica de la PrP es la modificacién post-
traduccional que sufre la proteina, especificamente la escisiéon llamada “corte f-
proteolitico”. Este corte proteolitico se encuentra cercano a la regién del octarepeat, entre
los residuos 89-90, partiendo a la proteina en dos fragmentos: N2 (23-89) y C2 (90-231).46
Este fragmento con respecto a C-terminal ha sido localizado en tejidos post-mortem en
cerebros con enfermedad de CJ,%7 y se ha propuesto que su formacion puede involucrar la
formacidén de especies reactivas de oxigeno en presencia de cobre.*8

El presente capitulo se propone caracterizar la unién de Cu(ll) a las histidinas 96 y 111 en el
fragmento 92-115 de la proteina prion humana en funcién de la concentracion de protones 'y
relacion Cu(ll):péptido. También se propone evaluar el papel de las metioninas 109 y 112 en
la interaccion Cu(ll)-péptido. Para ello, usaremos fragmentos peptidicos sintetizados

guimicamente y técnicas espectroscépicas para estudiar su unién a Cu(ll).

51



Capitulo 2 @
Cu(ll)-hPrp

Cinvestav

Objetivo General

Estudiar la coordinacién del Cu(ll) a los sitios de His96 y 111 en el fragmento peptidico

hPrP(92-115) y la influencia de los residuos de Met109 y 112 en la unién por cada sitio.

Objetivos especificos

* Elucidar la coordinacién de Cu(ll) a los sitios de las His96 e His111 en el fragmento
hPrP(92-115) de la proteina prion humana a diferentes condiciones de pH y relacion
Cu(ll):péptido.

* Evaluar el papel de las Met109 y 112 en la coordinacién de Cu(ll) de cada uno de los
sitios y su afinidad relativa por cada sitio.

* Evaluar la dependencia de pH y relacion Cu(ll):péptido en presencia y ausencia de los

residuos de metioninas.
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Resultados y Analisis

Caracteristicas espectroscopicas de Cu(ll) unido a His96 y 111 en el fragmento hPrP(92-115)

La coordinacion de Cu(ll) a los sitios de His96 y 111 de la hPrP presenta caracteristicas
propias en la unidn Cu(ll)-péptido. Datos espectroscopicos de los complejos formados a
partir de los fragmentos peptidicos cortos hPrP(92-96) y hPrP(106-115) serviran de ayuda
como antecedente comparativo para elucidar los sitios de unién de Cu(ll) en el fragmento
largo hPrP(92-115), el cual incluye en su secuencia a dos sitios de histidina 96y 111.
Para poder comparar las caracteristicas espectroscépicas del complejo con el fragmento
largo Cu(ll)-hPrP(92-115) y los fragmentos cortos hPrP(92-96) y hPrP(106-115), se ocupan
variantes que incluyen en la secuencia larga una sola histidina:

*  Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) en la cual sdlo esta presente la His96

*  Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) en la cual sélo esta presente la His111.

pH 6.5 pH 8.5
06
A Cu(ll)-His96 C - Cu(ll)-His96 .=
04 L '
= wl BN LT (R
£ 0.2 7, \ N\ £ of 7 T
o / N A \ o
< ol S : 7
E / \,‘ \ N 3:}1 EO.S ;
w 0.2 >/ \4\\‘ ]‘K" w J
< ! < 7
04 | - - - Cu(ll)-hPrP(92-9¢ 1T /- - -cu()-hPrP(92-96)
— Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A ——Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A)
06 L L L L 1 . L .
B Cu(ll)-His1 D Cu(ll)-His111
04} o
05 N\
- 02} -
i £
E F o @A [l BN sl
o ol o 0F Nigerm e
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g— -02 | 50.5
w
3 R I
Cu(tl)-hPrP(106-115)
R pe CulliL-hPrP(52-118 HOGA) - - - Cu(ll)-hPrP(106-115)
S e ' -1 = Cu(ll)-hPrP(92-115 HO6A)
06 L L L 1 1 1 L 1
32000 28000 24000 20000 16000 32000 28000 24000 20000 16000
Energia (cm-1) Energia (cm-1)

Figura 2.2.1. Comparacion de espectros de CD a pH 6.5 y 8.5 de los complejos con 1.0 eq Cu(ll) que incluyen a
los sitios de His96 y 111.

Asi, la comparacion de los espectros de CD de los complejos en donde Unicamente esta

presente la His96 involucra los fragmentos hPrP(92-96) vs Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A),
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mientras que para la His111 involucra los fragmentos hPrP(106-115) vs Cu(ll)-hPrP(92-115
H96A). La Figura 2.2.1 muestra las comparaciones de los espectros de CD de los fragmentos
cortos contra los fragmentos largos a pH por debajo (6.5) y por arriba (8.5) de su valor de
pK,, favoreciendo la forma protonada y desprotonada del complejo. La presencia de mas
residuos en el fragmento no influye en la coordinacién del Cu(ll) al sitio de cada una de las
histidinas por separado.

Una comparacion entre las variantes de histidina con los fragmentos largos a pH 6.5 y 8.5 se
muestra en la Figura 2.2.2. El espectro de CD azul representa Cu(ll) coordinado al sitio de Ia
His96, es decir al complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A), mientras que el espectro de CD rojo
representa Cu(ll) coordinado a la His111, es decir al complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A). Las
caracteristicas espectroscopicas de cada sitio son muy distintas, y es facil notar que los
espectros azules y rojos lucen como imagenes especulares, por lo que el ambiente de

coordinacion en la unién de Cu(ll) a His96 (azul) versus His111 (rojo) es diferente.

92.GGGTIHSQWNKPSKPKTNMK11THMAGA-115

06 1
pH 6.5 pH 8.5
—_ —~05
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) O ol
% ok %
s s
W w-0.5
- 0.2 4
-04 Ak
0.6 . A ) ) N L N L
32000 28000 24000 20000 16000 32000 28000 24000 20000 16000
Energia (cm-1) Energia (cm-1)

Figura 2.2.2. Espectros de CD a pH 6.5y 8.5 con 1.0 eq Cu(ll) de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (azul)
y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) (rojo).

Para elucidar el modo de coordinacién de los sitios de His96 y 111, se analizaron los
complejos de los fragmentos largos: Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) y Cu(ll)- hPrP(92-115 H96A)
por espectroscopia de EPR. La Tabla 2.2.1 muestra los valores de g, YA, determinados a

partir del andlisis de los espectros colectados a valores de pH 6.5y 8.5.
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Tabla 2.2.1 Parametros de EPR de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) y Cu(ll)- hPrP(92-115 H96A)

pH 6.5 pH 8.5
Complejo
8 A, 8 A,
Cu(l1)-hPrP(92-115 H111A) 2.230 180 2.202 202
Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) 2.233 189 2.203 192
Modo de Coordinacidn 3N10 4N
*x10* cm™

Todos las sefales muestran g,> 8L >2.0023 y un valor de acoplamiento hiperfino paralelo
alto (A"), lo cual es indicativo de una geometria cuadrada plana de Cu(ll) con un estado
basal d,’.,>.4% Los valores de g, YA, para los complejos a pH 6.5 corresponden a un modo
de coordinacion ecuatorial de 3 nitrégenos y 1 oxigeno, de acuerdo a las correlaciones de
Peisach-Blumberg,5? mientras que para el valor de pH 8.5, el modo de coordinacién cambia a
4 nitrégenos. Este cambio de coordinacidn ecuatorial esta asociado a la desprotonacion de
una amida de la cadena peptidica, como se vio para sus analogos cortos Cu(ll)-hPrP(92-96) y
Cu(ll)-hPrP(106-115).%* %’ A pesar de que la espectroscopia de EPR nos ayudd a elucidar el

modo de coordinacién asociado a cada sitio, los valores de g, VA, al ser practicamente

|
idénticos a cada condicidn de pH, no ayuda a distinguir cada sitio por separado.
En contraste con estos experimentos de EPR, las caracteristicas espectroscépicas provistas

por CD nos permitira discernir cada sitio de unién a Cu(ll) en cada condicidn de pH.
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Dependencia del pH en la coordinacion de Cu(ll) a hPrP(92-115)

A fin de conocer el comportamiento del fragmento largo hPrP(92-115) en presencia del ion
metalico Cu(ll), se titulé una solucion del péptido con Cu(ll) cada 0.2 equivalentes y se siguid
por CD. Todas las sefiales saturaron a 2.0 eq Cu(ll), indicando una estequiometria 2:1
Cu(ll):péptido, (Figura 2.2.3) confirmando la presencia de los dos sitios de unién en el

péptido, His96 y 111.
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Figura 2.2.3. Titulacidon con Cu(ll) del fragmento hPrP(92-115) a pH 8.5 seguida por CD. Lineas continuas
representan 0.0 (negra), 1.0 (amarilla) y 2.0 (azul) eq Cu(ll), las lineas punteadas indican los puntos intermedios
de la titulacion.

Las sefiales del espectro de CD a 1.0 eq Cu(ll) mostraron tres transiciones de campo ligando
(d-d) una banda positiva a 15 100 cm™ (Ae = 0.35 M*cm™) y dos negativas a 17 500 cm-1 (Ae
=-0.40 M*cm™) y a 20 600 cm™ (Ae = -0.1 M™cm™). También se observan tres transiciones
de bandas de transferencia de carga LMCT: una banda positiva a 30 700 cm™ (Ae = 0.23 M’
'em™) que puede ser asignada a una banda LMCT de la amida desprotonada N del enlace
peptidico al Cu(ll); una banda negativa a 33 400 cm™ (Ae = -0.28 M™*cm™) correspondiente a
LMCT mt; del imidazol de las histidinas al Cu(ll) y una positiva a 39 400 cm™ con alta
intensidad (Ae = 4.38 Mcm™) correspondiente a LMCT mt, del imidazol de las histidinas al

Cu(ll). En el caso del espectro a 2.0 eq Cu(ll) las sefiales se recorrieron con respecto a la de
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1.0 eq Cu(ll) y Unicamente presentd una sola transicién de campo ligando (d-d) negativa a 17
100 cm™ (Ag = -1.00 M cm™) y tres transiciones de bandas de transferencia de carga LMCT:
una positiva a 25 300 cm™ (Ae = 0.25 M'cm™); una negativa a 28 900 cm™ (Ae = -0.4 M 'cm’
') posiblemente de la transferencia de carga de la amida desprotonada N del enlace
peptidico al Cu(ll) y otra positiva a 34 000 cm™ (Ae = 1.6 M'cm™) correspondiente a LMCT 7,
del imidazol de las histidinas al Cu(ll).

El analisis de estas sefiales en los espectros de CD nos permitid conocer la naturaleza de los
ligandos unidos al centro metalico. Bandas de transferencia de carga asociadas a la
interaccion del metal con amidas desprotonadas y grupos imidazol eran de esperarse ya que
los sitios de unién a Cu(ll), His96 y 111, son andlogos a los correspondientes fragmentos
cortos. En ambos casos, su esfera de coordinacion involucra la participacién de la cadena
lateral del imidazol de la histidina y amidas desprotonadas de la cadena peptidica.

El modo de coordinacién del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) también tendria que ser entonces
dependiente del pH, al igual que los sitios por separados. La Figura 2.2.4 compara los
espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) y de los complejos de las variantes de
Cu(l)-hPrP(92-115 H111A) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A). Los espectros de EPR del complejo
con 2.0 eq Cu(ll) arrojaron valores de g,=2.230y A =175x 10" cm™® apH 6.5,y g,=2.205y
A, =197 x 10* cm™ a pH 8.5, correspondientes a los modos de coordinacién 3N10 y 4N,

respectivamente (espectros negros en Figura 2.2.4).

pH=6.5 pH=8.5
Cu(ll)-hPrP(92-115)
Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A)
Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A)
3N10 4N

26 25 24 23 22 21 2 19 26 25 24 23

9 9

22 241 2 1.9

Figura 2.2.4. Espectros de EPR a pH 6.5 y 8.5 de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115) (negro), ( Cu(ll)-hPrP(92-115
H111A) (azul) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) (rojo).
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A partir de estos datos espectroscépicos, se pudo proponer el modelo de coordinacién de
ambos sitios en el fragmento largo como se representa en el esquema 2.2.1., donde el
equilibrio de protonacién corresponde a un cambio en la coordinacién ecuatorial del Cu(ll),

de 3N10 a 4N.

92.6GGTI HSQWNKPSKPKTNMK11THMAGA-115

(o]
Gly94/ | Thr95/Lys110 Glyo4/ (1) Thr95/Lys110
Met109§/\ Met109
N~ =0 N~ =0

Hrj’:o—ClL—N NH = - /N—'Ct:l—N it
N-term (N/ 1 “C-term " ?(:f\]. (N [ Cerm
) 6
NH—His96/His 111 NH—His96/His111

3N10 4N

Esquema 2.2.1. Equilibrio de protonacién para los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (residuos resaltados en
azul) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) (residuos resaltados en rojo).

La unién de Cu(ll) a cada uno de los sitios en el fragmento largo dependerd entonces del
equilibrio de protonacién, y asi mismo a la razéon molar Cu(ll):péptido, por lo que se hizo
necesario evaluar la formacion del complejo en ambos sitios a diferentes valores de pH vy
concentracion del idn metalico.

Para determinar la dependencia de pH del complejo formado, soluciones con diferentes
relaciones Cu(ll):hPrP(92-115) fueron tituladas por pH en un rango de 5.5 a 10, y se siguieron

por CD (Figura 2.2.5).
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Figura 2.2.5. A) B) y C) Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH y diferentes equivalentes de Cu(ll). D) Trazas de las intensidades de la sefiales de
CD en funcidn del pH a cada condicién de equivalentes de Cu(ll). Los valores de pK, se determinaron por ajuste
de un modelo de uno y dos equilibrios de protonacion.

El calculo de los valores de pK, para cada especie se determind a partir del cambio en las
intensidades de las sefiales de CD a diferentes valores de energia (cm™) debido a su
dependencia con el pH. Las sefales mostraron un comportamiento sigmoideo, indicativo de
un equilibrio de protonacion, por lo que se pudo aplicar el modelo de ajuste que asume uno
o dos eventos de protonacion (ver Apéndice I). En la Figura 2.2.5 D, se muestran las trazas
representativas para los cambios en la intensidad de las sefiales de CD para cada especie de
los espectros (A), (B) y (C) y su respectivo cdlculo de pK..

Para el caso del complejo con 0.5 equivalentes de Cu(ll) se siguid la sefial a 19 685 cm™ (traza
rosa) el cual mostrd un solo equilibrio de protonacion con un valor de pK, de 7.70 + 0.40. Asi
mismo para el complejo con 1.0 equivalente de Cu(ll) se monitored la intensidad a 19 011
cm™ (traza café) obteniendo un valor de pK, de 7.59 + 0.05 y para el complejo con 1.5

equivalentes de Cu(ll) a 19 011 cm™ (traza azul) se determinaron dos equilibrios de
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protonacion 6.23 £ 0.34 y 7.54 + 0.04. La determinacidn del pK, para cada especie se hizo a
partir de sefiales a diferentes valores de energia y por duplicado.

En general, la coordinacion de Cu(ll) al péptido hPrP(92-115) que incluye los dos sitios de
union, presentd un equilibrio de pH dependiente de la relacion Cu(ll):péptido.

El cambio en los valores de pK; asociados al complejo a diferentes equivalentes de Cu(ll) nos
llevé a indagar acerca del modo de coordinacién de las especies formadas, por lo que fue
necesario elucidar por EPR a los complejos formados con diferente relacién Cu(ll):péptido a
pH 6.5y 8.5. La Tabla 2.2.2 presenta los valores de g, YA, para los complejos formados con

el péptido hPrP(92-115) a diferentes equivalentes de Cu(ll).

Tabla 2.2.2 Parametros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) a diferentes equivalentes de Cu(ll)

pH 6.5 pH 8.5
Cu(l1)-hPrP(92-115)

g|| AII * g|| AII *
0.5 eq Cu(ll) 2.235 168 2.202 198
1.0 eq Cu(ll) 2.232 176 2.202 197
1.5 eq Cu(ll) 2.237 171 2.204 199
2.0 eq Cu(ll) 2.230 175 2.205 197

Modo de Coordinacidn 3N10 4N

-4 -1
*x10" cm

Analizando los valores de g, YA, para cada uno de los complejos formados resulta evidente
qgue la concentracion del ion Cu(ll) no cambid la forma en que se coordina el metal a los
sitios que contiene el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115), por lo que el modelo de unién de Cu(ll) a

cada sitio sigue siendo el mismo.

Para el caso de los complejos de los sitios por separado, se estudiaron también sus
equilibrios de protonacién, y se determinaron sus valores de pK, a 1.0 eq Cu(ll) (Figura
2.2.6). El complejo que contiene a la His111, es decir, Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A), presentd
Unicamente un solo equilibrio de protonacién con un valor de pK, de 7.44 + 0.02
determinado a partir de las sefiales a 20 080 cm™ (traza naranja) y 15 873 cm™ (traza rojo).
Este valor de pK, es similar al del complejo con ambos sitios Cu(ll)-hPrP(92-115) en la

condicion de 1.0 eqg Cu(ll). Por otro lado el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A), el cual

60



@ Capitulo 2
Cu(ll)-hPrp

Cinvestav

contiene solo el sitio de His96, exhibe dos valores de pK, con valores de 6.88 + 0.46y 7.88 +
0.15 determinados a partir de las sefiales a 20 080 cm™ (traza azul claro) y 35 971 cm™ (traza
azul obscuro) y que son parecidos a los del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) con 1.5 eq Cu(ll). El
valor de pK, bajo de 6.88 es distintivo de ocupacidon del sitio de His96, debido a que
corresponde al ya reportado en el fragmento corto 92-96.>* *° Asi, la presencia de dos

valores de pK; en el complejo es el sello distintivo del sitio de la His96.

 Cu(ll)-His96

40000 35000 30000 25000 20000 15000 40000 35000 30000 25000 20000 15000
c Energia (cm-1) D Energia (cm-1)

1.2 0.2
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Ae (M- Tem™T)
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Figura 2.2.6. Espectros de CD de los complejos A) Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) y B) Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A)
obtenidos a partir de un barrido a diferentes condiciones de pH. D) Trazas de las intensidades de la sefiales de
CD en funcion del pH (ver texto). Los valores de pK, se determinaron por ajuste de un modelo de uno y dos
equilibrios de protonacion.

Las comparaciones de los equilibrios de protonacién entre los complejos con los sitios
independientes y el péptido largo hPrP(92-115), sugiere que la participacién de cada sitio en

la unién por Cu(ll) depende de la relacién metal-ligante.

En general, la coordinacion del Cu(ll) a las variantes de histidina en el fragmento largo

hPrP(92-115) no cambid en comparacion con los péptidos cortos: hPrP(92-96) y hPrP(106-

115) y sus caracteristicas espectroscdpicas fueron muy similares. Mas aun, alrededor del pH
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fisioldgico, la union de Cu(ll) al sitio de la His96 mostré dos valores de pK,, mientras que la
union al sitio de la His111 Unicamente presentd un valor de pK,, como en los péptidos
cortos. En ambos casos, el equilibrio alrededor de pH 7.5 incluye dos especies con

coordinacion ecuatorial 3N10 y 4N.

Espectroscopia de CD como herramienta para estimar los porcentajes de union de Cu(ll) a

cada sitio: His96 e His111

Debido a que los espectros de CD de los complejos con Cu(ll) unido a cada sitio de histidina
por separado son muy diferentes entre si, se pudieron usar para calcular el espectro del
complejo con los dos sitios. Es decir, el espectro del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) se concibe
como una combinacién lineal de los espectros de CD de los complejos con las variantes
Cu(I)-hPrP(92-115 H111A) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A). De esta forma, es posible estimar la
ocupacion relativa por Cu(ll) en cada sitio en el fragmento que incluye a las dos histidinas.

La Figura 2.2.7. muestra las comparaciones de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-
hPrP(92-115) (espectro negro) con Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (espectro azul) y Cu(ll)-
hPrP(92-115 H96A) (espectro rojo) y una combinacidn lineal para el porcentaje de ocupacion
a las histidinas (traza morada) a pH 6.5, 7.5 y 8.5 y a diferentes equivalentes de Cu(ll) (0.5,
1.0,1.5y 2.0).

A baja concentracién de Cu(ll), 0.5 eq Cu(ll) o incluso 1.0 eq Cu(ll), el ion metalico se une
preferentemente a la His111 a los tres valores de pH. Asi, un 55-65% de Cu(ll) esta unido al
sitio de la His111, sin embargo cuando la condicién cambia a 1.5 eq Cu(ll) la ocupacién por el
sitio se ve disminuido, y ahora el sitio de la His96 es favorecido, alcanzando un 60% de
ocupacion a todos los pH. Finalmente, en presencia de 2.0 eq Cu(ll), ambos sitios estan
poblados con el mismo porcentaje de ocupacién 50:50. En ninguna condicidn analizada, se
observé evidencia de la formacién de un complejo bis-histidina. Esto debido a que si
comparamos el espectro del complejo que contiene a los dos sitios Cu(ll)-hPrP(92-115)
(espectro negro) a todas las concentraciones de Cu(ll) y a todos los pH evaluados, con los

espectros de CD de diferentes combinaciones lineales de las variantes de histidinas, éstos se
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superponen, sugiriendo que los iones Cu(ll) se unen de manera independiente a los sitios de
His96 e His111.

Por lo anterior podemos decir que a bajas concentraciones de Cu(ll), la His111 es el sitio
predominante de la unidn de Cu(ll). Sin embargo, cuando la concentracién del ion metalico
aumenta, el Cu(ll) se une preferencialmente a His96, por lo que la afinidad relativa por His96

aparentemente depende de la ocupacion de Cu(ll) en His111.

0.5 eq Cu(ll)

1.0 eq Cu(ll)

1.5 eq Cu(ll)

2.0 eq Cu(ll)

50% 50% el 1t/ 50% 50%

06 . . . n A s L L L 15 " L L L
32000 28000 24000 20000 16000 32000 28000 24000 20000 16000 32000 28000 24000 20000 16000

Energy (cm-1)

Figura 2.2.7. Comparacion de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) con los complejos Cu(ll)-
hPrP(92-115 H111A) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A). Se hizo una combinacién lineal (linea morada) de los
espectros de CD de Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (linea azul) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) (linea roja) para
compararla con los espectros de Cu(ll)-hPrP(92-115) (linea negra) a pH 6.5, 7.5 y 8.5 y diferentes equivalentes
de Cu(ll). Los porcentajes listados en cada condicién, significan la ocupacion de Cu(ll) en cada sitio de unidn,
His96 (letras azules) e His111(letras rojas).
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Papel de los residuos de Met109 y 112 en la coordinacion de Cu(ll) a hPrP(92-115)

Con el fin de evaluar el papel de las dos metioninas presentes en la secuencia del fragmento
hPrP(92-115), se sintetizaron las variantes hPrP(92-115 M112l), hPrP(92-115 M109l) vy
hPrP(92-115 M1091/M1121), donde se reemplazé el residuo de metionina por el residuo de
isoleucina, el cual en su cadena lateral no contiene el grupo funcional tioéter como en el
caso de la metionina. Estas variantes peptidicas fueron tituladas con Cu(ll) a pH 7.5, se
siguieron por CD y todas sus sefiales saturaron a 2.0 eq Cu(ll), (Figura 2.2.8) indicando que

hay dos sitios de coordinacién para Cu(ll) como en el caso del fragmento hPrP(92-115).

6
LA Cu(ll)ﬂ-’hPrP(92-11S Met112)) & B Cu(ll)-hPrP(92-115 Met1091) | C
' o )
' ';',
£ 3 » 05
5 ;
Yo 2p 05 B 1 f
= 1 24000 20000 16000 12000 24000 20000 16000 12000
2
< el ;;;’M
2
-2 1 L L 1 L s L L : L L L L L )
35000 30000 25000 20000 15000 35000 30000 25000 20000 15000 35000 30000 25000 20000 15000
Energia (cm'1) Energia (cm-1) Energia (em-1)

Figura 2.2.8. Titulaciones con Cu(ll) seguidas por CD de las variantes de metioninas a pH 7.5: A) Cu(ll)-hPrP(92-
115 M1121) y B) Cu(ll)-hPrP(92-115 M109I) y C) Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M1121)

Estos datos espectroscopicos de las tres variantes de metionina reflejaron dos cosas: i) las
tres variantes presentaron dos sitios de unidn por Cu(ll) al igual que el fragmento hPrP(92-
115) vy ii) la ausencia de los residuos de metioninas pareci6 cambiar el ambiente de
coordinacion del ion metdlico. Asi entonces, se propuso estudiar con mas detalle la unidn
Cu(ll):péptido en ausencia de una o las dos metioninas en funcion de los equivalentes de

Cu(ll) y pH.

La caracterizacion inicial por pH se hizo a diferentes equivalentes de Cu(ll). Se titularon
soluciones de los complejos de las variantes Cu(ll)-hPrP(92-115 M112I) y Cu(ll)-hPrP(92-115
M109I) y de la doble variante Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) en un rango de pH de 5.5 a
10y se siguid por CD, con 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 eq Cu(ll).
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En la Figura 2.2.9 se muestran los espectros de CD para el complejo de Cu(ll)-hPrP(92-115
M112l) obtenidos a partir de un barrido a diferentes condiciones de pH y a diferentes
equivalentes de Cu(ll). Al igual que en el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115), se determinaron los
equilibrios de protonacién para cada condicién de equivalentes de Cu(ll) y la Tabla 2.2.3

resume los valores de pK; y los compara con los valores del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115).

Cu(ll)-hPrP(92-115 M112I)
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Figura 2.2.9. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH y a 0.5 A), 1.0 B), 1.5 C) y 2.0 D) equivalentes de Cu(ll). La linea morada clara
corresponde a la condicion de pH 5.5 y la linea morada obscura a pH 10.0, mientras que las lineas punteadas
corresponden a los valores de pH intermedios. El recuadro a cada condicion amplia la region de bandas de
campo ligando (24 000 - 12 000 cm™).

Los valores de pK; fueron determinados a partir del ajuste del cambio en las intensidades de
las sefiales de CD a diferentes valores de energia y en funcion del pH (ver Apéndice I). A cada
condicion, se promediaron al menos 4 valores de pK, determinados a diferentes energias y
de 2 experimentos independientes. La Tabla 2.2.3 resume los promedios de los valores y sus
desviaciones estandar. Asi por ejemplo, en la condicién de 0.5 eq Cu(ll) se siguié el cambio

de intensidad de las sefiales a 2 energias: 19 455 cm™ y 30 675 cm™; para 1.0 eq Cu(ll): 15
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106 cm™ y 30 675 cm™; para 1.5 eq Cu(ll): 15 152 cm™ y 30 488 cm™; y para 2.0 eq Cu(ll): 14
881 cm™ y 24 752 cm™. Asi, debido a los resultados que arrojaron estos experimentos,
pudimos decir que también el complejo variante que carece de Met112 es dependiente del

pH, y mds aln, del nimero de equivalentes del ion metdlico Cu(ll).

Tabla 2.2.3 Valores de pK, de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115) y la variante Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l) a
diferentes equivalentes de Cu(ll).

Valores de pK,

Eq de Cu(ll)
Cu(ll)-hPrP(92-115) Cu(ll)-hPrP(92-115 M112I)
0.5 7.70+£0.40 7.69+0.24
1.0 7.59 £0.05 7.89+0.05
15 6.23+0.34&7.54+£0.04 595+0.61&7.76 +0.08
2.0 5.84+0.50&8.70£0.90 7.59+0.72&9.24+0.18

La comparacion de los valores de pK, entre el complejo base y la variante M112I| nos dio
informacién acerca de sus equilibrios de protonacion, que a su vez refleja la ocupacion por
Cu(ll) en los sitios de His96 y 111. Comparando los espectros de las titulaciones por pH en la
condicion de 0.5 y 1.0 eq Cu(ll), del complejo base Cu(ll)-hPrP(92-115) en la Figura 2.2.5 Ay
B con los del complejo carente de metionina Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l) en la Figura 2.2.9 Ay
B se observd similitud de comportamiento, el cual, de acuerdo con lo elucidado en la
ocupacion por Cu(ll) en los sitios de His96 y 111, el Cu(ll) tendria una ligera tendencia hacia
el sitio de la His111.

En contraste, en la condicion de 1.5 y 2.0 eq Cu(ll) ambos complejos presentan dos
equilibrios de protonacidn, lo cual es caracteristico de coordinacién del ion metalico al sitio

de His96.

Por otro lado, también se determinaron los equilibrios de protonaciéon del complejo de la
otra variante de metionina en donde ahora el complejo carece de M109, sustituyéndola por
el residuo de isoleucina. La Figura 2.2.10 muestra los espectros de CD del complejo Cu(ll)-
hPrP(92-115 M109I) en un barrido de pH a diferentes equivalentes de Cu(ll) y la Tabla 2.2.4

resume los valores de pK; y los compara con los valores del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115).
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Figura 2.2.10. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 M109I) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH y a 0.5 A), 1.0 B), 1.5 C) y 2.0 D) equivalentes de Cu(ll). La linea verde clara
corresponde a la condicién de pH 5.5 y la linea verde obscura a pH 10.0, mientras que las lineas punteadas
corresponden a los valores de pH intermedios. El recuadro a cada condicidon amplia la regiéon de bandas de
campo ligando (24 000 - 12 000 cm™).

Tabla 2.2.4 Valores de pK, de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115) y la variante Cu(ll)-hPrP(92-115 M109l) a
diferentes equivalentes de Cu(ll).

Valores de pK,

Eq de Cu(ll)
Cu(l1)-hPrP(92-115) Cu(l1)-hPrP(92-115 M109I)
0.5 7.70 £ 0.40 6.37+0.13 & 7.86 £ 0.16
1.0 7.59 +0.05 6.04 + 0.05 & 7.76 £ 0.15
1.5 6.23+0.34&7.54+0.04 6.19+0.13&7.90%0.15
2.0 5.84+0.50 & 8.70£0.90 6.73+0.51&9.27+0.20

Al igual que en los otros casos, los valores de pK;, fueron determinados a partir del ajuste del
cambio en las intensidades de las sefiales de CD a diferentes valores de energia y en funcién

del pH (ver Apéndice 1). Asi, a 0.5 eq Cu(ll) se determiné a: 14 970 cm™ y 35 461 cm™; para
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1.0 eq Cu(ll): 19 841 cm™ y 27 322 cm™’; para 1.5 eq Cu(ll): 19 455 cm™ y 35 461 cm™; y para
2.0 eq Cu(ll): 31 250 cm™ y 35 971 cm™. Los complejos formados en ausencia de la metionina
109 presentan dos equilibrios de protonacion a todas las concentraciones de Cu(ll). En
contraste, el complejo base exhibe dos equilibrios de protonacion Unicamente a
concentraciones altas de Cu(ll), condicidon en la que se ocupa el sitio de la His96. Una
comparacion de los espectros de CD del barrido a diferentes condiciones de pH entre la
variante Cu(ll)-hPrP(92-115 M109I) con 1.0 eq Cu(ll) (Figura 2.2.10 B) y el complejo de Cu(ll)-
hPrP(92-115) con 1.5 eq Cu(ll) (Figura 2.2.5 B) y sus valores de pK, asociados mostrd un
comportamiento similar para ambos péptidos. Estas observaciones sugieren que la falta de
Met109 en la secuencia favorece la ocupacién del Cu(ll) hacia el sitio de His96.

Finalmente, también se determinaron los equilibrios de protonacién para la doble variante
de metionina, la cual carece de residuos de metionina en su secuencia. Los espectros de CD
para el complejo de Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112I) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH y a diferentes equivalentes de Cu(ll) se muestran en la Figura
2.2.11 y los valores de pK, determinados a partir de las mismas se presentan en la Tabla

2.2.5.
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Figura 2.2.11. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) obtenidos a partir de un barrido
a diferentes condiciones de pH y a 0.5 A), 1.0 B), 1.5 C) y 2.0 D) equivalentes de Cu(ll). La linea naranja clara
corresponde a la condicion de pH 5.5 y la linea naranja obscuro a pH 10.0, mientras que las lineas punteadas
corresponden a los valores de pH intermedios. El recuadro a cada condicion amplia la region de bandas de
campo ligando (24 000 - 12 000 cm™).

Tabla 2.2.5 Valores de pK, de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115) y la doble variante Cu(ll)-hPrP(92-115
M109IM112I) a diferentes equivalentes de Cu(ll).

Valores de pK;

Eq de Cu(ll)
Cu(ll)-hPrP(92-115) Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112I)
0.5 7.70£0.40 6.84 +0.08 & 8.10 £ 0.18
1.0 7.59 +0.05 6.12+0.21 & 8.01 £0.38
1.5 6.23 +£0.34 & 7.54 £ 0.04 6.52+0.13 & 7.63£0.16

2.0 5.84 +£0.50 & 8.70+0.90

6.87+£0.02 &9.25+0.14

Para la determinacion de los valores de pK, se usaron las intensidades de sefial a las

energias: 16 667 cm™ y 14 620 cm™ para el complejo con 0.5 eq Cu(ll); 17 301 cm™ y 33 557
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cm™ para 1.0 eq Cu(ll); 15 060 cm™ y 20 161 cm™ para 1.5 eq Cu(ll), y 27 933 cm™ y 30 675
cm™ para 2.0 eq Cu(ll).

Como en el caso de la variante de M109Il, los complejos con el péptido hPrP(92-115
M1091/M112l) presentaron dos equilibrios de protonacidn, independientemente de la
concentracién de Cu(ll). A 1.0 eq Cu(ll), el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l)
mostré un comportamiento similar al de la variante sin Met109, Cu(ll)-hPrP(92-115 M109l),
y al del complejo base Cu(ll)-hPrP(92-115) a 1.5 eq de Cu(ll). Estas observaciones sugieren
que los péptidos con la sustitucién M109I tienen una tendencia a tener mayor porcentaje de
Cu(ll) unido al sitio de la His96.

A partir de los datos de las variantes de metioninas podemos concluir que: i) en todos los
casos, hay dos sitios de coordinacién por Cu(ll); ii) el ambiente de coordinacidn alrededor del
metal se alterd por la ausencia de alguna de las metioninas; iii) la presencia o ausencia de las
metioninas, en conjunto con la relacidon Cu(ll):péptido y el pH, influyen en el grado de
ocupacion del ion metalico a cada sitio de histidina del fragmento peptidico. Sin embargo,
aun no sabemos si estas modificaciones en la secuencia cambiarian significativamente o no
la esfera de coordinacién del Cu(ll) y si el modo de coordinacién permanecera como lo
conocemos en el péptido base. Por tanto, procedimos a estudiar a los complejos por
espectroscopia de EPR y determinar el modo de coordinacion de las especies en las mismas
condiciones de pH y concentracién de Cu(ll) utilizadas para estudiar el péptido base Cu(ll)-
hPrP(92-115).

En la Tabla 2.2.6 se listan los valores g, YA, que fueron determinados a partir de los
espectros de EPR de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115), Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l), Cu(ll)-
hPrP(92-115 M109I) y Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) en las condiciones de 0.5, 1.0, 1.5y

2.0 eq Cu(ll), respectivamente, y a pH 6.5y 8.5.
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Tabla 2.2.6 Valores g 'y A de complejos Cu(ll)-hPrP(92-115), Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l), Cu(ll)-hPrP(92-115
M1091) y Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) con 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 eq de Cu(ll) a pH 6.5 y 8.5 Los modos de
coordinacion fueron determinados a partir de las correlaciones de Peisach-Blumberg.*” "

0.5 eq de Cu(ll) 1.0 eq de Cu(ll)
pH 6.5 pH 8.5 pH 6.5 pH 8.5
g. A" g, A g. A" g, A7
Cu(l1)-hPrP(92-115) 2.235 168 2.202 198 2232 176 2.202 197
Cu(ll)-hPrP(92-115 M112Il) 2.227 186 2.216 194 2.231 181 2.209 195
Cu(l1)-hPrP(92-115 M1091) 2240 170 2.207 199 2.236 170 2.207 197
Cu(ll)-hPrP(92-115 M109IM1121) 2.233 171 2.205 196 2.233 175 2.207 195
Modo de coordinacidn 3N10 4N 3N10 4N
1.5 eq de Cu(ll) 2.0 eq de Cu(ll)
pH 6.5 pH 8.5 pH 6.5 pH 8.5
g. A" g, A g. A" g, A7
Cu(l1)-hPrP(92-115) 2.237 171 2.204 199 2.230 175 2.205 197
Cu(ll)-hPrP(92-115 M112I) 2.232 174 2.211 193 2.237 168 2.210 190
Cu(ll)-hPrP(92-115 M109I) 2.229 178 2.207 197 2.233 173 2.203 199
Cu(ll)-hPrP(92-115 M109IM1121) 2.233 162 2.214 186 2.2304 179 2.211 195
Modo de coordinacidn 3N10 4N 3N10 4N

*x10*cm™

Se graficaron los valores g, vV A, de cada uno de los complejos de las variantes de
metioninas que se encuentran en la Tabla 2.2.6 y se compararon con el complejo base que
tiene en su secuencia las dos metioninas. En todos lo casos, los pardmetros de EPR indican
un modo de coordinacién ecuatorial 3N10 a pH 6.5 en todas las condiciones de
concentracion de Cu(ll). Asimismo, en la condicién de pH 8.5, el modo de coordinacién en
todos los complejos es 4N.

En algunos casos, se observan pequeiias variaciones en los pardmetros de los complejos de
las variantes de metioninas, con respecto al del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115). Notoriamente,
el efecto es mas evidente a pH 6.5 sin importar el nimero de equivalentes de Cu(ll), lo cual
puede deberse a dos situaciones: 1) que el pH de trabajo es cercano a unos de los valores de
pK, del complejo (como en el caso del Cu(ll)-(92-115 M1091/M1121); y 2) que a pH 6.5 la
afinidad del cobre por el péptido puede disminuir por protonacion parcial de la histidina. De
hecho, resulta evidente la aparicién de otro juego de senales en el espectro de EPR, que

corresponden a Cu(ll) en solucion (juego de seiales con asteriscos en la Figura 2.2.12).
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1.5 eq Cu(ll)
pH=6.5

Cu(ll)-hPrP(92-115)
Cu(ll)-hPrP(92-115 M1121)

Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091)

Cu(ll) libre en solucion A_ e et b (e e M

2.6 25 24 23 2.2 21 2 1.9

g

Figura 2.2.12. Comparacién de los espectros de EPR de los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115) (negro), Cu(ll)-
hPrP(92-115 M112l) (morado), Cu(ll)-hPrP(92-115 M109I) (verde) y Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) (naranja)
en la condicion de 1.5 eq Cu(ll) y pH 6.5 con el espectro de Cu(ll) en solucion (azul claro). Asteriscos y lineas
verticales punteadas indican las sefiales asociadas a Cu(ll) en solucidn.

En general, podemos concluir que la sustitucidon de las metioninas 109 y 112 por isoluecinas
no afectd significativamente el equilibrio de protonacién asociado a la conversién del modo
de 3N10 a 4N. Estos resultados soportan la conclusién de que las cadenas laterales de las

metioninas no participan en la coordinacién ecuatorial de Cu(ll) unido a hPrP(92-115).

Efecto de Met109 y 112 en los porcentajes de union de Cu(ll) a cada sitio: His96 e His111

Para evaluar el efecto de los residuos de metionina en los porcentajes de unién de Cu(ll) a
los sitios de His96 y 111, se aplicdé la misma metodologia, como en el caso del complejo
Cu(ll)-hPrP(92-115). La Figura 2.2.13 muestra los espectros de CD del complejo base Cu(ll)-
hPrP(92-115) y sus variantes de metionina Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l), Cu(ll)-hPrP(92-115
M1091) y Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l), en la regién de campo ligando (25 000 - 12 000
cm™), con 1.0 y 1.5 eq Cu(ll) para pH 6.5 y 8.5. En cada recuadro se muestran los espectros

de la complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (correspondiente al complejo Cu(ll)-H96, en azul)

72



Capitulo 2
Cu(ll)-hPrp

Cinvestav

y Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) (correspondiente al complejo Cu(ll)-H1111, en rojo), y el
espectro resultante de la combinacién lineal de éstos ultimos, el cual refleja el porcentaje de

ocupacion de las histidinas indicado.

1.0 eq Cu(ll) 1.5 eq Cu(ll)
A A
pH=8.5 N
v-.;EJ
E,
o 45% 55% 40% 60%
NPT '

As(mM-1em=1)

40% 60%

S

'M108l

- i 0 0}

E \ I

— F 02} 05
2¢:80% 20% | 1 65% 35% 04:75% 25% 60% 40%
“mi09UM112i ' [ Mi08I/MI12]

Ac(mM-Tem-1)

80% 20%

70% 30%

[70% 30%

" |55% 45%

24000 22000 20600 18600 181‘)00 1“‘)00 A
Energia (cm-1)

24000 22000 20000 18000 16000 14000
Energia (cm-1)

24000 22000 20000 18000 16000 14000 !
Energia (cm-1)

24000 22000 20000 18000 16000 14000
Energia (cm-1)

Figura 2.2.13. Comparacion de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(92-115) (linea negra), Cu(ll)-
hPrP(92-115 M112l) (linea morada continua), Cu(ll)-hPrP(92-115 M109l) (linea verde) y Cu(ll)-hPrP(92-115
M1091/M112l) (linea naranja) con los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) (linea azul) y Cu(ll)-hPrP(92-115
H96A) (linea roja) con 1.0 y 1.5 eq Cu(ll) y a pH 6.5 y 8.5 y la combinacidn lineal (linea morada punteada) en
cada caso. Los porcentajes listados en cada condicion, significan la ocupacién de Cu(ll) en cada sitio de unién,
His96 (letras azules) e His111(letras rojas).

En la Tabla 2.2.7., se presentan los porcentajes de ocupacion de Cu(ll) a cada sitio de His96 y
111, a todas las relaciones Cu(ll):péptido y valores de pH estudiados. Claramente, algunas
sustituciones de los residuos de metionina ocasionan cambios en la proporcion de unién de

Cu(ll) a cada sitio, como se discute a continuacion.
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Tabla 2.2.7 Porcentajes de Cu(ll) unido a los sitios de His96 e His111 en los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115),
Cu(ll)-hPrP(92-115 M112l), Cu(ll)-hPrP(92-115 M109l) y Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l) a 0.5, 1.0, 1.5y 2.0
eq Cu(ll) y pH 6.5y 8.5.

Porcentaje de Cu(ll) unido a H96 y H111

0.5 eq Cu(ll) 1.0 eq Cu(ll) 1.5 eq Cu(ll) 2.0 eq Cu(ll)

Complejos pH65  pH85 | pHES5  pH85 | pH6ES  pH8S5 | pHES  pHBS
H96:H111 H96:H111 j H96:H111 H96:H111 j H96:H111 H96:H111 § H96:H111 H96:H111

% % % % % % % %
hPrP(92-115) 40:60 40:60 45:55 40:60 60:40 60:40 50:50 50:50
M1121 40:60 40:60 50:50 40:60 60:40 60:40 65:35 50:50
M109I 80:20 70:30 80:20 65:35 75:25 60:40 70:30 50:50
M1091/M112I 70:30 65:35 80:20 70:30 70:30 55:45 80:20 50:50

La sustitucion de metionina 112 por isoleucina, practicamente no tiene efecto alguno en las
proporciones de Cu(ll) unido a cada histidina, excepto a pH 6.5 con 2.0 eq Cu(ll), donde se
favorece la unién de Cu(ll) a la His96. Sin embargo, en estas condiciones se observo por EPR
la presencia de cobre en solucién para todas las variantes, lo cual refleja un decremento de
afinidad y explica el hecho de que a pH 6.5 no se observe la relacidon 50:50 que se esperaria
al llenarse los dos sitios por completo con 2.0 eq Cu(ll). En contraste, las sustituciones de
M109! y la doble sustitucion M1091/M112l, indujeron cambios notorios en la ocupacion
relativa de los sitios de His96 e His111, independientemente del pH y en todas las
condiciones sub-estequiométricas (es decir, a 0.5, 1.0 y 1.5 eq Cu(ll)). Es claro que la
sustitucion M109! induce una mayor ocupacion del sitio de la His96 a todas las condiciones
de eq de Cu(ll) y valor de pH.

Estos resultados sugieren que la afinidad de Cu(ll) por el sitio de la His111 es afectada por la
ausencia de la M109, ocasionando un drastico desplazamiento hacia la ocupacién de His96.
Por tanto, podemos concluir que la M109, aunque no se coordine directamente al Cu(ll),

juega un papel importante en la afinidad relativa por el sitio de la His111.
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Efecto de la union de Cu(ll) en la afinidad a hPrP(92-115)

En colaboracién con el Dr. Aarén Rojas Aguilar y el estudiante Octavio Cruz Vasquez del
Departamento de Quimica del Cinvestav, se hicieron estudios por Calorimetria de Titulacién
Isotérmica (ITC) para determinar la afinidad relativa de unidon de Cu(ll) a los péptidos
hPrP(92-115) y sus variantes de histidinas y metioninas en la condicién de pH 8.5.

A partir de este estudio se determind la entalpia de reaccidon (AH) y la constante de

asociacioén, K; para el proceso:

P+ M P-M

Donde M es Cu(ll); P corresponde a cualquiera de las variantes del fragmento hPrP(92-115);
y P-M es el complejo de asociacién entre el péptido correspondiente y el Cu(ll). Para todos
los casos la determinacion de la K, es una medida directa de la afinidad por Cu(ll).

Para los complejos Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A), los datos
termodindmicos se ajustaron a un modelo que asumia un solo sitio de unién a Cu(ll). El valor
de K, para el complejo de Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) fue 2.22 + 0.29 x 10° M™ (AH = -18.42 +
0.46 kl-mol™, n = 0.87 + 0.04) mientras que para el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) fue
de 1.26 + 0.21 x 10° M™ (AH = -19.42 + 0.67 kl-mol™, n = 0.96 + 0.12). Estos datos indican
que el Cu(ll) tiene preferencia por el sitio de His111. Por otro lado, los datos de los
complejos con péptidos que contienen dos sitios de histidinas fueron ajustados usando un
modelo que asume dos sitios independientes. Para el complejo base Cu(ll)-hPrP(92-115), se
obtuvo una K, de 2.33 + 0.29 x 10° M (AH = -19.92 + 1.22 ki‘mol™, n = 1.64 + 0.16)
reflejando un valor similar al obtenido para el sitio de la His111l en el complejo Cu(ll)-
hPrP(92-115 H96A). La sustitucion M112l no parece tener un efecto en la afinidad por Cu(ll),
ya que el complejo Cu(ll)-hPrP(92-115 M1121) presenté una K, de 2.37 + 0.22 x 10° M™ (AH
= -19.76 + 1.55 kJ-mol?, n = 1.47 + 0.08). En contraste, la sustitucién M109I causa un
decremento significativo en la afinidad de Cu(ll) por el péptido, ya que el complejo Cu(ll)-
hPrP(92-115 M109I) presentd una K, de 1.35 + 0.19 x 10° M (AH = -18.55 + 1.01 kl-mol™, n
= 1.51 £ 0.15), mientras que el complejo sin metioninas Cu(ll)-hPrP(92-115 M1091/M112l)
tiene una K, de 1.09 + 0.08 x 10° M™ (A,H = -17.14 + 1.13 ki-mol™?, n = 1.54 + 0.12). Por tanto,

podemos concluir que la ausencia de la Met109 causa un decremento en la afinidad relativa
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de Cu(ll) por el sitio de la His111. El efecto es mas pronunciado en el complejo de la variante
Cu(l)-hPrP(92-115 M1091/M112l). Estos resultados son consistentes con lo observado por
espectroscopia de CD, respecto al efecto de la sustitucién M109I en la proporcion relativa de

ocupacion de los sitios de His96 e His111.
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Discusion y Conclusiones

En este capitulo se ha elucidado la coordinaciéon de Cu(ll) a un fragmento de la proteina
prion, hPrP(92-115), que incluye dos sitios de coordinacién en su secuencia y el papel que
juegan los residuos de metioninas en la formacién del complejo de coordinacién.

Los resultados demuestran que los sitios de coordinacién a Cu(ll) en el fragmento hPrP(92-
115) son los mismos que los observados para los complejos individuales. Es decir, en ambos
sitios, His96 e His111, se observa una dependencia con el pH, de tal forma que a pH
fisioldgico se tiene una mezcla de especies 3N10 y 4N. La unidn del Cu(ll) a este fragmento
comienza con el anclaje del ion metalico al nitrégeno del imidazol del residuo de His96 o
His111 de manera independiente. La esfera de coordinacidn en cada sitio se completa con la
desprotonacion y coordinacion de nitrégenos de amida de la cadena peptidica. Sin embargo,
pese a que los modos de coordinacién ecuatorial son idénticos, la afinidad de Cu(ll) por cada
sitio es diferente.

Dado que la unién de Cu(ll) a los dos sitios de His96 e His111 exhibe caracteristicas
espectroscépicas distintas (signos opuestos) en sus sefiales de CD, se aprovechd esta
distincidon para discernir la ocupacion de cada sitio por Cu(ll). Usando las variantes de
histidina, Cu(ll)-hPrP(92-115 H96A) y Cu(ll)-hPrP(92-115 H111A) para modelar los dos sitios,
encontramos que el sitio de la His111 presenta una afinidad mas alta que el sitio de la His96.
Ademas, nuestros datos indican que la Met109 juega un papel importante en la afinidad de
union por His111. Los esquemas 2.3.1y 2.3.2 representan el porcentaje de unién de Cu(ll) a
las histidinas 96 y 111 en presencia y ausencia de la metionina 109 y sus modos de

coordinacion 3N10 a pH 6.5y 4N a pH 8.5
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OH pH 6.5
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Esquema 2.3.1. Representacion esquematica del porcentaje de unién de Cu(ll) a los sitios de His96 y 111 en
presencia (A) y ausencia (B) de la Met109, a pH 6.5 y 1.0 eq Cu(ll) favoreciendo el modo de coordinacién 3N10
en el complejo hPrP(92-115). La linea continua negra representa los aminoacidos de la cadena peptidica.

o pH 8.5

A } )\F aN Met109 ¢ 4 "y
i o
(o]

N CE—N NH . bk — g »
NQJT waN/ [ ~—115
92 His96 40% 60% His111
OH

B ? ||e109/£(\*r
N Cu—N NH
His96 | 65% 35% His111

Esquema 2.3.2. Representacion esquematica del porcentaje de unién de Cu(ll) a los sitios de His96 y 111 en
presencia (A) y ausencia (B) de la Met109, a pH 8.5 y 1.0 eq Cu(ll) favoreciendo el modo de coordinacién 4N en
el complejo hPrP(92-115). La linea continua negra representa los aminoacidos de la cadena peptidica.
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La coordinacion del ion Cu(ll) a la proteina prion ha sido bastante explorada, siendo la regién
del octarepeat la mas estudiada y la que mayor variaciéon presenta en funcién de la
concentracién de Cu(ll).18 Inicialmente la regidn del octarepeat fue considerada como el
Gnico sitio de unidn a Cu(ll) y el de mas alta afinidad.'® Sin embargo, en los ltimos afios el
llamado “quinto sitio”, que incluye a la His96 y 111, ha llegado a ser importante debido a

17,32, 35,43

gue exhibe una afinidad incluso mayor que aquella del octarepeat. Muchos autores

han propuesto a la His96 e His111 como sitios independientes de coordinacién a Cu(ll).*> 3%

33,36,3841 £y este estudio nosotros corroboramos gue estos sitios son independientes y que
la ocupacion de Cu(ll) en ambos sitios ocurre de manera simultdnea. De hecho, no
observamos evidencia de la formacidn de algin complejo bis-histidina.

Este estudio también demostré que, aunque son sitios de unidén independientes, existe
cierta cooperatividad en la unién del ion cobre a los sitios de His96 e His111. Es decir, la
afinidad relativa de Cu(ll) por His96 depende de la ocupacién del sitio de la His111. Esto
posiblemente se deba a que la coordinacién de Cu(ll) al sitio de la His111 puede impactar la
conformacion del péptido de tal manera que afecta la union de Cu(ll) a la His96.

El papel de las metioninas 109 y 112 en la unién de Cu(ll) a hPrP(92-115), también fue
evaluado, y se observd que los modos de coordinacién 3N10 y 4N que se forman en cada
sitio, no se ven afectados por estos residuos. Las Unicas diferencias observadas en los
espectros de CD de los complejos de cobre con las variantes de metionina se deben a los
cambios en la ocupacién relativa de los dos sitios. Especificamente, la sustitucién Met109I
ocasiona una pérdida de afinidad por Cu(ll) del sitio de la His111, la cual fue corroborada por
los estudios de ITC. De este estudio se desprende que la M109 juega in papel clave en la
afinidad por el sitio de His111.

Se ha sugerido que la M109 pudiera jugar un papel como un ligando axial al ion metdlico
Cu(ll) o como parte de una segunda esfera de coordinacion. Estudios por célculos de
estructura electrénica del sitio de His111 han demostrado la cercania del grupo tioéter de la
M109 al centro metélico a una distancia ~4.7 A.27 Sin embargo, estudios mas recientes
confirmaron por espectroscopia de absorcidon de rayos-X que no hay participacién de grupos
tioéter en la coordinacién de Cu(ll) en el fragmento hPrP(106-115)*® que incluye a la His111

y a los residuos de metionina, concluyendo que la M109 no es un ligante axial para Cu(ll).
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Asi, el efecto de la Met109 en la afinidad de Cu(ll) por His111 podria deberse a efectos de
segunda esfera de coordinacidn, la cual a su vez dependeria de la disposicién de los ligantes
en la primera esfera de coordinacion del metal.52 (Esquema 2.3.3) Es probable que el grupo
tioéter de la Met109 contribuya a formar una red de solvatacion con moléculas de agua que
ayudarad a estabilizar al complejo. Un ejemplo de este comportamiento lo exhibe
precisamente el fragmento del octarepeat HGGGW unido a Cu(ll), cuya estructura cristalina
demuestra que el triptéfano, aunque no estd coordinado directamente al Cu(ll), forma un
puente de hidrégeno con la molécula de agua que estd coordinada en posicién axial al

centro metalico; esa red de puentes de hidrégeno ayuda a estabilizar al complejo.1?

Met109 G~
_N/c, \\\\“N
Cu }
/
L N N

Esquema 2.3.3. Representacion esquemadtica de las esferas de coordinacion del Cu(ll). En azul se presenta la
primera esfera de coordinacidn con los 4N unidos a Cu(ll); en amarillo se presenta la propuesta de la segunda
esfera de coordinacion involucrando al residuo de Met109.

El estudio del fragmento que incluye a los dos sitios de histidinas, hPrP(92-115), llega a ser
relevante debido a que forma parte de uno de los dos fragmentos que se liberan después de
un corte proteolitico que sufre la hPrP, llamado “corte -proteolitico”. Se ha propuesto que
este corte se debe a la accién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en presencia del ion
Cu(ll) y que es parte de un mecanismo de la proteina prion para proteger a la célula de dafio

- . - 47 4
por estrés oxidativo.*” >*>

Este corte proteolitico en la PrP humana libera a los fragmentos
N2 y C2, los cuales comprenden los residuos del 23-89 y 90-231, respectivamente.” *® Los

residuos 92-115 de la proteina prion quedan justo al inicio del fragmento C2, por lo que
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His96 e His111 serian los Unicos sitios de anclaje para Cu(ll) en el extremo N-terminal de la

proteina truncada.

Tabla 2.3.1 Alineamientos de secuencia de la proteina prion de diferentes especies en el fragmento 92-115. En
amarillo se resaltan los residuos de metioninas 109y 112.

Especie Secuencia

Humano GGGTHSQWN KPSKPKTN M KH M AGA
Ratén GGTHNQWN KPSKPKTN L KH V AGA
Rata GGTHNQWN KPSKPKTN L KH V AGA
Oveja GG SHSRWN KPSKPKTN M KH V AGA
Cabra GG SHSQWN KPSKPKTN M KH V AGA
Bovino GG THGQWN KPSKPKTN M KH V AGA
Cerdo GGGSHGQWN KPSKPKTN M KH M AGA
Jirafa GG THGQWN KPSKPKTN M KH M AGA
Conejo GGTHNQWG KPSKPKTS M KH V AGA

La Tabla 2.3.1 compara alineamientos de secuencias del fragmento 92-115 para diferentes
mamiferos. A partir de este alineamiento de secuencias, es claro que la Met112 no estd
conservada, mientras que la Met109 presenta variaciones sdélo en los roedores. De hecho, el
residuo de Met109 esta altamente conservado entre las proteinas prion de mamiferos, con
excepcion del ratén.5> Se ha propuesto entonces, que este residuo puede ser crucial para la
actividad bioldgica de la proteina prion o en las enfermedades pridnicas. De hecho, se ha
reportado que los residuos de metioninas 109 y 112 podrian influir en la conversién de PrP®
a Prp>c.56

El sitio de His111 en roedores no contiene metioninas. Dado que la preferencia de union al
sitio de la His111 fue dirigida en gran medida por la presencia de la Met109 en el fragmento
de PrP humana, es de esperarse que la ausencia de este residuo en la secuencia de los

roedores favorezca la unién del metal en el sitio de His96 (His95 en la secuencia de roedor),

lo cual es consistente a un estudio con la proteina prion de roedor.1”

La habilidad de hPrP a coordinar tanto Cu(ll) como Cu(l) es una importante caracteristica

7 . .
>7.38 v por absorcion de rayos-X3° sugieren

para cualquier actividad redox. Estudios por RMN
que en el fragmento 91-124, el Cu(l) se une a las dos histidinas, His96 e His111, y a los
residuos de Met109 y Met112. También se ha demostrado que el potencial de reduccion de

estos complejos disminuye cuando se remueven la M109 o Met112.3% *° Mas aun,
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recientemente Arcos-Lépez y colaboradores reportaron la unién de Cu(l) a este sitio como
altamente dependiente de pH, con la participacién de los residuos de metioninas en el
motivo MKHM que permite a PrP mantener Cu(l) anclado al sitio.28 Adicionalmente, estos
residuos de metioninas llegan a ser importantes debido a que pueden actuar como una
defensa antioxidante en la PrP sacrificdndose selectivamente por oxidacion.28 A la luz de
este estudio, y los resultados encontrados en este trabajo, podemos concluir que la Met109
es un residuo crucial en la actividad fisiolégica de la PrPS, y particularmente en el transporte
de cobre. Cuando la PrP® se encuentra en el espacio extracelular, la Met109 asegura la
preferencia del Cu(ll) para unirse al sitio de la His111, mientras que, cuando la PrP® sufre
endocitosis y llega a un ambiente reductor y rico en protones, la Met109 en conjunto con la

Met112, asegura la estabilizacién del Cu(l).
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Perspectivas

En este trabajo se ha elucidado la coordinacién de Cu(ll) al fragmento 92-115 de la PrP©
humana, y hemos determinado que la Met109 juega un papel clave en la afinidad de Cu(ll)
por el sitio de la His111. Estudiar la coordinacién del iédn Cu(ll) a un fragmento mas largo que
incluya a los dos sitios de His96 y 111, como el fragmento 90-126, permitira evaluar el
impacto de la unién de cobre a estos residuos en la agregaciéon amiloide de dicho fragmento.
Los residuos hidrofébicos que siguen en la secuencia a los sitios de His96 y 111 estan
asociados a la conversién de la PrP® a PrP**. Seria interesante, entonces, entender cémo la
distribucién de Cu(ll) en estos sitios pudiera impactar las propiedades amiloidogénicas y de
agregacion de la proteina.

Por otro lado, la evaluacién de la actividad redox de los dos sitios de unién a Cu(ll), como ya
se hizo en el caso del fragmento corto que considera sdlo un sitio de union hPrP(106-115), lo
cual ayudaria a comprender el papel del ion metalico en las propiedades de oxidacidn de la
proteina cuando estan presentes los dos sitios, y mas aun, en la participacion del metal
como mediador en la escision proteolitica que sufre PrP en esta region.

Estos estudios ayudaran a responder algunas incégnitas acerca de las caracteristicas
funcionales y/o patoldgicas de la proteina prion, y entender la quimica bioinorganica detras

de la interaccion Cu(ll)-Proteina Prion.
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Capitulo 3.
Coordinacion de Cu(ll) a los fragmentos C1 y C2 de los cortes a.- y -

proteoliticos de la proteina prion humana

Antecedentes

Cortes proteoliticos de la PrP“

La proteina prion celular se encuentra localizada en la parte externa de la membrana celular,
unida a balsas lipidicas por un puente glicosilfosfatidilinositol (GPI).! Esta localizacién sugiere
una funcién para la PrP¢ como transductora de sefiales del ambiente externo de la célula
hacia su interior. Se ha propuesto que esta caracteristica propia de la PrP® no sélo se debe a
la compleja interaccidén entre las numerosas vias de sefalizacidn, sino también como una
funcion de las modificaciones postraduccionales especificas que pueda sufrir la proteina.?
Una de ellas es el procesamiento proteolitico, el cual incluye el corte a-proteolitico dentro
del dominio neurotdxico de la PrP, el corte [B-proteolitico en la regidn del residuo 90 y la
pérdida o desprendimiento de la proteina con respecto a la membrana plasmatica (Figura
3.1.1). A continuacién se describen los detalles de cada corte postraduccional.

Corte B-proteolitico Corte a-proteolitico

y SRy o '
y: %, 2+ N 2+ g

i J . 24 CucTf 2;-; Cu“™yf

| g CUST J Cu®™ y

\ O g St e

Region N-terminal no | |
estructurada i J

if
) | Desprendimiento de la PrPC
) 4 de la membrana plasmatica

) /

Figura 3.1.1 Representacién esquematica de la PrP® con sus regiones claves: regidon del octarepeat, sitios de
His96 y 111, y puente GPI, y los lugares en donde se dan los cortes a-, B- proteoliticos y el desprendimiento de
PrP¢ con respecto a la membrana, representando el corte una tijera rosa. La numeracion representa el nimero
de residuo en la secuencia humana.
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Corte a-proteolitico

El sitio del corte a-proteolitico fue identificado en las posiciones Lys110/His111 o
His111/Met112 en la secuencia humana.” *® Esta incisién produce dos fragmentos: N1,
correspondiente a los residuos 23-110 del N-terminal y C2, que incluye a los residuos 111-

231 del C-terminal (Figura 3.1.2).

Corte a-proteolitico
N1 C1

Lys His
23 60 91 10 111 143-154 173194  200-228 230 251
N- Octarepeats I I B al B o2 a2 GPI -C
His 128-131 161-164

179-214
Puente disulfuro

96

Figura 3.1.2 Representacidon esquematica del corte a-proteolitico de la Prp© y sus fragmentos N- y C-terminal.

El corte a-proteolitico es el principal evento de procesamiento proteolitico de la PrPS,
acumulando fragmento C1 en la membrana plasmadtica y aportando de un 5 hasta un 50%
del total de los niveles de PrP® (dependiendo del tipo de célula o regién del cerebro).!
Estudios recientes han demostrado que dicho procesamiento puede llevarse a cabo, incluso,
sin que la proteina esté anclada a la membrana lipidica.” Muchos estudios han reportado
diferentes proteasas responsables de la generacion del corte a-proteolitico, entre las que se
encuentra la familia de las ADAM (A-desintegrin-and-metalloproteinase por sus siglas en
inglés), las cuales estdn unidas a membrana y son dependientes de zinc.”® Se ha sugerido
que ADAM10, ADAM17, ADAM9 y ADAMS8 son las principales enzimas responsables del
corte a-proteolitico.® Por otro lado, existe evidencia de que el Cu(ll) afecta este tipo de
modificacion postraduccional. McDonald y colaboradores demostraron que la unién directa
de iones Cu(ll) a la PrP® suprime la actividad de la metaloproteasa ADAMS, debido a que
evita que el sustrato entre al sitio activo de la enzima.® Un estudio realizado en relacién a la
transduccion de sefial influenciado por Cu(ll), demostré paralelamente que la exposicién de
Cu(ll) incrementa selectivamente el corte a-proteolitico de la PrP,? por lo que la generacion

de dicho corte no sdlo se restringe a proteasas.
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El corte a-proteolitico irrumpe la regién 106-126, la cual es clave para la conversion de PrP©
a PrP*.*? Asi, los fragmentos N1y C1, productos del procesamiento proteolitico han sido
bastante estudiados debido a su actividad bioldgica. Para N1 se ha sugerido una funcién
neuroprotectora, debido a que bloquea vias de sefializaciéon neurotdxica, protegiendo a la
célula contra especies oligoméricas toxicas.! Otra propuesta de modulacién por N1 es la que
ha sugerido Black y colaboradores, quienes proponen que, junto con los iones cobre, el
fragmento N1 puede alterar la actividad de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) por
unién directa N1-NMDA y modificando asi su funcién.’® Por otra parte el fragmento C1,
debido a que pierde el dominio neurotdxico, no es capaz de plegarse en la isoforma

patdgena, por lo que lo que no es un sustrato para la conversion de PrP¢a Prp>?

Corte [-proteolitico

El corte B-proteolitico esta localizado principalmente entre los residuos de Trp89 y Gly90, en
la secuencia de la proteina prion humana. Este corte produce un fragmento N-terminal
llamado N2, que corresponde a los residuos 23-89, y un fragmento hacia el C-terminal, C2,

gue incluye a los residuos 90-231 del C-terminal (Figura 3.1.3).

Corte B-proteolitico
N2 C2

Trp G!y
23 60 89 143154 173194 200228 230 251
‘. = S— =
N-J Octarepeats I I B ‘ al ‘ B‘ ‘ ‘ GPI -C
I-9Inss :111: 128 131 161-164 179 T

Puente disulfuro

Figura 3.1.3. Representacion esquematica del corte B-proteolitico de la Prp© y sus fragmentos N-y C-terminal.

rye . . . . 11
Este evento proteolitico ocurre, principalmente, en la superficie celular,”” y puede ser
. .. , . . 12 - .
mediado por condiciones de estrés oxidativo.” Diferentes estudios han demostrado que el

corte P-proteolitico es inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS) en presencia de
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cu(ll),>. **  aunque también puede ser generado por via enzimatica. McDonald y
colaboradores demostraron que la metaloproteasa ADAMS8 puede actuar sobre PrP®
haciendo un corte [-proteolitico, el cual puede ser suprimido en presencia de iones Zn(ll)
debido a su unién al dominio del octarepeat.®

El corte B-proteolitico ha sido asociado a una condicion patogénica, y se han detectado
niveles altos del fragmento C2 en los cerebros post-mortem de pacientes con la enfermedad

1 . . .,
b> % '3 Sin embargo, a pesar de esta categorizacion, se

pridnica humana de Creutzfeldt-Jako
ha propuesto que el corte 3-proteolitico es un mecanismo por el cual la PrP® protege a la

, , . . 1
célula del estrés oxidativo.

En general, el procesamiento proteolitico de la proteina prion humana produce distintos
fragmentos en distintas proporciones y estructuras moleculares, las cuales, cambian el
paradigma que tenemos en relacidn a la unién de iones metalicos a la PrP. Estos cortes
proteoliticos claramente pueden impactar en la funcién de la proteina, en su interaccidén con
iones metalicos y/o en la etiologia de la enfermedad. La forma en que los cortes a- y f3-
proteoliticos impactan la unién de iones Cu(ll) a la proteina prion no ha sido evaluada.

En el presente trabajo se propone estudiar la coordinacién de Cu(ll) a péptidos modelo de
los fragmentos C1 y C2. Este trabajo ayudara a entender como se une el metal a la proteina
prion una vez que ha sufrido estas modificaciones postraduccionales. Estudios
espectroscépicos por absorcidon electronica en la region UV/Vis, Dicroismo Circular,
Resonancia Paramagnética Electrénica y Resonancia Magnética Nuclear, ayudardn a elucidar

los complejos formados para cada caso.
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Objetivo General
Entender cémo impactan los cortes a- y B-proteoliticos de la proteina prion humana a su

interaccion con el ion Cu(ll).

Objetivos especificos

* Estudiar por espectroscopia de absorcion electrénica, CD, EPR y RMN los complejos
de Cu(ll) con los fragmentos peptidicos C1 (hPrP(111-115)) y C2 (hPrP(90-115)) de la
proteina prion humana.

* Comparar el estudio de los complejos de coordinacion con sus analogos acetilados

para entender el papel del grupo NH,- terminal en la formacidn del complejo.
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Resultados y Analisis

hPrP(111-115): un modelo para el fragmento C1 del corte a-proteolitico

Se sintetizod el péptido hPrP(111-115) con secuencia NH,-HMAGA, el cual considera los cinco
primeros residuos que quedan con su grupo amino libre —NH, cuando se genera el
fragmento C1, resultado del corte a-proteolitico que sufre la proteina prion. Este péptido
corto sirve de modelo en el estudio de la coordinacidon del ion metalico Cu(ll) a dicho
fragmento. El estudio espectroscépico de la unién del Cu(ll) al péptido hPrP(111-115) se
llevé a cabo por absorcién electrénica y CD en la region UV/Vis, EPR y RMN.

Se tituld una solucion del péptido hPrP(111-115), en una concentraciéon de 0.7 mM y a pH
7.5, con una sal de Cu(ll). La titulacidn se siguié cada 0.1 equivalentes hasta saturacion,
usando tres técnicas espectroscépicas: absorcidn electrénica y CD en la region UV/Vis y EPR.
Los espectros de la titulacion con Cu(ll) por espectroscopia de absorcion electrénica en la
regién UV/Vis mostraron la aparicion de bandas d-d a bajas energias (~15 600 cm™ (640 nm))

asi como bandas de transferencia de carga a mayor energia (Figura 3.2.1).
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Figura 3.2.1. Titulacién con Cu(ll) del fragmento hPrP(111-115) a pH 7.5 seguida por Absorcién electrénica en la
region UV/Vis. Lineas continuas representan 0.0 (negra), 0.5 (verde claro) y 1.0 (verde obscuro) eq Cu(ll), las
lineas punteadas indican los puntos intermedios de la titulacidn.

El estudio espectroscépico por CD nos aporté la mayor informacién de interaccién metal-
péptido. En el rango de 0.1-0.5 eq Cu(ll) los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(111-
115) muestran el crecimiento de un juego de seiales, mientras que a partir de 0.6 eq hasta

1.0 eq Cu(ll) algunas de ellas desaparecen y/o disminuyen (Figura 3.2.2).
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Figura 3.2.2. A) Titulacién con Cu(ll) del fragmento hPrP(111-115) a pH 7.5 seguida por CD. B), C) y D) son
ampliaciones de diferentes zonas de los espectros de CD que muestran la aparicion y desaparicion de las
sefiales. Lineas continuas representan 0.0 (negra), 0.1 (amarillo), 0.5 (verde claro) y 1.0 (verde obscuro) eq
Cu(ll), las lineas punteadas indican los puntos intermedios de la titulacion.

Al inicio de la titulacidn, se observa una banda intensa negativa a 43 000 cm™, la cual puede
ser asignada como una banda de transferencia de carga del ligando al metal (LMCT) del N-
terminal NH, a Cu(ll). Esta sefal crece hasta los 0.5 eq alcanzando una intensidad de Ae = -
4.95 M'cm™, y a partir de 0.6 eq la sefial decrece hasta un Ae = -1.66 M 'cm™ a 1.0 eq Cu(ll),
sin desaparecer por completo. Por otro lado, en la regidon de 37 000 a 26 000 cm™ aparecen
dos bandas negativas de baja intensidad: a 34 100 cm™ y a 30 600 cm™. La sefial de mayor
energia surge Unicamente después de los 0.6 eq Cu(ll) y alcanza un maximo de Ae =-0.18 M’
'em™ a 1.0 eq Cu(ll), mientras que la de 30 600 cm™ crece de 0.1 eq Cu(ll) a 0.5 eq Cu(ll), y
después de 0.6 eq pierde intensidad, hasta que a 1.0 eq desaparece por completo. Estas
sefiales pueden ser asignadas a bandas LMCT de la amida desprotonada N del enlace
peptidico al Cu(ll) y a it; del imidazol de histidina al Cu(ll). En la regidn de mds baja energia,

las sefiales del espectro de CD mostraron tres transiciones de campo ligando (d-d): dos
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bandas positivas a 14 400 cm™ y a 16 200 cm™, y una negativa a 19 500 cm™. La sefial a 14
400 cm™ aparece a 0.1 eq y aumenta conforme el ndmero de equivalentes, sin embargo
después de 0.6 eq disminuye en intensidad y se recorre a mayor energia dando lugar a una
sefial a 16 200 cm™. La sefial negativa de 19 500 cm™, surge a partir de los 0.6 eq de Cu(ll) y
alcanza un Ae = -0.06 Mcm™ a 1.0 eq Cu(ll). Para todos los casos, las sefiales de los
espectros de CD mostraron un cambio después de los 0.5 eq de Cu(ll), lo cual indicaria que la
formacion del complejo depende de la concentracion de Cu(ll).
El andlisis de los espectros de CD a diferentes equivalentes de Cu(ll) permitié plantear dos
posibles formas de coordinacién del Cu(ll) al péptido hPrP(111-115):

i) Un complejo con relacion estequiométrica 1:2 Cu(ll):péptido, que se forma a

bajos equivalentes de metal y se denomina Cu(ll)-(hPrP(111-115)),.
ii) Un complejo con relaciéon estequiométrica 1:1 Cu(ll):péptido, Cu(ll)-hPrP(111-

115), que se forma a partir de la adicion de mas de 0.5 equivalentes de Cu(ll).

En el estudio de la unién de iones metdlicos como el Cu(ll) a péptidos sintéticos se ha visto
gue esta interaccion generalmente depende del pH. Asi, se determinaron los valores de pK;
para los complejos formados a bajos y altos equivalentes de Cu(ll), mediante titulaciones

potenciométricas seguidas por CD, en un rango de pH de 4.5 a 10.0.
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Figura 3.2.3. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(111-115) con 0.2 eq Cu(ll) obtenidos a partir de un
barrido a diferentes condiciones de pH. B) Trazas para los cambios de intensidad de las sefiales de CD en
funcién del pH para el calculo de pK, a 37 037 cm™ (traza verde clara, escala izquierda en el eje Y) y 42 373 cm™
(traza verde obscura, escala derecha en el eje Y).

La Figura 3.2.3 A muestra la titulacion de pH del complejo formado con 0.2 eq Cu(ll) y B) las
trazas representativas de las intensidades de las sefiales de CD en funcion del pH a dos
energias, a 42 373 cm™ y a 37 037 cm™. A partir de estos datos, se determiné que el
complejo presenta dos equilibrios de protonacién con valores de pK,: 4.60 + 0.17 y 8.80 +
0.13 (ver Apéndice I). Cabe mencionar que el comportamiento de los espectros de CD a
valores de pH por arriba de su segundo pK, se asemejan a aquellos espectros del complejo
con un numero de equivalentes de Cu(ll) superior a 0.6 eq Cu(ll).

Por otro lado, la Figura 3.2.4 A muestra la titulacién potenciométrica del complejo con 0.8 eq
Cu(ll). Las trazas en funcion del pH a 37 037 cm™ y a 32 895 cm™ permitieron determinar la

presencia de dos equilibrios de protonacién con valores de pK, de 6.98 + 0.12 y 8.43 + 0.04.
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Figura 3.2.4. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(111-115) con 0.8 eq Cu(ll) obtenidos a partir de un
barrido a diferentes condiciones de pH. B) Trazas para los cambios de intensidad de las sefiales de CD en
funcién del pH para el calculo de pK, a 37 037 cm™ (traza verde obscura, escala izquierda en el eje Y) y 32 895
cm™ (traza verde clara, escala derecha en el eje Y).

El primer equilibrio de protonacidn del complejo formado con 0.8 eq Cu(ll) presenta un valor
de pK; dos unidades mayor al del complejo con 0.2 eq Cu(ll), mientras que el segundo valor
de pK; tiene un valor muy similar en ambos complejos. A partir de estos datos se concluyé
gue el modo de coordinacion de Cu(ll) al péptido hPrP(111-115) es dependiente de la

concentracion del ion metalico y del valor del pH.
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Con el fin de elucidar el modo de coordinacién del los complejos a pH 7.5 y diferentes
equivalentes de Cu(ll), se estudiaron por espectroscopia de EPR los complejos de 0.1 a 1.0 eq

de Cu(ll). La Figura 3.2.5 muestra la titulacion con Cu(ll) seguida por EPR a pH 7.5.

g=2.2411
< A =186 =
Eq. De Cu(ll) g Ay* '
0.1 2242 186 Aon il
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0.4 2241 187 oubos i A
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*x 10" cm™”

IR -t

2ﬁé”'2ﬁ5'"'21.4“‘2139‘2:2'“'2:1" 2 19
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Figura 3.2.5. Titulacion con Cu(ll) del fragmento hPrP(111-115) a pH 7.5 seguida por EPR. A la derecha los
parametros de EPR g, YA, de cada espectro de EPR en la titulacion.

En todos los casos, las sefales muestran g,> 8L > 2.0023 y un valor de acoplamiento
hiperfino paralelo alto (AII ), lo cual es indicativo de una geometria cuadrada plana de Cu(ll)
con un estado basal d,’.’. % De acuerdo a las correlaciones de Peisach-BIumberg,15 los
valores de g, YA, para los complejos con bajos equivalentes de Cu(ll) corresponden a un
modo de coordinacién ecuatorial rico en nitrégenos (4N), mientras que a altos equivalentes

de Cu(ll) se forma un modo de coordinacién ecuatorial mas rico en oxigenos, que oscila

entre 3N10 y 2N20.
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Otra de las espectroscopias que nos ayudd a obtener informacion estructural de la
coordinacion del Cu(ll) al fragmento C1 del corte a-proteolitico fue la resonancia magnética
nuclear (RMN). Se asignaron las sefales para cada H y C de todos los residuos de la
secuencia HMAGA a partir de experimentos '"H-'H TOCSY, 'H-C HSQC y 'H-C HMBC. La
Figura 3.2.6 muestra los espectros de RMN **C superpuestos del péptido hPrP(111-115) en
ausencia (negro) y presencia (verde) de 0.01 eq Cu(ll). El efecto paramagnético del ién Cu(ll)
causa ensanchamiento en las sefiales debido al incremento en la relajacién de los nicleos.*®
A partir de estos datos, se observd que las sefiales mds afectadas por la presencia del ion

metalico fueron aquellas pertenecientes a los carbonos del residuo de His111, indicando a

este residuo como sitio de anclaje para Cu(ll).
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Figura 3.2.6 Espectros superpuestos de RMN 1D B¢ del fragmento hPrP(111-115) en ausencia (negro) y
presencia de 0.01 eq Cu(ll) (verde).

La coordinacién de Cu(ll) a los grupos imidazol de las histidinas puede ser a través del N1 o
N3 de su anillo de imidazol. Por RMN, fue posible determinar a qué nitrogeno, N1 o N3, de la
histidina esta coordinado el ion Cu(ll) en el complejo Cu(ll)-péptido a pH 7.5 (Figura 3.2.7),
para mayor informacion referirse al Capitulo 1. Seccidn Papel de la His18 en la coordinacion

de Cu(ll) a hIAPP y su efecto inhibitorio en la agregacion.
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Figura 3.2.7 (A) Comparacién de espectros de RMN 1D 'H del fragmento hPrP(111-115) en ausencia (negro) y
presencia de 0.02 eq Cu(ll) (verde). (B) Ajustes de rapidez de relajacion por experimentos de 1D-IR de los
protones He y HO del imidazol de la His18. Las especies libres corresponden a He (gris) y HO (negro), las especies
unidas a 0.01 eq Cu(ll) corresponden a He (verde claro) y Hd (verde obscuro). (C) Esquema que representa las
dos posibilidades de union de Cu(ll) a N1 o N3 del imidazol y las distancias para cada caso.

La Figura 3.2.7 A muestra los espectros de RMN 1D de 'H en donde se presentan los
protones He y HY y su efecto de ensanchamiento después de la adicion de Cu(ll). La
medicion de la relajacion provee informacion de la interaccidn entre el nicleo resonante y el
electron desapareado.’” Asi, por experimentos de recuperacién de la inversion de la
magnetizacion (Figura 3.2.7 B) se calcula Ty (tiempo que tarda la magnetizacién en regresar
al equilibrio; ver Apéndice Il) de He (gris) y HO (negro) para el péptido libre, y para las
especies unidas a Cu(ll) después de la adicién de 0.01 eq Cu(ll) He (verde claro) y Hd (verde

obscuro).

Tabla 3.2.1 Parametros de los experimentos de RMN 1D-IR de los protones He y HJ.

Tiibre  Tiunido Rib tibre R1b unido Rip Rim Distancia(nm)
He 5.545 0.461 0.180 2.169 1.99 8660.69 0.46
HS  3.947 0.520 0.253 1.923 167 93287 0.3 (fija)

El calculo del incremento en la rapidez de relajacién nuclear longitudinal debido al

acoplamiento dipolar con el electron desapareado del Cu(ll), Ryu, proporciona informacion
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acerca de la distancia entre los ntcleos y el ion metalico.’’” Ry depende de la fraccién molar
libre del péptido y la fraccién molar unida al Cu(ll), ademas del tiempo de correlacién de
intercambio T (t = 1/kos, calculada usando una distancia de 0.3 nm de Cu(ll) a He'® de His111,
se obtiene un valor de 4.9 ms). Para el cdlculo de las distancias nucleo-metal referirse al
Apéndice Il. La Tabla 3.2.1 muestra los parametros T1, Rib, Rip, Rim y las distancias de los
protones He y HO al ion Cu(ll). La Figura 3.2.7 C compara las dos posibles uniones de Cu(ll) a
N1 o N3, donde resulta evidente que, en ambos modos de unién, la distancia del Cu(ll) a He
es de 0.3 nm, mientras que la distancia a HO varia, dependiendo de si el Cu(ll) esta unido a
N1 o N3. Asi, a partir de nuestros datos, determinamos la distancia de H3 a Cu(ll) la cual fue
de 0.46 nm, lo que indica que el Cu(ll) se encuentra unido al N1 del anillo de imidazol de la

His111 en nuestro complejo.

Modelos de coordinacion Cu(ll)-hPrP(111-115)

A partir de los resultados obtenidos en los estudios espectroscopicos de la interaccién Cu(ll)-
hPrP(111-115), se pueden proponer modelos de coordinacidn del ion metalico al fragmento
C1, que es el resultado del corte a-proteolitico de la PrP.

Como se vio por espectroscopia de CD, la formacién del complejo de coordinacién depende
de la concentracién en la que esté presente el ion metdlico. A bajas concentraciones de
Cu(ll), se forma un complejo 1:2 Cu(ll):Péptido donde el Cu(ll) estd coordinado a dos
moléculas de hPrP(111-115) por los N1 de los imidazoles de las His111 y los dos grupos NH,-
del N-terminal. Con estos ligandos el complejo tendria un modo de coordinacién 4N como lo

indican los datos de EPR y formaria un quelato analogo al complejo de histamina.’**

(ver
seccion de Discusion y conclusiones)

Por otro lado, a concentraciones estequiométricas Cu(ll):Péptido, el panorama es diferente,
ya que se forma un complejo 1:1, en donde permanece la coordinacion del Cu(ll) al NH,- del
N-terminal, pero ademas surge la participacién de nitrégenos de amidas desprotonadas de

la cadena peptidica. Asi, sin descartar la posible participacidon del imidazol de la histidina en

este complejo, se pueden proponer modelos de coordinacion con Cu(ll) unido a la histidina,
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al NH,-, amidas desprotonadas de la cadena peptidica, oxigenos de los carbonilos de la

cadena peptidica y/o moléculas de agua (Esquema 3.2.1).

A

NH\7 ~s
\ / 0 0 0
N NH,
NH, 0 0o s NHSNH A i -NH -
A\_NH NH .Cu? 2
NH NH NH; xN (0] 0]
0o (o} (o] ( \
EN NH

Cu(ll)-(hPrP(111-115))5

H(QT'C: "; T J\ Ny 4 - i Nj)‘\ Y j)k ™

Con participacion del imidazol Sin participacion del imidazol

Cu(ll)-hPrP(111-115)
Esquema 3.2.1 Propuestas de modelos de coordinacion de Cu(ll) unido al péptido hPrP(111-115). A) A bajas
concentraciones de Cu(ll) 1:2 Cu(ll):Péptido. B) A concentraciones estequiométricas 1:1 Cu(ll):Péptido.
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hPrP(90-115): un modelo para el fragmento C2 del corte -proteolitico

Se estudid la interaccidon del ion metalico Cu(ll) con un modelo del fragmento C2, el cual es
producto del corte -proteolitico, entre los residuos 89 y 90 de la proteina prion humana. El
fragmento C2, incluye a los dos sitios de histidinas que unen Cu(ll), His96 e His111, y un
grupo NH,- libre en su extremo N-terminal. Por tanto, se sintetizé el péptido hPrP(90-115)
con secuencia: NH,-GQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGA, como modelo del fragmento C2.
Ademas, se sintetizaron dos variantes, hPrP(90-115 H96A) y hPrP(90-115 H111A), en las que
se sustituyeron los residuos de histidinas por residuos de alaninas, para poder discernir las
contribuciones de cada histidina a la coordinacién de Cu(ll) a este fragmento. Es importante
sefialar que, a diferencia de los fragmentos estudiados en el capitulo 2, los péptidos

estudiados aqui tienen su extremo N-terminal libre.

Se tituld una solucidn que contenia el péptido hPrP(90-115) a pH 7.5, en un rango de 0.2 a
3.0 eq de Cu(ll). La Figura 3.2.8 A muestra los espectros de la titulacidon, mientras que los
recuadros B), C) y D) muestran comparaciones de espectros a diferentes etapas de la
titulacién. Al inicio de la titulacion aparece una banda d-d negativa a 17 440 cm™ de baja
intensidad (Ae = -0.09 Mcm™) y 2 bandas de transferencia de carga: una positiva a 31 600
cm™ (Ae = 0.23 M'em™) asociada a una LMCT m; del imidazol de las histidinas al Cu(ll) y una
negativa a 35 980 cm™ con mayor intensidad (Ae = -0.48 M™*cm™) que puede ser asignada a
una banda LMCT de la amida desprotonada N del enlace peptidico al Cu(ll). Al llegar a los
0.6 eq de Cu(ll) se observd un corrimiento de la banda d-d a energias mads altas y un
aumento en su intensidad (Ae = -0.24 M™*cm™); también se observé el crecimiento de una
sefial positiva a 39 400 cm™ (Ae = 1.00 M™*cm™) asociada a una banda LMCT xt, del imidazol
de las histidinas al Cu(ll). Después de la adicidn de 1.0 eq Cu(ll), se observa un incremento en
la intensidad en las bandas LMCT asociadas a m, y m; del imidazol de las histidinas al Cu(ll),
mientras que la LMCT asociada a la amida desprotonada N del enlace peptidico al Cu(ll) se
desplaza a 34 900 cm™ y la banda d-d se desdobla en dos sefiales: una positiva a 15 470 cm™
con Ae = 0.17 M*cm™ y una negativa a 19 800 cm™ con Ae = -0.45 M™*cm™. Al adicionar mas

de 1.0 eq Cu(ll), algunas bandas LMCT disminuyen en intensidad hasta desaparecer por
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completo a los 2.0 eq de Cu(ll), posiblemente debido al aumento en el voltaje del detector.

Asimismo, no se observan cambios significativos en los espectros mas allda de 2.0 eq de

Cu(ll).
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Figura 3.2.8. A) Titulacién con Cu(ll) del fragmento hPrP(90-115) a pH 7.5 seguida por CD cada 0.2 eq Cu(ll)
hasta 3.0 eq Cu(ll) (linea continua negra). Espectros de CD por separado a la condicion de B) 0.2 (gris claro) y
0.6 (gris obscuro) eq Cu(ll); C) 1.0 (gris claro) y 1.6 (gris obscuro) eq Cu(ll); y D) 2.0 eq Cu(ll) (gris claro) y 2.6
(gris obscuro) eq Cu(ll).

Estos resultados claramente indican que la coordinacién de Cu(ll) al péptido hPrP(90-115)
depende de la concentracién del ion metalico. Y aunque esta titulacion no nos permite
determinar qué complejos de coordinacién se forman, queda clara la participacidon de los
grupos funcionales NH;-, His96 e His111, asi como amidas desprotonadas de la cadena
peptidica.

Se realizé una titulacién por pH del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) a 0.5 y 1.5 equivalentes de
Cu(ll), en un rango de pH de pH 5.0 hasta 10.0 (Figura 3.2.9).
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Figura 3.2.9. Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) con 0.5 eq Cu(ll) (A) y 1.5 eq Cu(ll) (B) obtenidos
a partir de un barrido a diferentes condiciones de pH. (C) y (D) Trazas de las intensidades de la sefiales de CD en
funcién del pH para el célculo de pK, a 36 232 cm™ (traza gris clara) y 34 722 cm™ (traza gris obscuro).

A partir de estos datos se determinaron los equilibrios de protonacidn para cada
concentracion de Cu(ll), usando el cambio en las intensidades de las sefiales de CD a
diferentes valores de energia (Figuras 3.2.9 C y D; ver Apéndice I). Asi, a bajas
concentraciones de Cu(ll), el complejo presentd dos equilibrios de protonacién, con valores
de pK; de 6.39 £+ 0.11 y 9.31 + 0.03. Por otro lado, el complejo con 1.5 eq Cu(ll) presentd tres
equilibrios de protonacién con valores de pK, de 5.76 £ 0.12, 6.98 + 0.11 y 9.48 + 0.36.

Se hizo una comparacidon de la region d-d de los espectros de CD para los complejos
formados a 0.5 y 1.5 eq de Cu(ll) a valores de pH 5.5, 7.5 y 9.5 (Figura 3.2.10). A pH 5.5,
pareciera formarse el mismo complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) a ambos equivalentes de Cu(ll). A
pH 9.5 se observa el mismo comportamiento, es decir, la forma desprotonada del complejo
es la misma en ambas concentracién de Cu(ll). Sin embargo, a pH 7.5 los espectros son
completamente diferentes, reflejando la diferencia en pK; de las especies: el complejo a 0.5

eq Cu(ll) tiene un pK, de 6.4, mientras que el complejo con 1.5 eq Cu(ll) tiene un pK, de 7.
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Figura 3.2.10. Comparacion de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) con 0.5 (espectros grises)
y 1.5 (espectros negros) equivalentes de Cu(ll) a pH 5.5 A), 7.5 B) y 9.5 C).

Los complejos también fueron estudiados por espectroscopia de EPR, sin embargo sélo se
observaron cambios sutiles en los pardmetros de EPR. La Figura 3.2.11 muestra una
titulacién con Cu(ll) del péptido hPrP(90-115) cada 0.5 eq Cu(ll) y sus valores de g, YA, a

pH 7.5. Para todas las condiciones los pardmetros correlacionan para un ambiente de

. .7 . . , 1
coordinacion rico en nitrégenos, > con modos 3N10 o 4N.

0.5 eq Cu(ll) ! 1

Eqg. de Cu(ll) g, A“*

0.5 2.208 195

1.0 2.208 191

1.5 2.210 189

3.0eqCu(l) ____ 7 2.0 2.211 188
9=2-I2°97 25 2.211 187

3.0 2.210 189

I S
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| S losis gy b s.g L PO B al 1 PR |
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Figura 3.2.11. Titulacién con Cu(ll) del fragmento hPrP(90-115) a pH 7.5 seguida por EPR. A la derecha los
parametros de EPR g, YA, de cada espectro de EPR en la titulacion.
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Con el fin de discernir las especies observadas en la titulacion del péptido hPrP(90-115) con
Cu(ll), se estudiaron los complejos de las variantes de His96A e His111A. En el péptido
hPrP(90-115 H96A), unicamente se tienen dos sitios de anclaje: la His111 y el NH,- del N-
terminal del péptido. Asi, se hizo una titulacién del péptido hPrP(90-115 H96A) con Cu(ll) a
pH 7.5 y se siguid por espectroscopia de CD (Figura 3.2.12). Todas las sefiales crecieron

gradualmente y se saturaron a partir de 1.6 eq de Cu(ll).

hPrP(90-115 H96A)

-1L
24900 2000016000 1000

40000 35000 30000 25000 20000 15000
Energia (cm-1)

_6 | 1 PR |

Figura 3.2.12. Titulacion con Cu(ll) de la variante hPrP(90-115 H96A) a pH 7.5 seguida por CD. Lineas continuas
representan 0.0 (negra), 1.0 (naranja) y 2.0 (rojo) eq Cu(ll), las lineas punteadas indican los puntos intermedios
de la titulacion.

Estos resultados indican que el Cu(ll) se une al péptido hPrP(90-115 H96A) por el nitréogeno
del imidazol de la His111, amidas desprotonadas de la cadena peptidica y probablemente
por el NH,- terminal. Para éste ultimo, los datos de CD no proveen evidencia contundente
sobre la participacion del grupo NH,- como ligante, ya que la banda asociada a la LMCT NH,-
a Cu(ll) queda enmascarada con la banda intensa a 42 000 cm™ del péptido mismo. Sin
embargo este grupo amino terminal es considerado generalmente como el sitio de anclaje

mas comun en la coordinacién metal-péptido.*®

Por otra parte también se estudio la variante hPrP(90-115 H111A) la cual contiene a la His96
y al grupo NH,- terminal como posibles sitios de anclaje a Cu(ll). Su titulacién con Cu(ll) se
siguio por espectroscopia de CD (Figura 3.2.13), observandose una sola banda d-d negativa,

y bandas LMCT de baja intensidad (en un rango de Ae = 0.94 M*cm™a -1.18 Mcm™). Las
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energias de las LMCT observadas sugieren la participacion de la HIs96 y amidas

desprotonadas de la cadena peptidica. Todas las sefiales se saturan a 2.0 eq de Cu(ll).

Al hPrP(90-115 H111A)

08
241000 2000(2 16000 12000
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Figura 3.2.13. Titulacion con Cu(ll) de la variante hPrP(90-115 H111A) a pH 7.5 seguida por CD. Lineas
continuas representan 0.0 (negra), 1.0 (azul claro) y 2.0 (azul obscuro) eq Cu(ll), las lineas punteadas indican los
puntos intermedios de la titulacion.

Con el fin de obtener mayor informacién acerca de la coordinacion de Cu(ll) al fragmento
hPrP(90-115), y el papel del grupo NH,- del N-terminal en la unién al metal, se compararon
los espectros de CD de los complejos de coordinacién de las variantes H96A y H111A con su
grupo N-terminal libre Cu(ll)-(NH,-90-115 H96A) y Cu(ll)-(NH,-90-115 H111A) con aquellos
estudiados en el Capitulo 2, donde los péptidos estaban en su forma acetilada, Cu(ll)-(Ac-92-
115 H96A) y Cu(ll)-(Ac-92-115 H111A) (Figura 3.2.14). Claramente, las comparaciones
indican que, a todas las condiciones de concentracion de Cu(ll), el espectro de CD del
complejo Cu(ll)-(NH,-90-115 H111A) es muy diferente al de su analogo acetilado, Cu(ll)-(Ac-
92-115 H111A). Estos resultados indican que el grupo NH,- libre del péptido NH,-90-115
H111A participa en la coordinacion de Cu(ll) al sitio de la His96 en este sistema. En
contraste, los espectros de CD de los complejos Cu(ll)-(NH,-90-115 H96A) y Cu(ll)-(Ac-92-115
H96A), son practicamente idénticos, indicando que el grupo NH,- no participa en la unién al
metal en el complejo Cu(ll)-(NH,-90-115 H96A), siendo entonces la His111 el unico sitio

importante de anclaje en este sistema.
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Figura 3.2.14. Comparacién de los espectros de CD en la regidon de 24 000- 12 000 cm™ de los complejos Cu(ll)-
(NH,-90-115 H96A) (espectro rojo) y Cu(ll)-(NH,-90-115 H111A) (espectro azul obscuro) contra Cu(ll)-(Ac-92-

115 H96A) (espectro naranja) y Cu(ll)-(Ac-92-115 H111A) (espectro azul claro) a 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 equivalentes
de Cu(ll).
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Figura 3.2.15. Comparacion de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) (negro) con los complejos
de las variantes Cu(ll)-hPrP(90-115 H96A) (rojo) y Cu(ll)-hPrP(90-115 H111A) (rojo) a diferentes equivalentes de
Cu(ll).
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Finalmente, se analizaron los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) a diferentes
equivalentes de Cu(ll), y fueron comparados con sus variantes H96A y H111A (Figura 3.2.15).
A bajas concentraciones de Cu(ll), 0.2 y 0.4 eq el espectro del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115)
es idéntico al del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115 H111A), es decir, el metal prefiere unirse al
sitio de la His96 y al grupo NH,- terminal. Sin embargo, a 1.0 eq Cu(ll), el espectro del
complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) se asemeja al del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115 H96A), lo cual
indica una preferencia por el sitio de la His111. Finalmente, a mayores concentraciones de
Cu(ll), los espectros de CD reflejan la presencia de una mezcla de especies, con
contribuciones de Cu(ll) coordinado a ambos sitios de unién: His111 e His96/NH,-terminal.
De hecho, es posible simular el espectro de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) a 2.0 eq de
Cu(ll) a partir de una combinacién lineal 1:1 de los espectros de los complejos (Figura

3.2.16).

1 PR

:-35000 30000 25000 20000 15000
Energia (cm-1)

Figura 3.2.16. Comparacion de los espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(90-115) con los complejos Cu(ll)-
hPrP(90-115 H111A) y Cu(ll)-hPrP(90-115 H96A). Se hizo una combinacidn lineal (linea punteada morada) de
los espectros de CD de Cu(ll)-hPrP(90-115 H111A) (linea azul) y Cu(ll)-hPrP(90-115 H96A) (linea roja) para
compararla con el espectro de Cu(ll)-hPrP(90-115) (linea negra) a 2.0 eq de Cu(ll).
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Propuestas de modelos de coordinacidn de Cu(ll) al fragmento hPrP(90-115)

Como se vio a lo largo de esta seccion, la coordinacion el ion metalico Cu(ll) al fragmento C2
del corte B-proteolitico depende de la concentracion de Cu(ll) presente en el medio, por lo
que el Esquema 3.2.2 representa la preferencia de coordinacion del Cu(ll) por cada uno de
los sitios de unidn presentes en el péptido hPrP(90-115), en funcion de la relacién Cu(ll)-
péptido. Estas propuestas surgen a partir de los estudios espectroscépicos de los complejos

tanto del presente capitulo, como de los resultados del capitulo 2 de esta tesis.

A 0.2-0.4 eq de Cu(ll)

OH

o o

NH, Cu2+ 4 =0

N-terminal NMHW11 D

His96 His111

A mayores eq de Cu(ll)

@:L CUQK (ﬁm

N-terminal \/‘—\/\/L\( Cu \\’*//115

His96
NH

His111

Esquema 3.2.2 Propuestas de modelos de coordinacién de Cu(ll) unido al péptido hPrP(90-115). A) A bajas
concentraciones de Cu(ll) 0.2-0.4 eq de Cu(ll) y B) a mayores equivalentes de Cu(ll).
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Discusion y Conclusiones

En el presente capitulo se ha estudiado la coordinacién del ion Cu(ll) a péptidos que
modelan los fragmentos que se producen a partir de los cortes a- y B-proteoliticos que sufre
la proteina prion humana. Se encontré que el modo de coordinacién del ion metalico a cada
fragmento depende en gran medida de la concentracién de Cu(ll) presente en el medio. Esta
propiedad tiene relevancia fisioldgica, ya que la proteina prion anclada en la superficie
extracelular de las membranas neuronales esta expuesta a fluctuaciones importantes en la
concentracion de cobre. Asi, los complejos de coordinacién caracterizados en este estudio
pueden ser formados en condiciones fisioldgicas, cuando la PrP¢ sufre cada uno de estos
cortes proteoliticos.

La coordinacidn de Cu(ll) al fragmento modelo C1 (corte a-proteolitico) representado con el
péptido hPrP(111-115) forma dos diferentes complejos, dependiendo de la cantidad del ion
metalico presente en el medio de reaccién. A bajas concentraciones de Cu(ll), este
fragmento forma un complejo Cu(ll)-(hPrP(111-115)),, donde dos moléculas del péptido se
unen al ion metalico, usando sus grupos NH,- terminal libre y los nitrégenos N1 de los
imidazoles de His111. En este modo de coordinacién, se forman dos anillos quelatos de 6
miembros. Esta coordinacion es similar a la observada en el complejo de cobre con
histamina (Esquema 3.3.1), y favorece la estabilidad termodindmica del complejo bis-
histidina.’® De acuerdo a estudios de difraccion de rayos-X de este complejo,? el Cu(ll) se
posiciona en el centro enlazado por dos anillos quelatos de histamina en posicion trans en el
plano ecuatorial. Aunado a esto, se ha reportado que el exceso del ligante previene la

desprotonacion de las amidas del enlace peptidico favoreciendo este tipo de coordinacién.?

NH
DA

N 2N /R
_NH 6 cu?* 6 h
R NH;
L \
NH

Esquema 3.3.1 Modelo de coordinacidn tipo Histamina.
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El estudio de la coordinacién de Cu(ll) a este tipo de compuestos, ha incluido a péptidos
modelos del tipo NH,-HisXYZ.....' **%® Asi, por ejemplo, Jankowska y colaboradores®®
estudiaron la coordinacién de Cu(ll) al decapéptido Neurokinina A (S5A) con secuencia NH,-
HKTDAFVGLM, y observaron una coordinacion del tipo histamina 2x[NH,-,Nin] a pH 7.4. El
comportamiento espectroscépico de dicho complejo mostré parametros de EPR de g,=
2233y A =189 x 10*cm™, ademas de una banda de campo ligando a 14 100 cm™ en su
espectro de CD. Todos estos rasgos espectroscépicos son muy similares a los observados en
el presente estudio del complejo Cu(ll)-(hPrP(111-115)), formado a bajas concentraciones de
Cu(ll).

Por otro lado, al trabajar en una relacion estequiométrica 1:1, Cu(ll):péptido, la coordinacién
de Cu(ll) al péptido hPrP(111-115) involucra nitrégenos de amida de la cadena peptidica, el
NH,- terminal y dtomos de oxigeno que completan la esfera de coordinacién al metal. La
interaccion Cu(ll)-N"(amida) tiene lugar debido a que la presencia del ion metalico promueve
la desprotonacién de la amida del enlace peptidico, bajando el valor de pK, de sus
hidrégenos y facilitando la formacion de un enlace de coordinacion Cu-N altamente
covalente.’ %" ?® Asi, se propuso que la coordinacién del Cu(ll) a relacién 1:1 Cu(ll):péptido
involucraria al NH,- terminal, a la primera amida desprotonada de la cadena peptidica
perteneciente al residuo de His111, dtomos de oxigenos provenientes de moléculas de agua
y/o de carbonilos y probablemente el grupo imidazol de la His111. Esto ultimo debido a que
el anillo de imidazol, por su rigidez, quedaria bastante impedido para participar en un enlace
de coordinacién, al mismo tiempo que la amida desprotonada. Esto se ilustra en un estudio
con un dipéptido que contiene el NH,- libre del N-terminal y el residuo de histidina en
posiciéon 1 (NH,-His-Gly).”* En este estudio, los autores proponen la coordinacién de Cu(ll)
Unicamente al nitrégeno de la amida desprotonada, al NH,- y a oxigenos de carbonilos. Asi,
la participacion del imidazol se restringe debido a la planaridad del anillo, el cual dificulta su
coordinacion al metal, incluso en una posicién axial, convirtiéndolo en un ligante débil o
incluso, no coordinante.

La coordinacion de Cu(ll) al fragmento modelo C2 del corte B-proteolitico también presentd
dependencia en la unién Cu(ll)-péptido con respecto al nimero de equivalentes del ion

metalico. Los dos modos de coordinacién predominantes en este fragmento consisten de:
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un sitio de His96 con el grupo NH,-, y el sitio de la His111 como la conocemos en los
fragmentos estudiados anteriormente (Capitulo 2). En presencia de bajos equivalentes de
Cu(ll), se favorece la coordinacién del metal en el sitio del NH,- terminal y la His96; mientras
el sitio de la His111l es favorecido al alcanzar una relacion 1:1 Cu(ll):péptido. Resulta
interesante comparar lo encontrado en este estudio con otros fragmentos peptidicos que
incluyen histidinas en su secuencia y el grupo amino terminal libre (NH,-). Un ejemplo es el
péptido angiotensina Il (AT2) con secuencia NH,-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe, que posee
el grupo NH,- terminal y un residuo de histidina en la posicién 6, en una disposicidn similar a
la del fragmento C2. A valores de pH por debajo de 8.0, el Cu(ll) se coordina al AT2
Unicamente al sitio de la histidina®® y amidas desprotonadas de la cadena peptidica; sin
embargo, a valores de pH por arriba de 8 y 9, la coordinacidon se da Unicamente en el sitio del
NH,- terminal. En contraste con nuestro estudio de la variante hPrP(90-115 H111A) a pH 7.5
indica que el ion metalico se une tanto a la His96 en la posicién 6 de su secuencia, como
también al grupo NH,- terminal. Este modo de coordinacion requiere de un cambio
conformacional de la cadena peptidica que permita la participacion de ambos grupos en la
esfera de coordinacién del metal. Es probable que la formacion de este quelato no sea
posible en el caso del péptido AT2 debido a la naturaleza de sus residuos que se encuentran
entre el grupo NH,- y la His.

El presente estudio ayuda a entender cémo el Cu(ll) se coordina a la proteina prion humana
después de sufrir los cortes a- y B-proteoliticos, dos modificaciones postraduccionales que
generan fragmentos de la proteina que pueden ser fisioldgicamente relevantes para su
funcién y/o para la etiologia de las enfermedades crénicas.

El corte a-proteolitico provee dos fragmentos N1 (23-110) y C1 (111-254), que pueden
coordinar al ion Cu(ll). El fragmento N1 puede coordinar Cu(ll) en la regidn del octarepeat® y
en el sitio de la His96;*" mientras que el C1, como se demostrd en este trabajo, coordina
Cu(ll) en los sitios del NH,- terminal y la His111. Aun no queda claro si existe una conexidn
directa entre la interaccidon de Cu(ll) con la proteina y su corte a-proteolitico. Sin embargo,
un estudio ha reportado que el corte a-proteolitico de la proteina prion humana incrementa
en presencia del ion Cu(ll),> aunque el mecanismo implicado aun se desconoce. Una posible

explicacion es que el cobre, al unirse a la PrP¢ podria modular su microambiente o
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conformacion, alterando la composicién de la balsa lipidica de la que emerge PrP®.™ Por otro

lado, se han identificado las proteasas responsables del corte a-proteolitico de la proteina
prion humana, las cuales a pesar de ser metaloproteasas (ADAM)! no dependen de Cu(ll),
sino de Zn(ll). Un estudio realizado por McDonald y colaboradores ha propuesto que la
unién directa de Cu(ll) a PrP® suprime el corte a-proteolitico realizado por metaloproteasas,
debido a que impide que el sustrato polipeptidico entre en el sitio activo de la enzima.®

La PrP® después de sufrir el corte a-proteolitico, deja al fragmento C1 anclado a la
membrana celular, el cual sigue teniendo la capacidad de unir iones Cu(ll) por sus grupos
NH,-terminal e His111. El péptido modelo estudiado en el presente trabajo, ayudd a
entender los diferentes modos de coordinacidon de Cu(ll) al fragmento C1, los cuales podrian
tener un impacto en la funcion de la PrPS. Varios reportes han planteado que la PrP® unida a

13,32 5 incluso influir en

Cu(ll) puede sufrir internalizacidn celular e iniciar vias de sefializacion,
la actividad de receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato).'® Por lo tanto, la PrP® después de
sufrir el corte a-proteolitico, y dejando al fragmento C1, seguiria conservando sitios de
union a Cu(ll), y mas aun, manteniendo en su secuencia un residuo de metionina (Met112)
que podria estabilizar la forma reducida del metal. Finalmente, la unién de Cu(ll) al
fragmento C1 mostrd variaciones en los modos de coordinacion dependientes de la
concentracion del ion metalico, las cuales podrian modular los cambios conformacionales

asociados a la proteina prion en la region del C-terminal, e influir en su estructura vy

actividad.

A diferencia del corte a-proteolitico, la participacion del cobre ha sido directamente

. ryo , . 11, 12
asociada al corte PB-proteolitico de la proteina prion humana.™

Se ha reportado que la
PrP® sufre este corte y produce los fragmentos N2 y C2, a partir de la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) promovida por la presencia de Cu(ll) en una reaccidn tipo

Fenton.'” 2 A

si, cuando el cobre se une a la proteina, la reaccidon redox puede generar

localmente ROS, que a su vez pudieran reaccionar en sitios especificos de la proteina,
. . .. 12 .

perjudicando la actividad o resultando en un corte,” aunque el mecanismo molecular por el

cual se lleva a cabo aun se desconoce.
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El corte B-proteolitico divide a la PrP® en los fragmentos N2 (23-89) y C2 (90-254), y ambos
conservan su capacidad para coordinar cobre. El fragmento N2 posee toda la regién del
octarepeat y une Cu(ll) como ya se ha descrito para esa regién, es decir, sus propiedades de
coordinacion al metal no se ven modificadas por el corte proteolitico. En contraste, el
fragmento C2 contiene en su secuencia a los sitios de His96 e His111, ademas del grupo NH,-
terminal, el cual queda libre después de que se lleva a cabo el corte proteolitico. El presente
estudio demuestra que la presencia del grupo NH,- terminal libre impacta de manera
importante las propiedades de coordinacién de los sitios de His96 e His111, dando lugar a
modos de coordinacion diferentes a los previamente caracterizados.?® 3> 3*

Los resultados presentados en este estudio mostraron que el ion metalico Cu(ll) se sigue
uniendo a la proteina prion humana aun después de sufrir modificaciones de cortes a-vy
—proteoliticos, aunque con diferentes modos de coordinacidn comparados con su forma
intacta. En ambos cortes, se desprende la regién del octarepeat, de tal forma que la union
del metal a los fragmentos de la PrP® que permanecen anclados a la membrana neuronal
involucra unicamente los sitios de las His96 e His111. El entendimiento del modo en el que
se coordina el Cu(ll) a la proteina prion humana en sus distintas formas ayudard a
comprender mejor el papel que juega la union de este metal en la funcién de la proteina y/o

la etiologia de las enfermedades pridnicas.
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Perspectivas

Aunque en el presente estudio se ha avanzado en elucidar como se coordina el Cu(ll) a los
fragmentos de la PrP® que resulta de los cortes o- y -proteoliticos, quedan aun varias
interrogantes respecto a los modos de coordinacion formados. Un estudio mds detallado de
la coordinacién del Cu(ll) a los fragmentos C1 y C2 ayudaria a discernir qué atomos
especificamente estan unidos al metal, incluyendo la identificacién de las amidas de las
cadena peptidica que participan en la esfera de coordinacién, y la participacién de moléculas
de agua, entre otras. Asimismo, resulta relevante entender las propiedades redox de estos
sitios, y evaluar si efectivamente pueden contribuir a la generacién de ROS, como se ha
propuesto en algunos casos. Para ello, seria importante estudiar la coordinacion de cobre en
su forma reducida, Cu(l), a estos fragmentos C1, y evaluar si estos sitios soportan ciclos
redox del metal. El evaluar la capacidad de estos fragmentos para coordinar Cu(ll) también
abonaria a entender si la forma truncada de la proteina aun podria internalizarse al espacio
intracelular manteniendo al cobre coordinado, transportando asi al metal.

Finalmente, los péptidos modelo estudiados aqui, y variantes de ellos que contengan a la
region hidrofébica que es clave para la agregacion amiloide, podrian ayudar a entender
mejor la quimica-biolégica inorganica de la proteina prion y su interaccion con el ion
metalico cobre, para responder preguntas acerca de la funcidn de la proteina o su papel en

la etiologia de la enfermedad.
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Capitulo 4.

Interacciones alostéricas de la Proteina Prion: Cu(ll) y acidos nucleicos

Antecedentes

Interacciones alostéricas de la PrP®

La proteina prion es una proteina de membrana que se encuentra anclada a la superficie
extracelular® (Figura 4.1.1), y esta expresada principalmente en el sistema nervioso central,
aunque su contenido varia entre las distintas zonas del cerebro. Sin embargo, también
puede expresarse en diferentes 6rganos y tejidos como intestino, estémago, rifidn, etc.’
Como ya se vio en los capitulos anteriores, esta proteina estd involucrada en las
enfermedades pridnicas neurodegenerativas, debido a su plegamiento anormal de PrP® a
PrP Scl

La funcidn de la proteina prion esta aun en discusidn, no obstante se le ha asociado

principalmente en eventos de sefializacion celular.
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Figura 4.1.1 Representacion esquematica de la PrP™ con sus regiones claves: regidn del octarepeat, sitios de
His96 y 111, y puente GPI, rayo amarillo representa la via de sefializacidn; la numeracidn representa el nimero
de residuo en la secuencia humana.
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Asi, la PrP® interactta con proteinas de la superficie celular, lo cual activa diferentes vias de
sefializacion. Esto sugiere que PrP® actla como una plataforma dindmica, reuniendo
diferentes proteinas en un ensamble macromolecular, permitiendo asi una sefalizacidn
extracelular para ser transferida al citosol.” Esta interaccién de la proteina prion con los
diferentes receptores proteicos contribuye a que pueda llevarse a cabo la endocitosis, de
hecho se ha visto que el ion Cu(ll) puede regular dicho proceso.”* Otra caracteristica en esta
via de internalizacidn, es que la proteina se enfrenta a diferentes ambientes de pH, como
por ejemplo, las condiciones de acidificacidon en las vesiculas endoliticas (~pH 5.5). Se ha
propuesto que el pH no afecta de manera significativa la estructura tridimensional de Ila
proteina, sin embargo, puede modificar su estabilidad y afinidad por la uniéon a sus

receptores.”®

El estudio de la interaccion del ion Cu(ll) con la PrP¢ y las modificaciones en la estructura de
la proteina inducidas por metal, han sido bastante exploradas.”® Se ha reportado que Cu(ll)
unido en la regién no-octarepeat es capaz de inducir interaccion entre la regién N-terminal y
C-terminal de la proteina. Los sitios de coordinacion a Cu(ll) situados en los residuos de
His96 y 111 se aproximan a los residuos que se encuentran en la regién del C-terminal,
lle139 y Asp147. Asimismo, también se reportd una interaccion de la regién del octarepeat
(60-90) con Cu(ll) y los residuos 174-185.° Adicional a esto, se ha visto que la PrP® cargada
con Cu(ll) puede interactuar con derivados de heparan sulfato (polisacérido),™® y mas aun, la
unién de Cu(ll) a PrP¢ puede estar influenciada por el grado de glicosilacién de la proteina.?
Recordemos que la proteina prion esta glicosilada en los residuos de asparaginas 181 y
197."' De igual forma, esta asociacién de PrP® con Cu(ll) puede formar complejos con la
proteina flotilina-1, una proteina asociada a membrana que participa en la via de
internalizacion, lo cual ayuda a que el proceso de endocitosis de la proteina prion se lleve a

. ~_1s ., . . 4
cabo y permita la sefializacion celular y/o incluso, el metabolismo de cobre.
. . ., C ;.
Por otro lado, otros ligantes que han sido explorados en la unién a PrP~ son los acidos

nucleicos. Estos ligantes han sido estudiados mads por su relevancia en la conversién de la

PrP® a PrP** que como ligantes involucrados en la funcién de la proteina. Ejemplos de ello se
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encuentran en el estudio de la formacién de complejos PrP-Acidos Nucleicos. Algunos tipos
de oligonucledtidos pueden tener actividad anti-scrapie; aptameros de ARN pueden usarse
para la deteccidon de la PrP* debido a su unién selectiva a la isoforma rica en hojas-f3;
aptameros de ADN pueden unir selectivamente a la forma normal PrPS, los cuales pueden
ser aplicados como herramientas terapéuticas; anticuerpos anti-ADN pueden capturar a
PrP>, lo cual sugiere el desarrollo de nuevas estrategias para el estudio, deteccidn y

. ez . 12, 1
tratamiento de enfermedades pridnicas.’” 3

Por otra parte, estudios de RMN y SAXS
(dispersién de rayos-X a bajos angulos) han caracterizado estructuralmente la interaccion de
un oligonucleétido de doble cadena con la PrP“.*? Los resultados han demostrado
interaccion del dominio globular de la proteina prion con el dcido nucleico en la vecindad de
los residuos de His96 y His111 (residuos que ya conocemos como sitios de unidn a Cu(ll)
dependientes del pH) e His140. El estudio de la interaccion proteina prion-acido nucleico a
nivel fisiolégico ha planteado la posible unidn de este ligante con la proteina a nivel del

s . 1 . .
ndcleo celular y citoplasma.” Sin embargo, aun se sigue planteando la pregunta de su

relevancia fisioldgica.

La interaccién de la proteina prion con acidos nucleicos u otras macromoléculas puede
presentarse en presencia de iones Cu(ll). Considerando que la PrP¢ une cobre in vivo,**
entonces surge la pregunta de si estas interacciones macromoleculares toman lugar o no
cuando en la PrP¢ estd unida a cobre. Asi, en el presente capitulo estudiamos la interaccion
del Cu(ll) con dos fragmentos peptidicos de la proteina prion que incluyen los sitios de
His111 e His140 en presencia de un oligonucledtido, evaluando si es posible formar

complejos ternarios Cu(ll)-PrP-acido nucleico.
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Objetivo General
Evaluar la formacion de complejos ternarios entre fragmentos peptidicos de la proteina

prion, el ion metalico Cu(ll) y acidos nucleicos.

Objetivos Especificos

* Elucidar los complejos de coordinacién de los fragmentos peptidicos 106-126 y
109-149 con el ion Cu(ll), usando espectroscopias de CD y EPR.

* Estudiar la interaccion Cu(ll)-acido nucleico usando espectroscopias de CD y EPR.

* Evaluar la formacién de los complejos ternarios Cu(ll)-Péptido-Acido nucleico en

diferentes condiciones de pH.
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Resultados y Analisis

Coordinacion de Cu(ll) a la His111 en los fragmentos 106-126 y 109-149

Fragmento hPrP(106-126)

Se estudio la coordinacion de Cu(ll) al péptido hPrP(106-126) KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG
el cual contiene al sitio de la His111 y a los residuos hidrofébicos de la region 115-126. Una
solucién del péptido se tituld con Cu(ll) a pH 7.5 (Figura 4.2.1). Todas las sefiales saturaron a
1.0 eq Cu(ll), por lo que la estequiometria exhibida Cu(ll):Péptido fue 1:1. Se comparo el
comportamiento del complejo formado con el del fragmento mas corto 106-115," vy las
caracteristicas espectroscépicas fueron idénticas. Este resultado indica que la coordinacidn
de Cu(ll) al péptido hPrP(106-126) no involucra a los residuos hidrofdbicos en la esfera de
coordinacion del metal. Se hizo también el estudio por EPR a diferentes valores de pH (5.5,

6.5 7.5y 8.5), y se determinaron los valores de g, YA, (Figura 4.2.2 y Tabla 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Titulacion de Cu(ll) del fragmento hPrP(106-126) a pH 7.5. Las lineas de color rojo punteadas
corresponden a la condicién de 0, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 eq Cu(ll), y la linea de color roja continua corresponde a 1.0
eq Cu(ll).
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Cu(l1)-hPrP(106-126)

7.5 pH Modo de
*
gII AII . .y
coordinacion

8.5

5.5 2.290 160 2N20

6.5 2.227 174 3N10

7.5 2.222 176 3N10/4N

8.5 2.200 192 4N

*x 10* cm™

2.6 2.5 24 23 g 2.2 21 2 1.9

Figura 4.2.2. y Tabla 4.2.1 Espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) a valores de pH 5.5, 6.5, 7.5 y
8.5ysusvaloresg yA conlos modos de coordinacion para cada caso.

Los parametros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) son idénticos a los del complejo
Cu(I1)-hPrP(106-115)," y muestran una dependencia con el pH similar. Para evaluar esto, se
hizo una titulacién potenciométrica del complejo y se determind su valor de pK, a dos

diferentes energias: 19 841 cm™ y 15 723 cm™ (Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.3. (A) Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH. (B) Trazas de las intensidades de la sefiales de CD en funcién del pH para el
calculo de pK,. Ver texto.

El valor de pK, para el complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) fue de 7.43 + 0.12, practicamente
idéntico al de su andlogo 106-115, presentando una mezcla de especies 3N10 y 4N a pH

fisiolégico (Esquema 4.2.1).
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Esquema 4.2.1. Equilibrio de protonacion del complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) con un pK, de 7.43 pasando de un
ambiente de coordinacion 3N10 a 4N.

Fragmento hPrP(109-149)

Se estudid la coordinacién de Cu(ll) al fragmento 109-149 con secuencia
MKHMAGAAAAGAVVGGLGGWMLGSAMSRPMMHFGNDWEDRY, el cual integra al sitio de la
His111l y a la regién hidrofdbica que contiene un residuo de histidina mas, His140. Esta
histidina se encuentra justo en una curvatura de la estructura secundaria y en donde
comienza la primera a-hélice de la region estructurada de la proteina.

La unién del ion Cu(ll) al fragmento 109-149 se estudid por espectroscopia de CD y EPR.
Debido a la baja solubilidad del péptido en la soluciones amortiguadoras ya utilizadas a lo
largo del trabajo, se optd por utilizar una soluciéon de urea. Cabe resaltar que la urea no

compite con la formacién del complejo Cu(ll)-109-149 (Figura 4.2.4).
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Figura 4.2.4. Espectros de (A) absorcidn electrénica y de CD en la region UV/Vis (B) del péptido hPrP(109-149)
en ausencia (linea verde clara) y presencia de 0.8 eq Cu(ll) (linea verde obscuro); y de urea 6M en ausencia
(linea gris) y presencia de 0.8 eq Cu(ll) (linea negra), a pH 7.5
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Asi, se tituld con Cu(ll) una solucién que contenia al péptido en urea, a pH 7.5 hasta la total
saturacion de sefales (Figura 4.2.5). La estequiometria de unidn fue 1:1 Cu(ll):péptido,
indicando que sdélo hay un sitio de union a Cu(ll) a pesar de la presencia del otro residuo de
histidina en la posicidon 140. No obstante, la comparacion de los espectros de CD de este

complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) con el complejo Cu(ll)hPrP(106-126) a pH 7.5 presentan

grandes diferencias en comportamiento.

20
06
04f
__15F sz}
R 0
e 02f
- Wk 04
IE \ o6}
= i oK. | IPEFSF PUPEP (PEPEPE PRI PRSP G
%) 5F ‘\ 2400 20000 16000 12000
0 ﬂ

36000 32000 28000 24000 20000 16000 12000
Energia (cm'1)
Figura 4.2.5. Titulacion de Cu(ll) del fragmento hPrP(109-149) a pH 7.5. Las lineas de color verde claro

punteadas corresponden a la condicién de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 eq Cu(ll); las lineas de color verde obscuro
punteadoa 1.2, 1.4, 1.6 y 1.8 eq Cu(ll); y la linea de color verde obscuro continua corresponde a 2.0 eq Cu(ll).

La Figura 4.2.6 compara los espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) y Cu(ll)-
hPrP(106-126) a pH 7.5, mostrando que no se esta formando la misma especie a pesar de

gue en ambos fragmentos sélo hay un sitio de union a Cu(ll).
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Figura 4.2.6. Comparacion de espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) (linea verde) y Cu(ll)-
hPrP(106-126) (linea rojo) a pH 7.5.

Estas diferencias podrian ser atribuidas a que los dos complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) y Cu(ll)-
hPrP(106-126) tuvieran diferentes valores de pK,. Como ya se vio anteriormente, el
complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) tiene un pK, de 7.43 asociado a especies 3N10 y 4N. En
contraste, para el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149), el modo de coordinacién no parece
cambiar en el rango de pH de 6.5 a 8.5, a juzgar por los espectros de CD que no presentan

cambios significativos (Figura 4.2.7).
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Figura 4.2.7 Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) a diferentes valores de pH: 6.5 (linea verde
clara), 7.5 (linea verde obscura) y 8.5 (linea café).
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Se intentd determinar el valor de pK; para el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149), sin embargo no
fue posible debido a la baja solubilidad del péptido, lo que nos hizo tomar una estrategia
diferente para este estudio. Se sintetizé y estudié un péptido mas corto, hPrP(109-112), que
comienza con el residuo 109, incluye sitio de la His111, pero no contiene los residuos
hidrofdbicos que causan problemas de solubilidad. Los espectros de CD a pH 7.5 de los
complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) y Cu(ll)-hPrP(109-112) se muestran en la Figura 4.2.8.
Claramente, ambos complejos exhiben las mismas sefiales, indicando que el fragmento corto

109-112 reproduce el mismo ambiente de coordinacidn que el péptido largo.
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<
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Figura 4.2.8. Comparacion de espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) (linea verde) y Cu(ll)-
hPrP(109-112) (linea morado) a pH 7.5.

De este modo, se determind que el pK, del complejo Cu(ll)-hPrP(109-112) es 8.97 + 0.13, a
partir de la titulacion por pH y las trazas del cambio de intensidad de sefial de CD a 20 325

cm™ y 30 864 cm?, Figura 4.2.9.
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Figura 4.2.9. (A) Espectros de CD del complejo Cu(ll)-hPrP(109-112) obtenidos a partir de un barrido a
diferentes condiciones de pH. (B) Trazas para los cambios de intensidad de las sefiales de CD en funcién del pH
para el calculo de pK, a 20 325 cm™ (traza morada punteada, escala izquierda en el eje Y) y 30 864 cm™ (traza
morada continua, escala derecha en el eje Y).

El incremento en el valor de pK, para el complejo Cu(ll)-hPrP(109-112) con respecto a Cu(ll)-
hPrP(106-126), se debe a que la ausencia de los primeros tres residuos en el N-terminal
(106-108 = KTN) desfavorece la desprotonacion de la tercera amida del enlace peptidico.
Consistentemente, los espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-112) y Cu(ll)-
hPrP(106-126) son idénticos a pH 6.5 (Figura 4.2.10), condicién en la que se favorece la

especie protonada en ambos complejos.

7 04
8 _pH 6.5 03
I 02
5 L 01
B 0
4 -01
B -0.2
3 -0.3
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40000 36000 32000 28000 24000 20000 16000 12000
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Figura 4.2.10 Comparacion de espectros de CD de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-149) (linea verde), Cu(ll)-
hPrP(109-112) (linea morada) y Cu(ll)-hPrP(106-126) (linea roja) a pH 6.5.
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Cu(l1)-hPrP(109-149)
6.5 pH Modo de
*
o A" coordinacion

7.5

5.5 2.343 159 40
89 6.5 2.230 167 3N10

7.5 2.225 177 3N10

8.5 2.225 177 3N10

*x 10* cm™

2.6 25 24 23 g 2.2 21 2 1.9

Figura 4.2.11. y Tabla 4.2.2 Espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) a valores de pH 5.5, 6.5, 7.5 y
8.5 y sus valores g, YA, con los modos de coordinacion para cada caso.

Los espectros de EPR del complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) a valores de pH 6.5, 7.5 y 8.5 (Figura
4.2.11.) y sus valores de g, YA, (Tabla 4.2.2) son casi idénticos, y corresponden a un modo
de coordinacion ecuatorial de 3N10. Por otro lado, el espectro de EPR a pH 5.5 presentd un
comportamiento diferente en sus sefiales y pardametros de EPR, indicativo de la formacidn
de un complejo distinto al de aquellos a valores de pH mas altos; sus valores de g, YA,
corresponden a un modo de coordinacion rico en oxigenos 40.

Es importante mencionar que, a pesar de que los valores de g8, YA, de los complejos Cu(ll)-
hPrP(109-149) y Cu(ll)-hPrP(106-126) son muy similares a pH 7.5, la espectroscopia de CD
ayudd a detectar la presencia de especies diferentes en estos dos péptidos. A pH 7.5, el
complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) presenta una mezcla de especies 3N10 y 4N, mientras que el
Cu(l1)-hPrP(109-149) sélo forma la especie 3N10.

En general, podemos decir que considerando el hecho de que hPrP(106-126) carece de
His140, nuestros estudios espectroscépicos sugieren que el residuo de la His111 es el sitio
de anclaje para la coordinacion del ion metdlico Cu(ll) en el fragmento hPrP(109-149),
mientras que la His140 no toma parte de la coordinacién del Cu(ll) a pH 7.5. Sin embargo, a

pH bajo, 5.5, la coordinacion del ion cobre podria involucrar sélo &tomos de oxigeno, debido
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a que el residuo de histidina a este valor de pH esta en su forma protonada, por tanto se

deja atras la coordinacién a los nitrégenos de histidinas.

Interaccion ion metdlico-dcido nucleico-proteina prion

En esta seccidn se presenta el estudio de la interaccion de fragmentos de la proteina prion
con el ion metalico Cu(ll), en presencia de otras moléculas como 4acidos nucleicos.
Primeramente se estudid la unién de Cu(ll) a un oligonucledtido de doble cadena (E2DBS),
qgue llamaremos a partir de ahora acido nucleico. Este oligonucleétido se ha identificado
como un ligante de alta afinidad para la proteina prion, debido a su alto contenido relativo

de bases nitrogenadas (Guanina-Citosina y Adenina-Timina).** '

l

g~2.335
I

A~153
< >

pH 5.5

pH7.5 _ TN

A~201

g~2.241

2.6 2.5 24 2.3 2.2 21 2 1.9

g

Figura 4.2.12. Espectros de EPR del complejo Cu(ll)-Acido nucleico a valores de pH 5.5 y 7.5, y sus valores g,V
A, indicados en los espectros.

El complejo Cu(ll)-Acido nucleico a pH 7.5 tiene valores de g,=2.241yA =201x 10* cm™,
lo cual indica un ambiente de coordinacidn rico en nitrégenos, con un modo de
coordinacion de 4N. El espectro muestra desdoblamientos en la regién perpendicular, que

sefialan un fuerte acoplamiento superhiperfino por la interaccion del espin electrénico del
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i6n metalico con el espin nuclear de los atomos de nitrégeno en la vecindad. En contraste, a
pH 5.5 se formé un complejo Cu(ll)-Acido nucleico diferente, con valores de g, YA, que
son indicativos de un menor contenido de nitrogenos en su ambiente de coordinacidn
(modos 40 o 1N30).

Una vez formado el complejo Cu(ll)-Acido nucleico, se adiciondé el péptido hPrP(109-149)
para alcanzar una relacién molar final Cu(ll):Acido nucleico:Péptido de 1:1:1. A pH 7.5, el
espectro de EPR mostrd cambios drasticos al adicionar el péptido, presentando un nuevo
juego de sefales con valores de g,=2.299yA =156x 10 cm™, los cuales no corresponden
ni al complejo Cu(ll)-Acido nucleico ni a Cu(ll)-hPrP(109-149) (Figura 4.2.13 A). Cabe sefialar
gue las nuevas sefales tampoco corresponden a Cu(ll) en solucién. Estos resultados sugieren

la formacién de un complejo ternario Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) a pH 7.5.

A pH=7.5 B pH=5.5

Cu(ll)-hPrP(109-149)
Cu(ll)-ADN-hPrP(109-149)

Cu(Il)-Acido nucleico

-———————— - -

26 25 24 23 22 21 2 1.9 26 25 24 23 g 22 21 2 19

g

Figura 4.2.13. Espectros de EPR de los complejos Cu(ll)-hPrP(109-149), Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) y
Cu(ll)-Acido nucleico a valores de pH 7.5 y 5.5. Los asteriscos en el espectro verde claro indican sefiales de
cobre en solucion. Las lineas punteadas comparan las sefiales entre los espectros.

Asimismo, a pH 5.5, la adicién del péptido al complejo Cu(ll)-Acido nucleico también causé
cambios drasticos en el espectro de EPR, apareciendo sefales asociadas a valores de g,=
2292 y A =156 x 10 cm™, los cuales no coinciden con los parametros asociados a los
complejos Cu(ll)-ADN y Cu(ll)-hPrP(109-149). Ademds de estas nuevas sefiales, se

observaron con baja intensidad sefiales residuales del complejo Cu(ll)-Acido nucleico (Figura
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4.2.13 B, lineas grises punteadas). Estos resultados sugieren la formaciéon de un complejo
ternario Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) a pH 5.5.

A ambos valores de pH, los valores de g, YA, asociados a la formacién de un complejo
ternario Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) son idénticos, y corresponden a un modo de
coordinacién 2N20, de acuerdo al grafico Peisach-Blumberg."’

Una situacién similar fue observada con la adicién de hPrP(106-126) al complejo Cu(ll)-Acido
nucleico a pH 7.5, observandose dos juegos de sefiales, una correspondiente a la formacion
de un complejo ternario con valores de g,=2309yA =140x 10" cm™, y otro al complejo
Cu(ll)-hPrP(106-126) (Figura 4.2.14 A). Estos resultados indican que, aunque también se
forma un complejo ternario Cu(ll)-Acido nucleico-péptido con el fragmento hPrP(106-126),
su estabilidad es mas baja que la del complejo Cu(ll)-péptido. Por el contrario, a pH 5.5, no
se observé la formacidon de un complejo ternario. A este pH, la adicién del péptido al
complejo Cu(ll)-Acido nucleico dio lugar a un espectro de EPR con dos juegos de sefiales: las
mas intensas corresponden al complejo Cu(ll)-hPrP(106-126), mientras que las de menor

intensidad pertenecen al complejo Cu(ll)-Acido nucleico.

Cu(ll)-hPrP(106-126)

Cu(l1)-ADN-hPrP(106-126)

\

Cu(ll)-ADN

26 25 24 23 22 21 2 1.9 26 25 24 23 2.2 21 2 1.9

g g

Figura 4.2.14 Espectros de EPR de los complejos Cu(ll)-hPrP(106-126), Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(106-126) y
Cu(Il)-ADN a valores de pH 7.5y 5.5. Las lineas punteadas comparan las sefiales entre los espectros.
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La Figura 4.2.15 muestra una el grafico Peisach-Blumberg de las correlaciones lineales de los
complejos ternarios Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) y Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(106-
126). Sus valores g 'y A ~difieren entre si, reflejando ambientes de coordinacion diferentes.
Estos resultados sugieren que la region C-terminal del fragmento 109-149 puede contribuir a
la esfera de coordinacion del complejo ternario. Mds aun, a pH bajo (5.5) Unicamente se
formé el complejo ternario Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149), mientras que no se observé
evidencia de la formacién de un complejo ternario con el péptido hPrP(106-126),
reafirmando la nocién de que los ultimos residuos en la secuencia del fragmento largo 109-

149 puede participar o favorecer la formacién del un complejo ternario.

220
[ —8— 40
200 P —— 4N
[ —— 2N20
180 [ . Cu(ll)-hPrP(106-126) pH 7.5
< [ @ Cu(1)-hPrP(109-149) pH 7.5
o 160 | @ Cu(l)-Acido nucleico-hPrP(106-126) pH 7.5
‘; . Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) pH 7.5
‘-'E 140 | @ Cu(l)-Acido nucleico pH 7.5
L 0}
< A e L ) ) o}
Ty |
100 >
80 |
60 Lo w4 v v o b o B b b e
215 22 2.25 23 235 24 245 25

gII
Figura 4.2.15. Grafico Peisach-Blumberg de correlaciones lineales para los valores g, YA, de complejos 4N

(triangulos), 2N20 (cuadrados) y 40 (circulos) tomados de”*® y de los complejos formados con los fragmentos
hPrP(106-126), hPrP(109-149) y Acido nucleico.
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Discusion y Conclusiones

En este capitulo se presenté un estudio de la interaccidon de los fragmentos 106-126 y 109-
149 de la proteina prion con el ion Cu(ll) y acidos nucleicos. Por espectroscopia de EPR se
determiné la formacién de complejos ternarios Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) y Cu(ll)-
Acido nucleico-hPrP(106-126) a pH fisioldgico de 7.5 mientras que a valores bajos de pH
Unicamente se observé la formacion de un complejo ternario con el fragmento 109-149.
Resulta interesante comparar las propiedades de coordinacion de cobre en los fragmentos
hPrP(109-149) y hPrP(106-126) a pH neutro y acido. A pH 6.5, ambos fragmentos unen Cu(ll)
en el sitio de la His111, formando un modo de coordinacion 3N10 como el ya descrito para
el fragmento 106-115." Estos resultandos indican que la His140 presente en el fragmento
109-149 no participa en la coordinacidén a cobre en esta especie y son consistentes con lo
reportado por Walter y colaboradores.*

Sin embargo, la gran diferencia entre los complejos 3N10 Cu(ll)-hPrP(106-126) y Cu(ll)-
hPrP(109-149) es que este ultimo tiene un pK,; mas alto. El pK, de 7.43 del complejo Cu(ll)-
hPrP(106-126) corresponde a la desprotonacion del grupo amida de la Met109, residuo que
se encuentra en el extremo N-terminal en el péptido hPrP(109-149) (Esquema 4.3.1). Este
grupo funcional amida posee como sustituyente un grupo metilo, el cual, como grupo
electrodonador, tiende a aumentar la basicidad de la amida, ocasionando un incremento en
el pK; en el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) (pK, = 8.97). Como consecuencia de este cambio
de pK,, a pH 7.5 el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) presenta uUnicamente el modo de
coordinacion 3N10, mientras que el complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) tiene también una

contribucién del modo 4N.
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Esquema 4.3.1. Equilibrios de protonacion de los complejos Cu(ll)-hPrP(106-126) y Cu(ll)-hPrP(109-149). Los
circulos en amarillo resaltan la amida que se desprotona.

Por otro lado, a pH 5.5, los fragmentos hPrP(106-126) y hPrP(109-149) formaron complejos
con Cu(ll) de naturaleza distinta. Para el complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) el modo de
coordinacion ecuatorial fue 2N20, mientras que para el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) fue
40. Los parametros de EPR asociados al complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) son muy similares a
lo reportado para la unién de Cu(ll) a PrP(121-231) a bajos valores de pH,”* ** donde el
ambiente de coordinacién no involucra la unién de residuos de histidina. Asi, el modo de
coordinacion rico en oxigenos observado para el complejo Cu(ll)-hPrP(109-149) pudiera
involucrar acidos carboxilicos de la regién C-terminal (potencialmente Acido aspartico-144 o
147, o Acido glutdmico-146) y/o incluso moléculas de agua.

La interaccion de la proteina prion con el ion metalico Cu(ll) a diferentes valores de pH da
informacién acerca del comportamiento del complejo en estas condiciones. Como ya se ha
reportado, el Cu(ll) se une extracelularmente a la proteina prion que esta anclada a la
membrana neuronal, y esta expuesta a un ambiente a pH 7.4. La unién de cobre puede
inducir la internalizacion celular de la proteina,” ** y por tanto, los complejos Cu(ll)-PrP
formados serian endocitados y estarian expuestos a un ambiente reductor y con alta
concentracion de protones (pH 4-5) en los endosomas. En este trabajo demostramos que los
péptidos 106-126 y 109-149 pueden formar complejos con Cu(ll) adn a valores bajos de pH,

y estos modos de coordinacién serian relevantes en el ambiente acido endosomal.
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La formacidn de los complejos ternarios entre el ion Cu(ll), el acido nucleico y el fragmento
peptidico fueron detectados por espectroscopia de EPR. Un complejo ternario Cu(ll)-Acido
nucleico-hPrP(109-149) fue observado, tanto a pH 5.5 como 7.5, mientras que el fragmento
hPrP(106-126) unicamente a pH 7.5 formd un complejo ternario. Los complejos ternarios
Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) vy Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(106-126) a pH 7.5
presentaron parametros de EPR diferentes, indicando entonces que los residuos de la region
C-terminal del fragmento largo hPrP(109-149) podrian contribuir a las propiedades de
coordinacion del ion metdlico hacia el acido nucleico (Esquema 4.3.2). En el caso de la
formacion del complejo ternario con el fragmento hPrP(106-126), se observd una segunda
especie que corresponde al modo de coordinacion 4N del complejo Cu(ll)-péptido. Por tanto,
concluimos que la gran estabilidad de este complejo Cu(ll)-hPrP(106-126) compite con la

formacion del complejo ternario con acido nucleico.

pH 7.5

O (o) %_
jo o d 126 . t;:'f—n © ) f\/_/1 26
j’)\r 106’J ij\or

His111 NH His111 Ng ‘
3N10 4N
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N
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3N10 Acido nucleico
149
u
Cu(II)-Acido nucleico-hPrP(106-126) Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149)
2N20 2N20

Esquema 4.3.2. Coordinacién de Cu(ll) a hPrP(106-126), hPrP(109-149) y Acido nucleico, a pH 7.5.
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Por otro lado, la condicion de pH acido (5.5) no favorecié en absoluto la formacion del
complejo ternario con el fragmento hPrP(106-126). En contraste, el fragmento hPrP(109-
149) si forma un complejo ternario a este pH, lo cual sugiere que la regién C-terminal del
109-149 sea clave en la interaccién con el acido nucleico, y posiblemente proporcionaria los
ligantes necesarios para la esfera de coordinacién del ion metdlico en el compuesto ternario

(Esquema 4.3.3).

pH 5.5

126 _
| /\/~/ His140

His111

106~—J—f»“

Asp144

109 149

XX b Glu146
: Acido nucleico
His111

4 D
\\ T~ 109
Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149)

2N20
Esquema 4.3.3. Coordinacion de Cu(ll) a hPrP(106-126), hPrP(109-149) y ADN, a pH 5.5.

Los pardmetros de EPR de los complejos ternarios Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) son
casi idénticos a las dos condiciones de pH 7.5 y 5.5, lo cual sugiere que el ambiente de
coordinacion del ion Cu(ll) es el mismo en ambos complejos. La comparacién de estos
complejos con los formados en el caso del fragmento 106-126 claramente sugiere que los
residuos del C-terminal participan en la interaccién con el acido nucleico y la formacién del
complejo ternario. Por tanto, resulta evidente que el péptido 109-149 tendria que sufrir
cambios conformacionales importantes para permitir estas interacciones. Por ejemplo, a pH
neutro, inicialmente el Cu(ll) se coordina al sitio de la His111 del péptido 109-149 con un

modo de coordinacién 3N10, sin la participacion del residuo de His140; pero al enfrentarse
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al ligante de ADN se forma un complejo ternario que involucra al extremo C-terminal del
péptido, causando cambios conformacionales en la cadena peptidica. Un estudio de la unién
de Cu(ll) a los sitios de His96/111, en la proteina prion completa, demostré que puede haber
una interaccién con los residuos 1le139-Asp147 de la regién del C-terminal,’ lo cual indica
gue ese tipo de cambios conformacionales son posibles, incluso en ausencia de acidos
nucleicos.

Debido a la naturaleza ubicua de la proteina prion, ésta puede estar localizada en diferentes
partes de la célula e interactuar tanto con iones metdlicos como con acidos nucleicos u otros
ligantes.> 1 Asi, en este estudio, se elucidd la formacion de los complejos ternarios a pH
neutro y acido: Cu(ll)-Acido nucleico-hPrP(109-149) (favorecido a pH &cido y neutro) Cu(ll)-
ADN-hPrP(106-126) (Unicamente favorecido a pH neutro).

La uniodn inicial de Cu(ll), a los sitios ya dictados por la naturaleza del péptido, provocan
cambios conformacionales que alteran la estructura de la proteina y mds aun, su afinidad
por aceptar o no a otro ligante. Esta interaccion sugiere entonces posibles eventos
alostéricos mediados por Cu(ll), donde ciertos dominios de PrP® no estarian disponibles para
interaccionar con el acido nucleico tras la unién de cobre. Este escenario, en general, podria
modular las funciones fisioldgicas y/o incluso aquellas relacionadas con la etiologia de la

enfermedad pridnica.

En general, este estudio se enfocd en obtener informacidén estructural acerca de las
interacciones alostéricas de la proteina prion mediadas por Cu(ll) y ligandos como acidos
nucleicos, lo cual servird de base para descifrar la posible conversién estructural de PrP° a

PrP> modulada por este tipo de ligandos.
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Perspectivas

La participaciéon de la proteina prion y su papel en la interaccién dual con Cu(ll) y acidos
nucleicos, dejo abierto un apartado en el estudio de las interacciones ion metalico-proteina-
acido nucleico. A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen diferentes
estrategias a futuro que ayuden a entender y comprender la participacion de la proteina
prion y el papel en su interaccién dual con Cu(ll) y acidos nucleicos. Entender la naturaleza
de los complejos que se forman a pH acido y qué modificaciones sufren cuando la proteina
prion sufre endocitosis, seria de gran interés. Si la interaccion de la PrP con acido nucleicos
sucede, es probable que sea al interior de la célula en un ambiente reductor. Por tanto,
resultaria de gran interés estudiar la coordinacion del ion cobre en su estado reducido a la
proteina prion y su efecto en presencia de acidos nucleicos. Estos estudios ayudaradn a
responder algunas de las preguntas acerca de la funcién de la proteina prion, debido a que,
por un lado se le ha identificado como una proteina transportadora de Cu(ll), mientras que
por otro, su interaccién con dacidos nucleicos ha sido motivo de interés para explicar el

fendmeno de propagacién de las enfermedades pridnicas.
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Conclusiones Generales

En el presente trabajo se elucidé la coordinacién de Cu(ll) a diferentes fragmentos
peptidicos de la amilina y de la proteina prion humana, usando un enfoque integral con
diferentes técnicas espectroscépicas.

Mediante el estudio de la unién de Cu(ll) al péptido amilina (o hlAPP), se encontré que el
sitio de anclaje al metal es la His18 y que la coordinacién del metal involucra a las amidas
desprotonadas de la cadena peptidica que le siguen en la secuencia del motivo HSSNN. El
grupo hidroxilo de la Ser20 juega un papel importante para completar la esfera de
coordinacion y estabilizar al quelato. Los modos de coordinacion propuestos para el
complejo Cu(ll)-hIAPP explican el efecto inhibitorio del metal en la agregacién amiloide del
péptido, ya que residuos involucrados en la esfera de coordinacion son también importantes
en la agregacién amiloide.

Por otro lado, el estudio de la unién de Cu(ll) a los sitios de His96 e His111 en fragmentos de
la proteina prion humana (hPrP) nos permite entender los factores que modulan la afinidad
relativa del metal a cada sitio y cdmo se impactan estos sitios de unién por el procesamiento
proteolitico de la proteina. Encontramos que la Met109, aunque no se une directamente al
metal, juega un papel importante para estabilizar el complejo Cu(ll)-His111 y determina la
preferencia del metal para unirse a este sitio, posiblemente debido a un efecto en Ia
segunda esfera de coordinacion. Por otro lado, el corte 3-proteolitico de la hPrP resulta en
una proteina truncada que contiene a ambos sitios, His96 e His111, con el extremo NH,-
terminal libre, el cual participa en la coordinacion de Cu(ll) en el sitio de His96 y juega un
papel importante en favorecer la unién del metal a este sitio sobre el de His111. Finalmente,
el corte a-proteolitico de la hPrP también tiene un impacto importante en las propiedades
de coordinacion a Cu(ll) de la proteina, ya que elimina el sitio de His96, dejando a un sitio de
His111 con el extremo NH,- terminal libre. Este estudio demuestra que el sitio de unién es
muy diferente del sitio de His111 original que presenta la proteina intacta. Asimismo, se
demostrd que la proteina prion puede tener interacciones alostéricas mediadas por Cu(ll) y

otros ligantes como &cidos nucleicos, formando complejos ternarios Cu(ll)-Acido nucleico-
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péptido. Se determind que la estabilidad del complejo formado con el sitio de la His111

compite con la formacién del complejo ternario.

Es importante notar que todos los péptidos estudiados contienen al menos una histidina en

su secuencia, que sirve como sitio de anclaje para Cu(ll); mientras que su versatilidad para

formar complejos estables proviene de su secuencia y tipo de heterodtomos presentes en la

vecindad de la histidina. Se encontré que existen diferentes factores que influyen la quimica

de coordinacién de los complejos Cu(ll)-péptidos:

La direccionalidad de la uniéon del ion metalico una vez anclado al N1 del grupo imidazol
del residuo de histidina estd dictada por la posicién del residuo de histidina en la
secuencia. El tipo de residuos presentes antes o después de la histidina dirige la
direccionalidad del complejo con respecto al N- o C-terminal. Ejemplos claros de este
comportamiento, se comparan en el Esquema A, en donde el complejo de Cu(ll)-
hIAPP(18-22) estd direccionado hacia el C-terminal, debido a que los residuos
hidrofébicos que le anteceden no favorecen la union hacia el N-terminal. En contraste,
la coordinacidn del metal en el complejo que contiene el sitio de His96 en el fragmento
92-115 estd direccionada hacia el N-terminal, debido a que los residuos que le siguen a

la histidina son muy voluminosos y desfavorecen la coordinacién hacia el C-terminal.

El entorno quimico alrededor de la histidina es otro factor que modula la coordinacion
de cobre a los fragmentos peptidicos. Asi, la participacion de cadenas laterales
coordinantes de los residuos en la vecindad en la primera y segunda esfera de
coordinacion del Cu(ll) pueden influir en la interaccion del metal e incluso en el
porcentaje de unidn del metal al sitio de coordinacién. Por ejemplo, en el complejo
Cu(ll)-hlAPP(18-22) la cadena lateral del residuo de serina participa de manera directa
en la unién a cobre, y juega un papel muy importante en la estabilizaciéon del complejo.
Por otro lado, en el complejo de Cu(ll) con la His111 del fragmento hPrP(92-115) la
cadena lateral del residuo de metionina 109 tiene un impacto importante de la afinidad

del cobre por el sitio, aunque no esté unida directamente al ion metalico; en este caso,
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proponemos que se trata de un efecto en la segunda esfera de coordinacién (Esquema

A).

La presencia de otros grupos coordinantes en la secuencia, como el NH,- libre del N-
terminal también tiene un impacto importante en las propiedades de coordinacién y la
afinidad relativa del cobre por los diferentes sitios de histidina en la proteina prion. Asi,
la comparacién de los complejos formados con los péptidos hPrP(Ac-92-115) vy
hPrP(NH,-90-115) ilustra cdmo la participacion del grupo NH,- libre en el sitio de la
His96 favorece la union del cobre a este sitio, mientras que la forma acetilada del

péptido, el metal prefiere coordinarse al sitio de la His111.

La formacion de diferentes modos de coordinacion en un sito puede dar lugar a
diversidad de conférmeros. Por ejemplo, el complejo Cu(ll)-hIAPP(18-22) mostré
diferentes modos de coordinacién, los cuales imponen diferentes arreglos
conformacionales debido a la participacion de las cadenas laterales de los residuos en la
vecindad y a los grupos funcionales de la cadena peptidica. El impacto del cobre en esta
diversidad conformacional ayuda a entender el efecto inhibitorio del metal en la

agregacion amiloide de la hlAPP.
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Esquema A. Factores que influyen en la coordinacién de Cu(ll) a fragmentos peptidicos con residuos de

histidina como sitios de anclaje para el metal.

(S11-06-CHN)ddy-(1NnD

LLLSIH —— J
|eulLLIB)-N
}ZL’»’Q \;l\/\v/nl’\/ -ZHN
o 2 \F\)m/ =
+ ZHN
«:zﬁ/vx s zwao u
HO nw\/\ T
:S_: 8m__._ 6

(S11-26-2V)ddu-(1nD
@ rt
n Aw a1q1| -CHN wf /w

odnub |ap uoioedioiueqy "

ZTNIXY _ 028/0D

o ToINe  (ZZ-8L)ddVIullng OLNE
NH NH
o={__ N°H fo] ,,/\\ . ;\zf
| X H - 1dy-(j)n
N o N ; oux_zn 9. A<8_._A_m_ﬂo~mvm°nu b (zz-8L)ddvIulinD
HN.__ -\ N0 o HN_ N0 N 4 ‘ eulIss B| ap |eiale
{ 3 : ngy €| US BUIUONSW B| Op |elale
o Hz Ny N MO LNE 5 ﬂz z,Uz%, BUSPED B 9p BlouaN|U| BUSPED E| 8p BJ0aJIp UoiuN
HO M O H . Ho M o H
(o) HN NZH o )

' wd id N

eRY no i v 2

o NH 9 N +N NN feujwIo)N H N

ffﬁ% non no 0 \ no’

L O NS »V\A G N z/,ﬂ/z
S oTwo H - 1 Vlw
Z
iid HN. - o

Ol}IS O]OS UN 9p UOIDBUIPIO0D o
ap sopouw sajualajiq sa|eJaje| seuape)
(zz-81)ddviulino (v96H SLL-Z6)d4du-(1)nD

|euiwa}-) |8 BioRY UQIun |eullwIa}-N |2 eloey uolun

N
A / S \v euwIo)-
|euIwIa)-N :.,, N— B i N leujuise)-o
\ noy’ Lﬁ no o
o NN N o= z/x:._
) \/ \v o _
o 0
HO

HO  pepijeuold2aliqg

146



Cinvestav

Esta tesis contribuye a entender cdmo el cobre se coordina al péptido amilina o hIAPP
implicado en diabetes tipo 2, y a fragmentos de la proteina prion humana. El estudio de la
interaccion del ion Cu(ll) con estas proteinas abonan a la comprension del papel que puede
jugar este metal en su estructura, funcidn y agregacion amiloide. El comprender los procesos
moleculares involucrados en la formacién de agregados proteicos y cdmo estos se ven
afectados por la unidn del cobre también ayuda a entender el papel del metal en la etiologia
de la enfermedad. Asi, el estudio de la quimica bioinorganica de Cu(ll) es importante para
ayudar a explicar fendmenos bioquimicos que involucran al metal de transiciéon y su
implicacion en las enfermedades degenerativas como Diabetes Tipo 2 y neurodegenerativas

como las enfermedades pridnicas.
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Parte experimental

Sintesis de péptidos

Reactivos y disolventes

Los reactivos y disolventes utilizados para la sintesis de péptidos fueron:

Reactivos: aminoacidos con el grupo protector Fmoc en el grupo amino (Fmoc-alanina,
Fmoc-sarcosina, Fmoc-asparagina(Trt), Fmoc-glicina, = Fmoc-glutamina(Trt), = Fmoc-
histidina(Trt), Fmoc-isoleucina, Fmoc-leucina, Fmoc-lisina(Boc), Fmoc-metionina, Fmoc-
prolina, Fmoc-serina(tBu), Fmoc-treonina(tBu), Fmoc-triptofano(Boc) y Fmoc-valina), resina
rink amide MBHA, 1-hidroxibensotriazol (HOBt), 2-ciano-2-hidroxiiminoacetato de etilo
(oxyma pure), N-N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), diazabicicloundecano (DBU), 1,2-
etanoditiol (EDT), triisopropilsilano (TIS), ninhidrina, fenol, etanol, cianuro de potasio (KCN) y
amberlita MB-3.

Disolventes: diclorometano (DCM), N,N-dimetilformamida (DMF), N-metil-2-pirrolidona
(NMP), 2-propanol (IPA), acido trifluoroacético (TFA), piperidina, piridina, anhidrido acético,
dimetilsulféxido (DMSO), agua milli-q con resistividad de 18 MQ/cm, dietiléter y acetonitrilo
grado HPLC (ACN).

Metodologia

La sintesis de péptidos se llevd a cabo mediante la sintesis en fase sélida y estrategia Fmoc:!
A 300 mg de resina se les hizo un tratamiento con DCM a fin de aumentar su superficie de
contacto. Una vez llevada a cabo esta accién, se procedid a remover el grupo Fmoc que
contiene la resina, usando una solucién desprotectora de piperidina al 30% y DBU 0.1% en
DMF. La prueba irrefutable de desproteccion la da el ensayo de ninhidrina,? la cual es una
prueba colorimétrica que indica la presencia de aminas libres con una coloraciéon azul
intenso. Ya que se comprobd la total desproteccién del grupo amina de la resina, se realizd

el acoplamiento del primer aminoacido en la posicidon C-terminal del péptido a sintetizar. Se
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tratd por separado 5 eq del aminoacido y 5 eq de oxyma pure disolviendo en el volumen
minimo necesario de DMF (o mezcla 1:1 DCM:NMP) junto con 5 eq de DIC. Esta mezcla se
adiciond a la resina y se agitd a temperatura ambiente por aproximadamente 6 horas. Una
vez transcurrido el tiempo de reaccion, se aplicaron ciclos de lavado de resina con DMF, IPA
y DCM, y se hizo la prueba de ninhidrina para acoplamiento (la ausencia de aminas libres da
lugar a una coloracién amarilla). Se repitid el ciclo de desproteccién y acoplamiento las
veces necesarias para sintetizar el péptido deseado. La Figura A. muestra la propuesta del
mecanismo de reaccién en la formacidn del enlace peptidico.3

Oxyma Pure _

= \ Ncw/COZEt
0 : ) "

fmoc” Y~ O—H DMF /\_\d

| DIC R QO

Aminodcido
protegido con Fmoc

Intermediario
O-acilisourea

)
R o HzN\]/U\N/ . (E
Fmoc-. /‘\ n / R . /N\/-/’ "\ /N CN
ﬁ P e R { u - Fmoc 0 Y
R R CO,Et
Formacion de Ester activo

el enlace peptidico

Figura A. Propuesta de mecanismo de formacidon del enlace peptidico (adaptado de ref’)

Una vez concluida la sintesis de la secuencia deseada, se procedid a la liberacidn del péptido
de la resina. En los casos en el que los péptidos deban tener su grupo N-terminal libre, se
dejo desprotegido el ultimo aminodcido. Para el caso de péptidos en los que su N-terminal
deba estar protegido por el grupo acetilo, se llevo a cabo la acetilacion del ultimo
aminodcido. Para la acetilacion se mezclé en proporcién 1:1:1 anhidrido acético, piridina y

DMF, y se adiciond a la resina con el péptido sintetizado, se agitd por 30 minutos a
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temperatura ambiente (repitiendo estos pasos 3 veces mas). Se hizo un ciclo de lavado de
resina y prueba de ninhidrina con resultado de coloracién amarilla en la solucién y resinas
transparentes. Para liberar el péptido de la resina, se asegurd que la resina con el péptido
sintetizado estuviera completamente seca, se peso y se preparé una solucidon con 95% TFA,
2.5% Agua y 2.5% TIS. Para el caso de los péptidos que contenian metioninas en su
secuencia la solucion fue 92.5% TFA, 2.5% Agua, 2.5% TIS y 2.5% EDT (el volumen total a
preparar de la solucidn se calculéd multiplicando el peso de la resina por 20 mL). Se adiciond
esta solucidon a la resina y se agitd a temperatura ambiente por 2 horas. Una vez
completado el tiempo de reaccidn, se filtré la solucidn y se enjuagd con TFA, se adiciond a la
solucién dietiléter frio en proporcién 1:5 y se dejo reposar 30 minutos a -80° C, se
centrifugo y se separo el sobrenadante. El proceso de lavado con éter frio se repitido dos
veces mas, separando el sobrenadante y finalmente el precipitado, que constituye el
péptido liberado de la resina, se dejé secar por completo. La purificacién de los péptidos se
llevé a cabo mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR o HPLC por sus siglas
en inglés) en fase reversa con una columna cromatografica Semi-prep Waters® pBondapak
C18 Prep Column, 125A, 10 pm, 7.9 mm X 300 mm. El gradiente de agua (Fase A) y ACN

(Fase B) que se uso fue:

Tiempo Flujo %A %B Curva
(min) (mL/min)
0 0.5 100 0 6
1 2.5 100 0 6
20 2.5 70 30 6
30 2.5 0 100 6
35 2.5 0 100 6
36 2.5 100 0 6
41 0.5 100 0 6

La absorbancia fue monitoreada a longitudes de onda de 214, 220 y 280 nm. Se colectaron
los picos observados en el cromatograma con intensidad mayor a 0.5 unidades de
absorbancia, y cada fraccion fue analizada por espectrometria de masas. Se congelaron las
muestras y se liofilizaron. Una vez que se tuvo el péptido puro, se analizd por espectrometria
de masas y por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidon (HPLC). En todos los casos, se

obtuvo una pureza por arriba del 95%.
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Preparacidn de las muestras

En la preparacion de las muestras para estudios espectroscépicos se utilizaron como
reactivos y disolventes:

Amortiguadores de pH (buffer):

Buffer NEM (N-etilmorfolina), CcH13NO pK, = 7.77.
/—N 0)

Buffer MES (Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico), CsH13NO4S, pKa= 6.27.

O\\ //O

(\N/\/ S“oH
S

(o)

Reactivos: Agua Milli-Q con resistividad de 18 MQ/cm, glicerol, urea, DMSO, cloruro de sodio

(NaCl), cloruro de cobre (CuCl,), acido clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio (NaOH).

Se determinaron los coeficientes de extincion molar para cada péptido en las mismas
condiciones en las que se analizaron (ver tabla suplementaria S1). *Para algunos péptidos no
es posible determinar dicho coeficiente. En estos casos se determina la concentracion de la
muestra a partir del peso del péptido en cuestion (con ayuda de una balanza nanoanalitica
para tener un peso mas exacto) y la disolucidon del mismo al volumen necesario para llegar a
la concentracion deseada. Las soluciones de péptidos se preparan a una concentracion de
0.3 mM en una mezcla de soluciones amortiguadoras NEM 20 mM y buffer MES 20 mM con
50% glicerol, éste ultimo con la finalidad de tener un adecuado glaseado para las muestras
de EPR. Se comprobd por por absorcién electrénica y dicroismo circular que la adicidon de
glicerol no afecta la estructura de los complejo. *Las muestras del péptido hPrP(109-149) se
prepararon a una concentracién de 0.2 mM en urea 6 M y para algunas muestras del péptido

hIAPP la preparacion del stock se hace con DMSO.
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Titulaciones de péptidos con Cu(ll):

A las soluciones que contenian los péptidos debidamente cuantificados a determinado valor
de pH se les adiciond 0.1 o0 0.2 equivalentes de cobre, usando una solucién stock de CuCl, 25
0 20 mM. Las titulaciones fueron seguidas simultdneamente por Absorcidn electrénica y por
Dicroismo Circular (CD) en la regiéon UV-Vis hasta saturar las sefales que se observaban en

los espectros. En cada caso se corriéo como blanco la solucién amortiguadora de trabajo.

Titulaciones de pH:

Los barridos a diferentes valores de pH se hicieron a partir de las soluciones que contenian al
complejo formado Cu(ll)-péptido variando el valor de pH cada 0.25 unidades por la adicidn
de volumenes necesarios (3-10 plL) de soluciones de NaOH y HCl de diferente molaridad,

siguiendo estos cambios por CD.

Preparacion de la muestra para Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC):

Las soluciones de los péptidos se prepararon a una concentracién de 60 uM para los
péptidos hPrP92-115(H96A) y hPrP92-115(H111A) y 30 uM para los péptidos hPrP92-115,
hPrP92-115(M1091), hPrP92-115(M112I), hPrP92-115(M1091/M1121) en buffer NEM a pH

8.5. La solucidn titulante de Cu(ll) se prepard a una concentracién de 920 puM.

Anillado de oligonucledtidos (annealing):

Se prepararon por separado soluciones de los oligonucledtidos E2DBS-18 (banda senso 5°-
GTAACCGAAATCGGTTGA-3") y E2DBS18-fc (banda antisenso 5-TCAACCGATTTCGGTTAC-3") a
una concentracion 2 mM en Buffer NEM 5 mM y NaCl 250 mM y pH 7.5. Una vez disueltos
en su totalidad, se mezclaron 1:1 y se colocaron a bafio maria a punto de ebullicién del agua
por un periodo de 10 minutos. Posteriormente se trasladd el agua del bafio junto con el
recipiente que contenia los oligonucleétidos a un termo de 1 L y se cubrid; se dejé que la
temperatura bajara lentamente (toda la noche) y una vez alcanzados los 25° C se retird el

tubo del bafio de agua y se guardd a -20° C.

152



&

Cinvestav

Métodos espectroscdpicos

Condiciones experimentales

Espectrometria de masas. La caracterizacion inicial de cada péptido por su masa moleculary
relacion m/z fue determinada por espectrometria de masas en un Agilent ESI-TOF-MS con un
volumen de inyeccidn por muestra de 1 uL, con un flujo de 0.4 mL/min en proporcién 50:50
Agua:ACN. Las muestras fueron analizadas en un rango de 10 a 1500 m/z con polaridad
positiva y fuente idnica de electrospray (ESI) bajo las condiciones: Fragmentor 200 V,
Skimmer 60 V, OCT RF 250 V, gas temp 300° C, drying gas 8.0 L/min, nebulizer 40 psig,
capillary 5000 V.

Absorcion electrénica en la region UV/Vis. Los espectros de absorcion fueron colectados a
temperatura ambiente de 190 a 850 nm usando un espectrofotémetro Agilent 8453 con
arreglo de diodos en celdas de cuarzo con paso dptico de 1.0 cm o 0.1 cm en el caso de la

cuantificacién por coeficiente de absorcién molar.

Dicroismo Circular en la regiéon UV/Vis (CD). Los experimentos por CD se llevaron a cabo con
un espectropolarimetro Jasco J-815 a temperatura ambiente en celda de cuarzo con paso
Optico de 1.0 cm, de 200 a 800 nm con una velocidad de escaneo de 100 nm/min (200
nm/min en el caso de las titulaciones de pH) acumulando 2 espectros por corrida y un ancho

de banda de 5 nm.

Resonancia Paramagnética Electronica (EPR). Los espectros de EPR fueron colectados
usando un EPR de Banda-X Bruker EMX Plus equipado con el puente de microondas ER 041
XG, una cavidad ER 4102ST y un sistema de temperatura variable de nitrégeno ER4131VT.
Todas las muestras fueron colectadas a una temperatura de 150 K en celdas de cuarzo de 4
mm con frecuencia de microonda de 9.4 GHz, poder de microonda de 10 mW, frecuencia de
modulacion de 100 kHz, amplitud de modulacién de 5 G, tiempo constante de 327 msec,

tiempo de conversién de 82 msec y de 6 a 12 repeticiones (scans) dependiendo de la
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muestra. La simulacién de los espectros de EPR se llevaron a cabo con XSophe Computer

Simulation Software Suite Version 1.1.4.

Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC). Estos datos fueron colectados en el laboratorio
23 del Departamento de Quimica del Cinvestav en colaboracion con el Dr. Aarén Rojas y el
estudiante de doctorado Octavio Cruz. Los termogramas se colectaron con un Calorimetro
Nano ITC en la versién de Standard Volume de TA Instruments a temperatura de 25° C. El
numero de inyecciones fue 32 de 3 pL cada 200 segundos con un tiempo de 500 segundos
entre inyecciones, a una velocidad de agitacién de 250 rpm. Se utilizo el software Nano
Analyze para tratar los datos obtenidos y todos los termogramas fueron corregidos por

efecto de dilucién del Cu(ll) en el buffer.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Todos los datos de RMN fueron colectados por la
sustentante de esta tesis durante una estancia de investigacion realizada en el Max Planck
Laboratory for Structural Biology, Chemistry and Molecular Biophysics of Rosario (MPLbioR),
Universidad Nacional de Rosario, Rosario, Argentina y del Instituto de Investigaciones para el
Descubrimiento de Farmacos de Rosario (IIDEFAR/CONICET-UNR) en Rosario, Argentina, en
el grupo de investigacion del Dr. Claudio O. Ferndndez junto con el Dr. Andrés Binolfi y el
estudiante de doctorado Marco C. Miotto. Las muestras fueron preparadas en agua Milli-Q o
en oxido de deuterio (segun sea el caso) y buffer MES deuterado en tubos de 5 mm. El ajuste
de pD se hace a partir de soluciones preparadas de NaOH y HCl en 6xido de deuterio. Asi
también la solucidon de cobre se prepara con CuCl, en éxido de deuterio. Los espectros se
colectaron en un RMN Bruker 600 MHz Avance Il equipado con crio-sonda de triple
resonancia con deteccidn inversa ‘H(**C/*°N) a 298 K. La asignacion de los protones y
carbonos de los péptidos estudiados se hicieron por experimentos de 1D *H, *H-'H TOCSY
(con un tiempo de mezclado de 0.06 segundos), ‘H-*C HMBC y 'H-*C HSQC. Los
desplazamientos quimicos fueron referenciados a DSS (Sal sédica del acido 2,2,-dimetil-2-
silapenta-5 sulfénico) como estandar interno. Para la adquisiciéon, procesamiento vy

visualizacién de los espectros de RMN se uso TOPSPIN 3.2 (Bruker) y CcoNmr Analysis 2.4.2.4
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Otros softwares empleados en el procesamiento de datos y presentacion de imagenes:
KaleidaGraph™ versién 3.5.

Canvas version 7.0.2.
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Tablas Suplementarias

S1. Tabla de los péptidos sintetizados, su secuencia, férmula minima, peso molecular y caracterizacién por ESI-MS.

Péptidos de la proteina prion humana

Formula Peso Molecular
Péptido Secuencia m/z
minima g/mol
H*2592.2693, Na'2614.2513,
hPrP(92-115) Ac-GGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGA-NH, C110H175N370355, 2591.26 .
2H*1296.6409
H* 2526.2475, Na*
hPrP(92-115 °
Ac-GGGTASQWNKPSKPKTNMKHMAGA-NH, C107H173N350355, 2525.24 2548.2287, 2H'1263.6273,
H96A) R
2Na* 1285.6102
H*2526.2853, Na*
hPrP(92-115 @
Ac-GGGTHSQWNKPSKPKTNMKAMAGA-NH, C107H173N350355, 2525.24 2548.2658, 2H 1263.6467,
H111A) R
2Na* 1285.6299
H* 2574.3160, Na*
hPrP(92-115 °
Ac-GGGTHSQWNKPSKPKTNIKHMAGA-NH, C111H177N3703,S 2573.31 2596.2969, 2H 1287.6605,

M109I)

2Na’ 1309.6437




LST

hPrP(92-115

H*2574.3319, Na*

Ac-GGGTHSQWNKPSKPKTNMKHIAGA-NH, C111H177N3703,S 2573.31 2596.3148, 2H 1287.6685,
M112l) .
2Na“ 1309.6517
hPrP(92-115
Ac-GGGTHSQWNKPSKPKTNIKHIAGA-NH, C112H179N3703, 2555.35 H® 2556.3642, 2H"1278.6850,
M1091/M112I)
hPrP(90-115) GQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGA-NH, C115H184N 400345, 2734.33 2H"1368.1756, 2H'1390.1578
H' 2669.3140, Na*
hPrP(90-115 @
GQGGGTASQWNKPSKPKTNMKHMAGA-NH, C112H182N35034S; 2668.31 2691.2979, 2H"1335.1606,
H96A) .
2Na“ 1357.1428
H® 2669.3151, Na*
hPrP(90-115 °
GQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKAMAGA-NH, C112H182N35034S; 2668.31 2691.2984, 2H"1335.1610,
H111A) .
2Na“ 1357.1452
hPrP(111-115) HMAGA-NH, Cy9H3,Ng0sS 484.22 H" 485.228849
2H" 977.530120, 3H"
hPrP(106-126) Ac-KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG-NH, CsoH138N 260245 1911.98
652.020043,
Ac-MKHMAGAAAAGAVVGGLGGWML
hPrP(109-149) C189H286N 5605256 4365.98 -
GSAMSRPMMHFGNDWEDRY-NH,
hPrP(109-112) Ac-MKHM-NH, C24H42N50s5S, 586.27 H* 587.2859, Na* 609.2680




8ST

Péptidos de la IAPP humana

Formula Peso Molecular
Péptido Secuencia m/z
minima g/mol

hlAPP(15-22) Ac-FLVHSSNN-NH, C42He3N13013 957.46 H® 958.404711, Na* 980.456133
hIAPP(15-22 H18A) Ac-FLVASSNN-NH, C39H61N11013 891.44 H® 892.460958, Na* 914.443166
hlAPP(15-22 S19P) Ac-FLVHPSNN-NH, Ca4He5N1301; 967.48 H" 968.489270, Na* 990.472000
hlAPP(15-18) Ac-FLVH-NH, C24H41N705 555.31 H® 556.324231, Na® 578.306177
hlAPP(18-22) Ac-HSSNN-NH, C22H34N10010 598.24 H"599.259702, Na* 621.234787
hIAPP(18-22 S19Sar) Ac-HSarSNN-NH; C22H34N 1009 582.25 H® 583.261120, Na* 605.240365
hIAPP(18-22 S20Sar) Ac-HSSarNN-NH; C22H34N 1009 582.25 H® 583.261452, Na® 605.237748
hlIAPP(18-22 S19A) Ac-HASNN-NH, C22H34N1009 582.25 H* 583.257173, Na' 605.237813
hIAPP(18-22 S20A) Ac-HSANN-NH; C22H34N 1009 582.25 H" 583.259056, Na* 605.240125
hIAPP(18-22 N21Q) Ac-HSSQN-NH, Ca3H36N10010 612.26 H® 613.268152, Na® 635.248676
hIAPP(18-22 N22Q) Ac-HSSNQ-NH, Cu3H36N10010 612.26 H® 613.269312, Na® 635.250312
hIAPP(18-22 N22L) Ac-HSSNL-NH, C24H39NgOg 597.28 H® 598.293496, Na® 620.273830
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S$2. Tabla de coeficientes de extincién molar a diferentes longitudes de onda. (Mm™*cm™)

Péptido 214 nm 221 nm 280 nm
hPrP(92-115) 48.189 40.166 4.180
hPrP(92-115 H96A) 41.521 34.902 3.912
hPrP(92-115 H111A) 45.389 39.711 4.278
hPrP(92-115 M109I) 47.719 40.811 4.330
hPrP(92-115 M112I) 45.550 40.097 4.135
hPrP(92-115 M1091/M1121) 44.036 38.577 4.019
220 nm
hPrP(90-115) 39.184 35.193 3.636
hPrP(90-115 H96A) 38.746 35.223 4.416
hPrP(90-115 H111A) 39.849 35.031 3.571
hPrP(111-115) 9.038 6.266 -
hIAPP(18-22) 7.067 4.845 -
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Apéndice |

Célculos para equilibrios de protonacién

Para la reaccion:

H+
A\)B

Donde A representa al complejo Cu(ll)-péptido en su forma protonada (valores de pH bajos);

mientras B representa al complejo Cu(ll)-péptido en su forma desprotonada (valores de pH
altos).

La constante de equilibrio para esta reaccidn se expresa como:

_ [B)[H"]
[A]

Sin embargo la concentracién total del complejo Cu(ll)-péptido esta dado por:

[Complejo] o = [A] + [B] ... ... (1

Expresando (1) en términos de [A] y [B]:
Ka[A] [BI[H']

[Complejo]ror = [A] + T e (2) [Complejo]or = Ka] +[B]...(7)

[Complejo]ror = [A] (1 + [:i]) - (3) [Complejo]rer = [B] (1 + [[E;D ..(8)

Gt~ () @ B ()

[COmIE?e]jo]Tot ) <[H[1];] Ka>_1 ) [Com;[)llge]:jo]Tot - (Ka ;H]> (10)
I © [B] Ka

[Complejolre;  [H]+Ka =" e (11)

[Complejo] et “Ka+ [H*]
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Pero [H'] = 10"y Ka = 10™*, por lo tanto (6) y (11):
[A] _ 107¥H [B] _ 107PKa
[Complejo]poe  10~PH 4 10-PKa [Complejo]yo,  10~PKa 4 10-PH

Para un experimento de CD en donde se mide la intensidad de sefial Ae:

Agops = Agpxa + AegXp - - - (14)

Sustituyendo (12) y (13) en ecuacidn (14):

10-PH 10-PKa
Asobs = AEA <1O_pH n 10—pKa> + ASB <10—pka n 10—pH> v wan e (15)

Ag,107PH + Agp107PKa

Asobs = 10—pH n 10—pKa P (16)
Expresando ecuacién (16) en términos de concentracion:
Ag bs = Aspraio[H+] + ASpHaltoKa (17)
o S _— ass wam o ww

[H*] + Ka

Las ecuaciones (16) y (17) representan el modelo del equilibrio de protonacidn, donde Aggps
es la intensidad de senal de CD observable a cualquier valor de pH, K, es la constante de
equilibrio asociada al equilibrio de protonacion del complejo Cu(ll)-péptido, Agphbajo €S la
intensidad de sefial de CD asociada con la forma protonada del complejo, y Agpnaito €5 la
intensidad de sefal de CD asociada con la forma desprotonada.

Los datos experimentales que fueron obtenidos a partir de los estudios de las titulaciones
potenciométricas realizados en este trabajo de tesis pudieron ser ajustados con el modelo
anterior para un solo equilibrio de protonacidn y el software KaleidaGraph™ version 3.5.

De igual forma se trataron los datos para el ajuste a dos y tres equilibrios de protonacion.
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Modelo para dos eventos de protonacion:

H* H*
Ka1l Ka2

ASA(IO_ZpH) + AsB(lo—PH—PKal) + ASC(IO_pKal_pKaZ)
10-2pH 4 1(Q-pKal-pH  1(-pKal-pKa2

Agyps =

_ Agy2[H'] + Ag,[H']Kal + AgzKalKa2
Fobs = 2[H*] + [H*]Kal + KalKa2

Aggps €s la intensidad de sefial de CD observable a cualquier valor de pH, Ky; y K,2s0n las
constantes de equilibrio asociadas a dos eventos de protonacion del complejo Cu(ll)-

péptido, Ae;, Ag, y Ags son las intensidades de la sefial de las tres diferentes especies con

diferentes estados de protonacion.

Modelo para tres eventos de protonacion:

H* H* H*
Kal Ka2 Ka3
A(’:obs

ASA(lo—SpH) +A£B(10—2pH—pKa1) +A£C(10—pH—pKa1—pKa2) +A£D(10—pKa1—pKaZ—pKa3)
= 10—3pH + 10—2pH—pKa1 + 10—pH—pKal—pKaZ + 10—pKal—pKa2—pKa3

Ag 3[H*] + Ae,2[HY]Kal + Agz[HT]Ka1Ka2 + Ag,Ka1lKa2Ka3
3[H*] + 2[H*]Ka1 + [H*]Ka1Ka2 + Ka1Ka2Ka3

Agyps =

Agqps €s la intensidad de senal de CD observable a cualquier valor de pH, Ky1 v Kg2 ¥ Kq3 son
las constantes de equilibrio asociadas a tres eventos de protonacién del complejo Cu(ll)-

péptido, Ag;, Ag,, Aes y Aeq son las intensidades de la sefal de las cuatro diferentes especies

con diferentes estados de protonacion.
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Apéndice Il

Célculo de distancias a partir de contribuciones paramagnéticas por RMN

Se determiné la rapidez de relajacion de contribuciones paramagnéticas del ion metdlico
Cu(ll) a los espines nucleares de los protones He y HY del imidazol del residuo de histidina.
La medicidn de la relajacién da informacion acerca de la interaccién entre el nucleo
resonante y el electrén desapareado,’ asi, por experimentos de recuperacién de la inversion,
se calcula T; (tiempo que tarda la magnetizacion en regresar al equilibrio) de He y HO para el
péptido libre, y para las especies unidas a Cu(ll).

T1 se determind por dos métodos: i) directamente con el software del equipo TopSpin® con
el médulo T1/T2 de relajacion; o bien ii) a partir del ajuste de tres parametros de las

intensidades de los picos con la ecuacién exponencial:

I(t) =1, + B*exp (_t/Tl)

Donde | representa las intensidades del pico, B es un parametro variable que considera la
magnetizacion no-ideal, y t es el intervalo del tiempo variable.?

El calculo del incremento en la rapidez de relajacién nuclear longitudinal debido al
acoplamiento dipolar con el electrén desapareado del Cu(ll), Ry, da la informacién acerca

. . , . s 2 ,
de la distancia entre los nucleos y el ion metdlico.” Asi,:

1

B (Xenlazado - [(Rlenlazado - R1libre) * (1 — Xenlazado)] * T)
(Rlenlazado - R1ibre) * (1 - Xenlazado)

Rim

Donde, Ryv es el tiempo de relajacién longitudinal, T es el tiempo de correlacién de
intercambio (t = 1/kos, calculada usando una distancia de 0.3 nm de Cu(ll) a He') y 1 - Xentazado

es la fraccidon molar unida y enlazada, ademas de:

1 1

Rilibre = Rienlazado =

Tllibre Tlenlazado

163



&

Cinvestav

Asi, para el cdlculo de las distancias nucleo-metal:

r= (KTot)1/6

Rim

Donde la Kyor:*

Kot = ks + K¢

2 (HO) w%gguﬁsz(s + 1)2 E)”[Curie

k
¢~ 5 4t (3kT)2 1+ (*)IZT%urie
2 /oy 2 31, 6T,
ks =—(—) v?gZpis(S+1
S~ 15 (47[) vigensS(s + 1) [1 + (ool oos)zrz 17 wit? A (w; + wg)?t?

Donde:

Uo = permeabilidad en el vacio (4 x 107 kg m s> A?)

w, = frecuencia de Larmour nuclear (ws=658.2w))

ws = frecuencia de Larmour del electron (w;=y,Bo)

g. =2.0023

Ug = magnetdn de Bohr (9.2740 x 10217

S= numero cuantico de spin electrénico (1/2)

k = constante de Boltzmann (1.3807 x 102 J K")

T = temperatura (298 K)

Tcurie = tiempo de correlacidn efectiva entre el rotacional y de intercambio (1 x 10
Y1 = razdén magnetogirica del proton (2.6752 x 108 rad s* T
.= tiempo de correlacién efectiva (1 x 10™%)

v = frecuencia del espectrémetro (6.13 x 10° Hz)

—10)

Estas contribuciones paramagnéticas a la relajacién nuclear son debidas a la interaccién
dipolar entre el momento magnético nuclear y el promedio del momento magnético
electrénico inducido, con un tiempo de correlacion dependiente en el tiempo de

reorientacion y el tiempo de vida nuclear.’
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ABSTRACT: Human islet amyloid polypeptide (hIAPP) is Y

the major component of amyloid deposits found in pancreatic
f-cells of patients with type 2 diabetes (T2D). Copper ions

Anim-lemly

have an inhibitory effect on the amyloid aggregation of hIAPP, e

and they may play a role in the etiology of T2D. However, - on . N——, A
deeper knowledge of the structural details of the copper— = ‘Twwwrh . Qi)_{" ] S
hIAPP interaction is required to understand the molecular \Ir“--C\- Y ‘:\

mechanisms involved. Here, we performed a spectroscopic ol ®* YWad L™ R
study of Cu(II) binding to hIAPP and several variants, using 'ALC:[,,: S oo '}:#0" (_‘f[_\‘; s
electron paramagnetic resonance (EPR), nuclear magnetic Ty s ! " L Yy &
resonance (NMR), electronic absorption, and circular s _”:‘ ol Cu(lT)}-hIAPP(18-22) S ¥
dichroism (CD) in the UV—vis region in combination with i 3Ny i

Born—Oppenheimer molecular dynamics (BOMD) and

density functional theory geometry optimizations. We find that Cu(II) binds to the imidazole N1 of His18, the deprotonated
amides of Ser19 and Ser20, and an oxygen-based ligand provided by Ser20, either via its hydroxyl group or its backbone carbonyl,
while Asn22 might also play a role as an axial ligand. Ser20 plays a crucial role in stabilizing Cu(II) coordination toward the C-
terminal, providing a potential link between the S20G mutation associated with early onset of T2D, its impact in Cu binding
properties, and hIAPP amyloid aggregation. Our study defines the nature of the coordination environment in the Cu(II)—hIAPP
complex, revealing that the amino acid residues involved in metal ion binding are also key residues for the formation of S-sheet
structures and amyloid fibrils. Cu(II) binding to hIAPP may lead to the coexistence of more than one coordination mode, which
in turn could favor different sets of Cu-induced conformational ensembles. Cu-induced hIAPP conformers would display a higher
energetic barrier to form amyloid fibrils, hence explaining the inhibitory effect of Cu ions in hIAPP aggregation. Overall, this
study provides further structural insights into the bioinorganic chemistry of T2D.

B INTRODUCTION (domestic cat, lynx, cougars), and raccoons, are prone to
form amyloid deposits in pancreatic islets, rendering them

Human islet amyloid polypeptide (hIAPP) or amylin is an
susceptible to type 2 diabetes. Remarkably, islet amyloid is not

amyloidogenic C-terminally amidated peptide of 37 residues p
with sequence KCNTATCATQRLANELVHSSNNEG- found in islets of rodents.” Amyloid deposits are mostly present
AILSSTNVGSNTY-NH,. It has a disulfide bridge between in extracellular sites in diabetic animals and may be extended to
residues 2 and 7, and it is cosecreted with insulin by f-cells in adjacent capillaries affecting islet function, which can be

) . . . 2
the islets of Langerhans in the pancreas." This peptide is the associated with the destruction and displacement of cells.

major component of amyloid deposits found in pancreatic islets Moreover, it has been observed that patients with insulin
affecting up to 80% of islets” in more than 90% of patients with resistance have higher plasma concentrations of hIAPP than
type 2 diabetes.’ healthy people.’ hIAPP is toxic to fS-cells in vitro in its fibrillar
Type 2 diabetes is a multifactorial disease with genetic and form.” Several studies suggest that the species with highest
environmental components, characterized by a decreased ability cytotoxicity are the protofibrils and oligomers, and not the
of insulin to stimulate glucose metabolism® and a f-cell
secretory dysfunction and/or decreased p-cell mass.” Some Received: August 12, 2016
mammalian species including humans, monkeys, felines Published: October 5, 2016
ACS Publications  © 2016 American Chemical Society 10727 DOI: 10.1021/acs.inorgchem.6b01963
A4 Inorg. Chem. 2016, 55, 10727-10740
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Table 1. Peptide Sequences and EPR Parameters” for Their Complexes with Cu(II)

peptide sequence
hIAPP(15-22) AcFLVHSSNN-NH,
hIAPP(18—22) Ac-HSSNN-NH,

hIAPP(15—22)S19P
hIAPP(18—22) S19Sar”
hIAPP(18—22) S20Sar”
hIAPP(18—22) S19A
hIAPP(18—22) S20A
hIAPP(18—22) N21Q
hIAPP(18—22) N22Q
hIAPP(18—22) N22L

Ac-FLVHPSNN-NH,
Ac-HSarSNN-NH,
Ac-HSSarNN-NH,
Ac-HASNN-NH,
Ac-HSANN-NH,
Ac-HSSQN-NH,
Ac-HSSNQ-NH,
Ac-HSSNL-NH,

gl A (X 10* em™) coordination mode
2.234 164 3N10
2239 158 3N10
2233 173 2N20
2.296 150 2N20/1N30
2.281 168 2N20/IN30
2.240 159 3N10
2.246 151 3N10
2239 156 3N10
2.240 151 3N1O
2.244 146 3N10

“g) and A} values values were obtained from the simulation of each spectrum; a full list of EPR parameters is given in Table SI. bSar = sarcosine or

N-methylglycine.

mature fibrils formed by hIAPP.! Amyloid aggregates of hIAPP
can induce apoptosis of f-cells through various mechanisms,
which include disruption of lipid membranes, permeabilization
of cell membranes, oxidative stress, activation of calpain-2, and
mitochondrial dysfunction, among others.®

The process of amyloid formation has been studied
extensively, leading to the identification of many factors that
may affect its aggregation pathway, including genetic factors
such as the $20G mutation in hIAPP,’ seeding process of the
fragments of the hIAPP precursor (proIAPP) and hIAPP
glycation.” The ability of hIAPP to form amyloid fibrils resides
largely in its primary sequence. The region comprising residues
20—29 (SNNFGAILSS) is key to amyloid formation, ** but the
regions 8—20 and 30—37 also form fibers.” The inability of
rodent IAPP to form fibrils is attributed to sequence differences
in the 20—29 region (SNNLGPVLPP for rodent IAPP), where
the presence of three proline residues is thought to block the -
sheet formation."’

The formation of hIAPP amyloid fibrils can also be impacted
by other molecules, such as proteins, peptide hormones (like
insulin), and metal ions."" The role of metal ions in diseases
associated with protein aggregation processes has been studied
extensively, particularly for the case of amyloidogenic proteins,
such as amyloid-f, a-synuclein, and prion protein. An
important role for metal ions, mainly copper and zinc, has
been identified in the amyloid aggregation of these
proteins.”*™* In the case of hIAPP, various studies have
suggested that zinc deficiency is associated with type 2
diabetes.'> The role of Zn(II) in the aggregation of hIAPP
has been extensively studied, and it has been demonstrated in
vitro that this metal ion delays the fibril formation of hIAPP by
anchoring to His18 and affecting the local conformation around
this residue.'®'” Zinc promotes the formation of early
aggregates and affects their morphology and density.'® The
binding affinity of zinc for hIAPP is associated with a Ky = 1.12
uM," which is the same order of magnitude as the
concentrations of zinc found in the extracellular space (15—
25 uM).>°

On the other hand, the role of the copper ion in amyloid
formation of hIAPP is of particular interest given that serum
copper levels in diabetic patients are higher in comparison to
healthy people.”' ~*° It has been proposed that the deregulation
of copper homeostasis could play a role in T2D.** Cu(1I) also
inhibits hIAPP amyloid fibrillogenesis>” by binding to His18
residue in hIAPP'”*** Recent studies have shown that copper
inhibits the proteolytic action of insulin-degrading enzyme
(IDE), which is responsible for hIAPP degradation.30 The

proposed mechanism involves specific coordination of the
metal ion to hIAPP, which could induce conformational
changes in the peptide, rendering it unavailable for enzymatic
hydrolysis.”"

The role of copper in the cytotoxicity of hIAPP has been
explored by many groups in two aspects: (1) aggregation of the
peptide and formation of oligomeric species in the presence of
metal ion'”*'7** and (2) formation of reactive oxygen species
(ROS) that could contribute to an increase of oxidative
stress.”***° Viability assays have demonstrated that copper
induces the formation of oligomeric species, increasing the
cytotoxicity of hIAPP;*"**** while other studies reveal cell
apoptosis caused by copper—peptide complexes.””** Recent
findings by Lee and co-workers'” showed that Cu(II)-
containing oligomers of hIAPP form toxic aggregates with
random coil conformations. On the other hand, experiments
with catalase and electron paramagnetic resonance (EPR)
spectroscopy demonstrated that copper can stimulate the
formation of H,0, during amyloid formation, promoting
progressive degeneration of f-cells.”> It has been suggested
that copper-induced formation of ROS can cause mitochondrial
damage, leading to apoptosis.”*

Overall, it is clear that copper ions impact the amyloid
aggregation properties of hIAPP and may play a role in its
toxicity and in the etiology of type 2 diabetes. Understanding
the mechanisms involved requires a deeper knowledge of the
structural details of the interaction of copper with hIAPP. Our
previous study showed that the interaction of copper with the
region encompassing His18 and the residues that follow (18—
22) competes with the formation of S-rich structures and delays
the formation of hIAPP fibrils.”” In the present work, we have
performed a detailed spectroscopic study of Cu(II) binding to
monomeric hIAPP, using EPR, nuclear magnetic resonance
(NMR), electronic absorption and circular dichroism (CD) in
the UV—vis region in combination with electronic structure
calculations and Born—Oppenheimer molecular dynamics
(BOMD). The construction of several variants of the
hIAPP(18—22) peptide have allowed the evaluation of the
role of each residue in copper binding. Our study defines the
nature of the coordination environment around the metal ion
in the Cu(II)—hIAPP complex, revealing that the amino acid
residues involved in metal ion binding are also key residues for
the formation of f-sheet structures and amyloid fibrils.

B EXPERIMENTAL SECTION

Reagents. 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) protected amino
acids, Rink Amide MBHA resin, and ethyl (hydroxyimino)-

DOI: 10.1021/acs.inorgchem.6b01963
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Figure 1. (A) Titration of hIAPP(15—-22) (black) (A), hIAPP(18—22) (blue) (B), and hIAPP(15—22, S19P) (orange) (C) fragments with Cu(II)
as followed by circular dichroism at pH 7.5. Spectra recorded after addition of 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 equiv (dashed light color lines) and 1.0 equiv of
Cu(Il) (continuous dark line) are shown. (D) EPR spectra of the Cu(II) complexes with hIAPP(15—22) (black), hIAPP(18—22) (blue),
hIAPP(15—-22, S19P) (orange), after addition of 1.0 equiv of metal ion. Dotted lines correspond to the simulated EPR spectra, using parameters

listed in Table SI.

cyanoacetate (Oxyme Pure) for peptides synthesis were obtained from
Novabiochem. The reagents and solvents were reagent grade from
Sigma. HPLC-grade acetonitrile from Honeywell was used for peptide
purification. Water was purified to a resistivity of 18 M£2/cm using
Millipore Gradient deionized system. Deuterium oxide and deuterated
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) buffer were purchased
from Sigma.

Peptide Synthesis and Purification. The peptides listed in Table
1 were synthesized by solid-phase synthesis and Fmoc strategy, using
Fmoc-Rink amide resin.***” All peptides were acetylated at the amino
terminus, and the carboxylic terminal was amidated. Crude peptides
were purified by HPLC using a semipreparative C18 reversed phase
column. Peptide purity was determined by analytical HPLC and was
found to be >95%. Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-
MS) determined the molecular weight of each peptide, and all purified
products presented the expected molecular mass.

Preparation of Peptide Samples. Peptide solutions were
prepared in a mixture of 20 mM MES buffer and 20 mM N-
ethylmorpholine (NEM) buffer. For the pH titrations, the pH was
varied every 0.25 pH units by adding the necessary volume of NaOH
or HCI solutions, and it was followed by CD spectroscopy. Peptide
samples for EPR spectroscopy were prepared in the same buffer
mixture with 50% glycerol to achieve adequate glassing. The addition
of glycerol has no effect on the structure of the Cu(Il)—peptide
complexes, as evaluated by absorption and CD spectroscopy for all
buffer solutions and pH values used in this study. Final peptide
concentrations were on the order of 0.4 mM. The NMR experiments
were performed on 5.0 mM (*C NMR) peptide samples dissolved in
100% deuterium oxide. For 1D-IR experiments the samples were

10729

prepared in 100% deuterium oxide and 20 mM of deuterated MES
buffer with a final concentration of 0.3 mM. In each case the pH was
adjusted to 7.5 with NaOH in D,0.

UV-Visible Absorption and Circular Dichroism (CD) Spec-
troscopy. Room temperature absorption spectra were recorded using
an Agilent 8453 diode array spectrometer, and CD spectra were
acquired on a Jasco J-815 CD spectropolarimeter at room temperature.
A 1 cm path length quartz cell was used, and spectra were recorded
between 230 and 830 nm sampling points every 2 nm and with a
scanning speed of 100 nm/min.

EPR Spectroscopy. X-band EPR spectra were collected using an
EMX Plus Bruker System, with an ER 041 XG microwave bridge and
an ER 4102ST cavity. The following conditions were used: microwave
frequency, 9.4 GHz; microwave power, 10.02 mW; modulation
amplitude, S G; modulation frequency, 100 kHz; time constant, 327.68
ms; conversion time, 82 ms; and averaging over six scans. EPR spectra
were recorded at 150 K using an ER4131VT variable temperature
nitrogen system. EPR spectra were simulated with XSophe Computer
Simulation Software Suite Version 1.1.4.

NMR Spectroscopy. NMR spectra were acquired on a Bruker 600
MHz Avance II equipped with cryogenically cooled triple resonance
'"H(**C/"*N) TCl probe at 298 K. Proton and carbon resonances were
assigned by 1D 'H, '"H-'H TOCSY, 'H-"*C HMBC, and 'H-"*C
HSQC experiments. Chemical shifts were referenced to DSS as an
internal standard. Proton spin—lattice relaxation rates were measured
with a standard inversion recovery (1D-IR) Bruker pulse sequence.
The T, values were determined by a three-parameter fit of peak
intensities to the following equation:

DOI: 10.1021/acs.inorgchem.6b01963
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I(t) = Ij[1 — (1 + B) exp(—t/T;)]

where B is a variable parameter that considers nonideal magnetization
whose value is less than unity.**** The paramagnetic contributions of
Cu(Il) to the spin—lattice relaxation rate, Ry, were calculated
according to™

p
Rlp = Rlobs - prlfree = ﬁ
where f and b refer to the free and metal-bound states, respectively, the
p’s are fractional populations of the peptide, Ry, and Ry, are the
spin—lattice relaxation rates in the two environments, and 7 (the
inverse of the off-rate kinetic constant) is the residence time of the
peptide in the metal coordination sphere. Ry, (1/T};,) is accounted for
by the Solomon equation describing the dipole—dipole nuclear sgin-
electron spin interaction, here reported for systems with § = 1/2:*>*'

22,22
Ry = i(ﬁ) e = L%
7 10\ 4 6 ll + (0, — 0’7t 1+ ol

67¢
+ 22
1+ (0 — wg)"1&

where fi, is the permeability of the vacuum, y; and yg are the nuclear
and electron magnetogyric ratios, respectively, 7 is the reduced Planck
constant, @; and @g are the nuclear and electron Larmor frequencies,
respectively, r is the proton-metal distance, and 7 is the effective
correlation time.

Acquisition, processing, and visualization of the NMR spectra were
perfoirzned using TOPSPIN 3.2 (Bruker) and CcpNmr Analysis
24.2.

Theoretical Studies. The gas phase models for the Cu(II)-
hIAPP(18—22) complex were constructed with Molden® using the
full peptide fragment 18—22 (total number of atoms was 75) and
optimized with TeraChem,* using spin-unrestricted Kohn—Sham
theory within the linear combination of Gaussian-type orbitals to solve
the Kohn—Sham equations. For all models, a spin multiplicity of two
was imposed, employing the PBE* exchange-correlation functional
and DZVP* basis set as implemented in the deMon2k*” code. Explicit
solvation was included by adding four water molecules to each model
and reoptimizing the structures. NVT BOMD were performed with
spherical boundary conditions using TeraChem code default options,
namely, a time step of 1 fs was used to integrate the equations of
motion, the temperature was controlled at 300 K by rescaling at each
step the velocities of the atoms. The BOMD simulation was carried
out for 60 ps. From this time window, a local search for minimum
energy conformers at 0 K was performed, which made it possible to
identify the lowest energy conformers through this sampling. We then
performed two regular BOMD simulations of 20 ps (releasing the
spherical boundary conditions) for the lowest energy optimized model,
rescaling the temperature every SO integration steps. Afterward, the
first 3 ps of the simulation were discarded, and the energy minima
were reoptimized to be used as a starting point for a second BOMD
simulation with total of time length of 20 ps. This procedure was used
because the system remained with the same coordination pattern along
the first BOMD simulation. Selected points from this last BOMD
sampling were used for successive geometry optimizations and
spectroscopic simulation.

EPR parameters for selected models were calculated employing the
eprnmr module implemented in the 3.0.2 version of the ORCA*
electronic structure code. For such calculations, the hybrid exchange-
correlation functional PBE0*”>® was used; a DGAUSS basis set was
used for main row atoms, and the Core Property basis® was used for
the copper atom. It is important to mention that a special grid and an
integral accuracy of seven for copper (as reported in the Orca manual)
were also used. In all cases the center of electric charge was used as a
gauge origin and the orbital energy window used was (—1000,1000)
hartree. Although the models already included four explicit water
molecules, the COSMO implicit solvation, as implemented in ORCA,

was also used. Spin—orbit coupling was requested with SOCflags
1,3,3,1.

B RESULTS AND ANALYSIS

hlAPP(18—-22) as a Model for Cu(ll) Binding to
Monomeric hlAPP. Cu(II) coordination to hIAPP has been
previously studied using the hIAPP(15—22) fragment. A
titration of this peptide with Cu(Il), followed by CD, shows
the growth of signals associated with the hIAPP(15-22)—
Cu(Il) complex (Figure 1A), namely, a negative ligand field
transition as 16200 cm™' (Ae = —0.71 M~ ecm™), and three
ligand-to-metal charge transfer (LMCT) bands: a positive band
at 29800 cm™' (Ae = 0.14 M™' cm™'), a negative band at
32400 cm™" with very low intensity (Ae = —0.024 M~ cm™),
and a positive band at 39000 cm™" with high intensity (Ae =
2.64 M™" cm™). These LMCT bands have been assigned to the
deprotonated backbone amide N7, and the imidazole 7, and 7,
to Cu(Il) LMCT transitions, respectively.”” Previous work
supports the notion that this complex involves coordination to
the C-terminal residues.”’ Here, we have studied Cu(II)
binding to hIAPP(15—22 S19P), where the Pro residue at
position 19 would prevent coordination of the metal ion toward
the C-terminal. When a solution of hIAPP(15—22 S19P) was
titrated with Cu(II) at pH 7.5, all CD signals were saturated at
1.0 equiv of Cu(ll) indicating a 1:1 molar stoichiometry
(Figure 1C). Two ligand field transitions become evident: a
negative band at 16 580 cm™ (Ae = —021 M™' cm™) and a
positive band at 19300 cm™ (Ae = 0.15 M™' cm™), while
LMCT bands are observed in the region above 32 000 cm™),
possibly corresponding to imidazole to Cu(II) LMCT
transitions. Clearly, the Cu(II)—hIAPP(15—22 S19P) complex
displays a very different CD spectrum than that of the Cu(1I)—
hIAPP(15—22) complex (Figure 1A). Consistently, the EPR
spectrum of the Cu(II)—hIAPP(15—22 S19P) complex displays
very different A and g values, as compared to those associated
with the Cu(II)—hIAPP(15—22) complex (Figure 1D and
Table 1). Thus, by blocking the backbone amide of Ser19 and
inducing a turn on the backbone with a Pro residue,
coordination of Cu(Il) toward the C-terminal is prevented,
and a Cu(Il)—peptide complex with a different coordination
environment is formed. This is consistent with the notion that
Cu(II) coordination to hIAPP(15—22) involves residues that
follow Hisl8 in the sequence. If this is the case, then the
hIAPP(18—22) fragment would be a good model to study
Cu(Il) coordination to monomeric hIAPP. Cu(II) binding to
the hIAPP(18—22) fragment was studied by titrating the
peptide with Cu(Il) at pH 7.5, followed by CD (Figure 1B).
The CD signals are saturated at 1.0 equiv of Cu(II) indicating a
1:1 molar stoichiometry as in the case of the hIAPP(15—22)
fragment (Figure 1A, black spectra). The CD spectrum of the
Cu(II)—hIAPP(18—22) complex shows one d—d negative band
at 16050 cm™' (Ae = —0.89 M™! cm™) and three transitions
that correspond to LMCT bands: a positive band at 29 460
cm™' (Ae = 0.32 M™! cm™) that corresponds to deprotonated
backbone amide N~ to Cu(II) LMCT, a negative band at
32700 cm™ with very low intensity (Ae = —0.02 M™' cm™),
and a positive band at 38 840 cm™' with high intensity (Ae =
2.60 M~' cm™"), corresponding respectively to a 7; and a , to
Cu(I) LMCT bands arising from the interaction of the His18
imidazole with the metal ion.”>>* Clearly, the CD spectrum of
the Cu(II)—hIAPP(18—22) complex is practically identical to
that of the Cu(II)—hIAPP(15—22) complex. Moreover, their
EPR spectra display very similar A and g values: A} = 158 X
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107" em™ and g, = 2.239 for the Cu(II)—hIAPP(18-22)
complex, and Ay = 164 x 107" cm™ and g = 2.234 for the
Cu(II)—hIAPP(15—22) complex (Figure 1D, Tables 1 and S1),
which correspond to an equatorial coordination mode with
three nitrogens and one oxygen ligand, according to Peisach
and Blumberg correlations.” In both cases, a small amount

(<10%) of a second species with A = 168 X 10™* cm™" and g
= 2.276 also becomes evident in the EPR spectrum; given the
pK, values associated with the Cu(II)—hIAPP(18—22) (6.28 +
0.01, Figure S1) and the Cu(II)-hIAPP(15—22) complex
(623 + 0.13),” the second species likely corresponds to the
protonated form of each complex.
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Overall, these results indicate that the hIAPP(18—22)
peptide is an adequate model that reproduces the Cu(II)
coordination features of the longer peptide hIAPP(15—22).
Our findings are consistent with a study by Li and co-workers*
showing by laser ablation electrospray ionization ion mobility
separation mass spectrometry (LAESI-IMS-MS) that Cu(II)
exhibits strong association with these residues -HSSNN- (18—
22) of hIAPP.

Identifying the Backbone Amides Involved in Cu(ll)
Binding to hlAPP(18—22). In order to further characterize
the role of backbone amide groups in the coordination of
Cu(Il) to hIAPP(18—22), two hIAPP(18—22) variants were
synthesized: hIAPP(18—22 S19Sar) and hIAPP(18-22
S20Sar), where Sar corresponds to sarcosine, i.e, N-
methylglycine. In these peptides, the backbone amide is
blocked by the methyl group at the position of each sarcosine
(scheme in Figure 2). The UV—vis electronic absorption (A),
CD (B), and EPR (C) spectra of the Cu(Il) complexes with
these Ser to Sar variants are compared to those of the Cu(II)—
hIAPP(18—22) complex in Figure 2. The UV—vis absorption
spectrum of the Cu(II)—hIAPP(18—22) complex (black line)
displays a ligand field band at ~16300 cm™ (¢ = 91 M~
cm™'), while this transition is shifted to ~14 400 cm™ (& = 36
M em™) for the Cu(II)—hIAPP(18—22 S20Sar) complex
(dark blue line), and the absorption spectrum of the Cu(Il)—
hIAPP(18—22 S19Sar) complex (light blue line) has such low
intensity that it is not possible to determine the energy for the
ligand field transitions. The drastic effects of the Ser to Sar
substitutions are also evident by CD (Figure 2B): the spectra
for the Cu(II)—hIAPP(18—22 S19Sar) and Cu(II)—hIAPP-
(18—22 S20Sar) complexes have such low intensity that their
transitions are hard to identify. The low intensity of the CD
spectra for the Ser to Sar variants indicates that either the
chirality of the complexes has changed (as in the case of the
formation of a very different Cu(Il) complex) and/or the
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affinity of the peptide for Cu has decreased (since unbound
Cu(II) would not contribute to CD intensity). Consistently,
the EPR spectra for these variants indicate the presence of free
Cu(Il) in solution (indicated as asterisks in Figure 2C), and the
formation of a Cu(II) complex with A and g values that are
very different from those of the Cu(II)—hIAPP(18-—22)
complex (Figure 2C, Tables 1 and S1). In both cases, the Ser
to Sar substitutions yielded Cu(Il) complexes with more
oxygen-rich equatorial coordination modes (2N20/1N30).
Altogether, these results indicate that the backbone amide
groups of Serl9 and Ser20 participate in the coordination
sphere of the Cu(I1)~hIAPP(18—22) complex.

Evaluating the Role of Hydroxyl Groups of Ser19 and
Ser20. The participation of the hydroxyl groups of Ser19 and
Ser20 in Cu(Il) binding was evaluated by replacing Ser19 or
Ser20 with Ala residues (Scheme in Figure 3). The UV—vis
electronic absorption and CD spectra of Cu(Il)—hIAPP(18—22
S19A) (Figure 3A,B, orange line) are practically identical to
those of the Cu(II)—hIAPP(18—22) complex (black line),
while significant changes are observed for the Cu(Il)—
hIAPP(18—22 S20A) complex (red line). Specifically, the
ligand field band for the Cu(II)~hIAPP(18—22 S20A) complex
(red line) is shifted to lower energy in the absorption spectrum
(Figure 3A), as compared to that of the Cu(II)—hIAPP(18—
22) complex (black line), while the CD intensity of all
transitions is significantly decreased (Figure 3B). Consistently,
the EPR spectra of the Cu(II)—hIAPP(18—22) complex (black
spectrum) and Cu(II)—hIAPP(18—22 S19A) complex (orange
spectrum, Figure 3C) are practically identical, while that for the
Cu(II)—hIAPP(18—22 S20A) complex (red spectrum) displays
different EPR parameters. Overall, these results indicate that
the hydroxyl group from Serl9 is not participating in copper
coordination, while that of Ser20 does contribute to Cu(II)
binding at this site.
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Evaluating the Role of Asparagines 21 and 22. In order
to evaluate the role of Asn residues 21 and 22 in Cu(II)
coordination, the N21Q, N22Q, and N22L variants of
hIAPP(18—22) were prepared. In the first two, the R-group
from asparagine, —CH,—CO-NH,, has been replaced by the
longer group, —CH,—CH,—CO-NH,, and in the N22L variant
the R-group of asparagine 22 has been replaced by an aliphatic
group —CH,—CH-(CHs;), as shown in the scheme of Figure 4.
Overall, the UV—vis absorption and CD spectra of the Cu(II)—
hIAPP(18—22) complex and the N21Q variant are practically
identical (Figure 4A,B), while their EPR spectra display very
similar EPR parameters (Figure 4C, Table 1), clearly indicating
that Asn21 does not participate in Cu(II) coordination to the
peptide. On the other hand, the absorption and CD spectra of
the Cu(II)-hIAPP(18—22 N22Q) (green lines) and the
Cu(II)—hIAPP(18—22 N22L) (purple lines) complexes display
decreased intensity of their d—d band at 16200 cm™ and
LMCT 7z, transition at 39030 cm™', while a small shift is
evident at the LMCT transitions with respect to those of the
Cu(II)—hIAPP(18—22) (black line). Consistently, the EPR
spectra of the complexes with Asn22 substitutions show
changes in their A and g, values, most notably for the N22L
variant (Figure 4C, Tables 1 and S1). Overall, these results
suggest that Asn22 may play a role in Cu(II) coordination to
hIAPP(18—22); however, the effects of its substitution for a
noncoordinating residue in the spectroscopic features of the
complex are mild, as compared to those observed upon the Ser
to Sar or S20A substitutions. Thus, the role of Asn22 in Cu(II)
binding to hIAPP(18—22) might be as an axial ligand or as part
of the second sphere coordination shell.

Cu(ll) Binding to hlAPP(18—22) as Probed by NMR.
'"H-'3C nuclear magnetic resonance (NMR) signals were
assigned using 1D 'H, '"H-'H TOCSY, 'H-"C HSQC, and
HMBC spectra. Figure SA shows the overlaid aliphatic region
of the '"H—"*C HSQC spectra of hIAPP(18—22) in the absence
(blue) and presence (red) of 0.2 equiv of Cu(Il). The
paramagnetic effect of Cu(II) causes broadening of the signals
due to relaxation enhancements,”” and the most affected ones
are the HB-CS and Ha-Ca of Hisl8, which disappear
completely upon addition of Cu(Il), indicating that His18 is
the main anchoring site for Cu(II). To gain further insight into

the structural features of Cu(Il) binding to hIAPP(18-—22),
proton spin—lattice relaxation rates of the imidazole protons
He and Ho were measured to determine to which nitrogen, N1
or N3 of His18 coordinates Cu(II).> Figure 5B displays the fits
for T, of He (light blue) and HS (dark blue) for the free
peptide, and those for the bound species after addition of 0.02
equiv of Cu(Il) (He (orange) and H§ (red)). The 'H NMR
spectra given in Figure S2 shows the broadening effect on both
signals after addition of Cu(II). Table 2 shows the parameters

Table 2. Parameters from 1D-IR Experiment of the Protons
He and H6 of His18

Tifee Tivound  Ribgree  Ribbound Ry, dist (nm)

HS 22 0334 0455 2.994 2549 0506
He 22 0239  04SS 4.184 3739 0.3 (fixed)

Ty, Ry Ry, and the distance for the protons He and H6 to
Cu(Il) ion. 7y = 1/kg was calculated using a fixed distance of
0.3 nm from Cu(II) to He® of His18, obtaining a value of 5.2
ms. A global correlation time 7 of 0.4 ns was assumed.”” Figure
SC compares the two possibilities of binding of Cu(II) to N1 or
N3, where the distance of 0.3 nm from Cu(II) to He is fixed.
These results clearly show that Cu(Il) is binding to N1 of
imidazole ring of His18.

Figure 6 shows the overlaid 1D C NMR spectra of
hIAPP(18—22) in the absence (blue) and presence (red) of 0.4
equiv of Cu(II). Upon addition of the metal ion, the signals for
CO, C,omaiv Ca, and Cf from Hisl8 disappear completely,
while all other signals display decreased intensity. The intensity
of the signal of the Asn22 seems to be more affected than that
of Asn2l, consistent with the notion that Asn22 might be
involved in Cu(II) coordination (vide supra).

Theoretical Studies of Cu(ll) Binding to hIAPP(18—22).
On the basis of our spectroscopic results, it becomes clear that
the three nitrogens in the equatorial coordination sphere of Cu
bound to hIAPP(18—22) are provided by the imidazole
nitrogen N1 of His18, the deprotonated amides of Ser19 and
Ser20, and an oxygen-based ligand, which likely corresponds to
the OH group of Ser20, while Asn22 might also play a role as
an axial ligand. In order to shed light into the nature of the
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oxygen-based equatorial ligand and the role of Asn22 in Cu
coordination, several models of the Cu(II)-hIAPP(18—22)
complex were evaluated by electronic structure calculations and
Born—Oppenheimer molecular dynamics. All models included
a 3N1O equatorial coordination mode, where the three
nitrogen ligands are provided by His18 and backbone amides
of Ser19 and 20, as described above. Different possibilities for
the equatorial oxygen-based ligand were evaluated, including
the OH group from Ser20 (named 3NOgyy/sy0), the backbone
carbonyl of Ser20 (named 3NOcq/s,0), the backbone carbonyl
of Asn22 (named 3NOcg/nz;), or a water molecule.
Furthermore, coordination of Cu(II) by the amino acid chain
of Asn22 was also included for some models, where the
CONH, moiety acts as an axial ligand, namely,
3NOor/5200aaico/nz2 and 3NOco/s5200uaico/nzz: Solvation
effects were included by geometry optimization of the models
after adding four explicit water molecules. Figure 7 shows all
geometry-optimized models; their structural and calculated
EPR parameters are listed in Table S2, while selected
parameters are listed in Table 3. It should be noted that a
model with an equatorial water molecule could not be obtained,
as the water ligand did not remain as part of the coordination
shell upon geometry optimization. On the other hand, the
model that includes the carbonyl group of Asn22 as an
equatorial ligand has a relative energy of 38.7 kcal/mol, strongly
suggesting that Asn22 would not participate as an equatorial
ligand for Cu(Il) in this complex.

The two most stable models correspond to those with no
axial ligand, where the equatorial oxygen-based ligand is
provided by either the OH group of Ser20 (3NOgy/s;0) or
by the backbone carbonyl of Ser20 (3NOcq/sy0), with relative
energies of 0.0 and 3.4 kcal/mol, respectively. This energetic

10734

40 3N10co/n22

35
20,

"3N10c0/5200xH20

s
1]

3N1004,5200/H2

BNTOc0/5200m: w22

2

AE [keal mol~1]

Wt

-y
=

3N 100452000 /22

. 3N10cq;s0,

‘J

. ™

Figure 7. Optimized structural models for Cu(II) bound to the
hIAPP(18—22) fragment.

difference is very small, and in fact, a BOMD simulation with
these two structures shows that their relative stabilities are very
similar (Figure S3), and thus, both are plausible models for the
equatorial coordination shell. Still, it should be noted that all
models where the equatorial ligand is provided by the OH
group of Ser20 are 3—5 kcal/mol more stable than the
corresponding structures with the backbone carbonyl of Ser20
(Table 3). This observation is consistent with the experimental
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Table 3. Relative Energies, Calculated EPR Parameters, and Bond Distances” for Selected Models

model exp 3NOom/s20  3NOom/s20 Oawmzz 3NOon/s200am0  3N1O0coss20  3NOco/s200axyn22  3NOco/s200avm0  3N1O0co/naa
E,y [kcal/mol] N.A. 0.00 10.63 13.47 3.36 14.32 18.00 38.73
e 2.055 2.042 2.045 2.029 2.047 2.0585 2.035 2.054
g 2.087 2.057 2.071 2.146 2.066 2.081 2.098 2.057
g 2.239 2.157 2.174 2217 2.176 2.194 2.188 2.185
A, (MHz) 474 —486 —424 417 —437 —477 —407 -519
Cu—Nys N.D. 1.97 1.95 1.96 1.95 2.01 1.98 2.01
Cu—Nrg N.D. 2.05 2.03 2.16 1.99 2.04 2.03 2.00
Cu—Ngy N.D. 1.90 191 1.92 191 1.93 1.95 2.01
Cu—OSzoh N.D. 2.12 2.26 2.57 2.40 2.20 2.26 2.17
Cu—Opga” N.D. 2.74 222 2.35 2.35 3.11

“Bond distances are given in A. YCu—Qy,, refers to equatorial Cu—O bond, which could be backbone CO or OH moiety from Ser20, depending on
the model. “Cu—0,y, refers to axial Cu—O bond, which could be the amide CO moiety from Asn22 or an axial water, depending on the model.

Scheme 1. Two Proposed 3N10 Equatorial Coordination Modes for the Cu(II)~hIAPP Complex where the Oxygen-Based
Ligand Is Provided by Either the Hydroxyl Group of Ser20 (3N10gy/s50) or the Backbone Carbonyl of the Same Residue
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“In both cases, Asn22 may act as an axial ligand (3NOgOy/n22)- These species may coexist, although the 3N10 gy /g, structure is favored.

results that reveal an important role of the OH group of Ser20
in Cu(II) coordination to hJAPP(18—22). The calculated EPR
parameters for these two complexes provide a reasonable
description of the g, and A, values (Table 3), particularly for
the hyperfine couplings, for which a difference between
calculated and experimental values of ~S5% is considered
acceptable for this type of calculation.>® Interestingly, the
3NOco/s20 model provides a better description of the g, value,
while the 3NOgy/s;0 model has a better match for the
experimental A,. These calculated EPR parameters are also
consistent with the experimental results for the S20A variant. If
we assume that both 3NOgy/s50 and 3NOcq/s,0 are plausible
models for the Cu(II)—hIAPP complex and may represent
coexisting species; thus, the S20A variant would favor the
3NOcq/s20 species, which is predicted to have a higher g, and a
lower A, value. This is precisely the trend observed
experimentally for the S20A variant. Thus, it is plausible that
these two coordination modes, 3NOqy/s50 and 3NOcg /50,
could coexist; however, the drastic changes observed by CD for
the S20A variant strongly suggest that the most populated
coordination mode is 3NOgp/s50-

Axial ligation by water molecules or by the CONH, moiety
of Asn22 was also evaluated, using the two most stable
equatorial coordination shells, 3NOgy/s50 and 3NO¢q/s50- The
resulting structures with axial ligands are considerably higher in
energy (about 10 kcal/mol for Asn22 and 13—15 kcal/mol for
water) than the corresponding tetra-coordinated models with
no axial ligation (Figure 7 and Table 3). The presence of a
water molecule as an axial ligand improves significantly the
description of the g, value, but it lowers A, to values that fall
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outside the acceptable range for this parameter; moreover, it
yields more distorted structures with very rhombic g, and g,
values, as demonstrated by the 3NOgy/5200am,0 and

3NOco/5200am,0 models in Table 3. EPR simulations of the

experimental spectrum of the Cu(II)~hIAPP complex do not
reflect such large rhombicity (Figure 1D, Tables 3 and S1).
Thus, we conclude that axial ligation by a water molecule does
not provide a good description of the Cu(II)—hIAPP complex.
On the other hand, axial ligation by the CONH, moiety of
Asn22 improves significantly the description of the g, value,
while keeping a good description of the Cu hyperfine coupling,
as shown for the 3NOqp/500an22 and 3NOcp/s200a0/n22
models in Table 3. Particularly, the calculated EPR parameters
for the 3NO¢p/5200a,/n22 Structure are in excellent agreement
with the experimental values. Thus, although the relative energy
for this model is 11 kcal/mol higher than the corresponding
model with no axial ligation, the possibility that Asn22 may play
a role as an axial ligand cannot be discarded.

Overall, our electronic structure studies validate that the
equatorial coordination shell in the Cu(II)—hIAPP complex
involve the imidazole nitrogen N1 of His18, the deprotonated
amides of Serl9 and Ser20, and an oxygen-based ligand that
can be provided either by the OH group of Ser20 or its
backbone carbonyl, possibly leading to two coexisting species
(Scheme 1). Our calculations also help discard the participation
of water molecules in the coordination shell and the possibility
of Asn22 acting as an equatorial ligand, while the involvement
of Asn22 as an axial ligand is plausible.
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Bl DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Copper Coordination to hIAPP. Our spectroscopic and
theoretical studies have elucidated the coordination features of
Cu(II) bound to hIAPP, confirming the involvement of His18
and the following residues toward the C-terminal region, and
defining the residues HSSNN of hIAPP(18—22) as the minimal
unit to model Cu binding to this peptide. Cu(II) coordinates to
the N1 (oftentimes referred to as N&§) of Hisl8, two
deprotonated amides from Serl9 and Ser20 and one oxygen-
based ligand provided by either the hydroxyl group or the
backbone carbonyl of Ser20. For both of these two 3N10O
coordination modes, a set of three chelate rings with seven, five,
and five members is formed (Scheme 1); thus the impact of the
chelate effect on the relative stability of these two species would
be similar. Although we cannot discard the formation of the
3N1O coordination mode with the backbone carbonyl of
Ser20, theoretical and spectroscopic results demonstrate that
the binding mode with the hydroxyl group of Ser20 is favored,
possibly due to the formation of a stronger Cu(II)—OH bond
(Cu—0 bond distance is 2.12 A), as compared to a weaker and
more distorted Cu(II)—O backbone carbonyl bond (with
distance at 2.40 A) (Table 3 and S2). In either case, it is clear
that Ser20 plays a very important role in the overall stability of
the complex, as it provides the backbone amide and the oxygen-
based ligand needed to form the two five-membered rings in
the 3N10O coordination mode.

Initial Cu(Il) binding toward the C-terminal region in His-
containing peptides is less common, as compared to binding
toward the N-terminal, because the latter forms a more stable
six-membered ring with the imidazole group and the His
backbone amide, while binding toward the C-terminal amide
yields a seven-membered ring.”” This has been the rationale
used in a recent study by Magri et al, who erroneously
concluded that copper coordination to hIAPP involves residues
toward N-terminal domain.®® However, several factors dictate
this binding preference, including the nature of the side chains
in the vicinity of the His residue, the relative stability of the ring
patterns that are formed in the chelate, and the number of
deprotonated amides involved in metal binding.” Moreover, in
a 3N10 complex with two deprotonated amides, Cu(II)
binding toward the N-terminal amides yields a chelate with six-,
five-, and seven-membered rings, which would be overall less
stable than the resulting chelate from coordination toward the
C-terminal amides, yielding a seven-, five-, and five-membered
rings.6l One example of copper coordination toward the C-
terminal region is the octarepeat region of the human prion
protein, where the Pro residue in the metal ion binding motif
—PHGGGWSQ- prevents coordination toward the N-terminal
region.”> Remarkably, the spectroscopic features of this binding
site, particularly the CD signals, are very similar to those
observed in the hIAPP fragment studied here. In the case of
hIAPP, the presence of bulky hydrophobic residues preceding
His18 is likely the cause for Cu(II) coordination to occur
toward the C-terminal region. Conversely, the insertion of a
Pro in position 19 in our model peptide turned into a “break-
point” in the metal ion coordination site,*%* forcing Cu(II)
coordination toward the N-terminal region, in a similar fashion
as observed recently by Rowinska-Zyrek in the membrane
disrupting fragment of hIAPP(1—19).° This fragment lacks
Ser20, which is a key residue to stabilize Cu(I) coordination
toward the C-terminal region; consistently, the spectroscopic
features reported for the Cu(Il) complex with the hIAPP(1—

19) fragment are remarkably similar to those observed here for
the S19P variant. Overall, these observations and the fact that
Ser to Sar substitutions have a significant impact on the
spectroscopic features of the Cu(II)-hIAPP complex allow us to
unequivocally conclude that Cu(II) coordination occurs toward
the C-terminal, involving the deprotonated backbone amides of
Ser19 and Ser20.

Copper Coordination Involves Key Residues for
Aggregation. The coordination sphere around the metal
ion in the Cu(II)—~hIAPP complex involves key residues that
play a very important role in hIAPP aggregation. His18 is the
anchoring residue for Cu(Il) coordination to the disordered
peptide,” and at the same time, it is located right in the middle
of the f-sheet structure in the hIAPP fibrils.**®” Thus, Cu(1I)
binding to hIAPP inevitably competes with f3-sheet formation,'”
and it has an inhibitory effect in amyloid aggregation.”” In this
study we have also identified Ser20 as a key residue that
stabilizes Cu(Il) coordination to hIAPP, by providing the
ligands needed to form a stable chelate with two five-membered
rings. Interestingly, S20G is a natural mutation of hIAPP
associated with early onset of type 2 diabetes in certain Asian
populations, and it accelerates hIAPP amyloid aggregation in
vitro.”***” The impact of the S20G mutation in the folding of
the peptide and the mechanism involved in its accelerated
amyloid aggregation are unknown, although the less bulky Gly
residue at position 20 might facilitate the formation of the -
sheet structure, as this residue is located at the loop turn in the
fibril structure.’”” However, from what we now know about
Cu(II) coordination to hIAPP, one would expect that the S20G
natural mutation would impact significantly the ability of the
peptide to coordinate Cu(1I) ions, which in turn would affect
its conformation and its ability to form amyloid fibrils. Given
the inhibitory effect of Cu(II) coordination in hIAPP fibril
formation, decreased Cu(II) binding to the S20G variant would
result in increased amyloid aggregation, potentially explaining
the early onset of type 2 diabetes in those patients.

It has been demonstrated that the amide side chains of the
asparagine residues 21 and 22 can dictate specific interactions
that contribute to the ability of hIAPP to form fibers.”” Here,
we found that these asparagines residues may also play a role in
Cu(II) binding, particularly Asn22 as a potential axial ligand to
copper. Although the relative energy of the coordination
models that include this residue as an axial ligand are 10—14
kcal/mol higher than the most stable structure, the
spectroscopic changes observed upon substitutions of Asn22
indicate a role for the amide side chain of this residue in Cu(II)
coordination. Interestingly, the coordination mode that
includes the backbone carbonyl of Ser20 as an equatorial
ligand and the —CO-NH, moiety of Asn22 as an axial ligand
(i-ey 3NOco/s200ax/n22) is the structure that best reproduces
the experimental EPR parameters. Thus, it is tempting to
propose that this coordination mode might coexist with the
modes shown in Scheme 1, even if it might be less populated. If
so, the participation of Asn22 in Cu(Il) coordination would
further contribute to the inhibitory effect of this metal jon in
hIAPP amyloid aggregation. Moreover, for Asn22 to reach into
the metal ion coordination shell, a larger conformational change
in the peptide would be needed, thus favoring a potentially
different set of peptide conformations.

Copper Binding May Impact hIAPP Conformation.
Human IAPP is an intrinsically disordered peptide with a
flexible random coil fold that would be capable of adopting

different conformations upon interaction with other molecules.

DOI: 10.1021/acs.inorgchem.6b01963
Inorg. Chem. 2016, 55, 10727—10740


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.inorgchem.6b01963/suppl_file/ic6b01963_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.inorgchem.6b01963

Inorganic Chemistry

Scheme 2. Conformational Energy Landscapes for Metal-Free

A Metal-free hIAPP

Random coil

Energy

Amyloid fibrils

and Cu(II)-Bound hIAPP“

B Cu(I)-bound hIAPP

: : } Ccu*?

Amyloid fibrils

“Intrinsically disordered peptides such as hIAPP have flexible random coil conformations and thus, have a “flatter” conformational energy landscape
(A). hIAPP conversion to beta-sheet structures facilitate the irreversible formation of highly stable amyloid fibrils (energy well in A). Metal ion
binding to hIAPP would impact this conformational energy landscape, stabilizing a set of conformers that would encounter a higher energy barrier
(red arrow) for their conversion to -sheet structures and amyloid aggregation (B).

In the secretory granules, hIAPP is exposed to insulin and
hormone peptides, as well as metal ions such as zinc and
copper.'’ Because of this, it is reasonable to propose that the
interaction of hIAPP with some of these physiologically
relevant molecules might impact its conformation and hence
modulate its aggregation properties. For instance, it has been
proposed that the interaction of insulin with hIAPP inhibits its
amyloid aggregation,'' perhaps favoring a particular set of
hIAPP conformers. In this context, the notion that Cu(II)
binding to hIAPP might lead to different coexisting
coordination modes that in turn could favor different sets of
Cu-induced conformational ensembles is appealing (Scheme
2). Similar to the case of the amyloid-f peptide associated with
Alzheimer’s disease,”’ our study points to a scenario where
Cu(I) binding to hIAPP might lead to the coexistence of more
than one coordination mode, namely, 3NOgy/s,o and
3NOco/s20, and possibly a coordination mode where Asn22
would act as an axial ligand (3NOc¢g/s200ax/n22)- Since each of
these species would impose different strains in the backbone
peptide conformation, this dynamic coordination scenario
would lead to the stabilization of different sets of hIAPP
conformers that would be distinct from those associated with
metal-free hIAPP (Scheme 2). Indeed, a recent mass
spectrometry and molecular dynamics study has determined
that Cu(Il) binding to hIAPP favors the formation of
conformers and oligomeric species that differ from those
observed in metal-free hIAPP samples.'”

Metal-induced changes in the folding of hJAPP would impact
different properties of this peptide. For instance, many studies
have demonstrated that Cu(II) binding to hIAPP protects it
from enzymatic degradation by the insulin-degrading enzyme
(IDE), particularly in the region around His18.””*" In a similar
fashion as Cu(II) ions, Zn(II) and Ni(I) binding to His18 of
hIAPP inhibits its amyloid aggregation by changing its local
conformation nearby this residue.'”'®'” In this regard, the
effect of His-binding metal ions in hIAPP differs from the

scenario observed for the amyloid-f peptide. The His residues
that anchor Cu(II) and Zn(Il) ions to the amyloid-# peptide
are located in the hydrophilic N-terminal region and do not
compete with the formation of ff-sheet structures and fibrils.””
In contrast, the anchoring His residue for metal ions in hIAPP
is located in the middle of the hydrophobic region of the
peptide that participates in f-sheet formation.” Thus, Cu(II)
binding to hIAPP would favor a set of peptide conformers that
would not be amenable for conversion into f-sheet structures,
raising the energetic barrier toward amyloid fibril formation
(Scheme 2). Cu-induced hIAPP conformers would not only be
less likely to form amyloid structures, but could actually
promote the formation of oft-pathway aggregates that may be
more toxic to cells.'”

In summary, our study has revealed structural details of the
Cu(I1)—hIAPP complex, and it has identified the key residues
involved in metal ion coordination. Beyond the anchoring
His18 residue, Serl9 and Ser20 also play important roles by
providing the deprotonated backbone amides that yield a 3N
equatorial coordination mode. Most importantly, Ser20 plays
the crucial role of stabilizing Cu(II) coordination toward the C-
terminal region of hIAPP, as it provides the oxygen-based
equatorial ligand, either via its hydroxyl group or its backbone
carbonyl, that yields two 3N1O coordination modes with a
stable set of chelate rings. Our finding that Ser20 plays an
important role in Cu(Il) coordination to hIAPP provides a
potential link between the S20G mutation associated with early
onset of type 2 diabetes, its impact in Cu binding properties,
and hIAPP amyloid aggregation. On the other hand, our study
points to a scenario where Cu(II) binding to hIAPP might lead
to the coexistence of more than one coordination mode, which
in turn could favor different sets of Cu-induced conformational
ensembles. Because metal ion coordination involves residues
that are key for the formation of f-sheet structures, such Cu-
induced hIAPP conformers would display a higher energetic
barrier to form amyloid fibrils, hence explaining the inhibitory
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effect of Cu ions in hIAPP aggregation. Overall, this study
provides further structural insights into the bioinorganic
chemistry of type 2 diabetes.
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ABSTRACT: Type 2 diabetes (T2D) is one of the most
common chronic diseases, affecting over 300 million people
worldwide. One of the hallmarks of T2D is the presence of
amyloid deposits of human islet amyloid polypeptide (IAPP)
in the islets of Langerhans of pancreatic f-cells. Recent reports
indicate that Cu(Il) can inhibit the aggregation of human
IAPP, although the mechanism for this inhibitory effect is not
clear. In this study, different spectroscopic techniques and
model fragments of IAPP were employed to shed light on the
structural basis for the interaction of Cu(II) with human IAPP.
Our results show that Cu(II) anchors to Hisl8 and the
subsequent amide groups toward the C-terminal, forming a
complex with an equatorial coordination mode 3N1O at
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physiological pH. Cu(II) binding to truncated IAPP at the His18 region is the key event for its inhibitory effect in amyloid
aggregation. Electron paramagnetic resonance studies indicate that the monomeric Cu(II)-IAPP(15—22) complex differs
significantly from Cu(II) bound to mature IAPP(15—22) fibers, suggesting that copper binding to monomeric IAPP(15—22)
competes with the conformation changes needed to form f-sheet structures, thus delaying fibril formation. A general mechanism
is proposed for the inhibitory effect of copper and other imidazole-binding metal ions in IAPP amyloid formation, providing

further insights into the bioinorganic chemistry of T2D.

B INTRODUCTION

Type 2 diabetes (T2D) is one of the most common chronic
diseases. It is a degenerative metabolic disease characterized by
elevated blood glucose levels, abnormal insulin secretion, and
insulin resistance." One of the hallmarks of T2D is the presence
of amyloid deposits of islet amyloid polypeptide (IAPP) in the
islets of Langerhans of pancreatic f3-cells.”> IAPP, also known
as amylin, is a putative polypeptide hormone expressed mainly
by the f-cells in humans, and it is stored with insulin in
secretory granules.”” The release of IAPP from f-cells occurs in
response to nutrient stimuli, as well as insulin.’ The ratio of
IAPP/insulin concentrations is 1:10,7 while the clearance rates
are slower for IAPP.® However, the levels of amylin are elevated
in conditions associated with insulin resistance, such as obesity”
and pregnancy.'® The physiological role of IAPP is not well-
understood, but it has been proposed that the peptide is related
to glucose metabolism'' and that it participates in the
regulation of food intake, body weight,12 and renal filtration."®
Although the physiological activity of amylin is still unknown,
clearly the peptide plays a fundamental role in the pathogenesis
of T2D, since ~90% of patients with T2D at autopsy have

-4 ACS Publications  © 2015 American Chemical Society
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amyloid deposits, and its degree correlates with the severity of
the disease.'™"

IAPP sequence is highly conserved among mammalians;
however, only IAPP from humans, primates, and cats are able
to form amyloid fibrils, whereas IAPP from rodents is not
amyloidogenic.lé’17 It is known that the region 20-29 is
aggressively amyloidogenic, while fragments 30—37 and 8—20
are also prone to form amyloid fibers.'"® The sequence
differences between human and mouse IAPP are the
substitution of Hisl18 by Arg in mouse and the presence of
three Pro residues within the region of 20—29.'” The
substitution of Hisl8 by Arg does not influence the
amyloidogenicity of the fragment 8—20;'® however, the
presence of Pro residues in the 20—29 region preclude the fS-
sheet conformation necessary for amyloid fibril formation, and
it may be the cause of the lack of amyloidogenicity of rodent
IAPP."

The IAPP structure in solution is hard to establish by its
aggressive propensity to aggregate, even at low concentrations.
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However, NMR experiments have shown that hIAPP on
sodium dodecyl sulfate micelles has an overall kinked helix
motif.'> Moreover, some circular dichroism (CD) studies have
reported that IAPP is natively disordered in solution,'®*°
although absorption spectroscopy, two-dimensional (2D)
infrared spectroscopy and NMR studies show an increase in
the helical content prior to its conversion to the f-sheet and
fibril conversion.’’”** In addition, fibrillization studies in the
presence of lipids or in aqueous solutions of hexafluoroisopro-
panol have proved to accelerate the rate of IAPP fibrilliza-
tion.”*** Crystallographic studies of IAPP fused with maltose
have shown that IAPP can adopt an a-helical structure at
residues 8—18 and 22—27 and that molecules of IAPP dimerize
accelerating the fibril formation.>®

In this context, the role of metal ions in the aggregation of
IAPP has become a matter of investigation given that several
metal ions have been linked to amyloid aggregation associated
with other degenerative diseases, such as Alzheimer, Parkinson
and prion diseases.’®” The effect of zinc is particularly
interesting since it is present in pancreatic f-cells at millimolar
levels (%ranules) and micromolar concentrations (extracellular
space),””*® while clinical and epidemiological studies suggest
Zn deficiency as a common symptom in T2D. On the other
hand, in vitro assays show that Zn(Il) significantly inhibits
IAPP amyloid fibrillogenesis®” by binding to His18* and/or by
inhibiting the formation of a dimer that precedes the formation
of amyloid fibrils.*® Some studies show that copper levels are
affected in diabetic patients,>"** while others affirm that the
levels of copper in serum are significantly higher in diabetic
patients as compared to healthy individuals,**~>° suggesting a
link between copper homeostasis and the ethiology of T2D.
Also, some studies indicate that copper levels affect glycemic
control in T2D.**

Amyloid-induced toxicity to f-cells is thought to be mediated
by increased cellular free radical production,®® while a role for
Cu(Il) in the production of reactive oxygen species (ROS) and
IAPP amyloid aggregation has been proposed.***”** However,
a recent study revealed that Cu(II) and Ni(Il) inhibit I[APP
fibrillization and decrease the viability of INS-1 rat insulinoma
cells.* Both metal ions have very similar binding characteristics,
but Ni(II) is not able to catalyze ROS production; thus, the
toxicity of Cu(II) was not ascribed to ROS formation but to the
stabilization of toxic intermediate species.’® Consistently, a
recent study shows that the Cu(II)-IAPP complex produces
hydrogen peroxide to a lesser extent than free Cu(Il) in
solution, suggesting a sacrificial protective role for IAPP in
conditions of high copper concentration.*’

A potent inhibitory effect of Cu(II) in human IAPP and
prolAPP amyloid aggregation has been reported,””**~** while
CD studies show that copper induces a more compact
conformation with no p-sheet folding.*> However, the
structural details of Cu(Il) binding to IAPP remain unknown,
impeding further understanding of the mechanism by which
Cu(II) inhibits amyloid aggregation. In this study, we employed
different spectroscopic techniques to shed light on the
structural basis for the interaction of Cu(Il) with different
fragments of human IAPP. In particular, the effect of Cu(1l) in
the fibrillization rate and fiber morphology of the human IAPP
fragments 15—29 and 15—22 was examined, while direct Cu(II)
binding to IAPP(15—22) was investigated in detail. Our results
clearly indicate that Cu(Il) anchors to His18 in human IAPP
fragments in a pH-dependent manner, involving Ser and Asn
residues that follow His18 in the sequence, with an equatorial
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coordination mode 3N1O at physiological pH. Electron
paramagnetic resonance (EPR) studies of Cu(II) bound to
IAPP(15—22) mature fibrils indicate that Cu(Il) coordinated to
the monomers competes with the conformation needed to start
the formation of f-sheet structure delaying the fibril formation.

B EXPERIMENTAL SECTION

Reagents. All chemicals were reagent grade and used without
further purification. 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) protected
amino acids and resins were obtained from Novabiochem (Merck).
Water was purified to a resistivity of 18 MQ/cm using a Millipore
deionizing system.

Peptide Synthesis and Purification. The following peptides
were synthesized by solid-phase synthesis and Fmoc strategy, as
previously described:***” FLVHSSNNFGAILSS (IAPP(15—29)),
FLVHSSNN (IAPP(15-22)), FLVH (IAPP(15—18)), FLVASSNN
(IAPP(15—22H18A)), HSSNN (IAPP(18—22). All peptides were
acetylated at the amino terminus, and the carboxylic terminal was
amidated. Crude peptides were purified to >95% by reversed-phase
high-performance liquid chromatography and characterized by electro-
spray ionization mass spectrometry (ESI-MS), as previously
described.*®

Preparation of Peptide Samples. Lyophilized peptides were
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) to prepare a 15 mM stable
stock. Peptide solutions were prepared in a mixture of 20 mM 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid (MES) buffer and 20 mM N-
ethylmorpholine (NEM) buffer. Final concentration for spectroscopic
studies was 0.3 mM. For pH titrations, the pH was varied every 0.25
pH units by adding the necessary volume of NaOH or HCI solutions,
and it was followed by CD spectroscopy. Peptide samples for EPR
spectroscopy were prepared in the same buffer mixture with 50%
glycerol to achieve adequate glassing. The addition of glycerol has no
effect in the structure of the Cu(II)-peptide complexes, as evaluated by
absorption and CD spectroscopy. Fiber samples for EPR were
prepared by spinning down aggregates and resuspending pellets in 200
L of NEM/MES buffer with 50% glycerol.

Thioflavin T Fluorescence Assay. The kinetics of IAPP(15—22)
and IAPP(15—29) fragments amyloid formation were monitored by
the Thioflavin T (ThT) assay, as an increase in fluorescence emission
at 485 nm occurs when the amyloid-specific dye ThT binds to an
amyloid fiber. The assay was performed using a Cary Eclipse
fluorimeter, at an excitation wavelength of 440 nm. The peptides
were diluted in the previously described mixture of buffers at pH 7.5 to
a final concentration of 10 uM IAPP(15—29) or 100 uM IAPP(15—
22), 25 uM ThT, and the appropriate amount of CuCl, to have 0.0,
0.5, 1.0, and 2.0 equiv of Cu(II). Fluorescence emission at 485 nm was
monitored over time at 37 °C and constant agitation.

Transmission Electron Microscopy. After the ThT assay, the
solutions of IAPP were decanted for a couple of days at 4 °C to obtain
the aggregates in a pellet. Then, the pellet was washed with deionized
water to remove the ThT as much as possible, and it was decanted for
another 2 d at 4 °C. The pellet was gently resuspended in 100 uL of
water, and 10 uL of this suspension was loaded onto Formvar-coated
copper grids for 1 min, washed twice with SuL of MQ water, and then
negatively stained with 2% uranyl acetate for 1 min. Samples were
imaged with a JEOL 1400 EX transmission electron microscope.

Electronic Absorption and Circular Dichroism Spectroscopy.
Room-temperature absorption and CD spectra in the UV—visible
region were recorded using an Agilent 8453 diode array spectrometer
and a Jasco J-815 CD spectropolarimeter, respectively, using 1 cm path
length quartz cells.

Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy. X-band (9.4
GHz) EPR spectra were collected using an EMX Plus Bruker System,
with an ER 041 XG microwave bridge and an ER 4102ST cavity. EPR
spectra were recorded at 150 K using an ER4131VT variable-
temperature nitrogen system. The samples were run using microwave
power, 10 mW; modulation amplitude, 5 G; modulation frequency,
100 kHz; time constant, 327 ms; conversion time, 82 ms; and
averaging over 6—12 scans.
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Figure 1. Cu(II) effects in the amyloid aggregation of IAPP(15—22) (A) and IAPP(15—29) (B), followed by ThT fluorescence, in the absence of
Cu(II) (black), and presence of 0.5 equiv (red), 1.0 equiv (green), and 2.0 equiv (blue) of Cu(II). TEM images of the IAPP(15—22) amyloid fibrils
grown in the absence of Cu(II) (C), and in the presence of 0.5 equiv (D), 1.0 equiv (E), and 2.0 equiv (F) of Cu(II).

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. All NMR spectra
were recorded at 25 °C on a Varian 700 MHz VNMR-S spectrometer
equipped with a cryogenically cooled triple resonance pulse field
gradient probe. 2D 'H—'H total correlation spectroscopy (TOCSY)
data were collected on a 0.5 mM solution of IAPP(15—22) in MES at
pH 7.5 and 15% D,O, in the absence and presence of 0.3 equiv of
Cu(II). Spectra were processed with NMRPipe and analyzed using
CARA.

B RESULTS AND DISCUSSION

Cu(ll) Effect on IAPP Fibrillization. To characterize the
effect of Cu(Il) in the amyloid aggregation of human
IAPP(15—29) and IAPP(15—22) fragments, the kinetics of
fibril formation at pH 7.5 were measured in the presence of 0.0,
0.5, 1.0, and 2.0 equiv of Cu(Il), as monitored by ThT
fluorescence assay. The concentrations of peptides used were
10 and 100 uM, for IAPP(15—29) and IAPP(15-22),
respectively. In these assays, an increase in ThT fluorescence
intensity at emission A = 485 nm is indicative of the formation
of rigid amyloid-like structures capable of ThT binding. Figure
1A shows that the fibrillization of IAPP(15—22) is slower in the
presence of Cu(II). The lag time for aggregation of IAPP(15—
22) is 25 min, and it increases to 129 and 274 min in the
presence of 0.5 and 1.0 equiv of Cu(Il), respectively. Finally, no
changes in the ThT fluorescence are observed in the presence
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of 2.0 equiv of Cu(II) (Figure 1A) in the time frame of these
experiments. These results indicate that Cu(II) delays and/or
inhibits the formation of amyloid fibers of IAPP(15—22). The
effect of Cu is even more pronounced for the longer fragment
IAPP(15—29), as shown in Figure 1B. IAPP(15—29) has a
shorter lag time for fibrillization (8.9 min) than IAPP(15-22),
even at a 10X lower peptide concentration, which is consistent
with having a longer sequence that includes hydrophobic
residues. In the presence of Cu(Il), IAPP(15—29) does not
show any increase in ThT fluorescence, indicating that, under
the conditions of this experiment, the peptide does not form
amyloid fibrils in the presence of Cu(II) (Figure 1B).

The fibers of IAPP(15—22) were imaged by TEM at the end
point of the ThT assay. Figure 1C shows that the IAPP(15—
22) fibers are long and well-structured; in the presence of 0.5
equiv of Cu(II) the amount of fibers decreases, and the fibers
look shorter (Figure 1D). When the fibers are grown with 1.0
equiv of Cu(Il), they are shorter and apparently thinner than
the fibers grown without Cu(II), while less-structured non-
fibrillar aggregates are observed (Figure 1E). In the presence of
2.0 equiv of Cu(II) the TEM image shows mostly disordered
aggregates and very few short and thin fibrils (Figure 1F).
Altogether, these results show that Cu(II) delays the formation
of amyloid fibrils of IAPP, possibly by promoting a different
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aggregation pathway that yields fewer and shorter fibrils, as well
as aggregates with nonfibrillar morphology.

Cu(ll) Binding to IAPP(15—-22). To gain insight into the
mechanism by which Cu(II) affects the aggregation of IAPP,
the direct interaction of this metal ion with IAPP(15—22) was
investigated. CD spectroscopy is a useful tool to probe copper-
protein interactions, as it allows the characterization of
electronic transitions associated with the resulting chiral
complexes. Here, a 0.3 mM solution of IAPP(15—22) was
titrated with Cu(Il) at pH 7.5, followed by electronic
absorption and CD spectroscopy (Figure 2). Upon addition

-n.n a2 D‘i o n‘n.:a 1.7 14 1r..|.l 10 7‘1
Cufll) equivalents

40000 36000 32000 28000 24000 20000 16000

Energy (cm-1)

Figure 2. Titration of IAPP(15—22) with Cu(II) followed by UV—vis
absorption (A) and CD spectroscopy (B) at pH 7.5. Dotted lines
correspond to the addition of 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 eq of Cu(II), and the
solid blue and red lines correspond to the addition of 1.0 and 2.0 eq of
Cu(1II), respectively. (A, inset) Enlarged lower-energy region for the
d—d region of the UV—vis spectrum (A). (B, inset) CD signal
intensity at 39062 cm™' plotted as a function of the number of
equivalents of Cu(Il), clearly showing a 1:1 stoichiometry for the Cu—
peptide complex.

of the metal ion, several signals arise in the UV—visible region,
indicating coordination to the peptide. All CD signals saturate
at 1 equiv of Cu(II), suggesting a 1:1 molar stoichiometry for
the Cu(II)—peptide complex. The presence of a 1:1 Cu—
peptide aduct was confirmed by mass spectrometry, while no
evidence for dimeric species was found (Supporting Informa-
tion, Figure S1). The CD spectrum of the Cu(II)-IAPP(15—
22) complex (Figure 2 and Supporting Information, Figure S1)
has two negative bands centered around 16 200 cm™" (617 nm;
Ae = —0.71 M™' cm™), and 32400 cm™ (309 nm; Ae =
—0.024 M™' cm™); and a couple of positive signals around
29800 cm™ (335 nm; Ae = 0.14 M™' cm™), and at 39 000
cm™! (256 nm, Ae =2.64 M~ ecm™") (Supporting Information,
Table S1). On the basis of their energies and intensity, the
electronic transition at 16 200 cm™" can be assigned as a d—d
band, while all others correspond to ligand-to-metal charge
transfer (LMCT) transitions. In particular, transitions at 32 400
and 39000 cm™' can be assigned as m; and 7, LMCT that
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originate from imidazole His binding to Cu(II),*’ while the
signal at 29 800 cm™ is a LMCT indicative of coordination of
deprotonated amide groups.*” Finally, once the CD signals
associated with the Cu(II)-IAPP(15—22) complex were
identified, their growth as a function of Cu concentration was
used to estimate a dissociation constant (Ky) for this complex.
Assuming only one binding site, a fit of the titration data
yielded a K, of 12.3 + 2.7 uM for the Cu(II)-IAPP(15—22)
complex (Supporting Information, Figure S2).

Often, Cu(II) coordination to peptides is pH-dependent;
therefore, the CD spectrum of the Cu(II)-IAPP(15—22)
complex was collected at different pH values (Figure 3).
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Figure 3. pH titration of the Cu(Il)-IAPP(15—22) complex (A), as
followed by CD. The Cu(II)-IAPP complex solution was titrated from
pH =~ 5.7 (continuous bold light line) to pH = 10 (continuous bold
dark line); spectra for intermediate pH values are shown in dashed
lines. The traces for the CD signal intensity changes at 16234 cm™
(light blue and left Y axis scale) and 30 303 cm™" (dark blue and right
Y-axis scale) (B) were fitted to the model described in the text (solid
lines) to determine the associated pK, values.

Following the CD spectral changes at different energies, it
becomes evident that the signal intensity is dependent on pH,
and the signal displays a sigmoidal behavior, which is indicative
of protonation equilibria. The experimental data can be fit with
the following model:

Ao = (Ae2[H'] + Ag,[H"]Ka, + AeyKaKa,)
obs (2[H*] + [H*Ka, + Ka,Ka,)

(1)

where Agg, is the observed CD signal intensity at any given
pH, Ka, and Ka, are equilibrium constants associated with two
protonation events of the Cu(II)-IAPP complex, and Ag;, Ag,,
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and Ag; are the CD signal intensities of the three different
species with different protonation states. The pK, values
associated with the two protonation equilibria, as determined
by the best fit of experimental data from at least duplicated
experiments, are 6.23 + 0.13 and 9.42 + 0.4. These results
indicate that at physiological pH (7.4), only one species of the
Cu(II)-IAPP(15—22) complex is present.

Cu(II) coordination to IAPP(15—22) at pH 6.0, 6.5, 7.5, 8.5,
and 9.5 was also studied by X-band EPR (Figure 4 and

g-2.23|

pH= 8.5 «rmomnrs :\i:fl;
pH=75

pH=6.5

pH=6.0 —1

22 21 2

26 25 2.4
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Figure 4. EPR spectra of the Cu(II)-IAPP(15—22) complexes at
different pH values. All spectra were collected as described in the

experimental section at 150 K. Asterisks indicate signals associated
with free Cu(Il) in solution.

Supporting Information, Table S2) to get further insight into
the protonation equilibriums observed by CD. In all cases, the
complexes show EPR signals with g; > g, > 2.00 and a large
parallel copper hyperfine splitting (Ay), which is indicative of a
d,_,> ground state. At pH 7.5, only one Cu(I1)-IAPP(15-22)
complex is observed with g and Ay values of 2.236 and 168 X
10~* cm™, falling in a range associated with complexes with an
equatorial coordination mode with three nitrogen-based and
one oxygen-based ligands (Table S2), according to Peisach—
Blumberg correlations.®® Note that this type of correlation is
only informative of the equatorial coordination shell, and thus,
the possibility of the presence of a fifth axial ligand in this
complex cannot be evaluated by these correlations.

In contrast, at pH 6.0, three species are observed: (i) signals
associated with free Cu(Il) in solution; (i) a species with g =
2.374 and Ay = 135 X 107* cm™! that correlates to an equatorial
coordination shell with one nitrogen and three oxygen-based
ligands (IN30); and (iii) a species with g; = 2.237 and Ay =
167 X 10™* cm™" that correlates to an equatorial coordination
shell of 3N10, and it actually corresponds to the species found
at pH 7.5 (Figure 4 and Supporting Information, Table S2).
The IN3O complex must be Cu(II) bound to His18, where the
oxygen-based ligands could be provided by the solvent or the
peptide. Thus, the pK, of 6.23 can be associated with the
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concerted deprotonation of two backbone amides to transform
the IN30O complex into the 3N10O complex, which is the actual
chiral complex detected by CD. IAPP is stored in p-cell
granules at pH =& 5.5, and it is released into the extracellular
compartment where the pH is 7.4. Thus, the IN30 and 3N10
complexes are physiologically relevant species.

Finally, EPR data collected at pH 8.5 and 9.5 reveal the
presence of another species with gy = 2.223 and A; = 220 X
10™* cm™ that correlates to an equatorial coordination mode
with four nitrogen-based ligands (4N), according to Peisach—
Blumberg correlations (Figure 4 and Table S2). Thus, the pK,
of 9.2 can be ascribed to the deprotonation of a backbone
amide in the 3N1O complex to lead to a 4N complex.
However, the 4N species would not be relevant under
physiological conditions.

His18 is a Key Residue for Cu(ll) Binding to IAPP(15—
22) and Its Effect on Aggregation. To evaluate the role of
His18 in Cu(Il) binding to IAPP(15—22), the IAPP(15—
22)HI8A variant was prepared. A comparison of the CD
spectra of the Cu(II) complexes at pH 7.5 (Figure SA) shows
changes upon the H18A substitution: the transition at 16 200
cm™! is shifted to 17 100 cm™" and is less intense (585 nm Ae
—0.23 M~'cm™!); the band around 29 800 cm™ is shifted to
higher energy, while all the transitions show significantly
decreased intensity (Supporting Information, Table S1). All
these differences indicate that the nature of the Cu(Il)-
IAPP(15—22) complex has been drastically affected upon the
H18A substitution. The EPR spectra show even more dramatic
differences (Figure SB): the g; and Ay values for the Cu(II)-
IAPP(15—22)H18A complex are 2.221 and 201 X 107* cm™,
which are widely different from those obtained for the Cu(1I)-
IAPP(15—22) complex, and fall in a range associated with an
equatorial coordination with four nitrogen-based ligands
(Supporting Information, Table S2). In fact, these parameters
are similar to those obtained in a recent study of rat IAPP,
which lacks residue His18.*” Finally, the decreased intensity of
the CD and EPR spectra of the Cu(II)-IAPP(15—22)H18A
complex suggests a diminished affinity for Cu(II). Overall,
these results indicate that Hisl8 is the primary anchoring
residue for Cu(II) binding to IAPP(15—22) and that the
absence of Hisl8 leads to the formation of a completely
different Cu(II)-IAPP complex.

We next evaluated the effect of Cu(II) ions in the
aggregation of IAPP(15—22)H18A (Supporting Information,
Figure S3). Addition of Cu(Il) delays the formation of
IAPP(15—22)H18A amyloid fibers but to a lesser extent as
compared to wild type IAPP(15—22). In fact, while addition of
2 equiv of Cu(II) completely abates fibrillization of IAPP(15—
22), it does not prevent formation of amyloid fibrils with
IAPP(15—22)H18A (Figure S3). A recent spectroscopic study
has shown that Cu(II) binds to rat IAPP(17—22) fragment,
even in the absence of anchoring groups like His18, potentially
coordinating to Ser and Asn residues in positions 19 to 22.*
Thus, Cu(Il) binding to these residues must be responsible for
the weak effect of this metal ion in the aggregation of
IAPP(15—22)H18A. In summary, our results indicate that the
H18A substitution diminishes the affinity of the peptide for
Cu(II), leading to a completely different Cu(1I)-IAPP complex,
and diminishing significantly the inhibitory effect of Cu(Il) in
IAPP amyloid formation.

Identifying Other Key Residues for Cu(ll) Binding to
IAPP(15—22). When Cu binds to His-containing peptides, its
coordination shell can be completed by deprotonated backbone
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Figure S. CD (A) and EPR spectra (B) of Cu(Il) complexes with
human IAPP fragments: 15—22 (black), 18—22 (blue), 15—18
(green), and 15—22H18A (red). All spectra were collected after the
addition of 1.0 equiv of Cu(II) at pH 7.5.

L

amide groups and/or amino acid residues in the vicinity.** To
evaluate the role of the residues that precede and follow His18
in the sequence in Cu(II) binding to IAPP(15—22), the shorter
fragments IAPP(18—22) and IAPP(15—18) were prepared.
The CD spectra of the Cu(II) complexes with these variants are
compared at pH 7.5 in Figure SA, clearly showing the
similarities between the IAPP(18—22) and IAPP(15-22)
Cu(II) complexes (Supporting Information, Table S1). More-
over, the EPR parameters for these two complexes are very
similar, and in both cases, their parallel g and A values correlate
well for complexes with a 3N10 equatorial coordination mode
(Figure SB and Supporting Information, Table S2). In contrast,
the CD spectrum of the Cu(1I)-IAPP(15—18) complex (Figure
SB) is strikingly different from that of Cu(1I)-IAPP(15-22),
showing two negative signals around 17 250 cm™ (580 nm; Ae
—0.13 M~ cm™) and 33900 cm™ (295 nm; Ae = —0.19
M™ cm™) (Table S1). Furthermore, EPR indicates the
differences between the two complexes are dramatic, as the
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EPR parameters of the Cu(I)-IAPP(15—18) complex fall in a
range associated with a 4N equatorial coordination (Table S2)
at pH 7.5.

Overall, these data indicate that the Cu(II) complex formed
with IAPP(18—22) has the same coordination environment as
the Cu(II)-IAPP(15—22) complex. This conclusion is further
supported by an analysis of the titration data of the Cu(Il)-
IAPP(18—22) complex, which yields a very similar Ky value
(7.1 £ 1.5 uM) to that of the Cu(II)-IAPP(15—22) complex
(Supporting Information, Figure S2). It becomes evident then,
that the residues following His18 are key for Cu(II) binding to
IAPP, while residues preceding Hisl8 are not required for
Cu(II) coordination. To further test this notion, 2D 'H—'H
TOCSY NMR data were collected on the IAPP(15-22)
peptide (Figure 6). Signal assignment was adjusted to our

r0

L16 V17
HD o - L1
s | HG
— 2
[ HB
; 3
o 4

a
H (ppm)

=2

8.05
H (ppm)

8.25 8.15
Figure 6. Overlaid 2D 'H—"H TOCSY NMR spectra of IAPP(15—22)
in the absence (black) and presence (red) of 0.3 equiv of Cu(Il).
Signals labeled as H correspond to backbone amide protons for each
residue, while HA, HB, HG, and HD correspond to &, 3, 7, and &
protons, respectively, the latter being only relevant for Leu and Val
residues. Blue signals correspond to noise from residual DMSO in the
peptide solution.

conditions from the BMRB-18795 assignment.51 'H-'H
TOCSY allows the observation of cross peaks for the backbone
amide groups of each residue (denoted as H in Figure 6), as
well as the protons placed at positions a, f, y, and & with
respect to the backbone carbonyl group (denoted as HA, HB,
HG, and HD, respectively, in Figure 6). Upon addition of 0.3
equiv of Cu(II), the signals from residues His18, Ser19, Ser20,
Asn21, and Asn22 disappear completely, while those of residues
Phel$, Leul6, and Vall7 are not affected at all (Figure 6).
Since Cu(Il) is a paramagnetic ion, its binding to the peptide
would cause a decrease in intensity of the signals of the residues
in the vicinity of its binding site; this is due to the paramagnetic
relaxation enhancement (PRE) effect.’” Thus, the data shown
in Figure 6 strongly support the conclusion that Cu(II) binding
to the IAPP(15—22) occurs toward the C-terminal of the
peptide, involving residues His18, Serl9, Ser20, Asn2l, and
Asn22, while the residues preceding the His18 are not involved
in Cu(II) binding at all. Although it might be surprising that
Cu(Il) coordination to a His-containing peptide would occur
toward the C-terminal forming a seven-membered ring with the
first deprotonated amide, note that the final complex with a
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3N10 equatorial coordination mode would form a set of 7,5,5-
membered rings (Supporting Information, Figure S4). Such a
chelate would be overall more stable than the set of 6,5,7-
membered rings that would be formed for a 3N10O complex
toward the N-terminal, considering the participation of two
deprotonated amide groups and a backbone carbonyl.*

Altogether, our spectroscopic data indicate that (i) Cu(II)
binds to His18 and the residues toward the C-terminal domain;
(ii) Cu(Ill) coordination involves deprotonated backbone
amide groups; and (iii) the equatorial coordination shell
involves three nitrogens and one oxygen-based ligand, at
physiological pH. Thus, two plausible coordination models for
the Cu(II)-IAPP(15—22) complex at pH 7.5 can be proposed,
with Cu(1I) binding to His18 and the deprotonated amides of
Ser19 and Ser20. To complete the 3N1O equatorial
coordination mode, the oxygen-based ligand could be a
backbone carbonyl, the hydroxyl group of Ser 20, or a water
molecule. The proposed structures are shown in Supporting
Information, Figure S4, although further studies are needed to
probe the specific role of Ser and Asn residues that follow
His18 in the Cu(Il) coordination shell.

Cu(ll) Bound to IAPP Aggregates. Once a good
description for Cu(Il) coordination to monomeric IAPP has
been achieved, the characterization of how Cu(Il) binds to
IAPP aggregates should shed light on the mechanism for Cu-
mediated inhibition of IAPP amyloid formation. Thus, the EPR
spectra of fibers of IAPP(15—22) grown in the presence of 0.5
equiv of Cu(Il) at pH 7.5 were collected (Figure 7). The g and

IAPP(15-22) fiber
grown with Cu(ll)

IAPP{15-22) fiber
grown without Cu(ll)
+ 0.5 eq. Cu(ll)

IAPP(15-22)H18A
fiber grown with Cu(ll)

IAPP{15-22)H18A
fiber grown without
Cu(ll) + 0.5 eq. Cu(ll)

Figure 7. EPR spectra for Cu(II) bound to IAPP(15—22) and
IAPP(15—22)H18A fibers at pH 7.5. Spectra in black correspond to
fibers grown in the presence of 0.5 equiv of Cu(II), while spectra in
blue correspond to fibers grown in the absence of metal ion; however,
0.5 equiv of Cu(Il) was added once the mature fiber was formed.

Ay of Cu(1I) present in the IAPP(15—22) fibers are 2.286 and
172 X 107" cm™'; these parameters fall in the range of values
associated with IN3O or 40 equatorial coordination. Clearly,
this equatorial coordination is very different from that observed
for the Cu(II)-IAPP complex in solution (Table 1). This
implies that, even though Cu(II) was initially bound to
IAPP(15—22) as characterized for the monomeric peptide in

3794

Table 1. Electron Paramagnetic Resonance Parameters of
Monomeric and Fibrillar Cu(II)-IAPP Complexes at pH 7.5

coordination
complex g A mode
monomeric Cu(II)-IAPP(15—22) 2.236 168 3NO
IAPP(15—22) fibers grown with Cu(Il) ~ 2.286 172 N30
IAPP(15-22) fibers + Cu added 2.285 172 N30
2319 166" 40°
monomeric Cu(II)-IAPP(15—22)HI8A 2221 201 4N
IAPP(15—22)H18A fibers grown with ~ 2.291 160 N30
Cu(I)°
2.336 148 40
IAPP(15—22)H18A fibers + Cu added®  2.292 158 N30
2333 151 40

“(em™ x 1074). °A very small amount of a second species is observed,
which does not correspond to free Cu(I) in solution (Supporting
Information, Figure SS). “Two different species are observed.

solution, upon aggregation the mode of Cu(II) binding to the
peptide changes drastically, leading to a different coordination
environment. This would imply that the conformational
changes involved in fiber formation forces the metal ion to
adopt a coordination mode in the peptide that is very different
from the one it would adopt in solution. Consistently, when 0.5
equiv of Cu(II) was added to fibers of IAPP(15—22) grown in
the absence of metal ion, the EPR spectrum was dominated by
a species with a g = 2.285 and Ay = 172 X 107* cm™, which is
practically identical to that observed for the fibers grown in the
presence of Cu(Il) (Figure 7, Table 1), and it is drastically
different from the species observed for the monomeric Cu(II)-
IAPP(15—22) complex in solution.

On the other hand, the EPR spectrum of IAPP(15—
22)HI18A fibers, grown in the presence of Cu(Il), shows two
species at pH 7.5, one of them with g; and Ay values that
correspond to a IN3O equatorial coordination, while the
second species corresponds to a 40 equatorial coordination
(Figure 7, Table 1). In addition, identical EPR spectra were
observed when 0.5 equiv of Cu(Il) were added to IAPP(15—
22)HI8A fibers grown in the absence of metal ions. Evidently,
none of these two species correspond to that observed in the
Cu(II)-IAPP(15—22)H18A soluble complex at pH 7.5, which
displays a 4N equatorial coordination (Supporting Information,
Table S2), and they do not correspond to free Cu(Il) in
solution either (Supporting Information, Figure SS). All these
results suggest that Cu(I) coordination to these peptides is
different in solution than in the aggregated form. Thus, the
fibrillization of IAPP(15—22) has an important impact in metal
ion coordination: the Cu(II) binding site in IAPP as
characterized in solution is no longer available or accessible
to the metal ion in the amyloid fibril. Instead, Cu(II) binds to
IAPP fibers yielding coordination modes that are less nitrogen-
rich, with IN3O or 40 equatorial coordination modes.

Mechanism for the Inhibitory Effect of Cu(ll) in IAPP
Amyloid Aggregation. Our results clearly show that Cu(II)
exerts an important effect in the aggregation of IAPP, as
manifested by a significant delay in fibrillization and changes in
the morphology of the aggregates. A detailed spectroscopic
study of Cu(Il) binding to IAPP shows that the anchoring
residue for this interaction is Hisl8 and that Ser and Asn
residues that follow His18 in the sequence (ie., residues 19—
22) also play an important role in Cu binding, while residues
preceding His18 are not required for Cu(Il) coordination.
Cu(Il) binding to His18 as characterized in solution is the key
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Figure 8. Schematic representation of the conformational change of the peptide bound to Cu(II), from monomeric complex (A) to fibril formation
(B). The conformation in (B) is drawn based on the crystal structure of a fibril fragment of IAPP (3FTH).>

event that is associated with the effect of this metal ion in
IAPP(15—22) fibrillization, as the H18A substitution dimin-
ishes the Cu(II) effect. Thus, Cu(Il) binds to IAPP(15-22)
fragment in a key region for its conversion into amyloid fibers.
In fact, fibrillization of IAPP(15—22) forces Cu(Il) to adopt a
drastically different coordination mode than the original
complex in monomeric solution, strongly suggesting that the
conformation imposed by copper in the monomeric Cu(II)-
IAPP(15—22) complex competes with the conformational
changes that are necessary in the aggregation pathway leading
to amyloid fibers. Models for IAPP amyloid fibrils have been
derived recently by EPR>* crystallography,® and solid-state
NMR.*° In the latter two models, the His18 residue is located
in the inner part of the f-sheet structure, while residues Ser19,
Ser20, Asn21, and Asn22 form a loop between two f-sheets.
This conformation clearly explains the fibrillization delay
caused by copper, since the formation of the f-sheet would
compete with the conformation that Cu(II) would impose in
the peptide backbone upon binding to His18 and residues 19—
22 that follow in the sequence (Figure 8).

From our work it derives that any metal ion anchoring at
His18 would have an inhibitory effect in a similar fashion to
copper ions. In fact, His18 could be an anchoring residue for
Zn(1I) and Ni(II) ions, both of them described as inhibitors of
IAPP amyloid aggregation. Moreover, a recent study reports the
inhibitory effect of a ruthenium complex,”” which clearly could
be binding to His18. Thus, the mechanism described in Figure
8 is certainly a general mechanism for the inhibitory effects of
metal ions with imidazole binding properties.

Mature IAPP is stored in the S-cell granules of the pancreas
at low pH, and it is normally released into the extracellular
compartment, where pH is 7.4.58 Thus, the spectroscopic
characterization of the monomeric Cu(Il)-IAPP(15-22)
species presented here would be relevant in physiological
conditions. Moreover, it is plausible to propose that the
inhibitory effect of Cu(Il) and Zn(II) ions in IAPP amyloid
aggregation via anchoring at His18 could be a mechanism to
modulate IAPP conformations and prevent the formation of
IAPP fibers. The potential loss of Cu homeostasis in diabetic
patients would certainly affect these interactions, particularly
when IAPP is released into the extracellular space. On the other
hand, it has been proposed that Cu(II)-IAPP complexes could
stabilize cytotoxic oligomers that trigger apoptosis® or small
aggregates that increase IAPP cytotoxicity by generating ROS
causing mitochondria disruption,37 although the molecular
details of these processes remain to be investigated. Under-
standing the physiological relevance of the interaction of Cu(II)
with IAPP and how these interactions may play a role in
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pancreatic degeneration associated with T2D are crucial steps
to find therapeutic strategies for this disease.

B CONCLUSIONS

Human IAPP is found in the pancreatic islets of patients with
T2D as amyloid deposits, and it is thought to play a central role
in the disease. Cu(II) inhibits the amyloid aggregation of IAPP,
and it induces the formation of small aggregates. Our study
shows that Cu(I) binding to IAPP(15—22) at the His18 region
is the key event for its inhibitory effect in amyloid aggregation.
The residues following His18 are important for Cu(Il) binding
to IAPP, while residues preceding His18 are not required for
Cu(Il) coordination. At physiological pH (7.4), Cu(II) anchors
to Hisl18 and the subsequent amide groups toward the C-
terminal, forming a complex with an equatorial coordination
mode 3N10O. Our EPR studies indicate that Cu binding to
monomeric IAPP(15—22) in this fashion competes with the
conformation changes needed to form f-sheet structures, thus
delaying fibril formation. From our work it derives that any
metal ion anchoring at His18 would have an inhibitory effect in
a similar fashion to copper ions, providing a general mechanism
for the inhibitory effects of metal ions with imidazole binding
properties. This study sheds light on the structural basis for the
interaction of Cu(II) ions with IAPP and their inhibitory effect
in its amyloid aggregation providing further insights into the
bioinorganic chemistry of T2D.
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Abstract Conversion of prion protein (PrP) to an altered
conformer, the scrapie PrP (PrPSC), is a critical step in the
development of transmissible spongiform encephalopathies.
Both Cu(Il) and nucleic acid molecules have been implicated
in this conversion. Full-length PrP can bind up to six copper
ions; four Cu(Il) binding sites are located in the octarepeat
domain (residues 60-91), and His-96 and His-111 coordinate
two additional copper ions. Experimental evidence shows
that PrP binds different molecules, resulting in diverse cel-
lular signaling events. However, there is little information
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about the interaction of macromolecular ligands with Cu(II)-
bound PrP. Both RNA and DNA sequences can bind PrP, and
this interaction results in reciprocal conformational changes.
Here, we investigated the interaction of Cu(Il) and nucleic
acids with amyloidogenic non-octarepeat PrP peptide mod-
els (comprising human PrP residues 106—-126 and hamster
PrP residues 109—149) that retain His-111 as the copper-
anchoring residue. The effect of Cu(Il) and DNA or RNA
sequences in the aggregation, conformation, and toxicity of
PrP domains was investigated at low and neutral pH. Circular
dichroism and EPR spectroscopy data indicate that interac-
tion of the PrP peptides with Cu(Il) and DNA occurs at pH 7.
This dual interaction induces conformational changes in the
peptides, modulating their aggregation, and affecting the
morphology of the aggregated species, resulting in different
cytotoxic effects. These results provide new insights into the
role of Cu(Il) and nucleic acid sequences in the structural
conversion and aggregation of PrP, which are both critical
events related to prion pathogenesis.

Keywords Copper - Prion protein - Nucleic acid - EPR -
Toxicity - Spectroscopy

Abbreviations
CD Circular dichroism
dsDNA Double-stranded DNA

EPR Electron paramagnetic resonance

LS Light scattering

MES 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid
PBS Phosphate-buffered saline

PrP Prion protein

PrP€ Cellular prion protein

PrpS¢ Scrapie prion protein

rPrP Recombinant prion protein

TEM Transmission electron microscopy
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Introduction

A misfolded form of the prion protein (PrP), the scrapie
PrP (PrPSC), is implicated in the occurrence of the neuro-
degenerative diseases called transmissible spongiform
encephalopathies (TSEs). Although the cellular PrP (PrP%)
is innocuous to animals, PrPS° is infectious and is found
aggregated in the central nervous system [1]. A specific
function has not been yet attributed to PrPS, but it may
participate in neuronal development, cell adhesion, apop-
totic events, and cellular signaling in the central nervous
system [2]. Most importantly, PrP binds copper ions in vivo
[3, 4], and it is proposed that this protein regulates copper
homeostasis [5, 6].

Mature PrP has a flexible N-terminal domain (residues
23-125) and a globular C-terminal domain (resi-
dues 128-231) [7]. Spectroscopic studies have revealed
that PrP has six copper binding sites in its N-terminal
region [6]. Four copper binding sites are located in the
octarepeat domain (comprising residues 60-91 of the full-
length PrP) [4, 6], and two histidine residues outside the
octarepeat, His-96 and His-111, are the anchoring residues
for two additional copper ions [8—10]. Although much is
known about the copper-binding properties of PrP, there is
little information about the interaction of copper with PrP
when the protein is bound to other cellular ligands.

Several macromolecular ligands have been described to
bind PrP and trigger both its aggregation and its conversion
into B-sheet-rich species; these ligands include nucleic acid
molecules, both DNA and RNA sequences [11-16].
Moreover, binding of nucleic acids by PrP results in con-
formational changes in either the protein or the nucleic acid
molecule, or both [16, 17]. Abnormal protein interactions
with nucleic acids have also been described in other neu-
rodegenerative diseases. The knowledge that PrP binds
copper ions in vivo [3] raises the question of how inter-
actions with nucleic acids occur with copper-loaded PrP.

The present work aims to evaluate the effects of copper
and nucleic acid sequences in the aggregation profile,
conformation, and cytotoxicity of non-octarepeat PrP
domains at low and neutral pH. It is well known that both
ligands independently interact with PrP [6, 18, 19]; how-
ever, evaluation of binding of nucleic acids to copper-
loaded PrP and vice versa has not been reported. We
investigated the interaction of Cu(Il) with two peptides
corresponding to the non-octarepeat PrP regions, human
PrP'%'2° and hamster PrP'®~'*) comprising residues
106-126 and 109-149 of mammalian PrPs, respectively.
These peptides were chosen as models, as they aggregate at
different pH values, possess only one copper binding site,
and have been reported to bind nucleic acids. Therefore,
they are simpler models (in comparison with full-length
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PrP) to initially investigate the interaction of PrP with two
different ligands (copper and nucleic acids). Prp'*®-!2°
aggregates at neutral pH, and it is highly neurotoxic in its
aggregated form [20, 21]. Aggregation of PrP'°*~'2 can be
modulated by divalent cations such as copper and zinc
ions, and His-111 might participate in these interactions
[22-25]. PrP'?"'*° encompasses a loop and part of the first
o-helix of the native full-length PrP [26, 27], and it
immediately aggregates when diluted in aqueous solution
at low pH, which makes it a good model for screening anti-
aggregating compounds [12, 28, 29]. Both PrP peptides
bind DNA molecules with high affinity. Whereas
PrP'%'2° forms amyloid-like structures when bound to
plasmid or synthetic double-stranded DNA (dsDNA) [30,
31], small dsDNA molecules inhibit aggregation of
PrP'%714% at pH 5.0 [12].

We have characterized copper binding by these peptides
at a range of pH values using spectroscopic techniques,
including electron paramagnetic resonance (EPR) spectros-
copy, circular dichroism (CD) spectroscopy, and light scat-
tering (LS) measurements. We selected oligonucleotide
sequences (DNA and RNA) previously characterized by our
group as ligands of either recombinant full-length PrP or
PrP'%7149 12, 32-34] to provide further insight into how the
structural conversion mediated by nucleic acids occurs in a
copper-bound form of the protein. Aggregation and confor-
mational changes of PrP'**~'** and PrP'**~'® were moni-
tored in the presence of both ligands, copper and nucleic
acids, by spectroscopic techniques and microscopy. Addi-
tionally, cell viability assays provided information regarding
the effect of nucleic acids and Cu(Il) on Prp!'06-12¢ cyto-
toxicity toward mammalian cells, since this peptide is highly
neurotoxic when aggregated at neutral pH [20].

Materials and methods
Materials

All reagents were of analytical grade and were acquired
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) unless otherwise
specified. Oligonucleotides were purchased as single
strands from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA,
USA) and were annealed under high-stringency conditions
[10 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane buffer,
250 mM NaCl, pH 7.2]. Annealing was confirmed by
polyacrylamide gel electrophoresis. The following
sequences were investigated (only 5'-3’ consensus strands
are shown): D44 (5-GTA ACC GAA ATC GGT TGA-3')
and D67 (5-AAA GGA CGC GCG CGC GCG TTA-3').
R67 is the single-stranded RNA sequence corresponding to
D67 [34]. Spectroscopic characterization of Cu(Il) binding
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to annealed DNA was performed at 0.2 mM concentration
in 5 mM N-ethylmorpholine buffer containing 250 mM
NaCl.

Peptides

The PrP'%'2° peptide, with sequence 106-KTNMKHMA
GAAAAGAVVGGLG-126, (theoretical pl, 10.0; molecu-
lar mass, 1,912.2 Da; hydrophobicity, 52 %) was synthe-
sized in the solid phase using 9-fluorenylmethyloxycar-
bonyl chemistry, and was purified by reversed-phase high-
performance liquid chromatography to greater than 90 %
purity. The PrP'®'*  peptide, with sequence
109-MKHMAGAAAAGAVVGGLGGWMLGSAMSRPM
MHFGNDWEDRY-149 (theoretical pl, 6.7; molecular
mass, 4,326 Da; hydrophobicity, 51 %), was synthesized in
the solid phase, and was purified by reversed-phase high-
performance liquid chromatography by GeneMed Synthe-
sis (San Antonio, TX, USA) to greater than 90 % purity.
Both peptides were N-acetylated and C-amidated to pre-
vent nonspecific coordination to Cu(I). Alignment of res-
idues 106-149 (comprising both peptides studied here)
from mouse, hamster, and human PrP evidences the high
homology found in this region (Fig. S1). Stock solutions of
PrP'%!26 were prepared at 1 mM in 100 % dimethyl
sulfoxide. For spectroscopic measurements, PrP'*®~12¢ was
diluted in phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4 to a
final concentration of 20 uM. For the aggregation mea-
surements, PrP!%-1% was diluted from an unfolded con-
dition (in 6 M urea containing 10 mM sodium dodecyl
sulfate) in 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES)
buffer at pH 5.0 without denaturants. For investigation of
Cu(Il) binding to the peptides by CD and EPR spectros-
copy, PrP'%®-1%° was dissolved at 0.2 mM in 6 M urea and
PrP'%1%¢ was dissolved at 0.3 mM in 10 mM N-ethyl-
morpholine buffer containing 100 mM NaCl.

Circular dichroism spectroscopy

CD spectra were collected using a J-815 spectropolarimeter
(JASCO, Tokyo, Japan). Spectra were collected with ade-
quate subtraction of the baseline spectrum with three scans
each. CD spectra were collected from 230 to 830 nm using
a quartz cuvette with 1-cm path length to study metal ion
binding.

Electron paramagnetic resonance spectroscopy

X-band EPR spectra were collected using a Bruker EMX
Plus system with an ER 041 XG microwave bridge and an
ER 4102ST cavity. The following conditions were used:
microwave frequency, 9.4 GHz; microwave power, 10
mW; modulation amplitude, 5 G; modulation frequency,

100 kHz; time constant, 327 ms; conversion time, 82 ms;
and averaging over six scans. EPR spectra were recorded at
150 K using an ER4131VT variable-temperature nitrogen
system.

Light scattering measurements

Static LS was recorded with an FP6300 spectrofluorimeter
(JASCO, Tokyo, Japan). The LS was measured at 90° by
illuminating samples at 320 nm or 450 nm and collecting
the resulting scattered light either from 300 to 340 nm or
from 430 to 470 nm, respectively.

Turbidity assay

Aggregation of unbound PrP'%'2° or PrP!%7126 in the
presence of Cu(Il) and/or D67 (molar ratios 1:1; 1:1:1) in
PBS at pH 7.4 was monitored by spectrophotometry by
acquiring absorbance values at 400 nm for up to 21 days.

Transmission electron microscopy

Samples were diluted in MES buffer (50 mM, pH 5.0) for
PP (freshly aggregated) or in PBS (pH 7.4) for
PrP'%¢126 (aggregated for 21 days). Twenty microliters of
each sample was applied to a carbon-coated copper grid,
and after 5 min the grid was washed with Milli-Q water.
Samples were stained with 2 % uranyl acetate, and images
were collected with a JEOL (Boston, MA, USA) 1200
microscope at 80 kV.

Raman spectroscopy

Fourier transform Raman spectroscopy measurements were
performed using a Bruker RFS 100 instrument and a neo-
dymium-doped yttrium aluminum garnet laser, operating at
1,064 nm in the near-infrared with a charge-coupled device
detector cooled with liquid nitrogen. Good signal-to-noise
ratios were obtained with 1,000-2,000 total scans using a
range of laser powers on the sample, from 100 to 300 mW,
and a spectral resolution of 4 cm™'. To prevent peptide
degradation, spectra were obtained initially at the lowest
laser power in this range, an this power was then pro-
gressively increased to produce an improved spectral
response. The measurements were obtained with the
prp!09-149 samples at | mM incubated with either Cu(Il) or
D67 (1:1 molar ratio) in sealed Duran® tubes; all spectra
were obtained in situ with at least two acquisitions at each
sampling position, demonstrating the reproducibility and
consistency of data acquisition as well as ensuring sample
integrity. The signal of the buffer (10 mM MES, pH 5.0)
was subtracted from the respective spectra using the
GRAMS® spectroscopy software suite program.
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Murine neuroblastoma cell (Neuro-2a) cell viability
assay

Neuro-2a cell culture and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) reduction assay were
performed as described previously [34]. Briefly, cells were
incubated with free PrP106*126, DNA, or Cu(Il), or with the
peptide combined with DNA, Cu(Il), or both (fresh sam-
ples or after 7, 14, or 21 days’ incubation). After 72 h,
formazan was quantified by reading the optical density at
570 nm in a 96-well plate reader (Spectramax MS5,
Molecular Devices). Mean values and standard deviations
were calculated from triplicates of independent
experiments.

Statistics

Statistical analyses were performed using the programs
SigmaPlot (version 10.0) or GraphPad Prism. One-way
analysis of variance Tukey tests were applied to determine
significant differences between the individual treatments.
Unless otherwise specified, all experiments were per-
formed in triplicate and the error bars indicate the standard
error of the mean.

Results

Spectroscopic investigation of Cu(Il) binding

to peptides PrP'%®'2 and prp'®'%°

We initially investigated Cu(Il) binding by PrP'%1%,
using CD and EPR spectroscopy, and compared it with the
Cu(Il) binding properties of PrP'°~'2®  Titration of
PrP'%'* with Cu(Il) at pH 7.5 followed by CD spec-
troscopy clearly indicated that PrP'%~'*° binds Cu(II) in a
1:1 molar ratio (Fig. 1a), in a fashion similar to that of the
shorter fragments PrP'%''5 and PrP'*®'?° which do not
contain His-140 [10] (Fig. S2a). However, a comparison of
the CD spectra of the Cu(II) complexes with PrP'%~'*® and
PrP'%¢~126 4t pH 7.5 reveals some differences (Fig. 1b) that
can be ascribed to the fact that the two complexes display
different pK, values. Cu(Ill) binding to His-111 in
PrP'% !5 and PrP'%°'2° is pH-dependent, with a pK, of
7.5 that is ascribed to the backbone amide of Met-109 (Fig.
S2b); consequently, a mixture of two species with different
coordination modes (3N10O and 4N) is observed at pH 7.5
[10]. In contrast, the CD spectrum of the Cu(II) complex
with PrP'%~'*® shows no significant changes between pH
8.5 and 6.5 (Fig. 1c). This is because truncation of the first
three amino acid residues in the N-terminal causes an
increase in the pK, of the amide of Met-109 to yield a pK,
of 8.9, as shown for the PrP'®"'? fragment (Fig. S2c).
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Consistently, the CD spectra of the Cu(Il) complexes with
PrP'%°'* and PrP'**"'%° are identical at pH 6.5 (Fig. 1d).
In both spectra, ligand-to-metal charge transfer transitions
can be resolved at 31,000 and 39,400 Cm_], which are
indicative of amide and imidazole coordination to Cu(II)
[35-37].

X-band EPR spectroscopy shows that Cu(Il) bound to
PrP'%'2¢ and PrP'®'* at all pH values investigated
displays g > g,, >2.00 and a large parallel copper
hyperfine splitting (Ay), indicative of a d,,_» ground state
(Fig. 2). Consistent with the CD data, the EPR spectra of
the Cu(Il)-PrP'®'* complex at pH 8.5 and 7.5 are
practically identical (Fig. S3), with g =2.225 and
Ay =177 x 10~* cm ™!, these values fall in a range
associated with a 3N10 equatorial coordination mode,
according to Peisach-Blumberg correlations (Fig. S4) [38,
39]. A comparison of the EPR spectra for the Cu(Il)
complexes with PrP'%~1% and PrP'**~'2¢ a4t pH 7.5 shows
similar EPR signals and parameters (Table 1, Fig. 2,spec-
tra a), with the preponderant species being a 3N10 com-
plex; some differences are evident in the perpendicular
region of the spectra, indicative of the presence of 4N
species for the Cu(I)-PrP'*'?® complex, as discussed
above. Overall, considering the fact that PrP'9%-126 Jacks
His-140, our CD and EPR results suggest that His-111 is
the anchoring Cu(Il) binding site in PrP'%'*° whereas
His-140 does not take part in the metal ion coordination at
pH 7.5.

A different scenario is observed at pH 5.5, where no
CD signals could be associated with the formation of a
chiral Cu(Il)-peptide complex for both PrP'**'*® and
PrP'%¢-126 (Fig. 1d). However, the EPR spectra of these
peptides in the presence of 1Eq Cu(Il) at pH 5.5 display
signals that are different from those for free Cu(Il) in
solution (Fig. 2. spectra b), indicating the formation of
distinct Cu(Il)-peptide complexes. The Cu(II)—PrPlOG*126
complex displays g = 2.290 and Aj = 160 x 10~* cm™"
(Fig. 2, Table 1), which fall close to the values associated
with a 2N20 equatorial coordination mode (Fig. S4). In
contrast, the Cu(I-PrP'®'*  complex displays
g = 2343 and Aj = 159 x 10~* cm™' (Fig. 2, Table 1),
indicative of a 40 equatorial coordination mode (Fig. S4).
The EPR parameters associated with this species are
remarkably similar to those associated with Cu(Il) bound
to murine PrP2'"3! at low pH (3-6), where a 40 coor-
dination environment that does not involve any histidine
coordination was assigned, as determined by pulsed EPR
spectroscopy [11, 40]. Thus, the low pH and oxygen-rich
Cu(II) coordination mode observed in PP could
involve carboxylic acids from the C-terminal region
(potentially Asp-144 and Asp-147 or Glu-146) and/or
water molecules, and it does not involve histidine
coordination.
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Fig. 1 Circular dichroism (CD) measurements reveal Cu(Il) binding
to prion protein (PrP) peptides comprising residues 106-126
(PrP'%712) and 109-149 (PrP'%'°) at different pH values. a Titra-
tion of PrP'%1%? with Cu(II), as followed by CD spectroscopy at pH
7.5. The CD spectra recorded after the addition of 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1.2, 1.4, 1.6, and 1.8 Eq of Cu(ll) are displayed as dashed lines,
whereas those for 1.0 and 2.0 Eq of Cu(Il) are shown as solid lines.
b CD spectra of Cu(II) bound to PrP!96-126 4 pH 7.5 (solid line),
compared with the Cu(ll) complex with prp!®-140 (dashed line).

Spectroscopic investigation of Cu(Il) and DNA binding
to PrP'%6-126 44 prpl09-149

We next asked if DNA-bound Cu(Il) would still display
peptide binding properties. We used 18-mer and 21-mer
dsDNA sequences (D44 and D67), previously identified to
interact with recombinant PrP (rPrP) and to induce its
aggregation into cytotoxic species [12, 34]. EPR experi-
ments showed that at pH 7.5, a Cu(Il)-DNA complex is
formed, with g and A values that are indicative of a
nitrogen-rich coordination environment (Table 1); copper—
nitrogen superhyperfine interactions are evidenced by the
fine structure in the perpendicular region of the spectrum
(Fig. 2, spectra a). In contrast, at pH 5.5, a different
Cu(IT)-DNA complex is formed, with g and A values that
are associated with a less nitrogen-rich coordination envi-
ronment, likely 40 or IN30O (Table 1, Fig. S4).

At pH 7.5, addition of PrP'®'* to the Cu(Il)-DNA
complex to reach a final 1:1:1 molar ratio caused drastic
changes in the EPR spectrum, resulting in a new set of
signals with g| = 2.299 and A| = 156 x 10™* cm™" that
do not correspond to those associated with the Cu(II)-DNA
or Cu(Il)-PrP'®'*  complexes (Fig. 2, spectra a,

40000 35000 30000 25000 20000 15000
Energy (cm‘1)

¢ CD spectra of the Cu(I-PrP'%~'*° complex with 1 Eq of Cu(II) at
different pH values: 5.5 (dotted line), 6.5 (dashed line), 7.5 (dash-dot-
dash line), and 8.5 (solid line). d CD spectra of Cu(Il) bound to
Prp!06-126 4 pH 6.5 (solid black line) and pH 5.5 (solid gray line),
compared with the Cu(Il) complex with PrP'**~'*° at pH 6.5 (dashed
black line) and pH 5.5 (dashed gray line). The insets in ¢ and d show
the energy region (14,000-22,000 cm™") where the ligand field
transitions appear

Table 1). These signals are also different from those that
arise from free Cu(Il) in solution, strongly suggesting the
formation of a Cu(I)-DNA—Prp!?%-149 ternary complex at
pH 7.5. A similar scenario is observed on addition of
Prp!06-126 ¢4 Cu(Il)-DNA, where a new set of signals with
g =2309 and Aj =140 x 107* cm™' arise (Fig. 2,
spectra a, Table 1), suggesting the formation of a Cu(Il)—
DNA-PrP'%'2% ternary complex. It should be noted,
however, that residual signals associated with the Cu(II)-
PrP'%126 complex are also observed (Fig. 2, spectra a),
revealing a lower relative stability of the Cu(Il)-DNA-
PrP'%1%% ternary complex with respect to the Cu(Il)—
peptide complex. This is probably because the latter pre-
sents two species (vide supra), 3N10 and 4N, where the 4N
coordination mode provides higher stability to the Cu(Il)-
peptide complex, and thus competes with DNA binding.
Consistently, the EPR parameters associated with the
residual Cu(ID-PrP'%*"'?° complex in the Cu(IT)-DNA—
PrP'%*~'2¢ mixture correspond to the characteristic signals
of the 4N coordination mode (with g = 2.225 and
A =189 x 10~*cm™).

At pH 5.5, addition of PrP'*7'* to the Cu(I)-DNA
complex to reach a final 1:1:1 molar ratio also caused
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Fig. 2 Cu(Il) binds to PrP!96-126 prpl09-149 and DNA, forming a
Cu(II)-DNA-peptide ternary complex, as revealed by electron
paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. Comparison of EPR
spectra of 1 Eq Cu(ll) with PrP'%'2  prp!%-1%°  DNA and

2.1

2

b pH=5.5

19 28 25 24 23 22 241 2

g

PrP'%%126 DNA and PrP'®'*° and DNA at pH 7.5 (a) and pH 5.5
(b). The signals associated with free Cu(Il) in solution are indicated
with an asterisk

1.9

Table 1 Electron paramagnetic resonance parameters for Cu(I)-DNA, Cu(Il)-peptide, and ternary complexes at pH 7.5 and 5.5

pH 7.5 pH 5.5
H A 4 A
10~* cm™! MHz 10~* cm™! MHz

Cu(I)-Prp'06-126 2.222 176 529 2.290 160 481
Cu(ID)-Prp'%-14° 2.225 177 530 2.343 159 479
Cu(Il)-DNA-PpP!6-126 2.309 140 421 2.290 160 481
Cu(Il)~-DNA-Prp!'%-149 2.299 156 467 2.292 156 469
Cu(I)-DNA 2.241 201 603 2335 153 458

The g and A values in bold can be assigned to the ternary complexes

PrP prion protein

drastic changes in the EPR spectrum, resulting in signals
with g = 2.292 and A = 156 x 107* cm™! that can be
associated with the formation of a ternary complex, as they
do not correspond to those for Cu(I[)-DNA or Cu(Il)-
peptide complexes (Fig. 2, spectra b, Table 1); a small
amount of residual signals for the Cu(Il)-DNA complex is
also observed. In contrast, the most intense set of EPR
signals in the spectrum of the Cu(I)-DNA—Prp'0®-12¢

mixture corresponds to the Cu(ID-PrP'%'?® complex

@ Springer

(Fig. 2, spectra b, Table 1), whereas a small amount of the
Cu(II)-DNA complex is also observed. These results
clearly indicate that at low pH only PrP'%~'%? is capable of
forming a ternary complex with Cu(Il) and DNA, and there
was no evidence for the formation of a ternary complex
with PrP'%120,

It should be noted that the EPR parameters for the
Cu(I)-DNA-Prp'%-14? ternary complexes at pH 5.5 and
7.5 are almost identical (Table 1) and indicative of a 2N20
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coordination mode according to Peisach-Blumberg corre-
lations (Fig. S4) [38, 39]. The fact that the ternary complex
at low pH could be formed with PrP'®~'* and not with
PrP'%%12¢ suggests that the C-terminal region of Prp'%*4?
is key for the formation of the ternary complex at low pH
and/or it participates in the metal coordination shell.
Moreover, the hyperfine splitting A associated with the
ternary complex with PrP'%"'2¢ at pH 7.5 is different from
that of the PrP'%'*® ternary complex, indicating differ-
ences in the nature of the ligands in each case, and thus
suggesting that the C-terminal region of PrP'®~'* may
participate in the coordination of the ternary complex or
contribute to its coordination properties.

Fourier transform Raman spectroscopy measurements
were performed in situ to provide further evidence for the
formation of the Cu(II-DNA—PrP'*~'*° ternary complex
at pH 5.0 (Fig. S5). Raman spectra were obtained for
unbound peptide and the Cu(Il)-PrP'**~'*° complex, both
before and after the addition of 1 Eq dsDNA (D67)
(Fig. S5). Analysis of the Raman spectra shows that the
band at approximately 1,650 cm™', assigned to the v(CO)
mode, becomes narrower (amide I) on addition of copper
to Perg_MQ; the same behavior is observed for the
bands at 1,450 and 1,159 cm™'. This profile indicates an
increased local symmetry related to a decrease in hydrogen
bonding, which may be caused by copper coordination. On
the addition of DNA, the band broadening is more evident,
attributed to NH, and NH deformation modes [41]. The
band at 716 cm ™! was not observed after addition of CudD)
and DNA; changes in this band are attributed to modifi-
cations in hydrogen interaction forces and the hydrophobic
character derived from protein unfolding [42]. DNA
backbone bands (approximately 830 and 1,093 cm™ ") [42]
were not observed under the conditions applied. These data
suggest that a ternary complex is formed at pH 5.0 and that
metal coordination is affected by changes in the Prp'%%4°
structure caused by the formation of a ternary complex.

Altogether, these results provide strong evidence for the
formation of ternary complexes of PrP'®'* and
PrP!%%-126 with Cu(Il) and DNA at neutral pH, whereas at
low pH a ternary complex is only formed with PrP'%°~'4°,
Further spectroscopic investigation is needed to identify
the nature of the coordinating ligands in these complexes.

Effect of Cu(Il) and DNA on the aggregation properties
of PrP peptides

PrP-derived peptides are alternative models to study and
understand PrP aggregation [12, 29]. In the present study,
we investigated aggregation of human PrP'°°'*® and
hamster PrP'%'%°_ Although derived from different spe-
cies, the peptides share the same amino acid sequence in

the region 109-126 (Fig. S1). Our EPR and CD results
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Fig. 3 Cu(Il) inhibits PrP'®'*® aggregation. The peptide was
diluted to 3 uM in 50 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
(MES ) buffer at pH 5.0, and the light scattering (LS) value at 450 nm
was followed over time. Inset aggregation was followed in the
presence of CuCl, up to 3.0 pM. The maximum LS value obtained
from each kinetic trace was corrected assuming 100 % as the LS
value obtained in the absence of copper ions or urea and 0 %
aggregation as the LS value obtained when the peptide was diluted in
6 M urea. Error bars indicate the standard error of the mean

strongly suggest that these PrP peptides interact with DNA
and copper, forming a ternary complex. Thus, we evaluated
whether these ligands would modulate aggregation of these
PrP peptides.

PrP'%7'%% aggregates on dilution in aqueous solution at
low pH [12, 29]; its aggregation at neutral pH is highly
reduced. Addition of Cu(Il) significantly inhibited the
aggregation of PP in a concentration-dependent
manner at pH 5.0, as observed by static LS (Fig. 3). Other
divalent ions, such as zinc, manganese, and magnesium
ions, did not inhibit PrP'%'*° aggregation significantly
(Fig. S6a). Previous data with the rPrP also showed that
Cu(D) inhibits amyloid fibril formation, whereas Mn(II)
has no significant effect [43]. The inhibitory effect of
CuCl; is due to specific Cu(Il) binding, as the addition of
the Cu(II) and Cu(I) chelators EDTA and 2,9-dimethyl-4,7-
diphenyl-1,10-phenanthroline [44] prevents the anti-
aggregating effect of copper when added simultaneously
with CuCl, in the solution. The addition of CuSO, leads to
the same inhibitory profile as CuCl, (Fig. S6b).

Our LS data show that PrP'*7'%® agoregation is spe-
cifically inhibited by Cu(II) at pH 5.0 (Fig. 3). Although it
has been shown that PrP domains lose their affinity for
CudI) at pH < 6.0 [4, 10], our characterization of the
interaction of PrP'**~'*® with Cu(II) by EPR spectroscopy
(Fig. 2) strongly suggests that this PrP domain binds cop-
per ions at these pH values.

We next verified how the Cu(Il)-PrP'%'*° complex
would behave in the presence of nucleic acids. We asked
whether both ligands—Cu(Il) and DNA—would affect the
PrP structure and aggregation, as these molecules are able
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Fig. 4 Modulation of PrP'®* aggregation at different pH values by

Cu(ll) and nucleic acids. Aggregation of PrP'*~'* was followed by LS at

320 nm after dilution to a final concentration of 3 uM at pH 5.0 (a) or pH
7.4 (b, ¢). LS values of free peptide, or in the presence of 1 Eq Cu(II), with
D44 (a), D67 (b), or R67 (c) were monitored. a all conditions were
significantly different from the control (black bar) (P < 0.05). *P < 0.05
compared with bar 2 (PrP'%1% 4 Cu(ID)), #P < 0.05 compared with the
bar 4 (PrP'®'* 4 NA). b only PrP'®'* plus previously incubated
Cu(II) and D67 was different from the control. ¢ bars 5 (PrPlog’149 + NA
+ Cu(D) and 6 (PrP'%~'*° 4 Cu(Il) + NA) were significantly different
from the control (bar 1, PrP'®™'%%). ##P < 0.01, ***P < 0.001. The
100 % aggregation value relates to the maximum LS value obtained
during PrP'%-1% aggregation kinetics in the absence of ligands

to interact with PrP in the cellular environment [3, 45-47].
Aggregation of PrP'7'*® in the presence of dsDNA
sequences D44 and D67 and Cu(Il) at a 1:1 ligand-to-
peptide molar ratio was monitored by LS at pH 5.0 and 7.4
(Fig. 4). At pH 5.0, both Cu(Il) and DNA (D44) were able
to significantly inhibit PrP'*'*° aggregation (Fig. 4,
plot a). However, the extent of inhibition was lower when
Cu(Il) and DNA were present at the same time, regardless
of the order in which they were added to the solution
(Fig. 4, plot a, asterisk, number sign). This result can be
explained by the fact that Cu(II) binds to DNA under these
conditions. Our spectroscopic results have demonstrated
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the formation of a Cu(II)—DNA—Permg’149 ternary com-
plex at low pH, and a small amount of the Cu(Il)-DNA
complex is also formed. The latter may reduce the avail-
ability of Cu(II) and DNA to bind PrP'%'*® or it could be
a Cu(Il)-DNA complex with a lesser effect on peptide
aggregation compared with the free forms of the ligands.
Alternatively, at the copper-to-phosphate molar ratio used,
DNA duplex stability induced by nonspecific Cu(II) bind-
ing [48, 49] could modify DNA interactions with
PrP'%'%°| thus leading to a different aggregation profile.

At pH 7.4, PrP'%7'%? aggregation was much less intense
in comparison with that at pH 5.0 (Fig. S7). Incubation
with either DNA (D67) or Cu(Il) did not alter the original
LS values (Fig. 4, plot b). The only significant effect seen
at pH 7.4 was a small increase in aggregation when
PrP'*71%% was diluted in a solution containing Cu(II) and
D67 (Fig. 4, plot b, three asterisks). There was no signifi-
cant increase in LS values with control samples containing
Cu(II) and D67 only (data not shown). These data suggest
that the significant aggregation observed when Prp!'%%14°
was incubated with the Cu(I)-D67 complex is not due to
DNA aggregation induced by Cu(Il).

RNA molecules can also modulate PrP aggregation.
Incubation of PrP with RNA molecules led to misfolding and
aggregation, generating species toxic to cultured Neuro-2a
cells [14, 16]. Here we used a small synthetic RNA molecule,
which corresponds to the D67 ribonucleic sequence, R67
[34], to modulate PrP'**~'*? aggregation in the presence of
Cu(I) (Fig. 4, plot ¢). At neutral pH, R67 alone was not able
to modulate PrP'°~'*? aggregation; however, with sequen-
tial addition of Cu(II), or when PrP'%~'*° was diluted in a
solution containing Cu(Il) and R67, aggregation was
enhanced, as was observed for D67. It seems that complexes
formed by nucleic acids (DNA and RNA) with Cu(Il) are
able to modulate (stimulating at neutral pH, and inhibiting at
acidic pH) aggregation of this particular PrP domain.

Neurotoxic peptide PrP'**~12® aggregates in solution at
neutral pH [22]. We thus monitored PrP'°~'%® aggregation
in the presence of Cu(II) and/or DNA for 21 days by tur-
bidity assay at pH 7.4. PrP'%"'% aggregation was signifi-
cantly enhanced only by co-incubation with Cu(II) and
D67 from the 14th day onwards (Fig. 5). High turbidity
was observed for the D67 and Cu(Il) solution on the 14th
and 21st incubation days (Fig. 5, plots ¢, d). This result
suggests that a DNA supramolecular structure may be
formed under this condition. At low pH we did not observe
PrP'%12° aggregation, and neither Cu(I) or DNA was
capable of inducing peptide aggregation at pH 5 (data not
shown), consistent with the fact that at this pH there is no
evidence for the formation of a ternary complex.

Overall, our results indicate that the formation of a
Cu(II)-DNA-—peptide ternary complex at neutral pH indu-
ces aggregation of both PrP'%~1% and Prp!'%¢-12¢,
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Morphology of the aggregated species formed
in the presence of Cu(II) and DNA determined
by transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) analysis of
peptides PrP'%~'*° and PrP'°'*® in their aggregated
forms or after incubation with Cu(Il), DNA (D67), or both
ligands together provided information about the morphol-
ogy of the resultant species (Fig. 6). PrP'%~'* aggregates
formed at pH 5.0 are mainly amorphous (Fig. 6a), as pre-
viously reported [34]. In the presence of CuCl,, a reduction
in the size of these aggregates was observed (Fig. 6b).
Either DNA only or DNA and Cu(Il) together led to a
reduction in aggregation (Fig. 6¢, d), which is consistent
with the LS data (Fig. 4). Notably, the presence of smaller
oligomeric species (indicated by arrows in Fig. 6d) was
observed when PrP'%~'*’ was incubated with both copper
and DNA.

The neurotoxic peptide PrP'%°'2® displayed a different
morphology on interaction with Cu(Il), DNA, or RNA after
21 days of incubation at pH 7.4 (Fig. 6e—j). Unbound
PrP'%'2° presented a fibrillar architecture on the 21st
incubation day, as expected [22] (Fig. 6e). After incubation
with either DNA (D67) (Fig. 6f) or RNA (R67) (Fig. 6g),
the aggregation was reduced, and mainly amorphous
aggregates were observed. In the presence of Cu(Il) only,
PrP'%12° seemed to be fragmented in a heterogeneous
population, with aggregates of various sizes, as well as
much less structured oligomeric species (Fig. 6h). Dual
interaction with Cu(Il) and nucleic acids (D67 or R67)
seemed to increase peptide aggregation (Fig. 61, j), as the
oligomeric species were found occupying all the micros-
copy grid. However, one cannot rule out the presence of
nucleic acid clusters induced by copper that might

contribute to the increased observed aggregation (Fig. 6i,
7). These results show that the effects of Cu(Il) and DNA
sequences are different for PrP'%~'* and PrP'**~'2® which
might be related to the different propensities for aggrega-
tion of each peptide, and to different interactions with
Cu(Il) and nucleic acids. For instance, the interaction of
Cu(I) with residues from the C-terminal domain of
PrP'%1%° at low pH could stabilize this peptide, prevent-
ing its aggregation into higher molecular weight species.

Cellular viability evaluation of PrP'¢~'2°

with Cu(Il) and/or DNA

complexes

Cell viability assays were performed to provide insight into
the toxicity of the Cu(I[)-DNA-PrP'%'2° complexes
(Fig. 7). Only PrP'%'2® was investigated for cell viability
changes, as PrP'%~'%? is not cytotoxic when aggregated at
pH 5.0 or 7.4 or in the presence of the ligands investigated
(not shown). Our TEM analysis evidenced the presence of
lower molecular weight species in the presence of DNA or
RNA, in comparison with unbound aggregated PrP'%¢-'2¢
(Fig. 6f, g). However, Cu(Il) and nucleic acid together
increased peptide aggregation (Fig. 6i, j). It is proposed
that oligomeric species, rather than mature fibrils, are the
main toxic species in protein-aggregating diseases [50, 51].
Therefore, evaluation of the cytotoxicity of these different
species is of value. We treated murine neuroblastoma cells
(Neuro-2a) with free PrP!%*125 Cu(II)-PrP'%¢-!2°, DNA-
PrPlOﬁ_lzG, and the three molecules combined (forming a
ternary complex at pH 7.5), and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction was
evaluated as described previously [34]. For PrP'%¢12¢ we
observed that after 14 or 21 days of the aggregation
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Fig. 6 Transmission electron microscopy analysis evidences differ-
ent morphologies of the aggregated PrP peptides formed in the
presence of Cu(Il) and DNA. The PrP'®* concentration was
10 uM (a-d) and the PrP'%126 concentration was 25 M (e-j).
Samples were prepared in MES buffer, pH 5.0 (a—d, k, 1) or in PBS,

protocol, the aggregated species formed reduced the via-
bility of Neuro-2a cells in culture (Fig. 7c, d). Incubation
of the peptide with either D67 or R67 did not increase its
cytotoxicity. However, when Cu(Il) was added (in the
presence or absence of nucleic acids), there was a signifi-
cant reduction of cell viability for fresh aggregates and
those incubated for up to 21 days (Fig. 7). Free Cu(Il) and
nucleic acids were not toxic to Neuro-2a cells at the con-
centrations investigated (not shown). These data indicate
that interaction of PrP'%'%¢ with Cu(Il) causes cellular
dysfunction, and that further binding to nucleic acids does
not alter the cytotoxic properties of the Cu(Il)—PrP'*-'2¢
complexes.

Discussion

In this work we evaluated the combined effect of copper
ions and nucleic acids in the aggregation and conformation
of PrP peptides comprising residues 106-126 and 109-149
(PrP'%%126 and PrP'%71%%) at different pH values. Struc-
tural changes in PrP, mainly in the N-terminal domain and
the beginning of helix 1 [52, 53], are fundamental steps in
prion disease pathogenesis, and both Cu(II) and nucleic
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PrP'%9-%49:pg7:Cu(ll)

pH 7.4 (e—j). Peptides were incubated with either Cu(I) and/or
nucleic acid (D67 or R67) at equimolar concentrations. In all cases,
Cu(Il) was provided as CuCl,. Scale bars a 0.25 pm, b, d, f, h, i,
k 1.0 pm, ¢,12.0 pm, e, g, j 0.5 um

acid molecules have been shown to induce rPrP confor-
mational changes [4, 11, 12, 19, 54]. Moreover, Cu(Il) can
induce PrP€ cellular internalization [55], indicating that
copper-loaded PrP is present in different cellular environ-
ments, with different proton concentrations. It was reported
that copper binding through the N-terminal region of PrP,
but outside the octarepeat domain, led to an interaction of
the C-terminal region with the copper-bound N-terminus of
this protein [54]. This result suggests possible allosteric
events mediated by copper, implying that certain PrP
domains are not available for interaction with other ligands
on Cu(Il) binding. This scenario would lead to modulation
of PrP physiological functions and/or could be related to
the pathogenesis of TSEs.

We initially investigated if PrP'°®"'¢ and Prp'%%-'#
would coordinate Cu(Il) at neutral and acidic pH. At pH
7.5, Cu(l) binding to PrP!%7149 and PrP!%12% Jeads to
complexes where His-111 is the main copper-anchoring
residue, as described before [10], and His-140 does not
take part in the coordination (Fig. 8). We found that Cu(II)
binding at this site has no significant effect in peptide
aggregation at neutral pH for both peptides (Figs. 4, 5).
Previous studies reported that Cu(Il) induces fibril forma-
tion by human PrP'**~'26 [22] at neutral pH. It is plausible
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Fig. 7 Cu(Il) binding increases the cytotoxicity of PrP'%~12°,

PrP'06-126 4¢ 25 uM was incubated with Cu(Il), DNA, RNA, or both
Cu(Il) and nucleic acids in PBS, pH 7.4 at equimolar ratios. Fresh
samples (a) or samples preincubated for 7 days (b), 14 days (c¢), and
21 days (d) were added at a final concentration of 5 uM to each well
containing a monolayer of Neuro-2a cells. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (M7T) reduction was evaluated
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(&
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Fig. 8 The main effects caused by Cu(Il) and DNA binding to the
PrP peptides. Left binding of Cu(Il) to PrP'%~'%® or PrP'%-126 at pH
7.5. Addition of nucleic acid (NA) leads to the formation of ternary
complexes [Cu(II)-NA—peptide]. Only oligomeric complexes formed

that we observed no significant effect of Cu(Il) by turbidity
assays at pH 7.4 because of the low sensitivity of the
technique; however, morphological analysis evidenced the
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as described in “Materials and methods.” The data are expressed as
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with PrP'%~126 are cytotoxic. Right binding of Cu(Il) to PrP'%1%° or
PrP'%%12% 4t pH 5.5. Addition of NA leads to the formation of a
ternary complex only for PrP'%~'*° at pH 5.5, and it is not cytotoxic

presence of a heterogeneous PrP'%"'2° aggregate popula-
tion in the presence of Cu(Il) (Fig. 6h), and which might
contain fibrillar species.
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In contrast, an inhibitory effect of Cu(Il) was observed
in the aggregation of PrP'%~'*® at pH 5.0. Cu(II) binding to
PrP'%'* at low pH leads to the formation of a distinct
oxygen-rich Cu(I)-PrP'*~'*° complex that involves car-
boxylic acids from the C-terminal region (potentially Asp-
144 and Asp-147 or Glu-146) and/or water molecules
(Fig. 8). The formation of this complex requires residues at
the C-terminal region, and thus it is not formed in
PrP'%12_ This species is responsible for the significant
inhibitory effect of Cu(Il) in the aggregation of Prp!%-149.
It is plausible to propose that Cu(Il) binding at the C-ter-
minal region of PrP'®'*® could cause conformational
changes that may interfere with the intermolecular hydro-
phobic interactions involved in its aggregation pathway. As
mentioned above, Cu(Il) can induce PrPC cellular inter-
nalization by endocytosis [55], indicating that copper-loa-
ded PrP is present in endosomes where proton
concentrations are high. Thus, the low-pH Cu(Il)-
PrP'%7'* complex identified in this study could be a rel-
evant species that is formed at the endosomal level and it
could play an important inhibitory role in PrP aggregation.

Voltammetric measurements strongly suggested that PrP
remains copper-bound in diverse cellular environments
[56]; also, rPrP exposes different binding sites for heparin,
depending on the solution pH [57]. These results indicate
that rPrP might suffer conformational changes depending
on its cellular location, thus interacting differently with
copper, nucleic acids, and/or other identified ligands. In
this study, strong evidence for the formation of Cu(Il)-
DNA-PrP'®'* (at neutral and acidic pH) and Cu(II)-
DNA-PrP'%12% (at neutral pH) ternary complexes has
been provided by EPR and Raman spectroscopy. Although
further spectroscopic investigation is needed to identify the
nature of the coordinating ligands in these complexes, our
results suggest that they may favor the formation of olig-
omeric and cytotoxic structures (Fig. 8). Both Cu(II)
binding and DNA binding by PrP'%'*® reduced its
aggregation to ordered oligomers, as seen by LS and TEM
at pH 5.0. The presence of both Cu(Il) and DNA did not
inhibit aggregation to the same extent as the ligands alone,
probably owing to an interaction of Cu(Il) with DNA. The
morphologies of the PrP'*~'%° species generated on incu-
bation with Cu(Il), DNA, or Cu(Il) and DNA were dif-
ferent. Specifically, smaller oligomeric species were
formed when both Cu(Il) and DNA were added to the
peptide solution.

The formation of toxic oligomers is a hallmark of neu-
rodegenerative processes [50, 58]. Interaction of recombi-
nant full-length PrP with DNA (D67 and D44 sequences)
and RNA led to cytotoxic species. A previous report
showed that recombinant PrP?***' oligomerizes into
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species that are toxic to SK-N-SH cells on addition of
Cu(D) at pH 5.0 [59], excluding the role of the octarepeat
domain in this process. Herein, we found that mainly
Cu(II) binding by PrP'°*"'?® in the region encompassing
His-111 is associated with the formation of cytotoxic
oligomeric species. Indeed, cell viability assays showed
that addition of the RNA sequence (R67) and Cu(Il) to
PrP'%%12% induces higher cytotoxicity (on the 21st incu-
bation day, only), which might result from the different
morphology of the PrP!'°®'2® agoregates formed in the
presence of both ligands. The cell-death mechanism
remains to be investigated, although preliminary results
with recombinant full-length murine PrP indicate that
DNA-rPrP complexes induce cellular apoptosis [34].

In conclusion, this study provides strong evidence for
the formation of Cu(II)-nucleic acid—PrP peptide ternary
complexes, which lead to the formation of oligomeric
species with different morphologies and cytotoxicity pro-
files that might be relevant for the pathogenesis of TSEs
(Fig. 8). The nucleic acids used in this study have previ-
ously been shown to interact with either recombinant full-
length PrP or PrP'*~'*% [12, 32, 34]. Liu et al. [60] per-
formed a pioneer study where it was revealed by CD
measurements that the conformation of full-length ovine
PrP is affected by both RNA and Cu(Il). Although our
work has the limitation of analyzing only isolated PrP
domains, it is the first report that characterizes the bio-
physics, morphology, and cytotoxicity of this dual inter-
action. Moreover, one could infer that such interactions
may also occur in full-length PrP, as suggested by the
results obtained for ovine PrP [60]. Conformational chan-
ges induced by both nucleic acid and copper would lead to
aggregated species that could be deleterious to the cell. Our
study also underscores the importance of obtaining struc-
tural information about PrP-ligand complexes to help
elucidate PrP function and conversion to PrP5¢ [61], which
in turn can aid the development of new therapeutic strat-
egies for TSEs.
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