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Resumen

Resumen

El factor inductor de apoptosis (AlF) es una flaaeina principalmente conocida por
su actividad pro-apoptética, aunque también praseuatividad NAD(P)H oOxido-
reductasa gracias a su cofactor FAD. Se piensaaqueas funciones podrian estar
relacionadas.

En este proyecto principalmente se ha caracterifmdoncion oxido-reductasa de la
forma humana apoptotica de AIF (hAlko) mediante el estudio de los residuos W483,
F310, P173 y H454, pertenecientes al centro acyi¥ 13, R422 y R430, vinculados a
la dimerizacion. Para ello se ha reemplazado dickegluos y se ha estudiado el
proceso de transferencia de hidruro de las praiemaantes.

También se ha estudiado la reactividad de RAJf, reducida con sustratos de tipo
quinona, siendo ésta muy baja, asi como la afini#adnion entre hAlk-10.0xidada y
NAD®, la cual no se ha detectado. También se ha lodeadrpresion y optimizacion
de las condiciones de cultivo de la forma mitoc@idnAlFa1 54y la forma truncada
hAIFa1-340

Con respecto al estudio de los mutantes, los resiRi73 y H454 son claves en la
unién del FAD y en la estabilizacién del comple tcansferencia de carga, mientras
que el residuo F310, ademas de estar implicadoaeestabilizacion del cofactor,
también participa en alguna de las etapas del nwuoarde transferencia de hidruro.

Los residuos E413, R422A y R430, que participamaeatimerizacion, también alteran
la velocidad de transferencia de hidruro y la und®l cofactor, por lo que la
dimerizacion también podria regular la actividattiéxreductasa de la proteina.

En conclusién, tanto los residuos del centro actiemo los que intervienen en la
dimerizacion son esenciales para la actividad Gredlnictasa, ya que su sustitucion
altera el proceso de transferencia de hidrurounién entre la proteina y el coenzima.
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Introduccion

1.1. Flavoproteinas, FAD y NADH:

Las flavoproteinas estan implicadas en un gran rauiche procesos biolégicos, como el
desarrollo embrionario (Murtet al, 1982; Whiteet al, 1988), la muerte celular
programada (Susiet al., 1999) y procesos dependientes de luz como laifdésss
(Zanettiet al, 1991) y la replicacion del DNA (Jores al, 1987). Gran parte de éstas
actian como biocatalizadores gracias a su cofdedd, o FMN, mostrando una gran
selectividad, control y eficiencia en las reaccgqee catalizan.

La parte reactiva de los cofactores flavinicos leandlo de isoaloxacina, que puede
presentar tres estados de 6xido-reduccion: oxidauioona), reducido por un electron
(semiquinona) y reducido por dos electrones (hidiromna). El proceso de Oxido-
reduccion de la flavina es reversible, pudiendodiexrir un solo electron en dos etapas
de transferencia a través del intermediario semana, o dos electrones en una sola
etapa de transferencia (Figura 1).
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Figura 1. A) Estructura del anillo de isoaloxacynsus derivados riboflavina, FMN y FAD. B) Esquema
de los diferentes estados de 6xido-reduccion ddlbade isoaloxacina normalmente presentes en las
flavoproteinas.

Este cofactor flavinico otorga a la proteina tasiis propiedades de oxido-reduccién
como sus propiedades espectroscopicas. Asi, lagpflateinas muestran un espectro

caracteristico en el visible que se modifica ercitim del estado redox de la proteina
(Figura 2).
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Figura 2. A) Espectro de absorcion UV-visible délCFlibre. B) Espectro de absorcién UV-visible de
una flavoproteina (Flavodoxina, pH7, 25°C) en estaddado, semiquinona neutro e hidroquinona.

Entre los compafieros redox mas habituales de dasndls se encuentran NADy
NADP®, junto con sus formas reducidas NADH y NADPH. Egtepo de coenzimas
presentan gran importancia biolégica en los pracad® transformacion de energia
(Ying, 2008). Constan de una adenosina (fosforilawl&®” de la ribosa en el caso de
NADP*/H), un grupo pirofosfato, una ribosa y un anille dicotinamida, capaz de
oxidarse o reducirse mediante la captacion o cet@@m ion hidruro.
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Figura 3. A) Estructura de NATH. B) Espectro UV-visible de NADH.

NAD*/H y NADP'/H presentan propiedades espectroscopicas similagsorma
reducida presenta maximos a 338 y 259 mg € 6.3 mM*-cmit), mientras que la
oxidada presenta un anico maximo a 259 nm.

1.2. Apoptosis:

La apoptosis se define como un proceso fisiolédeanuerte celular programada en el
que se diferencian dos etapas principales (Keal, 1972; Hacker, 2000). En primer

lugar se produce una condensacién nuclear y c#op® en la célula, lo que

desemboca en la fragmentacion celular en cuerpopt@ros. Los organulos se

encuentran compactos pero integros dentro de es®pos apoptoéticos, los cuales
pueden contener o no fragmentos nucleares. Fingmis cuerpos apoptoticos son
fagocitados y procesados por enzimas lisosomal&sdagosomas.
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Hasta la fecha se han descubierto dos rutas ap@#dirincipales: la via mediada por
receptores mortales, conocida como extrinseca, mitacondrial o también llamada

intrinseca (Elmore, 2007). Ambas rutas tienen lugadiante multiples mecanismos
moleculares y se relacionan entre si, de formalgsieeventos moleculares de una
influyen en la otra. Ademas existe una ruta adaligue implica citotoxicidad mediada

por células T y los sistemas perforina/granzimaagges rutas convergen finalmente
en la activacion de la caspasa 3, que desencaaleegiadacion celular.

La via mitocondrial o intrinseca también es conmadmo la ruta independiente de
caspasas. Las mitocondrias son conocidas princgraénpor su papel en la obtencion
de energia, pero también participan en la muettdaceno solo por la pérdida de su
funcion energética sino también por la liberaciérpdbteinas al citosol (van L@ al,
2002; Smithet al, 2008). Esta liberacion se produce como resultedta pérdida del
potencial de membrana mitocondrial y la formaciénpdros en dicha membrana, que
permiten el flujo de proteinas a través de elloarabas direcciones.

Entre dichas proteinas se encuentra el factor decadn de apoptosis (AIF), que
participa en la ruta independiente de caspasasegpuesta a un estimulo apoptético,
AIF es liberado del espacio intermembrana de lacuitdria al citosol. Posteriormente
se produce su translocacion al ndcleo, donde intuédegmentacion del DNA (van
Loo et al, 2002; Susiret al, 1999).

1.3. Factor de induccion de apoptosis (AlF):

1.3.1. Descubrimiento, secuencias e isoformas:

El factor de induccién de apoptosis (AIF) fue descpor primera vez por Susin y
colaboradores como una flavoproteina de ~57 kDa was gran homologia con
oxidorreductasas de bacterias, plantas y hongosiN@&i al, 1999). Asi mismo,
encontraron un alto grado de conservacion (92%ddetidad de aminoacidos) entre
AIF humano (hAIF) y de raton (mAIF), y demostrargme el gen humano de AIF se
encuentra localizado en la region Xqg 25-26 del asoma X, mientras que el de ratdon
se encuentra en la region A6 del mismo cromosorasir{®t al, 1999; Daugast al,
2000).

El transcrito mas abundante de AlF, llamado AIFAIB exon2a, se traduce en el
citoplasma dando lugar a una proteina de 613 awichm& (612 en raton). AlF1 se
pliega dando lugar a tres dominios: dominio de mrdadAD (residuos 123-262 y 401-
480), dominio de unién a NADH (residuos 263-400)gminio C-terminal (residuos
481-613) (Figura 4). Ademas, presenta una secudteidocalizacion mitocondrial
(MLS) en la regiéon N-terminal y dos secuencias dealizacion nuclear: NLS1
(residuos 278-301) y NLS2 (residuos 446-452) (Sesimal, 1999; Yeet al, 2002;
Lipton et al, 2002). Dicha secuencia de localizacién mitoci@ahdiirige su transporte al
espacio intermembrana mitocondrial, donde es padicegn su forma madura de 62
kDa (hAlF,1-54). Una vez plegada correctamente con su cofa@weinilco, flavin adenin
dinucledtido (FAD), se inserta con su extremo Mnieal (aminoacidos 54-102) en la
membrana interna, quedando expuesto el resto gi®taina al espacio intermembrana
(Oteraet al, 2005). Ante un estimulo apoptético, AIF es psacka por calpaina | y/o
catepsinas B, L y S en su forma apoptotica (RAIE), la cual es liberada al citosol y
posteriormente translocada al nucleo (Polstexl., 2005). En el nlcleo se une al DNA,
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lo que induce su fragmentacion, la condensacionaderomatina y muerte celular
independiente de caspasas (Liptinal, 2002). Esta actividad pro-apoptética de AlF
requiere la presencia de endonucleasas, ya queatce de un dominio efector de
muerte. Algunos estudios sugieren que AIF cooperala endonucleasa G o con la
ciclosporina A (CypA) para provocar cromatinoli$&hu et al, 2007; Candeet al,
2004; Kitagaweet al, 2008). Ademas, la histona H2AX podria ser necaegaara el
ensamblaje de un complejo de degradacion del DN&l gne intervendrian AlIF, CypA
y la propia histona (Artust al,, 2010).

Corte por MPP
MLS

hallF 1 MFRCGELARGAT KOFLY PLVET VCVES PRORNEL PGN LE JRWHV PLE LOMTR MRS5S GRS
mATE 1 MFRCGEL LG AFEOELY PLVET VIR PEORNEL PEN LF OOW BV ELE LOMRR M RESGE S

Corte por Calpainas/Catepsinas 53

MLS
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102
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mALE 120 GEVPQIRAPSHVFEFLLIGGGTAAFARRRS TRARDPGARVLIVEEDPE LPYME PP LSEELW
150

Union a HspT0

hAIE 121 FSIDPNVTET LEFEWHNGEERS T¥FQP PSEYV SAQDL PHTEN GCVEV LT GEENVVOLOVED
mATE 180 FEIDOPRVTET LOQFRWHGEERS I¥FOP PSEYV SAQDL PN TEN GGVEV LT CEENVVHLOVEG
228
ML 51

hAIE 241 MMVELNDGSQITYEFCLIATGGTPESLSATDRACAEVESETT LFEEICOFES LEFTSEEWV
mATE 240 MMVFLNDGSQITFEFCLIATGGTPESLSATNRACAEVESETT LFREICOFRALEETSEEV

hAlE 301 ESITIIGGGE LGSELACALGREARALGTEWVIQLE FEKGHMGK ILFEY LSNWTMEEVEEEG
mATE 300 ESTTVIGGCE LGEELACALGRKSOASCTEVI]LE PEFGHMGH ILPIY LENWTMEEVEREG
My —

RATE  3el VENMMPHALVDEVGY ESGEL LI LEDGREVETDEIVAAVG LEPNVELART GGLEIDSDEGG
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397

Unidn a CypA NL52

hATET 421 FEVHAELQARSN IWVAGDAACE YD IKLGREREVEHHNEAVVSCRELAGENM TCARR FYWED S
mATE 420 FEVHAELQAR SN ITWVACTIARACE YT TKL.GREREVEHHNHE XN VECELAGENM TCARK FYWHD S

hATE 431 MFWSDLGEDVEYEAIGL VDSSL PTVEVFAKATAORNEISETE DS ETE D SES K TRSE S
mALF 420 MFWSDLEFDVEYEATGL VDSSL PTTACY FAKAT AR ENBIS A TR OS CTE TRSESETRESEASE
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias aminoea$dde AIF humana y de ratén. Los dominios de
unién a FAD y NADH y el dominio C-terminal estan eegrita, en rojo y en cursiva respectivamente.
Las cajas amarillas muestran las secuencias dézbwan mitocondrial (MLS) y nuclear (NLS); la eaj
verde indica la secuencia PEST. Los residuos trammana estan subrayados y las flechas muestran las
posiciones de procesamiento y las peptidasas deevienen. Los cédigos del GenBank para AlF
humana y de ratén son AF100928 y AF100927, resmeuntnte (Figura modificada de Ferregaal,
2012).

Estudios posteriores han mostrado la existencal deenos dos variantes mas de hAIF:
AIF2 o AlF-exon2b (Loeffleet al, 2001), que contiene un exdn alternativo 2b &exht
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exon original 2, y AlFsh (Delettret al, 2006), que se produce a partir de un inicio de
transcripcion alternativo situado en el intrén 9AE. Se ha visto que AIF2 presenta la
misma funcién que AIF1 y también se encuentra andenbrana interna mitocondrial,
anclandose de forma mas fuerte a dicha membram@&n®iargo, AlFsh es una proteina
citosolica que provoca los mismos efectos apomstipie AIF1 pero carece de funcion
oxido-reductasa. También se han generado otrassdé@mas humanas, AlFsh2 y
AlIFsh3, que también presentan el exon alternativoA®-sh2 contiene los residuos 1-
322, mientras que AlFsh3 esta formada por los wesi®7-322, es decir, ambas carecen
del dominio C-terminal y de NLS2, y por ello no smanslocadas al nucleo. AlFsh3
también carece de la secuencia MLS y por consitpliiErmpoco es translocada a la
mitocondria (Delettret al, 2006) (Figura 5).

1 123 262 401 480 613

NH,- NADH -COOH AIF1
MH,- NADH -COOH AIF2
1 2174
e I <007 ATk
1 in
NH - ik -COOH AlFzhi
1 236
o T <00 AFas

Figura 5. Isoformas descritas de AIF y represeatade sus dominios (Ferreieaal., 2012)

1.3.2. Funcién 6xido-reductasa:

Ademas de su participacion en la via apoptoticacuitdrial, AlF presenta actividad
NAD(P)H oOxido-reductasa gracias a su cofactor FARiste una gran controversia
sobre qué papel desempefia la actividad 6xido-rasaien el espacio intermembrana de
la mitocondria en condiciones no apoptoticas. e que es esencial para la obtencion
de energia en las mitocondrias, asi como paraneidomamiento 6ptimo de la cadena
respiratoria (Miramaret al, 2001; Sevrioukova, 2011). También se ha sugesido
implicacién tanto en la eliminacién de radicaldsds (Kleinet al, 2002) como en su
formacion. Ademas, algunos estudios relacionausacidn redox con la biogénesis y/o
ensamblaje de los complejos | y Il de la caden&aesporte de electrones durante la
fosforilacién oxidativa, asi como con el mantenimie de las funciones de estos
complejos (Vahseat al, 2004) (Figura 6).
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Figura 6: a) Esquema de la participacion de AlElensamblaje del complejo I. b) Esquema de la
participacion de AIF en el mantenimiento de los pl&jos respiratorios (Modjtahest al, 2006).

La primera caracterizacidn vitro de la actividad 6xido-reductasa de AlF se reala c

la forma truncada de ratdbn mAlkH20 (Miramaret al, 2001). Se vio que mAlr.120 €S
capaz de catalizar la transferencia de electronbaja velocidad entre NAD(P)H y
pequefios aceptores de electrones o citocromoug sta transferencia se acompafnaba
por la formacién de complejos de carga (CTC). Pustaente se caracterizaron las
formas mAlR1.s3 Y MAIFa1101, las cuales presentaron también baja velocidad de
transferencia y formacion de CTC (Churbanataal, 2008). Todas estas formas
mostraron preferencia por NADH frente a NADPH, erfon capaces de intercambiar
electrones con aceptores de uno o dos electrordmas, la reducciéon con NADH
provoca una transicion de mondémero a dimero, lo sjgeifica que AIF podria
participar en vias de sefializacion celular (Sekadoa, 2009).

Por otra parte, cabe destacar que todavia no gedido establecer qué relacién hay
entre la actividad oOxido-reductasa y la apoptoétio&cialmente se sugiridé que eran
independientes entre si, ya que el precursor de #l€ombinante se vuelve
apoptogeénico incluso en ausencia de FAD (Swsiral, 1999), y ni la adicion de
NAD(P)H ni la inhibicion de la actividad Oxido-rectasa alteran la actividad
apoptogénica de AIF (Miramaet al, 2001). Ademas, AlFsh (Delettet al, 2006)
presenta actividad apoptoética pese a carecer okdact 6xido-reductasa, mientras que
AlFsh2 (Delettreet al, 2006) presenta actividad oxido-reductasa pesaracer de
actividad apoptoticaSin embargo, actualmente se piensa que ambas f@scestan
relacionadas, ya que la dimerizacion de AIF medipdala reduccion con NADH
produce una reorganizacion estructural de los dosiiproapoptéticos, impidiendo el
acceso a las secuencias de union al DNA y a NL82m&s, las formas monomérica y
dimérica se consideran dos formas funcionalesafifes de AlF. Estudios realizados
por Churbanova y colaboradoré§hurbanovaet al, 2008) sugieren que la forma
predominante en la mitocondria en condiciones lfigiocas seria la forma dimérica, y
que probablemente AIF forma parte de un complejtiimérico. Ademas, los cambios
en los niveles de NADH podrian afectar al estadgooiérico, lo que alteraria las
interacciones de AIF con otras proteinas no séltaenitocondria sino también en el
citoplasma y en el nucleo. Bajo condiciones apagstse suele producir una bajada en
los niveles mitocondriales de NADH. Esto podria aatar la presencia de la forma
monomérica, que es mas susceptible a proteolised Birterminal y a la translocacion
al citosol para producir apoptosis. Todo esto adecque la funcion apoptoética de AlF

10



Introduccion

estaria controlada por su actividad Oxido-reductéSaurbanovaet al, 2008;
Sevrioukova, 2009; Sevrioukova, 2011).

1.3.3. Estructura molecular de AlF:

Se han determinado varias estructuras cristalegiifie AIF en su estado natural, tanto
de la forma humana (residuos 128-608 en el PDB 1Me@let al, 2002) (Figura 7)
como de la de raton (residuos 121-610 en el PDB4®Xatéet al, 2002; residuos
128-610 en el PDB 3GD3, Sevrioukova, 2009). En dodHas se observan tres
modulos: los dominios de uniébn a FAD y NADH muestian plegamiento tipo
Rossman, mientras que el dominio carboxilo termestdh compuesto por cinco hojas
beta antiparalelas (residuos 478-579) seguidasodehdlices alfa (residuos 580-610).
Ademas, en el dominio C-terminal de la forma oxalai® AIF, tanto en la humana
como en la de ratén, se han encontrado varios owtiesordenados que no se han
podido resolver (residuos 540-559 y 546-553 en RBB 1M6l y 3GD3,
respectivamente).

Figura 7: Estructura cristalografica de AlF
humana (Yeet al, 2002). Se representa en
verde el dominio de uniébn a FAD, en
naranja el dominio de unién a NADH y en
morado el dominio C-terminal. El cofactor
FAD, en su forma natural oxidada, se
representa en color azul.

Como ya se ha mencionado anteriormente, AIF ties/@oc grupo prostético una
molécula de FAD unida de forma no covalente porécuh de proteina, o que le
permite participar en procesos de O6xido-reducciBo. anillo de isoaloxacina se
estabiliza en la interfase entre los tres dominjioss parcialmente accesible por el
solvente, mientras que la adenosina, el grupo gsfafo y el ribitil del FAD estan en
contacto con el dominio de unién a FAD (residuc3-130, 164, 232, 258-260 y 403).

Esta disposicion estructural de AIF es similar adéalas reductasas bacterianas de
ferredoxina, que son sus homologos mas cercandgtisamente. Sin embargo, AlF se
diferencia principalmente de dichas reductasadgpresencia de un bucle extra en el
C-terminal (residuos 510-560 en hAIF), que le projmma su funcién apoptética (Maté
et al, 2002). Este bucle contiene una secuencia PESIH(os 529-560 en hAIF) y una
secuencia rica en prolinas (residuos 544-554 efrhAmbas secuencias suelen estar
involucradas en interacciones proteina-proteire®e f1a sugerido su participacion en la
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union con CypA (Artuset al, 2010). Esta union permitiria el transporte dé& Al
nacleo y la cromatinolisis del DNA.

También se ha determinado la estructura de la foadacida por NADH de AIF de
raton (residuos 128-610 en el PDB 3GD4, Sevriouk@@99) (Figura 8A). Tras la
reduccion por NADH se observa la dimerizacién de la formacién de complejos de
transferencia FADHNAD" muy estables. Segln esta estructura, la estafidizalel
CTC se debe a tres motivos: (i) las interacciores@pilamiento entre los anillos de
nicotinamida, isoaloxazina y F309 (F310 en la formanana) (Figura 9); (ii) la
redistribucién de un gran numero de residuos alicomtsituados en el C-terminal,
probablemente actuando como un sitio de deslocadizeelectronicafiii) una amplia
red de enlaces de hidrégeno en la que participd58igHis454 en hAIF), un residuo
clave que sufre un cambio conformacional paraact@onar y orientar de forma 6ptima
la nicotinamida, favoreciendo la transferencia dega. Estos cambios en el centro
activo se transmiten a la superficie de AlIF provaicala dimerizacidon y restringiendo
el acceso a NLS2. Ademas, el dimero formado etaéiésado por una serie de puentes
salinos entre los residuos E412, R421 y R429 (ER2422 y R430 de la forma humana)
(Figura 8B). Todos estos datos apoyan la hipotesigue tanto la funciébn mitocondrial
como la apoptética estan reguladas por NADH (Sekowa, 2009).

Figura 8: A) Estructura cristalografica del dimend\IF,.sNAD" (PDB 3GD4). Las dos moléculas de
AIF se representan en verde y rojo. El cofactor FABe muestra en negro y la coenzima NAD
amarillo. B) Modelado de las interacciones entiguabs residuos presentes en la zona de unién del
dimero a partir del dimero mAENAD* (PDB 3GDA4).

Gracias a la estructura cristalografica de mAlestado reducido por NADH, se puede
predecir el lugar de union del anillo de nicotindandel piridin nucledétido en el entorno
del anillo de isoaloxacina del FAD. De esta forneapsiede predecir un modelo de
interaccion entre la enzima y el coenzima parartaena humana. Asi, el centro
catalitico esta formado por los residuos W483, FR1T3, H454, E314 y K177 (Figura
9). Estos dos ultimos residuos no se han estudindiste trabajo ya que las mutaciones
realizadas en estos residuos (Villanueva, 2010¢rgeon proteinas inestables.
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Figura 9. Centros activos
superpuestos de mAIF reducida
por NADH (pdb 3GD4) y la
forma oxidada de hAIF (pdb
1M6l). Se muestra en color negro
el cofactor FADH y en azul la
coenzima NAD. Se muestran en
verde los residuos del centro
activo correspondientes a la
forma oxidada y en rojo los
residuos correspondientes a la
forma reducida. Los guiones
muestran una nueva interaccion
entre H454 y NAD tras la
reduccioén de AlF.

Esta figura muestra los desplazamientos de algtegiduos del centro activo como
consecuencia de la reduccion de la proteina. Roselcree que estos residuos podrian
estar modulando la reaccion de transferencia deirsicentre el NADH vy la proteina,
afectando por tanto a las propiedades de Oxidceoé@iu de AIF. En este trabajo se
propone estudiar el papel de los residuos W4830FB173 y H454, todos ellos
pertenecientes al centro catalitico, asi comoeatefproducido por los residu@sl13,
R422 y R430, que participan en la dimerizacion dE. Astos tres ultimos residuos
fueron sustituidos por alaninas, lo que alteraaimé notable la presencia de cargas y
puentes estabilizadores de la dimerizacion. Essugkmalelos realizados por el grupo de
investigaciéon han comprobado que dichas mutaciomgisien la dimerizacion. Por otra
parte, y con respecto al centro catalitico, edwesiW483 fue sustituido por una glicina.
Se espera que este cambio afecte al entorno diel deiisoaloxacina, ya que aumenta
la polaridad del centro activo e impide la estabdion por el anillo indol del triptéfano.
También se sustituyé por glicina el residuo F3&@ue aumenta el espacio de union de
la nicotinamida en el centro catalitico. EI cambes P173 por glicina dota de mayor
flexibilidad al FAD. Por udltimo, el intercambio dd454 por serina impide que el
cambio conformacional de la histidina, mostraddadigura 9, oriente al NADH para la
formacion del complejo cataliticamente competente.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es caracteria funcion oxido-reductasa de las
formas humanas mitocondrial y apoptotica de AIF IfAss ¥ hAIFa1-107). Para
alcanzarlo, en este trabajo se ha planteado laecoci®n de los siguientes objetivos
parciales:

1. Expresar, producir y caracterizar la forma notwrial hAlFa;.54, Y cOmparar su
funcionalidad con respecto a hAlR oz

2. Determinar la actividad 6xido-reductasa de hAlk, con distintos aceptores de
electrones.

3. Determinar el papel de los residuos del centtov@g asi como de los residuos
implicados en el proceso de dimerizacion. En cdoced papel de los residuos W483,
F310, P173 y H454, pertenecientes al centro agyi¥}13, R422 y R430, vinculados a
la dimerizacion.

Ademas, se ha planteado como objetivo secundapi@sar y optimizar las condiciones

de cultivo de la forma truncada hAlE40 Esta forma carece del dominio de union a
FAD y por ello no presenta actividad oxido-reduatgeor lo que se utilizara en estudios
posteriores para lograr un mejor entendimientadelbcion entre la funcion apoptética

y la actividad 6xido-reductasa de AlF.

17






3. Materiales y métodos






Materiales y métodos

3.1. Material biolégico

Para la expresion heteréloga de hAlk, de sus mutantes W483G, P173G, F310G,
H454S y E413A/R422A/R430A, y de hAlEss y hAIFA1-340 S€ ULilizO la cepa BL21
(DE3) de Escherichia coli con el vector de expresion pET28(+). Los
correspondientes cDNAs fueron clonados entre lasadi Ndel y Notl, permitiendo
obtener una proteina de fusién que ademas preaaataola de seis histidinas en el
extremo N-terminal. El vector ademas confiere tesga a kanamicina. Los plasmidos
gue contienen los genes de hAlk, y los mutantes W483G, P173G y F310G fueron
cedidos por la Dra. Miramar (Miramat al, 2001), mientras que el plasmido que
contiene hAlk1.340fue cedido por el Dr. Susin. Los plasmidos queieaeh el cDNA

de H454S, E413A/R422A/R430A y hAlEss fueron producidos por Mutagerfex

3.2. Expresion de hAlRK;.105 de sus mutante®V483G, P173G,
F310G, H454S y E413A/R422A/R430A, y de las variarste
NAIF A154Y hAIF A1.340

3.2.1. Transformacioén

Para obtener células competentes se partié deasiltieE. coliBL21 y DH5x en LB-
agar, de los que se tomo una colonia aislada paralar 10 ml de LB a 37°C y 200
rpm durante toda la noche. A la manana siguienteasilaron 200 ml de LB a 37°C y
200 rpm con 2 ml del pre-indculo, hasta alcanzar DrOgoonm = 0,35-0,45. Se incubd
20 minutos en hielo y se centrifugd 15 minutos 804€pm, 4°C. Se resuspendio el
pellet celular en 40 ml de Buffer 1 (Ca@0O0OmM, MgC} 70 mM y NaAc 40 mM) y se
centrifugd 15 minutos a 4000 rpm, 4°C. Se desecles¥amente el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 4 ml de Buffer 2 (Gal@l0 mM, glicerol 15%). Finalmente se
tomaron alicuotas de 2@0y se conservaron a -80°C.

Para transformar se afiadieropl 8lel plasmido correspondiente de AlF sobre {i0fe
células competentes, de tipo BL21 o DiHba mezcla se dejé en hielo 15 minutos, se
incub6 50 segundos a 42°C y se mantuvo otra vem@tos en hielo. Se incubd 1,5
horas a 37°C, 180 rpm en 1 ml de LB y se sembréBeagar con kanamicina (30
mg/L), incubando toda la noche a 37°C. Finalmeat®s6 una colonia aislada de estas
placas para iniciar un nuevo cultivo liquido en IBn kanamicina, del cual se
guardaron células en alicuotas de 100al 20% en glicerol. Las células BL21
transformadas se guardaron para iniciar cultivgsaa escala, mientras que las H5
transformadas se utilizaron para mantener estaplésmido de cada variante de AlF.

3.2.2. Pruebas de expresion

Estas solo se realizaron con hAlks y hAIFa1 340 Ya que las condiciones dptimas de
cultivo del resto de mutantes se habian determipagidamente (Villanueva, 2010). Se
inoculd una colonia aislada en 10 ml de medio L'BBocon kanamicina (30 mg/L) y se
incubo toda la noche a 30 6 37°C. Se inocularopl 4@ estos cultivos en otros 10 ml
de LB con kanamicina (30 mg/L), y se cultivaroraarlisma temperatura hasta obtener
una D.Ogponm= 0,8. Se indujeron con IPTG (1 mM), y se incubaaalistintos tiempos:
3,5 horas (so6lo a 37°C) o toda la noche (30 6 378€)recogieron las células y se
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resuspendieron en 1 ml de fosfato 50 mM, pH 8. tésllas se trataron con un
sonicador Up200S (Hielscher), realizando 6 cicles3@ segundos con 30 segundos de
descanso entre ellos. A continuacion se centriud0000 rpm, 4°C durante 5 minutos
para separar pellet y sobrenadante, resuspendetrmdlet en 1 ml de fosfato 50 mM,
pH 8. Finalmente se realiz6 una electroforesis edrdg poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-Page) para ver el contamddlF de la fraccion soluble y del
pellet. Para ello se utilizaron geles de poliaoniia al 12%, segun el método de
Laemmli (Laemmli, 1970), en un sistema Mighty SnllaJAmersham Biosciences).

3.2.3. Cultivo a media escala

Se tomaron colonias conservadas a -80°C en glieé@0% para inocular 500 ml de
medio LB con kanamicina (30 mg/l) y riboflavina (8g/l), y se incub6é en las
condiciones oOptimas de las pruebas de expresiodiadsiguiente se inocularon 9 litros
de medio LB suplementado con kanamicina (30 mg/fjbgflavina (8 mg/l), y se
incubaron en idénticas condiciones hasta alcanmmbDuOgponm= 0.8-1, momento en el
que se afadié IPTG (1 mM). Tras la induccion, lolivos se incubaron segun su
tiempo Optimo. Se recogieron las células y se guwarda -20°C hasta ser utilizadas.

3.3. Purificaciéon de hAIlFR .10, de sus mutantesW483G,
P173G, F310G, H454S y E413A/R422A/R430A, y hAlEss y
hAIF A1.340

La purificacion de hAIF se realiz6 mediante crorgadfia de afinidad utilizando el gel
IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) activamtoniquel. El pellet celular fue
resuspendido en tampoén Tris/HCI 50 mM, pH 8, 108%egbl, y las células se lisaron
mediante 10 ciclos de sonicacion de 30 segundos3@megundos de descanso con el
sonicador Up200S (Hielscher). Se centrifugd elimdwmel pellet y se afiadié imidazol
al 4% y KCI 0,4M sobre el extracto crudo, que smilbd 1,5 horas a 4°C en agitacion
con el gel de afinidad activado. Finalmente se @dagdisolucién en la columna y se
lavdé con 3 volumenes de fosfato 50 mM, pH 8, 10%egbl, 40 mM imidazol. La
elucién de la proteina se realizé6 mediante un gradide imidazol entre 40 mM y 500
mM en fosfato 50 mM, pH 8, 10% glicerol. La razdm pureza (AbgsdAbsysg) para
hAIFA1-102€S 12, de forma que los extremos que se alejabastdevalor se recogieron
en pools diferentes. Para los mutantes esta rez@umza variaba un poco, tomandose
siempre el pool central como el mejor. La proteiaalializé en fosfato 50 mM, pH 8 y
se concentro en centricones (MW 10.000). Se coasmmgelada a -80°C con un 20%
de glicerol hasta su utilizacién.

En la purificacion de hAlk.s4 s6lo se obtuvo la apoproteina, por lo que sezaaln
varias pruebas con el fin de reconstituir la pra@elas condiciones de cultivo iniciales
(LB, 37°C, tiempo de induccion 18 horas) se alteracon el fin de favorecer la
formacion del cofactor. De este modo, se llevarcal@ dos cultivos diferentes: en LB
a 37°C, induciendo durante 10 horas a esta mismaematura; y en LB a 30°C,
induciendo 18 horas a 16°C. A partir de estosvadtse obtuvo nuevamente la proteina
sin el cofactor, por lo que se decidié incubar tatgina obtenida en estos cultivos
(11.54 nM) con un exceso de FAD (300 nM) en tripaldlisis, frente a una disolucion
de fosfato 50 mM, pH 8. La concentracion de hAlz fue determinada por el método
de Bradford, usando BSA como estandar.
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Se comprobd la posible incorporacion del cofactdrAdF,is4 en un diodo Hewlett
Packard. Tras comprobar que la proteina seguiaremafde apoproteina, se tomaron
dos fracciones de la proteina, de las cuales wnadtada con trombina para eliminar la
cola de histidinas. Posteriormente se tratarorspparado ambas fracciones con urea 4
M en fosfato 50 mM, pH 8, FAD 300 nM. Estas fracese se dializaron en fosfato 50
mM, pH 8 con el fin de eliminar la urea y permiir replegamiento. Por dltimo, se
tomaron medidas de dichas fracciones de proteinanesspectrofotometro Cary 100
Bio UV-Visible.

3.4. Caracterizacion espectroscopica de hAlL19, Y mutantes

3.4.1. Espectros UV-visible de hAIlk.10, Y mutantes, y determinacion
de sus coeficientes de extincion

Los espectros UV-visible de la enzima nativa hAllp, y de sus mutantes se
obtuvieron en fosfato 50 mM, pH 8 en un espectéf@tro Cary 100 Bio UV-Visible
o en un diodo Hewlett Packard. Para determinacdedicientes de extincion molar de
hAIFa1-102 Y de sus mutantes W483G, P173G, F310G, H454S $ARU22A/R430A,
se desnaturalizé la proteina en Guanidina/HCI 3 Meymidi6é la absorbancia del
cofactor libre a 450 nm. Por medio de la ley de rBeenbert, se determind la
concentracion del cofactor libre, utilizando patl el valor de su coeficiente de
extincion ya descrito en cloruro de guanidiniea = 11900 M' cmi). La
concentracion hallada para el cofactor coincidelaate AlF, ya que la estequiometria
es 1:1. Finalmente se determiné el valor del cosfie de extincion de cada variante
sustituyendo en la ley de Beer-Lambert el valorafbsorbancia obtenido para la
proteina plegada y la concentracion determinada etocofactor libre. El valor de
absorbancia utilizado se corresponde con el oldegmidel maximo de absorbancia de la
banda | de cada variante, el cual se sitia en ¢ nm y varia para cada mutante.

Los valores determinados para los coeficientesxtieogdn se utilizan para cuantificar
la concentracion de proteina de cada variante erdigtintos experimentos de este
proyecto.

3.4.2. Espectroscopia diferencial

Se utilizé para determinar la unién entre la enzimativa hAlR1.10,y NAD". Para ello
se analizaron las diferencias espectrales motivadasla formacion del complejo
hAIF:NAD". Se utiliz6 un espectrofotometro Cary 100 Bio Usisle de doble haz y
cubetas con dos compartimentos. Ambas cubetasnianteicialmente hAIF (71M)

en tampon fosfato 50 mM, pH 8 en uno de los corparttos, y el mismo tampon libre
de proteina en el otro. Tras registrar en esasiconds la linea base, se realizaron
sucesivas adiciones del ligando NA[D - 4.5 mM), afiadiendo cada vez el mismo
volumen en ambas cubetas; en la de referenciaigeradisobre la disolucién tampodn,
mientras que en la de muestra se afiadi6 sobresddudion de proteina. Se tomaron
medidas tras cada adicion, de forma que los eggeotitenidos correspondieron a la
diferencia entre el espectro de absorcion de kAl unida a NAD y la suma de los
espectros de las dos especies libres. De este moéldose detectaron los cambios de
absorbancia debidos a la union.
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3.5. Caracterizacion de la actividad oxido-reductas de
hAIF A1.102 Y de sus mutantes

3.5.1. Caracterizacion cinética en estado estacioma

Se ensay6 la capacidad de hAlp, para catalizar la reducciém vitro de tres
aceptores artificiales (1,4-benzoquinona, 1,2-rgptwna y coenzima Q1) y uno
natural (coenzima Q10) en presenciafeldADH. Los ensayos se realizaron con una
concentracion 75 nM de AIF y 2QMM de cada quinona. La concentracién ensayada de
NADH también fue 20QuM, dado que el uso de concentraciones mas elevakiasa

la reaccién, llegando en algunos casos a impedietieccion de la actividad. Al trabajar
en condiciones no saturantes solo pudo determitaesgividad aparente de la enzima.

Las medidas se realizaron en un espectrofotometiny CO0 Bio UV-visible. Las
reacciones se siguieron a 340 nm, midiendo la siariade absorbancia por unidad de
tiempo debida a la oxidacion de NADH. Finalmergeuslizo el valor del coeficiente
de extincion del NADH g4 = 6.3 mM* cm?) y la variacién de absorbancia para
determinar la actividad aparente de AlF. Para s#lautilizd la ley de Beer-Lambert
modificada del siguiente modo:

A'A‘b%40nm (min_l)
Expon (1M 7 em™) O(cm) [T, (1M )

Act. aparentémin™®) =

dondee es el coeficiente de extincion de NADH a 340 hes la longitud de la cubeta
y Car €s la concentracion de AlF en el ensayo.

3.5.2. Caracterizacion cinética en estado pre-estanario

Las reacciones de cinética rapida entre las distimariantes de AIF y NADH se
siguieron en condiciones anaerbébicas mediante uip@agle mezcla rapida con flujo
detenidoApplied Photophysic§X17.MV, al que se acoplé un detector de diodas qu
registro los espectros de absorbancia duranterapth de medida entre 340 y 1000 nm.
Los datos de los espectros fueron recogidos medensoftware X-SCAN Applied
Photophysics)

El equipo de mezcla rapida con flujo detenido tidas jeringas idénticas en las que se
introducen la proteina y el ligando, y cuyos émbae acoplan a un piston movido por
aire comprimido. Las salidas de ambas jeringas,fesar por una valvula, se juntan y
llegan a una camara de mezcla, que desemboca gerunga de parada (Figura 10). El
proceso se inicia vaciando la jeringa de paradglide de un empuje repentino del
piston de empuje que hace que los émbolos de ajebagas avancen a la vez
liberando un volumen equivalente al vaciado eeilimga de parada. El contenido de las
jeringas se mezcla en la salida y el producto serdeen la camara de medida. Esto
permite seguir la evolucion espectroscopica dedaaha a lo largo del tiempo.
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Piston de r—
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Figura 10. Esquema de aparato de flujo detenidplado a un sistema policromatico

En primer lugar se prepararon todos los reactimosoadiciones anaerébicas utilizando
un tren de anaerobiosis, el cual esta conectadm domba de vacio y a una de argon.
El argon se pasa por un catalizador para evitaasrale oxigeno. Las muestras se
preparan en tonémetros, que son tubos de vidrioutanllave en cada extremo. La
superior se adapta al tren de anaerobiosis yéaidnfa la entrada del aparato de mezcla
rapida. Para conseguir la anaerobiosis, se hacts @ucesivos de argdn y vacio que
desplazan el oxigeno presente inicialmente en igsiras.

Para mantener las condiciones anaerobicas en eltaple mezcla rapida se hicieron
tres lavados (18 disparos) en ambas jeringas ¢mmitth soddico, que elimina las trazas
de oxigeno presentes en el equipo de mezcla rapidantinuacion se realizaron tres
lavados (18 disparos) con tampoén fosfato 50 mM8pkambién en ambas jeringas. Se
cargo la proteina (10M) en una de las jeringas manteniendo tampon etréapara
obtener un espectro propio de la proteina antda ddicion de NADH. Finalmente se
realizo la reduccion de cada variante de AlF paciad de concentraciones crecientes
de NADH en exceso (78 uM — 20 mM).

Los espectros obtenidos en la reduccion de AlFrsdizaron en el programa Pro-
Kineticist (Applied Photophysics). Cada espectraago en este programa y se analizo
individualmente, ajustandolo al modelo mas senciloe representara un ajuste
coherente tanto de la velocidad de reaccion comlaslespecies generadas durante la
reaccion. Segun las variantes de AlF, se hiciejostes a modelos cinéticos de una
etapa, A>B, o dos etapas, A>B>C, lo que permititemainar el valor de la constante
observada para la cinética de reaccion. Represimias valores de esta constante en
funcién de la concentracion de NADH, se pudo detemos valores de las constantes
de transferencia de hidrurd.dy) y de disociacion Ky) para la reduccion de cada
variante de AIF con NADH. Para la determinacionad&bas constantes se realizé un
ajuste a la siguiente ecuacion:

dondeSrepresenta la concentracion de NADH utilizada.
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Resultados

4.1. Expresion y purificacion de hAlIR1.19, de sus mutantes
W483G, P173G, F310G, H454S y E413A/R422A/R430A, ¢ d
hAIF A1.54Y hAIF A1.340

4.1.1. Expresion y purificacion de hAlR1.10oy de sus mutantedV483G,
P173G, F310G, H454S y E413A/R422A/R430A

Para la expresion de la proteina nativa y de losmtess caracterizados en este trabajo
se partid de colonias previamente transformadasepgrupo de investigacion. Estas
colonias se cultivaron a gran escala en medio UBGrpm, 37°C hasta que el cultivo
alcanz6 una D.@yo nm= 0.8-1, momento en el que se indujo la expred&fa proteina
de interés con IPTG durante 18 horas.

Al finalizar el proceso de cultivo se procedié aparificacion de la proteina por
cromatografia de afinidad con colas de histidina. geimer lugar se someti6 a las
células a sonicacion y tras los centrifugados, reglypo la unién de la proteina a la
resina de la columna de afinidad, previamente adtivcon niquel. Una vez se hubo
lavado la columna en las condiciones mencionadasl aepartado 3.4, se provoco su
elucién con un gradiente de imidazol. Para la magion de la enzima nativa hAIfF
102y de sus mutantes se obtuvo un perfil tipico dei@ty el cual se muestra en la figura
11 para una de sus variantes. El pico correspotedi@nAlIF se obtiene al tratar la
columna con una disolucion al 24-29% imidazol.
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Los espectros de absorcion UV-visible de las fawes correspondientes al pico de
elucion mostraron el espectro caracteristico d&=hSk determiné la razén de pureza
de cada fraccion mediante el cociente A&bs,so. Este cociente demostré que las
fracciones centrales eran las que presentaban agarmureza, asi como una mayor
concentracion, y por ello se recogieron dichascfoaes por separado.
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4.1.2. Expresion y purificacion de hAIR154Y hAIF 1340

Tras la transformacion de célulgs coli BL21 con los plasmidos pET@&hAIFa154Y
PET2&-hAIFa1-340 Se realizaron las pruebas de expresion de la@m@shAlFa;54 Y
hAIF1.340. EStas se realizaron en medio LB o TB a 180 rpC 3dejando pasar 3 6 18
h en las mismas condiciones tras la induccién d®hGL También se ensayé la
expresion y producciéon de la proteina en medio LBBoa 30°C, dejando pasar 18 h
tras la induccién con IPTG y manteniendo el culévd80 rpm, 16°C. En las figuras 12
y 13 se muestran los resultados de dichos ensayespiesion.

A1 2 3 4 5§56 7 8 910 B 1 2 3 4 56 7 8 9 10

s R -

N

c 1 3 4 56 7 8 910

T Gul 5

4 5 6 7

Figura 12. Expresion de hAlEs, en diferentes clones de BL21 y a distintas tenpeas. A)
Crecimiento en LB a 37°C, induccién 18h. B) Creeimtd en LB a 37°C, induccién 3h. C) Crecimiento
en TB a 37°C, induccién 18h. D) Crecimiento en TB/eC, induccién 3h. E) Crecimiento en LB a 30°C,
induccion 18h a 16°C. F) Crecimiento en TB a 3@@,ccion 18h a 16°C. En todas ellas los carritds 1
corresponden a la parte soluble de 4 coloniasetifes. El carril 5 es el marcador de peso molecqgle
muestra 6 bandas de 97, 66, 45, 30, 20.1 y 14.4delariba a abajo. El carril 6 corresponde a hAlR
purificada (1.51.M) y los carriles 7-10 corresponden a la partelinisle de las células, a excepcion de la
figura E donde los carriles 6 y 9 estan invertidos.
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Figura 13. Expresion de hAlEss, en diferentes clones de BL21 y a distintas tentpea. A)
Crecimiento en LB a 37°C, induccién 18h. B) Creeimtd en LB a 37°C, induccion 3h. C) Crecimiento
en TB a 37°C, induccién 18h. D) Crecimiento en TB/eC, induccién 3h. E) Crecimiento en LB a 30°C,
induccion 18h a 16°C. F) Crecimiento en TB a 30AGuccion 18h a 16°C. En todas ellas, los carriles
impares corresponden a la parte soluble de 4 @datiferentes, mientras que los pares correspantien
parte insoluble. El carril 5 es el marcador de pestecular, que muestra 6 bandas de 97, 66, 4200,

y 14.4 kDa de arriba a abajo. El carril 6 corresf@ma hAIR .10, purificada (1.51M).

La banda de proteina correspondiente a hAdiSe sitla a una altura similar a la banda
correspondiente a hAlE102 purificada (figura 12). En este caso, los gelesnoestran
diferencias entre los cultivos realizados en méd@ia TB, siendo su expresion similar
a la obtenida pardAlFa1.102 (Villanueva, 2010). Ademas, la reduccion del tientdeo
induccion supone un descenso en la produccién oieipa, por lo que se tomaron
como condiciones 6ptimas el cultivo en LB a 37°@ oo tiempo de induccion de 18
horas. Por otra parte, las pruebas de expresiohAdEs;-340 desvelan una mayor
produccion de proteina en el medio de cultivo Téhtfe a LB. En este caso la banda de
proteina se encuentra a la altura de la tercerdabeal marcador molecular, con un
peso aproximado de 30 kDa, y dicha banda muesaamayor intensidad cuando las
células transformadas se cultivaron en TB a 376@,un tiempo de induccién de 18
horas. Sin embargo, la produccion de proteina eotiemnpo de induccién de 3 horas
muestra una produccién similar con una menor poégeste proteina en cuerpos de
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inclusion. Por tanto, se espera que estas conégide cultivo (TB, 37°C, induccion
3h) sean las condiciones idéneas para esta variante

Ambas variantes muestran una diferencia notable respecto a hAlk.ss y sus
mutantes, ya que estos geles demuestran que, audagpeoteina se encuentra
mayoritariamente en la fraccion soluble, parteaderbteina esta presente en cuerpos de
inclusion. Esto contrasta con los resultados obtenpor el grupo en las pruebas de
expresion de hAlkg.-102y de sus mutantegonde toda la proteina se encontraba plegada
en la fraccion soluble.

Por tanto, se ha logrado la expresion y el estabiento de un protocolo 6ptimo para la
produccion de ambas variantes. Tras alcanzarsabjeivos marcados para hAk40,

no se llevé a cabo su produccion a gran escalaigaesgta variante se caracterizara en
estudios posteriores, comparando su actividad apogatcon la de hAlk-102con objeto
de determinar la relacion existente entre la fum@pdptotica y la de 6xido-reduccion.
Por otra parte, se realizo la produccion a graalascla purificacion de hAlg.s4en las
condiciones descritas en el apartado anterior. fsteeso mostré un perfil de eluciéon
similar al mostrado para hAlE102 Y sus variantes, aunque con menor rendimiento
(Figura 14A). Ademas, el espectro de absorcion Bble de las fracciones
purificadas demostro que dichas fracciones no ptakan el cofactor unido, por lo que
se hicieron varios ensayos para obtener la holefprat En primer lugar se alteraron las
condiciones de cultivo (LB, 37°C, tiempo de inddecil8 h) con el fin de favorecer la
formacion del cofactor. Se llevaron a cabo doswvastdiferentes: con menor tiempo de
inducciéon (10h) y con temperaturas mas bajas (Bivoua 30°C y la induccion con
IPTG a 16°C). La purificacion de estos cultivos &l mismo perfil, obteniéndose
nuevamente la apoproteina, por lo que se incule @Bt un exceso de FAD. Tras
dializar toda la noche, no se produjo la incorpdraciel FAD, por lo que se decidio
separar la proteina en dos fracciones. Una degdlasto con trombina para eliminar la
cola de histidinas, ya que podria impedir el caae@tegamiento de hAlr.s4 Hay que
tener en cuenta que esta variante presenta 48iossextra en el extremo N-terminal,
en el que también esta presente la secuenciatitirtas, por lo que podria afectar a su
plegamiento. Posteriormente se trataron ambasidraex por separado con urea 4 M,
FAD 300 nM, en fosfato 50 mM, pH 8. Estas fraccoise dializaron en fosfato 50
mM, pH 8 para eliminar el exceso de urea y perraltieplegamiento. Sin embargo, el
espectro final de la proteina no mostré la incapidn del cofactor (Figura 14B), por
lo que se requieren estudios posteriores para @bimoloproteina activa.

2454

—— AIFA1-54
—— AlIFai-102

150 20+

100

Abs (U.A)
imidazol (%)

Abs (UA)

a0 4

T T
0 5 10 15 20 300 400 500 600

Tiempo (min) 7 (nm)

Figura 14. A) Cromatograma de la purificacion ddMs,. B) Espectros UV-visible de hAlrs4(10
nM) y hAIF,1.102 (15 uM).
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4.2. Caracterizacion espectroscopica de hAl10, Y mutantes

4.2.1. Espectros UV-visible de hAlk.10, Yy mutantes, y determinacion
de sus coeficientes de extincion

El espectro de absorcion UV-visible de hAllp, muestra dos méaximos en la region
del visible a 452 y 380 nntorrespondientes a las transiciones de las bangds die su
cofactor flavinico, respectivamentestos maximos se ven desplazados ligeramente en los
distintos mutantes (Figura 15).

— AIFA1-102 (WT)
— F310G
— H4545
— P173G

E413AR422M4R4304 .
— 4830 Figura 15. Espectros de

hAlFAl_loz (WT) Yy de sus
mutantes en Fosfato 50 mM,
pH = 8. Todas las variantes
estdn en concentracién 15
UM excepto H454S, cuya
concentracion es 1iM, y
W483G, de concentracion
desconocida al no haberse
podido determinar su
coeficiente de extincion.
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P173G mostré cambios significativos en su espegirgue el maximo de la banda | se
desplaza a 444 nm, mientras que el de la banaadésplaza a 372 nm. Esto evidencia
gue la sustitucion de Prol73 altera el entorncadélo de isoaloxacina del FAD. Los
maximos obtenidos para el resto de las mutaciomevanian o varian levemente
respecto a los de la proteina nativa (Tabla 1).

Por otra parte, se determiné el coeficiente deneitn tanto de hAlk.-10.como de sus
distintos mutantes (Tabla 1) como se ha explicader@rmente en el apartado 3.4.1.

Tabla 1: Coeficientes de extincion de hAIF  a1.102 Y mutantes

€ (MmM*tcm™) A (nm)
hAIF a1-102 13.56 £0.70 452
F310G 14.65 + 0.62 451
H454S 15.26 +0.11 451
P173G 14.38 +1.06 444
W483G N.D. 450
E413A/R422A/R430A 14.73 £ 0.90 451

*N.D. no determinado

Se observan ligeras diferencias entre las distwddantes y la forma nativa tanto en el
valor del coeficiente de extincion obtenido en dmda | como en la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorbancia. Estasedifias seguramente se deben a
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cambios en el entorno del FAD, lo que provoca ro sbdesplazamiento del maximo
de absorcion sino también cambios en la cantidddzdabsorbida.

4.2.2 Espectroscopia diferencial

Estudios previos (Churbanoed al., 2008) habian determinado una alta afinidad entre
la forma reducida de hANti02y NAD" tras la reduccion con NADH de la forma
oxidada de hAlk:-102 En este trabajo se planted determinar la afincdk&adnion entre

la forma oxidada de hANt.10oy NAD®, con el fin de establecer si la alta afinidad entr
la forma reducida de hANt102yY NAD" se debia al estado de 6xido-reduccion de la
proteina.

Las titulaciones de hAWt.10.con NAD' seguidas espectroscopicamente no permitieron
determinar la unién entre la proteina y el ligaredo el rango de concentraciones
ensayado. El valor maximo de concentracion de NAmsayado fue 4.5 mM frente a
una concentracion 6.6 nM de AIF. Este resultad@tmegy implica una afinidad nula, o

al menos muy baja, de la forma oxidada de hAlf por el NAD'.

4.3. Caracterizacion de la actividad oOxido-reductas de
hAIF A1.102Y de sus mutantes

4.3.1 Caracterizacion cinética en estado estacionar

En estudios previos (Ferreieh al, 2012), se han estudiado otros compuestos ciim el
de descubrir la naturaleza del aceptor de eledratee AIF, el cual todavia es
desconocido actualmente. Dado que la funcion Osedoctasa de AIF ha sido
relacionada con la biogénesis y/o ensamblaje dedowplejos | y Ill de la cadena de
transporte de electrones, y teniendo en cuentdagumenzima Q10 realiza el transporte
de electrones entre estos dos complejos, se deuidiizar la capacidad de hAlFRo,
una vez reducida por NADH, de reducir distintodratigs de tipo quinona.

Al ensayar la capacidad de hAlko, para reducir los aceptores de electrones 1,4-
benzoquinona, 1,2-naptoquinona, coenzima Q1 y amen®10, se utiliz6 NADH en
concentracion no saturante, ya que estos compupstsentan baja solubilidad en
soluciones acuosas. Por ello so6lo se pudo calonlaractividad aparente de hAlko.
para estos sustratos (Tabla 2).

Tabla 2. Cinéticas en estado estacionario de hAIF  a1.10oCON
distintos aceptores de electrones

Aceptores Actividad (umol/ min) Act. especifica (min ™)
1,4-Benzoquinona 2.087 27.83
1,2-Naptoquinona 3.595 47.94

Coenzima Q1 1.032 13.06
Coenzima Q10 0.495 6.26

Los valores de actividad obtenidos para estas gasigon menores que los obtenidos
en trabajos previos con otros aceptores como DG@Pfi&ricianuro (Ferreireet al,
2012). Ademas, los resultados de la tabla muesmanAlF presenta menor actividad
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con las coenzimas ensayadas en comparacion corbtémida con las otras dos
quinonas, siendo todas estas actividades del mosdsn.

En los ensayos que se realizaron utilizando coreanhes superiores de NADH se
observé inhibicion de la cinética. De hecho, alizaa estos ensayos con la coenzima
Q1, la actividad de hAlf.102 se inhibié por completo al usar una concentracién
NADH 400 pM.

4.3.2. Caracterizacion cinética en estado pre-estanario

Inicialmente, y con anterioridad a este trabajohabian reducido la enzima nativa
hAIF1-102 Y @lgunos de sus mutantes con NADH en condiciaeesbias (Villanueva,
2010). Mientras que la forma nativa no sufria rdagion, varios de los mutantes si
intercambiaron electrones con el oxigeno presemtk enuestra. Al llevar a cabo la
reduccion de hAlk-102 (WT) en condiciones anaerdébicas no se produjo umag
alteracion en su velocidad de reduccion, es didrmedidas de la proteina nativa se
podian realizar tanto en condiciones aerobias comaerobias.

Sin embargo, debido a la reoxidacion observadaigr@nte en varias de las formas
mutantes, su reduccion con NADH se ha llevado a eabcondiciones anaerobicas. El
seguimiento de la reaccién se ha realizado a tideds reduccion del cofactor de AlF.

4.3.2.1. Reduccioén de hAlk.10o.con NADH en cantidades equimolares

Anteriormente se habia demostrado la reducciénAdieh 10.con NADHal utilizar un
exceso de éste ultimo (Ferreiea al, 2012), y como dicha reduccion conlleva la
aparicion de CTC. Sin embargo, estos ensayos nmsteaban que dicha reduccion
pudiera tener lugar en condiciones fisiologicaseidayo de reduccién de hAlRo;
con NADH en cantidades equimolares mostro una mdlncompleta a tiempos largos,
acompafiada de la formacién de CTC (Figura 16A).
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Como se observa en la figura 16B, la formacionGIeC coincide temporalmente con la
reduccion de la proteina, de forma que su format@émina al mismo tiempo que el
proceso de reduccién. Por otra parte, este expetino®nfirma la posible reduccién de
AIF con NADHen condiciones fisiologicas. Ademas, se demuesigdajformacion del
CTC es independiente de la concentracion de NADIizada.

4.3.2.2. Reaccion de transferencia de hidruro desdd NADH a los
mutantes de hAIF,;.102

La reduccion con NADH en anaerobiosis de las desivariantes de hAMNr.102 mostré
una evolucion espectral caracterizada por la digondm de la absorbancia a 451 nm, lo
que se debe a la reduccion del cofactor. Esta eidollestuvo acomparada en la gran
mayoria de los mutantes caracterizados por la@parde complejos de transferencia
de carga (CTC) a longitudes de onda superioressa&0® nm (Figura 17), con la
excepcion del mutante H454S. Los CTC generadoshtiued proceso de reduccion se
corresponden con la formacion del complejo hAMRAD®, dadas sus caracteristicas
espectrales.

Ademas, y de forma analoga a lo observado conrtadaativa, la formacion de los
complejos de transferencia de carga coincide teahpente con la reduccion de la
proteina (Figura 18). La formacion del complejo aga se siguid a lo largo del
proceso de reduccién a través de la variacion @bsarbancia a 750 nm, ya que es a
esta longitud de onda donde se produce la mayolitacthdel CTC en el caso de todos
los mutantes.
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Figura 17. Evolucién espectral de la reduccion BédH 312 uM de los mutantes H454S (A), P173G
(B), F310G (C) y E413A/R422A/R430A (D) de hAlR 2
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Figura 18. Reduccion con NADH 312M de los mutantes H454S (A), P173G (B), F310G (C) y
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y en negro se refleja la formacion del CTC
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Estas reducciones se llevaron a cabo utilizandbntlis concentraciones de NADH
(rango 78uM - 20 mM), lo que permitié determinar la constaabeservada para dicho
proceso de reduccion. Al representar los valoresadeelocidad de reduccion de la
flavina (kb9 en funcién de la concentracion de sustrato (Ridl8), se observé una
dependencia hiperbdlica. El ajuste de dicha depmm@ermitié calcular la constante
de transferencia de hidruro y la de disociacié cleales se muestran en la Tabla 3.

Figura 19. Representacién de la
dependencia de lad respecto a la

F310G
H454S

* »

* P173G concentracion de NADH en la
reduccion de los distintos mutantes
de hAIFAl-lOZ.

E413A/R422A/R430A

Kabs (s-1)

0 5 10 15 20
[NADH] (mM)

hAIF a1.102 (WT) * 1.00+0.10  1213+302 9.76-10* 2.27-10%+1.03-10°

F310G 17.35+0.68 5585 + 499 3.11 -10° 1.70 -10% + 3.60 -10™
H454S 3.73+0.15 2743 + 295 1.36 -10°° No presenta
P173G 490+0.28 12060+1289 4.06-10" 1.89 -10% +3.24 -10*

E413A/R422A/R430A  0.39+0.01 2314 + 157 1.69 ‘10"  2.06 -10%+1.42 -10°

*Las cinéticas de todos los mutantes se realiza@#®@ en tampon fosfato 50 mM, pH 8. Los valores de
los CTC representan la diferencia de amplitud antBGentre el valor final, correspondiente a la girad
totalmente reducida, y el valor inicial, correspiente a la proteina oxidada. Datos extraidos deeiFar

et al, 2012.

Las constantes cinéticas obtenidas para los mgtgnésentan grandes diferencias con
respecto a las descritas para la enzima nativafAdfcon anterioridad (Ferreiet al,
2012). Casi todos los mutantes estudiados presemiaivelocidad de transferencia de
hidruro mayor que la que se determind para la fonadva, siendo especialmente
notable en el caso del mutante F310G al ser apemdamente quinceeces mayor. A
diferencia del resto de mutantes caracterizadosyelacidad de transferencia de
E413A/R422A/R430A fue tres veces menor que la otiéepara la proteina nativa.
Ademas, todos los mutantes caracterizados en estegio presentan una constante de
disociacion mayor que la de la nativa, siendo ealer incluso aproximadamente diez
veces superior en el caso del mutante P173G.
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Por otra parte, la eficiencia catalitica, calculadeno el cociente entre la constante de
transferencia de hidruro y la de disociacion, ntosalores dispares para los mutantes
con respecto a la forma nativa hAlko. P173G y E413A/R422A/R430A presentaron
una eficiencia catalitica dos y cinco veces memspectivamente, mientras que la
eficiencia catalitica de H454S y F310G fue un cot@r@or ciento y tres veces superior
respectivamente.
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5. Discusion






Discusion

AIF es una proteina conocida principalmente polusgion apoptética, la cual ha sido
investigada profundamente. Sin embargo, en losnadi tiempos se ha puesto de
manifiesto que esta proteina puede presentar tanfilnn&ion oxido-reductasa a traves
de su cofactor FAD. Ademas, ambas funciones podstar relacionadas, por lo que es
de vital importancia profundizar en el conocimiestdre esta posible funcién. En este
proyecto se busca comprender en mayor medida elniseco de accién de la actividad
oxido-reductasa de hAIF.

El estudio de la capacidad de hAdko, una vez reducida por NADH, de reducir
distintos sustratos de tipo quinona, mostré unaided extremadamente baja con todos
ellos. Esto sugiere que la reduccidén de quinonassnlevantén vivo, especialmente
al comparar estos resultados con los obtenidosabajbs previos con otros aceptores
de electrones como el DCPIP vy el ferricianuro @rilieva, 2010). Ademas, se observa
que hAIR;.10omuestra menor actividad con el coenzima Q1 y ehnaga Q10 que con
1,4-benzoquinona y 1,2-naptoquinona, las cualesenen relevancia fisiolégica. Estos
resultados sugieren que AIF no actia como donagletettrones con sustratos de tipo
quinona presentes en las mitocondrias o en la eadietransporte de electrones.

El estudio de la afinidad de hAlFi, oxidada por NAD no ha permitido obtener
ningun resultado en el rango de concentracionesyadss, por lo que la afinidad de la
proteina oxidada por este compuesto es inexiste@iemenos requiere un exceso de
NAD"™ mayor la utilizado (1000x) para que se produzchaliunion. Este resultado
contrasta con el obtenido en estudios previos (@navaet al, 2008) para la forma
reducida de hAIE.102y NAD, por lo que la unién entre la proteina y el coewzse
dirige por el estado de Oxido-reduccion de ambpsa@ss.

Por otra parte, se ha demostrado que RAlfzes capaz de reducirse por completo en
concentraciones equimolares de NADH. Esta reduazdoroduce con la formacion de

complejos de transferencia de carga similares aqles ya se habian descrito para
hAIFA1-102 tratada con exceso de NADH (Ferregtal, 2011), lo que demuestra la

independencia en la formacion de estos complejosrespecto a la concentracion de
coenzima utilizada. Se piensa que estos complajosathsferencia de carga podrian
preservar el estado reducido de AIF a la espesa @eeptor fisiologico.

Se ha estudiado el papel de los residuos W483,, F3IIB y H454, pertenecientes al
centro activo, y E413, R422A y R430, vinculados alimerizacion. La obtencion de
espectros UV-visible similares a los de la proteiativa hAlIR;.102 para los mutantes
de estos residuoso nos indica que estas mutaciones hayan producighobios
significativos en el entorno de la flavina, a exiép de la modificacién del residuo
P173, cuyos maximos estan claramente desplazados.

Los datos de mayor relevancia se obtienen en ésasndel mecanismo de transferencia
de hidruro de NADH a hAlk-102 por medio de cinéticas en estado pre-estacionario.
Tras la reduccion con NADH, los mutantes estudiaskbseoxidaban con el oxigeno
presente en el aire, mientras que la forma nativaeacciona preferentemente con él
(Ferreiraet al, 2011). Esta gran diferencia demuestra que lamaimnes realizadas
afectan considerablemente al centro catalitico Alé&-.hSe piensa que la interaccion
estérica entre el NADy el cofactor FAD permite la estabilizacion detmquiejo AlReqs
NAD®, y que dicha estabilizacion ralentiza el intercamue NAD™ por NADH durante

la reduccion de la proteina por el coenzima. Adernabe destacar que también se
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observan diferencias notables, de varios ordenesatmitud, entre las constantes de
transferencia de hidruro y de disociacion obtenigasa la proteina nativa y los
mutantes estudiados.

El residuo P173, que fue sustituido por glicina, st una constante de reduccion 4
veces mayor gque la forma nativa, lo que implica nnagor velocidad de transferencia
de hidruro. Ademas, el valor dey Kallado para este mutante es el que presenta mayor
diferencia con el de la forma nativa, al ser apr@adamente 10 veces superior al de
ésta. Estos valores obtenidos paga k Ky implican una eficiencia catalitica dos veces
menor para este mutante con respecto a la protetinga. Por Gltimo, este mutante
presenta una estabilidad ligeramente menor del lsgmg@e transferencia de carga con
respecto a la forma nativa. Todos estos resultad@xplican por la sustitucion de una
prolina, que es un aminoacido ciclico, por unaimgic que presenta menor rigidez y
ademds un tamario claramente inferior, lo que segmie implica una mayor presencia
de moléculas de solvente en torno al cofactor. Eisstucion posiblemente disminuye
la interaccidn estérica entre la prolina y el FABprgandole a éste una mayor libertad
de movimiento. Esta mayor libertad de movimientargm justificar que la union del
coenzima para este mutante sea mas deébil que garaima nativa hAlf.102 Y una
menor estabilidad de los complejos de transfereteicarga.

El residuo H454, modificado a serina, muestra témhdiferencias notables en sus
valores de Ky kgt con respecto a la proteina nativa, al ser estpS Zeces mayor,
respectivamente. La eficiencia catalitica para eateante supera en un 40% a la de la
proteina nativa. Anteriormente se habia mostradon@iF la importancia de este
residuo en las propiedades redox de la proteingugase produce la formacion de un
puente de hidrégeno entre la histidina y el NAEas la reduccion de la proteina con
NADH (Sevrioukova, 2009). El intercambio de unairserpor una histidina en esta
posicibn seguramente impide la formacion de dichenpe de hidrogeno, lo que
proporcionaria una mayor flexibilidad al cofactBsto es coherente con el aumento del
valor de k. Sin embargo, lo mas llamativo de esta variantdaesupresion de la
formacion del complejo de transferencia de cargajue da idea de la importancia de
este residuo en la unién de NAR la proteina. Esto podria justificar por quéatbwde
kyt para este mutante es menor con respecto a otrasit@s, como P173G o F310G,
ya que la mutacién de este residuo reduce drasittenta estabilidad del complejo de
transferencia de carga, por lo que también poohigal la unién inicial de NADH.

Por otra parte, el residuo F310, sustituido tampim@mglicina en este trabajo, es de vital
importancia en el mecanismo de reduccion por NARdlgue su sustitucion provoca
los mayores cambios detectados en la constantamfdrencia de hidruro. Ademas, el
valor de la constante de disociacion también seraalhotablemente, asi como la
estabilidad del complejo de transferencia de caMfa.-NAD", cuya presencia
disminuye nuevamente con respecto a la forma naflese a que la sustitucion de
fenilalanina por glicina no altera la carga deldes, si afecta drasticamente al tamafio
del residuo, por lo que esta mutacién implica laaparicion del efecto estabilizador
anteriormente descrito (Sevrioukova, 2009). Aden#s$os resultados sugieren una
implicacién importante de este residuo no solo a@mdtabilizacion sino también en
alguna de las etapas del proceso de transfereatiadiro.

Por ultimo, la triple sustitucién de los residudklB, R422 y R430 por alaninas también
afecta sorprendentemente al mecanismo de transiarda hidruro, pese a que estos
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residuos estan implicados en el mecanismo de diawédn y no forman parte del
centro activo de la proteina. EI cambio observatdaeconstante de transferencia de
hidruro difiere del observado para el resto de nte® ya que en este caso dicha
constante muestra un valor tres veces menor comsecuencia de las mutaciones
realizadas. Sin embargo, la afinidad de este maifamt el coenzima disminuye también
en este caso, siendo dos veces menor que la deilmae nativa hAlk;102 Asi, la
eficiencia catalitica para esta variante es cirexes menor que la de la proteina nativa.
Estos datos sugieren que la alteracion en la dmmgdn de hAIF podria afectar
también a su actividad oxido-reductasa.

En definitiva, todos los residuos estudiados pexiEmtes al centro activo de la proteina
son esenciales para el funcionamiento de la aetividkido-reductasa, ya que todas las
alteraciones producidas sobre dichos residuos aafenbtablemente al proceso de
transferencia de hidruro, condicionando la unioimeela proteina y el coenzima. Estas
mutaciones también afectan a la estabilidad deesagcies intermedias formadas en
dicho proceso de transferencia. Asi, los cambioslymdos en las interacciones entre
estos residuos y el FAD durante el proceso de pedluade la proteina regulan la
funcion oxido-reductasa de AlF.

Sin embargo, se requieren nuevos estudios parar ll@gentender por completo el

mecanismo de transferencia de hidruro. En futusiadeos también se estudiara el
papel de estos residuos en la actividad apoptdgchAlF, con el fin de determinar si

ambas funciones estan relacionadas. Asi mismo,i¢éanse intentara profundizar en el

conocimiento del mecanismo de dimerizacién y lasseouencias de éste sobre las
funciones apoptotica y 0xido-reductasa.
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Conclusiones

- Se ha logrado expresar y optimizar las condigame cultivo de la forma truncada
hAIFa1-340y de la forma mitocondrial hARr.s54.

- Los sustratos de tipo quinona no son los aceptieeclectrones naturales de hAIF, ya
gue su reduccion por hAlg transcurre de forma demasiado lenta. El aceptoraiade
electrones de hAIF todavia es desconocido.

- hAIFA1-102 €S capaz de reducirse por completo con concentiggiequimolares de
NADH, y dicha reduccién se acomparia por la formacié complejos de transferencia
de carga. AlFpodria reducirse con NADIdn condiciones fisioldgicas y ademas la
formacion del CTC es independiente de la concentmale NADH utilizada.

- La forma oxidada de hANt.10» muestra una afinidad nula o muy baja por NAD

- Los residuos del centro activo W483, F310, P17B4p4 son esenciales para el
funcionamiento de la actividad 6xido-reductasagye su sustitucion altera el proceso
de transferencia de hidruro y la union entre lagina y el coenzima.

- El residuo P173 es clave en la unién de NADH Yeaeestabilizacion del complejo de
transferencia de carga, ya que su sustitucion lping causa una menor afinidad por el
coenzima y una menor formacion de dichos complejos.

- El residuo H454 también es esencial en la un®MNADH y en la estabilizacion del
complejo de transferencia de carga gracias a ladcidn de un puente de hidrégeno
entre este residuo y el cofactor tras la reducd®hAIF con NADH. Dicha interaccion
se suprime al sustituir este residuo por seringul® debilita la unidon del coenzima y
suprime la formacion del complejo de transferedei@arga.

- El residuo F310 esta implicado en la estabilimaalel complejo de transferencia de
carga y en alguna de las etapas del mecanismaifdrencia de hidruro, ya que su
sustitucion por glicina cambia drasticamente ebvdk la constante de transferencia de
hidruro, a la vez que reduce la presencia del cejmple transferencia de carga.

- La dimerizacion de hAIF podria intervenir tambi&mla actividad éxido-reductasa de
la proteina, ya que la sustitucion por alaninaksgeesiduos E413, R422A y R430, que
participan en la dimerizacién, también alteradms$ferencia de hidruro.
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