ane Un“’erSIdad mcultad de Ciencias
Universidad Zaragoza

i0i  Zaragoza

TRABAJO FIN DE MASTER

MASTER EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Papel del residuo W483 en las propiedades redox del
factor de Apoptosis Humano (hAIF)

“Role of W483 in the redox properties of Human Apoptosis
Inducing Factor (hAIF)”

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular

Autor: Javier Gregori Arlandis
Directoras: Dra. Patricia Ferreira Neila y Raquel Moreno Loshuertos

Fecha: Febrero 2023







mcu,tad de Ciencias  Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor
UniversidadZaragoza de Apoptosis Humano (hAIF)

INDICES
INDICE BREVE

R =X 77 1= 1
R 3 1 o S 2
B 14 o T [ 7o o [+ 1 SN 3
3. ODJELIVOS ..eeueeeeeneereniereenireneeerenieeraseeresseseessessessssssssssasssssassssnsssssnsssssssessnsssssnssssnnsans 19
4. Materiales Y MELOUOS ...........ccoeeeuuueeiieeniiiriiniiisreinsiesiseesiissssnsssessssssssssssnssssssssnssssnns 21
L =TT 1 T oS 33
6. DiSCUSION ...cvvvvvvrennriieiirinnennnnnnsisssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnes 45
AR 6o Y Lol [ 7 (o 1= 3R 45
8. BibDliOGIAfil .........ceeveenniiieeeniieriiiiiiiiiiiiiisreiiieessenniesssnesssssssnssssssssnsssssssnssssssssnssssnns 51
L V7 T=3 (oL 54

INDICE DE CONTENIDO
B (=7 1 1= o 1
R Y X 1 ' o S 2
W [ 1 To [ ol (o] N 3
2.1, Estructura, isoformas y entrada de hAIF en la mitocondria.......cccceeerreeencerieencrieeencereennneenns 3
2.1.1. Funcion de hAIF dependiente de NADH vinculado a CHCHD4 en homeostasis mitocondrial.................... 7
2.1.2. Papel de AIF en células dafiadas — Via Parthanatos ........cccceeecuiieiiiiieiciiie e e e ee e et e e aae e e 9
2.2, Descripcion de la proteina a nivel molecular..........coivveeeeiirieneeiirencenieeencereenecereenneesennnees 10
D O 5 4 4 o A0 - W g1 = [o = o TSP 10
2.2.2. Actividad redox dependiente de NADH ........coooiiiiiiiie ettt e e st e e e eae e e s saaaeessaseeesnasneeanns 12
2.2.3. Papel del residuo W483 en 1a fuNCION de hAIF...........oociiiiiiiiiecie ettt ae e enes 16
O 20 1 =7 1 11 o 19

Autor: Javier Gregori Arlandis -i-



Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor mc““ad de Ciencias
de Apoptosis Humano (hAIF) Universidad Zaragoza

INDICES

3.1. (0] T 1= 1Yo - {=T o 1] - | SIS 19
3.2 ODbjetiVos ESPECITICOS vuuuerirenrerireenierireeniereensierteresiereensseererassessesssesesnssessessssessensssesssnsssses 19
4. Materiales Y MELOUOS. ..........ccceeuueeerieneniiirieeniiiiriiniisssenisiissseessssssssnsssssssnssssssssnssssnns 21
4.1. Material BiolOZICO.......ccciiiiiiiieiiiiiiirrrnc s s s aa e 21
4.2, Transformacion de células competentes con la plasmido por variante de hAIF,77............ 21
4.3. Prueba expresion a pequeina €SCala.....ccccceeieeererireeneertenaeererenereenaseereensseesesnssessesnsesesnns 22
44, Produccion a media escala de las variantes W483Y, W483L y W483G de hAIF,77 ............. 23
4.5, Purificacion de las variantes W483Y, W483L y WA483G de hAIFa77.....ccevveeeeeceirrinennnnnnnnnns 23
4.5.1. Purificacion por cromatografia de afinidad.......c..eeiiciiiiiiiiiicc e 23
4.5.2. Purificacion por cromatografia de exclusion molecular...........oouieviiiiiiiiieniieee e 26

4.6. Técnica de electroforesis en gel de poliacrialmida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)...ccuuuieiiiiiiiinnennieiieiiteetnnnsssssssseseennnssssssssessssnssssssssssssssnnnsssssssssssssnnsssssssssssssnnnnsssssns 27
4.7. Caracterizacion de las variantes W483Y, W483Ly W483G de hAIFA77 ..ccevveeerreeenecrrenanennns 28
4.7.1. Determinacion de los coeficientes de extincidon molar de las variantes de hAIFA77 .c.coovvevierciiencieeneenne, 28
4.7.2. Evaluacion de la estabilidad del diMero........ooui i 29
4.7.3. Cinética en eStad @STACIONAIIO c..uiitiriiiieiiieiti et esteeeteesteeste e s et esteeeteessseessseessseenseeenseesnseessseensseensesenses 29
4.7.4. Tiempo de vida media del complejo de transferencia de carga .......cccecveeevcieiiiciee e 30
5. RESUILAAOS ........covvvvvvvveueiiiiiiiriiiiiiiiisiinniinissisiissssssssnesssssssisssssssssssssssssssssssssssssnnns 33
5.1. Expresion y purificacion de las variantes W483Y, W483L y W483G de hAIFa77 .....cceuveueeee. 33
5.1.1. Pruebas de expresion a pequena ESCala .......ccciviiiiiiieiiiiie ettt e e e s e s e e s rae e e snaes 33
5.1.2. Purificacion de [as variantes d& NAIFA77.....uiccii ittt ae et e s e snneesnnees 34
5.2. Caracterizacion de las variantes W483Y, W483Ly W483G de hAIFA77 c.ccceveeeeriirenncrienanenns 37
5.2.1. Espectros de absorcién UV-visible de AIF WT, y determinacién de sus coeficientes de extincion.......... 37
5.2.2. Efecto de las mutaciones W483Y, W483L y W483G en la estabilidad del dimero........ccceeeeevvveeecvveeennnes 39

5.2.3. Caracterizacién cinética en estado estacionario de hAIFa77 WT y de las variantes W483Y, W483L y W483G..40

5.2.4. Efecto de las mutaciones en la estabilidad del complejo de transferencia de carga.......ccccecevvvveecveennnnn. 42
LI 0 11 ol ] [ 45
A 0T Tl 7 [0 T 49
E 371 1o o T | o 51
L 21 =5 (o 54

- i - Autor: Javier Gregori Arlandis



mcu,tad de Ciencias  Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor
UniversidadZaragoza de Apoptosis Humano (hAIF)

INDICES

9.1. Anexo 1. Informacidn adicional del desarrollo experimental .......cc..ccceeereerrrenncereeennenennnne. 54
Figura 1. Estructura del precursorde hAIF ... 4
Figura 2. Gen eisoformas de hAIF. ...t e 5
Figura 3. Insercion y maduracion de hAIF en la mitocondria.......................... 6

Figura 4. Representacion esquematica del modelo de interaccion y funcion

entre hAIF y CHCHDA4 /MIAAQOD. ........ccoiiiiiiiiii e e s aansan s s s anneanennens 8
Figura 5. Representacion via Parthanatos .................ccoe i, 9
Figura 6. AIF humana y su estructura cristalografica. ...................ccoevivvinnns 11
Figura 7. Estructura del dimero narra1-102rd:2NAD(H) ... 13

Figura 8. Sitios de union FAD y NAD(H) en el complejo hAIFai1-102ra:2NAD(H)

Figura 9. Cambios conformacionales observados en hAIF con la induccién a la

dimerizacion Mediante NADH .........ooiniiiii e ar e areeaeeanes 17

Figura 10. Expresion de hAIFa7z en la cepa de E.coli C41 (DE3), tras su
induccion con IPTG 0,5 MM en 24 h a 37 %C ..ot 33

Figura 11. Perfil de elucién de la variante W483Y de hAIFa77 en su purificacion
por cromatografia de afinidad (A) y por su cromatografia de exclusion

(33 Le] LYol U] I T o ( = 3 PP 34

Figura 12. Perfil de elucion de las variantes W483L y W483G de hAIFa77 en su
purificacion por cromatografia de afinidad A y C, respectivamente, y por su

cromatografia de exclusion molecular B y D, respectivamente...................... 36

Figura 13. Espectros de absorcion UV-vis de la proteina hAIFa77 WT y sus

variantes en fosfato 50 mM, pH = 7,4 ... 38

Figura 14. Ensayos de dimerizacion de la proteina hAIFa77z WT y las variantes
WAB3Y, WAB3L Y WAAB B G ...ttt s ai e s sat e s aanr e s aanneaaaneeaannes 39

Autor: Javier Gregori Arlandis - i -



Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor mc““ad de Ciencias
de Apoptosis Humano (hAIF) Universidad Zaragoza

INDICES

Figura 15. Dependencia de la actividad NADH oxidasa de hAIFa7z WT y sus
variantes W483Y, W483L y W483G a distintas concentraciones de NADH en

tampon 50 mM a 25 °C con DCPIP 95 pM como aceptor artificial de electrones

Figura 16. Evolucion espectral absorbida de la reoxidacion de hAIFa7z WT (A)
y de las variantes hAIF ai1-77 W483Y (B), W483L (C) y W483G (D), tras la

reduccion previa de la proteina con NADH ............cooviiiiiiiiiiii e 43

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicion de los geles para la electroforesis SDS-PAGE .............. 28

Tabla 2. Caracterizacion del espectro de absorcion UV-visible de la proteina
hAIFa77 WT y las variantes W483Y, W483Ly W483G............ccocvvivvinviniinnnnnnnns 38

Tabla 3. Parametros cinéticos de hAIFa77 WT y sus variantes W483Y, W483L y

-iv - Autor: Javier Gregori Arlandis



aa
Abs
Abs;s0/Absaso
ADN
ADP
AIF
AIFM1
AIFM2
AlFsh
Ala 54
ALR
APS
ARNmM
ATP
BS3
CHCHD4
CPC
CTC
C-terminal
(CXsC),
CypA
DCPIP
EDTA
Ervl
FAD
FMN
FPLC
G

g/L
H2AX
hAIF
Hsp70
IMAC
IMM
IMS
IPTG
Kb
kcat
KCI
kDa
Km
Kpi

L

ABREVIATURAS

Aminodcido

Absorbancia

Absorbancia a 280 nm / Absorbancia a 450 nm
Acido desoxirribonucleico

Adenosin difosfato

Factor de induccidn de apoptosis

Factor de induccidn de apoptosis mitocondrial 1
Factor de induccidn de apoptosis mitocondrial 2
AlF corto

Alanina 54

Potenciador de la regeneracién hepatica
Persulfato de amonio

Acido ribonucleico mensajero

Adenosin trifosfato

Bis(sulfosuccinimidil) suberato

Proteina de ensamblaje e importe al espacio intermembrana mitocondrial 40
Segmento cisteina-prolina-cisteina

Complejo de transferencia de carga

Carboxilo terminal

Dos motivos de seis residuos de cisteina
Ciclofilina A

2,6-diclorofenolindofenol

Acido etildiaminotetraacético

Esencial para la respiracion y la viabilidad 1
Dinucleétido de flavina y adenina

Flavin mononucleétido

Cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad
Glicina

Gramos/litro

Histona 2AX

Factor de induccidn de apoptosis humano
Proteina shock térmico de 70 kDa
Cromatografia de afinidad de ion metal inmovilizado
Membrana mitocondrial interna

Espacio intermembrana mitocondrial
Isopropil-b-tio-D-galactopiranosido

Kilobases

Constante catalitica

Cloruro de potasio

Kilodalton

Constante Michaelis

Fosfato potasico

Leucina



L Litro

LB Luria Bertani

M Molar

mA Miliamperios

mAIF AIF murina

Met 53 Metionina 53

mg/ml Miligramos/mililitro

MIA40 Proteina para importacidn y ensamblaje del espacio intermembrana mitocondrial 40
mL Mililitro

MLS Secuencia localizaciéon mitocondrial

mM Milimolar

Nacl Cloruro de sodio

NADH Dinucleédtido de nicotinamida y adenina
NAD(P)H Dinucleétido fosfato de nicotiamida y adenina
Ni Niquel

NLS Secuencia de localizacién nuclear

nm Namoémetros

NTA Acido nitrilotriacético

N-terminal Amino terminal

0.D Densidad Optica

OXPHOS Sistema de fosforilacidn oxidativa

PAR Poli (ADP-ribosa)

PARP-1 Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1

PEST Secuencia peptidica rica en residuos de prolina, acido glutamico, serina, y treonina
Redox Reduccidn-oxidacién

r.c.f Fuerza centrifuga relativa

r.p.m Revoluciones por minuto

s Segundos

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
TEMED Tetrametiletilendiamina

TMS Segmento transmembrana mitocondrial
TOM40 Translocasa membrana externa mitocondrial 40
Trx1 Tiorredoxina 1

UV-vis UltraVioleta-visible

\" Volumenes

W Triptéfano

XIAP Proteina inhibidora de la apoptosis ligado al cromosoma X
Xq Brazo largo cromosoma X

Y Tirosina

2xYT Extracto de levadura triptona 2x

°C Grado centigrado

pL Microlitro

uM Micromolar



mcu,tad de Ciencias Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor
UniversidadZaragoza de Apoptosis Humano (hAIF)

Resumen

1. RESUMEN

AIF es una flavoproteina que produce la induccidn de apoptosis, conocida
esencialmente por su accion pro-apoptodtica; sin embargo, debido a su cofactor FAD exhibe
una accion NAD(P)H oxido-reductasa, ademas es posible creer que estas funciones estén
relacionadas. En el presente estudio se ha realizado un estudio de la implicacién en la
actividad NADH oxidasa de hAIFa1-77 en la posicion del residuo 483 (triptéfano por Tirosina,
Leucina y Glicina). Para ello, se ha probado la expresién a pequefia escala, se han producido
a media escala las variantes de interés, se purifican las mutantes hAIF,77. Referente a la
caracterizacién se determina el coeficiente de extincion molar de cada mutante, la
estabilidad del dimero, la cinética en estado estacionario ademas del tiempo de vida media
del complejo de transferencia de carga. Por esto, ha quedado expuesto que hAIF WT en
concentraciones equimolares de NADH posee la capacidad de reducirse completamente.
Asimismo, la forma oxidada de hAIF WT exhibe por NAD* poca afinidad. También los

residuos del centro activo son fundamentales para la funcién éxido-reductasa.

Palabras clave: AIF, funcién o6xido-reductasa, NADH, actividad redox y actividad

apoptogénica de AlF.
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Abstract

1. ABSTRACT

AlF is a flavoprotein that produces the induction of apoptosis, essentially known for
its pro-apoptotic action; however, due to its cofactor FAD, it exhibits a NAD(P)H oxido-
reductase action, and it is also possible to believe that these functions are related. In the
present study, a study of the involvement in the NADH oxidase activity of hAIFa1.77 at
residue position 483 (tryptophan by Tyrosine, Leucine and Glycine) has been carried out.
To do this, expression has been tested on a small scale, the variants of interest have been
produced on a medium scale, and the hAIFa7; mutants are purified. Regarding the
characterization, the molar extinction coefficient of each mutant, the stability of the dimer,
the kinetics in steady state, as well as the half-life of the charge transfer complex, are
determined. Therefore, it has been exposed that hAIF WT in equimolar concentrations of
NADH has the ability to be completely reduced. Likewise, the oxidized form of hAIF WT
exhibits little affinity for NAD*. Also the residues of the active center are fundamental for

the oxido-reductase function

Key Words: AIF, oxido-reductase function, NADH, redox activity and apoptogenic

activity of AIF.

-2- Autor: Javier Gregori Arlandis
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Introduccidén

2. INTRODUCCION

2.1. Estructura, isoformas y entrada de hAIF en la mitocondria

El factor inductor de apoptosis (Apoptosis-Inducing Factor, AlIF) es una flavoproteina
mitocondrial filogenéticamente conservada. Las flavoproteinas son proteinas que
contienen como grupo prostético al menos uno de los nucledtidos de flavina (dinucledtido
de flavina y adenina (FAD) o mononucleétido de flavina (FMN)), que son derivados de la
riboflavina (vitamina B2). Estos cofactores permiten a la flavoproteina participar en
numerosas reacciones bioquimicas entre las que destacan las reacciones de O6xido
reduccion (redox). AIF ejerce dos funciones principales, como regulador de la funcion
mitocondrial mediante su actividad redox y como inductor de muerte celular
independiente de caspasas. La induccion de la muerte celular comienza con la importacion
de AIF desde la mitocondria al ndcleo vy, su unién al ADN, favoreciendo su degradacion

(Arena, 2020).

Las funciones principales que presenta hAIF (AIF humano) se pueden explicar a través
de su estructura, compuesta por 613 residuos y con un tamafio de 67 kDa (Dawson, 2014).
La funcidn redox, que tiene lugar en la mitocondria, se debe a los residuos del 1 al 480 vy la
funcién de inductor de muerte celular al extremo C-terminal. Aun asi, ambas funciones
presentan una conformacidon dptima distinta y, por lo tanto, no pueden realizarse
simultaneamente. El gen de esta proteina, AIFM1, se encuentra en el cromosoma X (Xg25-
Xq26) codificando 16 exones que se traducen en la proteina precursora de hAIF. En cuanto
a su estructura, en el extremo N-terminal, hAIF posee una secuencia de localizacién
mitocondrial (MLS) (residuos 1 a 53), una secuencia sefial de uniéon a la membrana
mitocondrial interna (IMM) junto a un segmento transmembrana (TMS) (residuos 67-85) y
dos sitios proteoliticos (residuos 96-120). En el area central de la proteina hay dos
secuencias de unién a FAD (residuos 128 a 262 y 401 a 480) que enmarcan un segmento de
unién del dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD+/NADH) que se sitla entre los

residuos 263 y 400 (Sevrioukova, 2011 y Arena, 2020). La proteina cuenta ademds con dos

Autor: Javier Gregori Arlandis -3 -
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secuencias de localizacién nuclear (NLS). Por ultimo, los residuos 481 al 613 componen el
extremo C-terminal, en los cuales presenta una segunda secuencia de unién a NADH, en el
residuo 493, y una region de unidn a PAR, localizada entre los aminoacidos 567 y 592

(Figura 1) (Ferreira, 2014; Andrabi, 2011).

Escisién proteolitica
sitio proteolitico l

1)
- — ' )
n-TmLs -  FaD M—m—{ ¢
1 55 102128 262 400 480 613
- > 62 kDa

Figura 1. Estructura del precursor de hAIF. Dominio de unién a FAD (naranja), dominio de unién a
NADH (morado) y C-terminal (verde). Las secuencias de localizacion mitocondrial en N-terminal, MLS (gris).
Los numeros se corresponden al primer y tltimo aminodcido de cada dominio, la forma sin procesar de AIF (1-
613) y la forma madura de 62 kDa (54-613). Fuente: Bano (2018).

El proceso de maduracion postranscripcional del ARNm de hAIF, da lugar a multiples
isoformas mediante splicing alternativo. Las dos variantes mads frecuentes son AIFM1 vy

AIFM2, que dan lugar al precursor hAIF (Figura 2) que se localiza en la mitocondria

(Sevrioukova, 2011; Arena, 2020).

De forma general, el transcrito primario de la proteina AIFM1 se sintetiza en todas
las células del organismo, debido al ajuste y empalme de la primera parte del exén 2 (exdn
2a); mientras que la expresion de la isoforma AIFM2 es especifica de tejido del cerebro y
retina, y se genera por el ajuste y empalme de la segunda parte del exdn 2 (exén 2b). La
diferencia principal entre estas dos isoformas se presenta en el segmento transmembrana
del extremo N-terminal, con la posibilidad de afectar en la capacidad de anclaje a la

membrana mitocondrial y, por lo tanto, a su morfologia mitocondrial (Arena, 2020).

-4 - Autor: Javier Gregori Arlandis
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Figura 2. Gen e isoformas de hAIF. Estructura del gen hAIF e isoformas conocidas. Organizacion
genomica de hAIF y transcripciones de ARNm de AIF, AlF-exB, AlFsh, AlFsh2 y AlFsh3 resultantes (esquemas a
la izquierda). Se indican los codones de inicio (ATG, en verde) y de finalizacion (TGA/TAA, en rojo) de la
traduccion, y el producto proteico predicho se muestra a la derecha. Los nimeros en AIF designan exones (en
transcritos de ARNm) y aminodcidos (en las proteinas predichas). Fuente: Victor (2007).

Las otras tres isoformas descritas hasta ahora son AlFshort (AlIFsh), AlFsh2 y AlFsh3.
AlFsh presenta un inicio transcripcional alternativo en el intrén 9 y carece de MLS. AlFsh2
y AlFsh3, por su parte, son resultado de una variante de empalme alternativo del exén 9b
por lo que ambas carecen de NLS2 y extremo C-terminal, y AlIFsh3 tampoco presenta MLS
(Figura 2). Debido a la existencia de multiples isoformas, la funcién y la sefializacion

mediada por hAIF pueden regularse tanto a nivel transcripcional como postranscripcional

(Sevrioukova, 2011).

Respecto al precursor de hAIF, la isoforma AIFM1 o en cerebro la variante AIFM?2,
presentan una sefial de localizacion mitocondrial en el dominio N-terminal que permite su
importaciéon a la mitocondria. Este fragmento de la proteina precursora esta cargado
positivamente y permite su entrada a la mitocondria de forma desplegada, atravesando la

membrana externa por el transportador TOMA40 (Sevrioukova, 2011; Arena, 2020).

Autor: Javier Gregori Arlandis -5-
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Tras la importacién a la mitocondria, el precursor de la proteina hAIF de 67 kDa (1-
613 residuos) es proteolizado por una peptidasa mitocondrial que escinde los primeros 53

residuos entre los aminoacidos Met53/Ala54 liberando la MLS del extremo N-terminal (fig.

3Ay 3B).
A
membrane binding
pmessing‘ ;pmleoiysls NLST NLS2
AF procursor | MLS FAD E NADMH) | FAD 7 Ct | 67kDa
1 55 102 613
mature AIFA154 m . FAD NAD(H) | FADZ (& ] 82 kDa
3 T
apoptogenic AIFA1-102 " FAD @ NDM) | FAD 7 @ | STKDa
10 613
B
a
MLS-dependent

Mitochondnal Import
of precursor AIF (67 kDa)

Q

Proteciytic Ceavage >
betwean residues 53-54

c

2
- Inner membrane insertion |
L> - Cofactor -assisted Refolding
of mature AIF (62 kDa)

Figura 3. Insercion y maduracion de hAIF en la mitocondria. A) Estructura proteica de hAIF durante el
proceso de entrada, anclaje y/o induccién apoptética en la mitocondria. B) Proceso de importacion e insercion
de hAIF en la membrana interna. Fuente: Sevrioukova (2011) y Arena (2020).
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A continuacidn, se dirige mediante una sefial de localizacién especifica del espacio
intermembrana (IMS) y se inserta en la membrana mitocondrial interna mediante su
dominio transmembrana (residuos 67-85), pasando por una maduracién conformacional
gue requiere la incorporacion de su cofactor FAD, plegdndose adecuadamente para dar
lugar a hAIF maduro de 62 kDa completamente procesado anclado en la IMM vy orientado
hacia el espacio intermembrana (Ishihara, 2005; Sevrioukova, 2011; Arena, 2020) (fig. 3Ay
3B).

2.1.1. Funcioén de hAIF dependiente de NADH vinculado a CHCHD4 en
homeostasis mitocondrial

La proteina CHCHD4 (MIA40 en levaduras) es una proteina soluble de 16 kDa que se
encuentra en el IMS mitocondrial, conservando evolutivamente un segmento cisteina-
prolina-cisteina (CPC) con actividad redox, que cataliza el mecanismo de plegamiento
oxidativo de pequefias proteinas ricas en cisteinas, y los motivos de seis residuos de cisteina
(CX9C)2, que participan en la importacién mitocondrial de estas proteinas sustrato. Tras la
entrada de la pre-proteina (proteina sustrato) al IMS, es reconocida por CHCHD4 que se
acopla a ésta uniéndose covalentemente por un enlace disulfuro al motivo CPC e induce un
plegamiento de la proteina sustrato y favoreciendo su retencién en el IMS. Con este
plegamiento, CHCHD4 dona su disulfuro a la proteina sustrato y el motivo CPC del CHCHD4
se reduce. Para su posterior reoxidacién, cuenta en el centro activo redox CPC con un
dominio de unién a proteinas de unién a FAD como ALR/Ervl (Augmenter of Liver
Regeneration) y hAIF, que actian como reguladores de la funcién de importacion de

CHCHD4 (Grumbt, 2007).

En cuanto a la estabilidad y expresion de CHCHD4, hAIF parece afectar al estado redox
y a la disponibilidad de CHCHD4, ya que se requiere para el importe co-traduccional y
localizacion adecuada del CHCHD4 al IMS (Arena, 2020). Por otro lado, parece fundamental
la conformacion resultante de la union de NADH a hAIF para que pueda unirse a CHCHD4
(Arena, 2020) y favorecer su importacién al IMS. Asimismo, se ha evidenciado que tanto la

depleciéon de hAIF como la de CHCHD4 originan defectos parecidos sobre un conjunto
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determinado de proteinas mitocondriales, donde también se incluyen subunidades de

algunos de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquemdtica del modelo de interaccion y funcion entre hAIF y
CHCHD4/MIA40. Fuente: Herndndez (2017).

Por otra parte, el funcionamiento éptimo de la ruta de importacion de CHCHD4, que
estd regulado por hAIF, requiere una interaccién clave hAIF-CHCHD4 siendo esencial para
el ensamblaje y biogénesis de los complejos proteicos de la cadena respiratoria (Romero

2020).

En varios estudios, se ha demostrado que la pérdida de hAIF provoca una disfuncién
bioenergética causada principalmente por la deficiencia de la proteina CHCHD4 vy la
subsiguiente pérdida de las proteinas sustrato de CHCHD4 (Modjtahedi, 2016 y Reinhardt,
2020). Finalmente, diversas mutaciones de hAIF se han asociado con mitocondriopatias
neurodegenerativas humanas, presentando una relacién genotipo/fenotipo, como el
sindrome de Cowchock, mutacion G262S, o la deficiencia combinada de fosforilacion
oxidativa 6 (COXPD6) (mutaciones AR201, V243L, G308E, G338E y Q479R) que cursa con
neuropatia axonal senso-motora provocando retraso cognitivo, hipotonia y arreflexia.

Estas mutaciones patogénicas de hAIF, como AR201, que produce un plegamiento
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deficiente en el sitio de unién de NADHB, V243L y G262S, causantes de un plegamiento
defectuoso que afecta a la incorporacién de FAD, o G308 y G338, que son residuos criticos
para la estabilizacion de NADHa (Ferreira 2018), se caracterizan por una deficiencia en la
actividad de los complejos I, lll y IV del sistema OXPHOS con el potencial para perturbar la

via de importacién de hAIF/CHCHD4 (Hangen, 2015 y Meyer, 2015).

2.1.2. Papel de AIF en células dafiadas - Via Parthanatos

Una de las funciones principales de AIF es la induccion de muerte celular mediante
una via apoptética independientemente de caspasas, llamada via Parthanatos. La muerte
celular se activa cuando las células se exponen a un estimulo téxico (provocado por estrés
oxidativo, estrés nitrosativo, hipoxia, isquemia, o agentes alquilantes de ADN) que induce

un dafio profundo en el ADN; vy, por lo tanto, la célula puede recurrir a este mecanismo de

Acceptor protein

PAR (free or protein- bound)

muerte celular (Fatokun, 2014).
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Figura 5. Representacion via Parthanatos. Fuente: Robinson (2019).

En este sentido, la cascada de Parthanatos (Figura 5) comienza con una

sobreactivacion de poli (ADP-ribosa) polimerasa-1(PARP-1) en el nucleo, enzima que agota
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la reserva celular de NAD* y ATP, generando polimeros ramificados de cadena larga de poli
(ADP-ribosa) (PAR). Dicho PAR se transloca al citosol, provoca una externalizacién de
fosfatidilserina que conlleva a la disipacidn del potencial de membrana mitocondrial y a la

solubilizacion parcial de la membrana mitocondrial interna (Fatokun, 2014).

La liberacidon de AIF mitocondrial es provocada por PAR probablemente mediante
mecanismos de sefializacion celular, aunque también se sostiene la idea de la necesidad de
una interaccion fisica de PAR y AIF para la liberacién de AIF de 62 kDa del anclaje a IMM,
ya que ésta precede a la activacién de caspasas (Fatokun, 2014 y Yu, 2009). Asi la unidn de
PAR al motivo de unién a PAR en AIF se realiza a través del extremo C-terminal de AIF (aa
567-592 del dominio D3). A continuacién, a nivel citosdlico, se puede producir una
translocacion de hAIF al nucleo mediado por PAR; o interactuar hAIF con Hsp70, por la
horquilla B 150-228, o con XIAP, ubiquitinacién con Lys255, o con la tiorredoxina 1 (Trx1)
reducida (Ferreira 2018), para inducir la supervivencia celular (Ferreira, 2013); o unirse a
endonucleasas como la ciclofilina A (CypA) que favorece la co-translocacidon nuclear del
complejo AIF-CypA (Romero 2020). Una vez dentro del nucleo, el complejo AIF-CypA debe
unirse a la histona H2AXy, por lo tanto, al ADN, formando un complejo de degradacién del
ADN, se condensa la cromatina y se degradacion el ADN en fragmentos de =50 Kb (Romero,

2020).

2.2. Descripcion de la proteina a nivel molecular

2.2.1. Estructura cristalografica

La estructura de AIF se encuentra resuelta con un plegamiento natural mediante
cristalizacién tanto para las variantes humana como murina (mAIF). La estructura de la
proteina de ratén, mAIF esta cristalizada de los residuos 121 a 610 y de 128 a 610 mientras
para hAIF se ha resuelto la estructura entre los residuos 128-608. Asi, se ha observado que
el plegamiento de la proteina hAIF (AIFM1) se organiza en tres dominios estructurales: un
dominio de unién a FAD (residuos 128-262 y 401-480) y un dominio de uniéon a NAD(H)

(residuos 263-400) con una topologia cldsica de Rossmann, y un dominio preapoptotico C-
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terminal (residuos 481-613), compuesto por cinco hojas B antiparalelas y dos hélices a

(Choi, 2018; Figura 6).

Figura 6. AIF humana y su estructura cristalogrdfica. Se representa en color verde el dominio de union
a FAD, en naranja el dominio de union a NADH y en morado el dominio C-terminal. El cofactor FAD, en su
forma natural oxidada, se representa en color azul. Fuente: Ye (2002).

El cofactor FAD se une de forma elongada a la interfaz entre los tres dominios con un
enlace no covalente y se estabiliza su anillo de isoaloxacina siendo parcialmente accesible
al solvente. El entorno de la parte de pteridina del anillo de isoaloxacina tiene un caracter
polar positivo que sugiere que contribuye a la modulacién del punto medio del potencial
de reduccion de la flavina (Ferreira, 2013). El par carga-carga Lys176-Glu313 en AIF ayuda
a la unién de FAD vy regula la eficiencia catalitica, mientras que el aminoacido Phe309
desempeiia un papel de guardidn que controla el acceso de los cofactores de nucledtidos

de pirimidina al sitio activo (Mate, 2002).

AlIF muestra una insercion especifica Unica del dominio de unidn AlF: FAD, la insercién
N-terminal (aa. 190-202) que se pliega como una horquilla B en el médulo de unién a FAD.

Este péptido establece multiples contactos con el nucleo principal a través de residuos
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hidrofébicos (Leu190, Phel92, Trp195) y polares (GIn194, Arg200) (Mate, 2002 y Senda,
2000).

Finalmente, otra insercién especifica es el dominio C-terminal. Presenta una horquilla
B llamado bucle C regulador con funciones apoptogénicas (residuos 510-560), con una
secuencia PEST (aa 529-560) ricas en prolina/acido glutamico/serina/threonina que suelen
estar implicadas en interacciones proteina a proteina; y también contiene un motivo rico
en prolinas (aa 544-554) con potencial de reconocimiento y sitio de interaccidon para
proteinas implicadas en la regulacidon de diferentes procesos celulares, como CypA o

endonucleasa G (Ferreira, 2013; Artus, 2010).

En hAIF, el bucle regulador C-terminal (aa 510-560) y la horquilla B (aa 190-202)
conectan los dominios NADH y FAD al dominio preapoptdtico C-terminal. La estructura de
AIF presenta sobre todo la presencia de un fuerte potencial electrostatico positivo en la
superficie, a pesar de que el punto isoeléctrico tedrico para la proteina entera sea neutral

(Ferreira, 2013).

2.2.2. Actividad redox dependiente de NADH

En condiciones fisiolégicas, en mitocondrias sanas, AlIF se encuentra en un equilibrio
mondmero-dimero desplazado hacia el mondmero, mientras que la uniéon de NADH vy la
reduccion de la flavina aumenta considerablemente la proporcion de dimeros, como
organizacién cuaternaria. La uniéon de la coenzima NADH a AIF inicia cambios
conformacionales asociados a la formacién de un complejo de transferencia de carga (CTC)
FADH-NAD™ estable al oxigeno vy, por lo tanto, una reduccién de FAD que promueve el
aumento de la proporcién de dimeros de proteina (Churbanova, 2008 y Ferreira, 2013). La
estabilizacién del CTC se produce por interacciones de apilamiento 1t coplanares entre los

anillos de nicotinamida del NADH, isoaloxacina del FAD y Phe309 de hAIF (Ferreira, 2013).

El mapa de densidad electrdnica del centro activo presenta una molécula de FAD y
dos de NAD(H) por protémero (Figura 7; Ferreira, 2014). También se observo la reduccidn

de la flavina, la formacién de un CTC con al menos una molécula de NAD+, en concreto, la
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estructura mAIF.q:NAD* con un NADH unido al sitio NADHA. Ademas, la estabilidad de los
dimeros se realiza a través de posibles puentes salinos y de hidréogeno entre el propio
protdmero o de un protdmero al otro que concuerdan con la reorganizacion estructural
mediada por la reduccién por NADH (Ferreira, 2014). Estas observaciones concuerdan con
una estructura hAIF..q:2NAD(H) vy, por lo tanto, confirman la presencia de dos sitios de
unién de NAD(H) en la enzima que, por tanto, presenta la zona de union NADHa y la unidn
a NADHs. También, puede observarse que la estructura de AlF;eq:NAD* con solo un NAD(H)
unido al sitio NADHa presenta los cambios conformacionales para la unién de un segundo

NAD(H) en el sitio de unién de NADHs.

NAD(H)g - : b-f‘

d q" ’?‘ "?r *,v
- - %k NAD(H)
/6 v ¥ (FAD ,“./.:h) Fm{ﬁ,\'& 3 B
¥ e
NAD(H) ¥ ad
“bo é.NAD(H)A

Figura 7. Estructura del dimero rairai-1021a:2NAD(H). Representacion de la superficie de dos dimeros de
hAIF, uno amarillo y otro azul. Se muestran los dtomos de carbono de FAD, NAD(H)s, y NAD(H)s en naranja,
azul y rosa, respectivamente. Fuente: Ferreira (2014).

La unién de NADH a NADHa muestra una conformacion extendida con su apilamiento
de nicotinamida entre la cara Re de FAD vy los anillos de F310, conformacién que parece
Optima para la transferencia de carga, mientras que su grupo amida forma enlaces de

hidrogeno con los residuos E314 y H454 (Villanueva, 2015). Su unidn estd estabilizada por

una red de enlaces de hidrégeno que involucran a los residuos G308, F310, L311, E314,
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E336, G399, E453, H454 y W483 (Ferreira, 2018). La unidon a NADH,, desplaza las cadenas
laterales K177, F310 y H454 para acomodar la nicotinamida de NADH,, produciendo un
apilamiento entre los anillos de nicotinamida y flavina aparentemente éptimo para la
transferencia de carga, formando un CTC FADH/NAD* de larga duracion (Ferreira, 2014).
Los residuos K177 y E314 establecen la conformacién del sitio activo, al unirse el NADH
(Villanueva, 2015). En estado reducido u oxidado de AIF, la hélice a 173-180 del N-terminal
(residuo P173), se apila contra el anillo de pirazina en la cara Si de FAD, modulando la
afinidad enzimatica por NADH, mientras que W483 se apila contra el anillo de pirimidina
de FAD (Ferreira, 2014). Por ultimo, F310 y H454 contribuyen al sitio activo compacto
esencial para la unién de NADH, la estabilizacién de CTC y una fuerte afinidad de NAD* para

el estado reducido de hAIF (Ferreira, 2018).

El CTC formado para la estructura AlF..4:NAD* en NADHa es ineficiente en la
transferencia de electrones, pero es capaz de inducir una reorganizaciéon conformacional
de proteinas ligadas a redox y su posterior dimerizacidon. Con la formacién del CTC, la
cadena lateral H454 sufre un cambio conformacional que interacciona y orienta la
nicotinamida de NADH al sitio activo, modulando el punto medio del potencial de reduccion
de FAD. Estos cambios redox desplaza a la horquilla B (aa 190-202) que desencadena la
remodelacién del bucle C, restringiendo el acceso a NLS2 (NLS relacionado con el importe
nuclear de AIF), y promueven la liberacién de la horquilla B al solvente (Ferreira, 2013 y
Sevrioukova, 2009). Estos cambios conformacionales inducen la formacién alostérica del
segundo sitio de unién de NADH no catalitico (NADHg) y la dimerizacién de la proteina
(Romero, 2020) y relacionan la union de NADH a la zona NADHa con la funcién de hAIF

como una oxidorreductasa dependiente de NADH (Villanueva, 2015).
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NAD(H)g

V233 .
“’H
Figura 8. Sitios de union FAD y NAD(H) en el complejo hAIFai-102ra:2NAD(H). Red de enlaces H e

interacciones hidrofdbicas en el sitio de union de FAD. Se muestran los dtomos de carbono de FAD, NAD(H)a,
y NAD(H)s en naranja, azul y rosa, respectivamente. Fuente: Ferreira (2014).

La segunda molécula de NAD(H) (NAD(H)g), identificada en el complejo hAIFa1-102
rd:2NAD(H), apila su nicotinamida en un lado de W483 y, en el otro lado de W483, se apila
contra el anillo de pirimidina de FAD por su cara Si. La unién a NAD(H)gs induce el
desplazamiento de F582 y W196 para acomodar la adenina del NADHg mediante
interacciones de apilamiento; W196 y E493 también contribuyen a estabilizar las fracciones
de pirofosfato, ribosa y nicotinamida de la coenzima (Ferreira, 2014). La acomodacion de
NADH;g es asistida por cambios conformacionales inducidos por redox de dos inserciones
especificas en el dominio apoptodtico de AlF, en la horquilla B (aa 190-202) y en la horquilla
B del segmento 509-560 del dominio apoptético, asi como en la interfaz de dimerizacion
molecular (segmento 439 —453) (Ferreira, 2018). NAD(H)s esta situado en la posicidn de las

dos hélices cortas (517-524 y 529-533) de hAIF oxidado (parte del dominio C-terminal)
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estabilizadas por un enlace de hidrégeno y un puente salino entre la cadena lateral de R201
y las de T526 y E531, respectivamente, estas hélices cortas disminuyen la accesibilidad del
solvente al sitio activo del anillo de FAD a través de W483. Al reducirse hAIF por NADHg, las
hélices cortas se desordenan y evitan su estabilizacidon a través de la horquilla B (aa
190-202), particularmente con la cadena lateral R201 (Ferreira, 2014). El R201 resulta
desplazado formando un enlace de H con las cadenas principales de Y204 y S202,
contribuyendo asi al desplegamiento de las hélices cortas, permitiendo la estabilizacidon de
NAD(H)s y liberando la orientacién de la horquilla B (aa 190-202) al solvente (Ferreira,

2014).

Con la unién y reduccion de NADH, AIF sufre dimerizacion. Ademas de formar
dimeros, se ha observado la formacién de trimeros y organizaciones superiores (Ferreira,
2014). Los cambios conformacionales que inducen la dimerizacién, cambios que involucran
los motivos ricos en prolinas (543-554) de la regién apoptdtica, deben regular la unién de
AIF a otras moléculas; o al estado oligomérico de AIF, paso de mondémero a dimero,
considerados como dos funciones podrian ser controladas por la funcién redox en base a
las fluctuaciones en los niveles de NAD(H) afectando tanto en la mitocondria como a niveles
citoplasmaticos y nucleares (Ferreira, 2013). En caso de la deplecion de NADH, el equilibrio
se desplaza a la forma monomérica de AIF que es mas susceptible a la protedlisis del N-
terminal y la translocacién al citosol para iniciar la apotosis, y asi el estado redox
transciende las diferentes proteinas de interaccion modulando la respuesta a vias

metabdlicas dependientes de NADH a la apoptosis (Sevrioukova, 2011).

De forma general, se ha observado la importancia del doble papel bioldgico de AIF a
nivel molecular, como el estado de oxidorreduccidn de hAIF es dependiente de la unién a

su coenzima y la modulacién del dominio apoptético C-terminal.

2.2.3. Papel del residuo W483 en la funcion de hAIF

El residuo W483 de hAIF se apila contra el anillo de pirimidina de FAD en NADHa, y

forma el centro catalitico que realiza la funcidon oxido-reductasa junto con las cadenas
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laterales K177, F310 y H454 y la hélice a en P173, modulando la interaccién de FAD con el
NADH.

También, el residuo W483 mantiene la misma posicién tanto en estado oxidado como
reducido evitando el apilamiento directo entre la nicotinamida y los anillos de isoaloxazina

y pirimidina de FAD, forzando asi a NAD(H)s a una conformacion doblada (Ferreira, 2014).

|

Vi NAD(H),

& was? L B ~
72

\ 4 =, 9.

N -

A

;

/' NAD(H)q

Helix 529-533

Figura 9. Cambios conformacionales observados en hAIF con la induccion a la dimerizacion mediante
NADH. A) Representacion de la estructura hAlFox y B) hAIFred:2NAD(H), se destacan los residuos W483, W196
y R201. En rosa se observa la horquilla 8 y las hélices cortas en naranja. Se muestran los dtomos de carbono
de FAD, NAD(H)a, y NAD(H)s en naranja, azul y amarillo, respectivamente. Fuente: Ferreira (2014).

En hAIF oxidado, el residuo W483 evita la accesibilidad del solvente al sitio activo del
anillo de FAD separando las hélices cortas (517-524 y 529-533, Figura 9 A) de hAIF. Al

reducirse hAIF, se reorganizan las hélices cortas de forma que se estabiliza NAD(H)z y la

horquilla B (aa 190-202) sea accesible al solvente (Figura 9 B).

También, la presencia de NAD(H)g en la estructura hAIF..q:NAD-(H) podria sugerir un
camino alternativo, al involucrar su anillo de nicotinamida y W483 en la via de transferencia
de electrones hacia la superficie (Ferreira, 2014). Para obtener informacién sobre el
funcionamiento de este residuo, una de las vias de investigacidn es realizar un estudio con

mutaciones puntuales con distintos aminoacidos al triptdéfano en el residuo 483.
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3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar la implicacién del residuo W483 en la actividad NADH oxidasa de AlF.
3.2. Objetivos especificos

e Expresar y purificar las variantes de AlFa77 (W483Y, W483L y W483G) a
pequeiia escala.

e Determinar el impacto de las mutaciones en la posicion W483 en la correcta
incorporacion del cofactor flavinico al centro redox mediante caracterizacion
espectroscépica.

e Evaluar el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad del dimero.

e Determinar la capacidad de reduccién de AIF WT y de las variantes de AlFa77

en presencia de NADH.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material bioldgico

Los cDNAs de las variantes W483Y, W483L y W483G de hAlIFmtai-77 se clonaron en el
vector de expresion Pet-28a(+) (Novagen, catalogue number 69864-3) y se llevd a cabo su
expresion heteréloga utilizando la cepa C41 (DE3) (Invitrogen) de Escherichia coli. Los cDNA
presentan la forma mitocondrial de hAIF con una deleciéon en A 1-77, que elimina los
residuos de la hélice transmembrana, para la obtencién de su forma soluble. Dentro del
vector de expresion Pet-28a(+) (con resistencia a kanamicina), el cDNA se clona entre los
sitios de Ncol y Ndel (Anexo 1. Fig. 1) con una cola de seis histidinas en el C-terminal que
favorezca la posterior purificacién de la proteina. La cepa C41 (DE3) contiene el liségeno
DE3 que porta el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lac UV5,
promotor que requiere isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) para inducir la
expresion (Invitrogen). Esta cepa deriva de la cepa BL21 (DE3), descendiente de la cepa de
B de E. coli construida especificamente para la expresion de alto nivel de proteinas
recombinantes, y presenta algunas mutaciones que previenen la muerte celular asociada a

la expresién de proteinas recombinantes téxicas (Schreiber, 2017).

4.2. Transformacion de células competentes con las distintas
variantes de hAIF,77

Para la transformacion se tomaron 100 pL de células competentes (E. coli C41) y
plasmido (pET-28a(+); 1 puL) en 1 mL de LB (10 g/L Triptona, 5 g/L extracto levadura, 10 g/L
NaCl), mismos voliumenes para cada una de las 3 variantes de hAIFa77. Se transformaron
por choque térmico en condiciones de esterilidad. Las mezclas se dejaron incubando 15
minutos en hielo, después se calentaron en seco en el termobloque a 42 °C durante 50
segundos y, posteriormente, se dejaron 2 min en hielo. Para finalizar, se afadié 1 mL de
medio LBy se realizd una incubacion en agitacién de 1 h 30 min a 37 °C para permitir que

las células expresasen la resistencia antibidtica antes de sembrarlas en placa de cultivo para
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su seleccion. Como controles positivo y negativo se utilizaron 100 pL de células

competentes sin transformar con 1 mL de medio LB por variante de hAlIFa77.

A continuacidn, se sembraron cuatro placas de LB agar (10 g/L Triptona, 5 g/L extracto
levadura, 10 g/L NaCl y agar al 1,5%) por variante de hAIFa77, tres con kanamicina 0,05 mM
(dos siembras con células transformadas y una restante como control negativo) y un
control positivo sin kanamicina. Luego se sembraron las placas para el control positivo con
50 pL de células competentes sin transformar, de la misma forma para los controles
negativos pero con adicién de kanamicina, y dos siembras de células transformadas por
variante hAIlFa77, una de 50 pL y otra de 100 uL. En el control negativo se adiciona
antibidtico para comprobar que no hay crecimiento de las células competentes ya que

estan sin transformar. Para finalizar, una incubacién overnight a 37 °C.

Tras la incubacién, se comprobd que no existiesen indicios de contaminacién en las
placas de los controles y se aislaron 6 colonias distintas de cada variante de hAIFa77 que se
resembraron en una misma placa de cultivo de LB con antibiético y se incubaron de 10 a

12 horas a 37 °C.
4.3. Prueba expresion a pequena escala

Para hacer el preinéculo se cultivé una colonia por cada variante de hAIFa77, aislada
de la placa de resiembra, en 10 mL de medio 2xYT (16 g/L Triptona, 10 g/L extracto de
levadura y NaCl 5 g/L) con kanamicina 0,05 mM. Las células se incubaron overnight a 37 °C

con agitacién a 180 r.p.m.

Tras la incubacidn, se cogieron 500 pL de preindculo por cada variante de hAIFa77 en
10 mL de 2xYT con kanamicina y se le afiadié IPTG 0,5 mM. Como control, se afiadieron
otros 500 pL de preindculo a 10 mL de medio sin el inductor IPTG. Las células transformadas
se volvieron a incubar en medio 2xYT a 180 r.p.m a 37 °C durante 1 h 30 min
aproximadamente. Mientras tanto, se midié la densidad éptica (0.D) a 600 nm a distintos
tiempos hasta alcanzar una absorbancia de 0.5, momento en el que se afiadid el inductor

IPTG, en condiciones de esterilidad, y se dejé 24 horas en incubacion a 37 °C.
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A continuacidn, se centrifugd 1 mL de células transformadas durante 4 min a 3300
r.c.f. Posteriormente, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 700 pL de
tampon fosfato (50 mM, pH = 7,4). Se sonicd con 3 pulsos de 30 segundos. Se centrifugd
de nuevo a 6700 r.c.f durante 7 min, se recuperé el pellet y se afiadieron 700 uL de tampén
fosfato (50 mM, pH = 7,4). Finalmente, se cargaron las muestras en una electroforesis SDS-

PAGE al 12% (explicacién técnica apartado 4.6.).

4.4. Produccion a media escala de las variantes W483Y, W483L
y W483G de hAIFaz7

Una vez comprobada la correcta expresiéon de las distintas proteinas mediante el
ensayo anterior, se procede a su produccién a mayor escala utilizando una de las seis
colonias aisladas tras la transformacién (apartado 4.2), que sobrexpresaban la proteina de
interés. La colonia seleccionada por cada mutante, en condiciones de esterilidad, se cultivd
en % L de medio 2xYT, kanamicina a 0,05 mM y se incubd a 180 r.p.m a 37 °C overnight. Por
cada variante de hAIFa77 (W483Y, W483Ly W483G) se prepararon un total de 20 L de medio
de cultivo 2xYT con 50 mL preindculo por cada litro de medio 2xYT, 0,05 mM de kanamicina
y 0,02 mM de riboflavina (8 mg/ml). Una vez alcanzada la D.O. de 0.5, como se indica en el
apartado anterior. Se afiadi6 el inductor IPTG a una concentracion final de 0,5 mM. Las

células competentes se dejaron incubar a 180 r.p.m a 37 °C durante 24 horas.

Tras laincubacidn, se centrifugaron los 20 litros de células C41 con rotor (GRF-L-1000-
6) en centrifuga GYROZEN 2236R a4 °C a 6000 r.p.m (8000 r.c.f) durante 10 min. Se elimind

el sobrenadante y el pellet se almacend a -20 °C.

4.5. Purificacion de las variantes W483Y, W483L y W483G de
hAIFa77

4.5.1. Purificaciéon por cromatografia de afinidad

Como se ha comentado anteriormente, las distintas variantes de hAIF se generaron

como proteinas de fusidn con una cola de seis histidinas en su extremo C-terminal para
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favorecer su posterior purificacion mediante cromatografia de afinidad gracias a la unién

de las histidinas a metales.

Antes de la purificacion se realiza un paso previo para la extraccién de proteinas o de
preparacion del extracto crudo que consiste en los siguientes pasos. Primero, el pellet de
20 L de células cultivadas se resuspenden en 150 mL de Tris-HCI (50 mM, pH= 8), y se
mezclan homogéneamente junto con un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche). A
continuacion, las células se lisan en frio por sonicacion de 10 a 12 ciclos de 30 segundos, a
una amplitud del 70% y pulsos de 0,5 s, con una parada de 30 s entre ciclos. Posteriormente,
se centrifugan a 21600 r.c.f (rotor (GRF-L-250-6) centrifuga GYROZEN 2236R) a 4 °C durante
30 min, se retira el sobrenadante y el extracto crudo se centrifuga durante 1 hora mds en

las mismas condiciones.

Tras el lisado de las células y la extracciéon de proteinas se purificé la proteina
recombinante de interés en columna de afinidad con el mecanismo His6-tag y el método
IMAC (Immobilised metal ion affinity chromathography). Para el método IMAC se utilizé un
lecho que consiste en una resina de afinidad con metal inmovilizado, gel de agarosa
(Sepharose 6 Fast Flow gel; GE Healthcare) modificada con un ligando quelante (NTA, acido

Nitrilotriacético) disefiado para unirse a la proteina recombinante por His6-tag.

Para la preparaciéon de la columna de afinidad se pasaron 10 V (volimenes, 1V =5
mL) de agua destilada, luego se afiadié 5 mL de lecho y activado con 1 V de Ni?* (5 mL de
NiSO4 al 0,1 M), otros 10 V de agua destilada y, para finalizar, 10 V de tampdn Tris 50 mM
a pH=8.

A continuacion, se afiadié Imidazol 4 mM y KCl 0,4 M a los extractos crudos de cada
una de las variantes de la proteina hAIFa77 y se mezcld con la matriz, es decir, con el
preparado de la columna de afinidad y se incubé en agitacion durante 40 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se realizd el empaquetado de la columna, que consistié en pasar el
incubado (unidn de la proteina recombinante a la matriz) por la columna y, a continuacion,

por el Akta FPLC (Fast Protein Liquid Chomatograph).
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Antes de la purificacidn de la columna con el Akta, se realizé una limpieza del sistema
pasando 50 mL de agua destilada. Para retirar el agua destilada del Akta se pasa Buffer A
(tampon fosfato a 50 mM a pH= 7,4, 4 mM de Imidazol y 0,4 M de KCI) a un flujo de 4
mL/min. Todos los tampones y el agua destilada se filtraron al vacio (filtracion Biichner)

con un filtro orgdnico de 0,22 um.

Posteriormente, se conecta la columna de afinidad empaquetada al Akta y comienza
la carrera. Esta consistié en correr simultdneamente un flujo de 4 mL/min de Buffer Ay
Buffer B (tampdn fosfato a 50 mM a pH = 7,4 y 1 M de Imidazol) al 50% para crear un
gradiente de concentracion de Imidazol del 4% hasta el 50% durante 150 mL. A un
gradiente de Imidazol determinado, éste competira por la cola de histidinas de la proteina

recombinante y se eluird (Anexo 1. Fig. 2A). Se recogieron fracciones de 5 mL.

Una vez recogida las fracciones, el color de la proteina recombinante permitié
seleccionar de forma visual aquellas que contenian la proteina de interés. A modo de
comprobacién y seleccién, se hizo un espectro de absorbancia UV-vis (espectrofotémetro
SPECORD 200 PLUS) para la medicién del ratio 280 nm/450 nm que indica la pureza

existente de la muestra la cual se seleccionan con un ratio por encima de 10.

Tras la seleccidn de las fracciones de interés, se concentraron utilizando una dialisis
inversa en presencia de azlcar. Transcurridas unas 10 — 12 horas, se realiza un paso previo
a las fracciones concentradas para una segunda purificacién por exclusion molecular. Este
paso consiste en cambiar el medio en el que se encuentra la proteina recombinante
concentrada mediante dialisis, con el objetivo de reducir las concentraciones de sales y de
Imidazol. Se utilizé una columna PD-10, se pasé 10 mL de agua destilada, se equilibré con
25 mL de tampdn de exclusion molecular (tampdn fosfato 50 mM a pH= 7,4y 150 mM NacCl)
y un volumen maximo de 2,5 mL de proteina de interés concentrada seguida de 3,5 mL de
Buffer de exclusidon molecular. En el caso de que se supere el volumen mdaximo de 2,5 ml

de proteina de interés, se vuelve a equilibrar la columna con mas buffer.

Una vez acabada este proceso de purificacion de una variante de hAIFa77 con la

columna de cromatografia de afinidad utilizada se ha de regenerar la columna y prepararla
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de nuevo para la purificacidon de una distinta variante de hAIFa77. La matriz del interior de
la columna de afinidad se regenerd con 5 V de Imidazol al 1.5 M, 5 V de NaCl al 1M; se
limpidé al pasar 10 V de agua destilada y se guardd con 10 V de etanol al 20%.
Posteriormente, para la preparacion de la columna de afinidad, se ha de desactivar el Ni?*
y luego cambiarlo. Primero, se lavé la columna al pasar 10 V de agua destilada, después se
queld el Ni con 1V de EDTA al 0,05 M. A continuacién, se lavd de nuevo con 10 V de agua
destilada; y, para equilibrar la columna, se pasé 1 V de NiSO4 al 0,1 M, 10 V de agua
destilada y 10 V de Tris a 50 mM a pH= 8.

4.5.2. Purificacion por cromatografia de exclusion molecular

Este proceso se realiza con el objetivo de conseguir una mayor purificacién por medio
de la exclusién molecular. Esta consiste en una restriccion de moléculas por tamafio
formando una resina con una matriz de particulas esféricas con poros de didmetros
seleccionados de forma que las moléculas con el tamafio del poro quedan retenidas y las

de mayor tamafio se eluyen antes.

Un paso previo a la purificacién por exclusién molecular del concentrado de proteina
recombinante, es la separacion de posibles residuos mediante centrifugacién (14500 r.c.f
durante 5 min a 4 °C). A continuacion, se toma el sobrenadante y se enrasa a 5 mL con
buffer de exclusidon. A modo de limpieza, se pasd buffer de exclusidn por el Akta a un flujo
de 20 mL/min. Para la preparacion de la purificacion se rellena el loop de buffer de
exclusion a un flujo de 5 mL/min. A través del Akta se pasa tampdn de exclusion molecular
(flujo de 1 mL/min) por la columna de exclusion y, finalmente, se inyectd los 5 mL de
proteina recombinante al Akta para su paso por la columna de exclusién por tamafio
(Anexo 1. Fig. 2B). Por ultimo, se recogen fracciones de 5 mL hasta la elucién de la proteina

de interés.

Acabada la purificacién, se realizan espectros de absorbancia UV-vis
(espectrofotometro SPECORD 200 PLUS) a las fracciones con la proteina de interés para la
medida de sus ratios de concentracion. A continuacién, se vuelve a concentrar la proteina

mediante dialisis inversa.
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Para finalizar, se requiere cambiar el medio de la proteina recombinante para su
posterior almacenamiento y caracterizacion. Para ello, se limpia la columna PD-10 con 10
mL de agua destilada, se equilibra la columna con 25 mL de tampdn fosfato (50 mM a pH=
7,4); y se dializa con un volumen maximo de 2,5 mL de la proteina de interés a la que se

afiaden 3,5 mL de tampdn fosfato (50 mM a pH=7,4).

Previo al almacenamiento (-80 °C), se realizaron espectros de absorbancia UV-vis
(espectrofotémetro SPECORD 200 PLUS) a las variantes W483Y, W483L y W483G de hAlFa77
purificadas para medir la concentracion a la que se encuentran con la ecuacidon de Lambert-

Beer:
Abs=C-€-1

Se midid la absorbancia a una longitud de onda de 451 nm y como factor de extincion

molar se utilizé por defecto el de la proteina hAIFa7z7 WT (13,6 mM™ - cm™).

4.6. Técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Esta técnica ha sido utilizada para la prueba de expresién a pequefia escala y para
caracterizar la estabilidad del dimero de las variantes W483Y, W483L y W483G de hAIFa77
(apartado 4.3. y apartado 4.7.2., respectivamente). Consiste en la separaciéon de las
proteinas por peso molecular, desnaturalizando y otorgando a las proteinas carga negativa

con dodecilsulfato sddico (SDS), mediante un campo eléctrico.

Para la formacidén del gel de poliacrilamida, en el cual se separan las proteinas, se ha
de polimerizar la acrilamida previamente a través de un agente entrecruzador
(bisacrilamida), junto al persulfato de amonio (APS) y un catalizador (TEMED).
Dependiendo del porcentaje de acrilamida utilizado, se forma un didmetro distinto de poro
por el cual se requiera para separar el peso molecular de la proteina de interés. En este
caso se emplearon geles con un porcentaje de acrilamida del 12%. La composicién de los

geles se muestra en la Tabla 1:
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Tabla 1. Composicion de los geles para la electroforesis SDS-PAGE

Gel separador 12% Gel concentrador 4%
Agua 3,34 mL 3,62 mL
Acrilamida 30% 4 mL 666 uL
Tris* 2,5mL 625 pL
SDS 20% 50 pL 25 L
APS 10% 100 pL 50 pL
TEMED 10 puL 5puL

(*) Gel separador: Tris 1.5 M y pH = 8.8. Gel concentrador: Tris IM y pH = 6.8.

El tampdn de electroforesis estd compuesto por 0,025 M Tris, pH 8,8, 0,2 M glicina y
12,5% SDS. En cada pocillo del gel se anaden 15uL de la muestra junto con 3plL de tampdn
de carga 5x (5 mM Tris, 12,5% SDS, 25% de B-mercaptoetanol, 35% glicerol y 0,1% de azul
de bromofenol) previo calentamiento de estas. Los geles de poliacrilamida al 12% se
prepararon utilizando un sistema de electroforesis Mini-PROTEAN® de Bio-Rad y se dejaron
corriendo con una corriente de 20 mA. Se controla el tiempo que se deja corriendo para

gue no haya pérdida de las muestras.

4.7. Caracterizacion de las variantes W483Y, W483L y W483G de
hAIFa77

4.7.1. Determinacion de los coeficientes de extincion molar de las
variantes de hAIFa77

Para determinar los coeficientes de extincion molar de las variantes W483Y, W483L

y W483G de hAIFa77, se ajustd la concentracién de proteina a una absorbancia de 0,1 a una
longitud de onda de 451 nm (espectrofotémetro SPECORD 200 PLUS). A continuacidn, de
un volumen inicial de 800 uL de proteina en tampdn fosfato (50 mM a pH = 7,4), se
desnaturalizaron 400 uL con cloruro de Guanidinio 6 M y se utilizaron los otros 400 uL para
la medicidn de la concentracion de hAIFa77. Después, se hizo una centrifugacion a 9700 r.c.f

durante 3 min, y luego un barrido espectral del sobrenadante de ambos duplicados. Las
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absorbancias se corrigieron con el Factor de Diluciéon x 2. Tras la centrifugacion del
duplicado desnaturalizado, el cofactor FAD queda libre y se midié su absorbancia a 450 nm.
Como la concentracion de FAD ha de ser la misma que de AIF (estequiometria 1:1) y el
coeficiente de extincién molar de FAD libre que absorbe a 450 nm (11,3 mM™ - cm-1) es
conocido, se calculd el coeficiente de extincidn para hAlFa77 con la siguiente ecuacion:

Abs FAD _ €FAD
Abs AIF ~ EAIF

EFAD - Abs AIF

CAIF = —1FaAD

4.7.2. Evaluacion de la estabilidad del dimero

La finalidad de este ensayo es caracterizar la estabilidad en la formacién del dimero
de las variantes W483Y, W483L y W483G de hAlFaz7 a una concentracién de 3 uM en el
medio Kpi (50 mM y pH = 7,4) y si existe una posible influencia por parte del cofactor con
la presencia de NADH en el medio. Se utilizé el entrecruzador BS3
(bis(sulfosuccinimidil)suberato) para conferir una mayor estabilidad al fortalecer las
uniones estructurales de enlaces amina a amina entre proteinas hAlFa77 y mantener los
oligdmeros en la electroforesis desnaturalizante. Se realizd6 una incubacién de cada
variante de hAIFa77 con BS3 durante 30 min a temperatura ambiente en presencia o
ausencia de NADH. Las concentraciones de BS3 y NADH fueron de 100 veces superior al de
la concentracién de proteina. Para parar las reacciones de entrecruzamiento se afiadid
bromofenol loading buffer desnaturalizante y, a continuacién, se hirvié durante 5 min a
100 °C. Para finalizar el ensayo, se corrieron las muestras en gel SDS-PAGE al 12%. Técnica

y composiciones de electroforesis mencionado en el apartado 4.6.

4.7.3. Cinética en estado estacionario

Se caracteriz6 la actividad oxidorreductasa in vitro del NADH de las variantes W483Y,
W483L y W483G de hAIFa77 a través de la actividad diaforasa con 95 pM de 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP) como aceptor de electrones. Se mididé la reduccion del

aceptor de electrones (DCPIP) por parte de la enzima durante el primer minuto, a una
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absorbancia de 620 nm y un coeficiente de extincion molar de 21 mM™* cm™, a una

concentracion final de 95 mM; una concentracién final 0,2 mM de hAIFa77; vy a distintas

concentraciones de NADH (diluciones seriadas de NADH a partir de 5 mM hasta 0,06 mM).

A partir de cada concentracidn de NADH se tomaron 500 uL y se enrasé con tampén
fosfato (Kpi a 50 mM y pH= 7,4) hasta un volumen final de 1 mL. Las mediciones se
realizaron con el espectrofotometro Cary 100 Bio UV-Visible a temperatura ambiente (25

°C).

Los datos extraidos del ensayo se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten

pudiéndose hallar los valores kcq: y la Km, con la siguiente ecuacion:

v kcat[S]

e =Km+[S]

donde “e” representa la concentracion de la enzima, Kn la constante de Michaelis, y
la ket el nimero maximo de recambio de la enzima. Los valores mencionados

anteriormente se calcularon mediante el programa SigmaPlot.

4.7.4. Tiempo de vida media del complejo de transferencia de carga

Para evaluar la estabilidad del complejo de transferencia de carga (CTC) de las
variantes W483Y, W483L y W483G de hAIFa77 se midid el espectro de absorbancia UV-
visible (espectrofotémetro Cary 100 Bio) de hAIFaz77 a una concentracion final de 10 uM en
tampon fosfato (Kpi a 50 mM y pH = 7,4). Tras realizar un espectro de la proteina oxidada
en ausencia de NADH, se anadié el NADH a un ratio de 1:1,5 de proteina por concentracién
de NADH, se redujo totalmente la proteina y comenzd la reoxidacién. Se hizo un
seguimiento de la reoxidacidn realizando espectros de absorcién medidos de 850 nm a 250
nm a 25 °C hasta la completa reoxidacién del cofactor FAD. Las graficas representativas de
los espectros de absorcién UV-vis del seguimiento de la evolucién de la reoxidacién de la

proteina se realizaron con el programa SigmaPlot.

A continuacion, para la proteina nativa y cada variante de hAlFa77, se tomaron las

absorbancias de las longitudes de onda de 700 nm y de 452 nm para representar en una
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grafica el porcentaje de CTCy el porcentaje de proteina reoxidada, respectivamente, en el
tiempo. Las graficas de porcentaje de CTC y porcentaje de proteina reoxidada respecto al
tiempo se representaron mediante la siguiente ecuacién exponencial:

y=a-e

siendo, para ambas ecuaciones, “a” es la Amplitud maxima para cada valor de tiempo
y “b” la constante de la velocidad de decaimiento. Los datos de las gréficas realizadas con
la ecuacién exponencial se representaron con el programa SigmaPlot.

Para finalizar, se realizdé un ajuste a la ecuacidon exponencial mencionada
anteriormente, calculando el tiempo (x) necesario para que “y” sea igual a la mitad de la
absorbancia maxima, para obtener el tiempo de vida media del CTC y el tiempo medio de

la reoxidacion del cofactor FAD para la proteina nativa y las variantes de hAIFa77 (W483Y,

W483L y W483G).
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5. RESULTADOS

5.1. Expresion y purificacion de las variantes W483Y, W483L y
W483G de hAIFa77

5.1.1. Pruebas de expresion a pequefa escala

Para comprobar la correcta expresidon de la proteina nativa de hAlFa77 vy de las
variantes W483Y, W483Ly W483G tras la transformacion de las células E.coli C41 (DE3) con
el pldsmido de expresidon pET28a(+) portando cada una de las variantes, y como paso previo
a la expresion a media escala, se realizd una prueba de expresidon a pequefia escala
mediante inducciéon de las colonias con IPTG 0,5 mM durante 24 horas a 37 °C y posterior
evaluacion de la expresidn de la proteina por electroforesis SDS-PAGE, como se muestra en

la figura 10 para la variante de tirosina (hAlIFa7;7 W483Y).

En el gel de la figura 10A, los carriles 3 a 6 muestran como control positivo una

muestra de hAIFa;7 WT purificada anteriormente, mientras las hAIFa7;7 WT,
correspondientes a los carriles 7 y 8, son expresiones de la proteina de la colonia

transformada en el presente estudio.
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Figura 10. Expresion de hAIFaz7 en la cepa de E.coli C41 (DE3), tras su induccion con IPTG 0,5 mM en
24 h a 37 °C. Los carriles 1 en ambos geles contienen el marcador de peso molecular en el que se muestran
bandas con sus correspondientes pesos moleculares a la izquierda del gel. A) El carril 2 se corresponde a
hAIFa77 WT purificada. Como control positivo se muestran los carriles 3 y 4, parte insoluble y sobrenadante o
parte soluble, respectivamente, expresiones de la hAlFs77 WT sin inducir; y en los carriles 5, pellet o parte
insoluble, y 6, parte soluble, expresiones de la hAIFa7; WT inducidos con IPTG. Y en los carriles 7 y 8, parte
insoluble, y parte soluble, respectivamente, expresiones de la colonia hAlFa7; WT transformada en el presente
estudio sin inductor IPTG. B) Las pruebas de expresion de W483Y se observan en el carril 2, parte soluble, y
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carril 3, parte insoluble, inducidas con IPTG (0,5 mM 24 horas); y en los carriles 4 y 5, parte soluble y parte
insoluble, respectivamente, sin inductor IPTG. Los carriles 6, parte soluble, y 7, parte insoluble, se
corresponden a la hAlIFa7; WT, transformada en el presente estudio, e inducida con IPTG (0,5 mM 24 horas a
37°C).

En el carril 6 de la figura 10A (recuadrado en rojo) se observa la banda de expresién

de la proteina hAIFa77 WT que se corresponde con un peso molecular de unos 62 kDa, peso

molecular propio del inserto de la proteina nativa.

En la figura 10B, se muestra la expresion de la variante W483Y de hAIFay7 (carriles 2

a 5). Por ultimo, los carriles 6 y 7 corresponden a la hAIFa7z WT, producidas en este estudio.

En la figura 10B, solo se observd expresién de la proteina hAlIFaz7 en las fracciones
solubles de hAIFa77 W483Y (carril 2) y de la colonia con hAIFa77 WT (carril 6, sefialada en
rojo). El analisis de la expresién de las variantes W483L Y W483G dio un resultado similar

al mostrado para W483Y.

5.1.2. Purificacion de las variantes de hAIFa77

Las purificaciones de la proteina hAIFa77 para las variantes W483Y, W483L y W483G
se realizaron por medio de una cromatografia de afinidad utilizando el gel IMAC Sepharose
6 Fast Flow (GE Healthcare) activado con niquel, seguida de una segunda etapa de

purificacion mediante una cromatografia de exclusidén molecular por tamaiio.
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Figura 11. Perfil de elucion de la variante W483Y de hAIFa77 en su purificacion por cromatografia de
afinidad (A) y por su cromatografia de exclusion molecular (B). En la cromatografia de afinidad las proteinas
son eluidas en un gradiente de imidazol de entre 40 mM 'y 500 mM en tampodn fosfato 50 mM a pH= 7,4. En
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la cromatografia de exclusion molecular la proteina hAIFa7; WA483Y eluida en tampdn fosfato potdsico 50 mM
a pH= 7,4y 150 mM NaCl a un flujo de 1 mL/min.

En la figura 11A, al igual que en las figuras 12A y 12C, se muestra de color rojo el
gradiente de concentracion de imidazol con un intervalo de entre 40 mM y 500 mM, y en
negro, el perfil de elucién medido en absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. En Ia
figura 11A, se observa una elucién de la variante W483Y a una concentracion de entre 230
mM y 260 mM de imidazol. Se recogieron fracciones de 5 mL con la proteina de interés
eluiday se midieron las absorbancias UV-visible para conocer la pureza de la proteina segln
su ratio de absorbancia Abs280/Abs450. Se seleccionaron las muestras cuyo ratio 280
nm/450 nm de proteina pura es en torno o superior a 10, espectro correspondiente con las
flavinas, y se juntaron para proceder a su concentracién mediante didlisis inversa con
sacarosa. Ademas, se realizd una posterior cromatografia de exclusion molecular (figuras
11B, 12B y 12D), perfil de elucion medido en absorbancia a 280 nm. En la figura 11B, se

observa un pico maximo de elucién de la variante W483Y a un volumen de 135 mL.
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Figura 12. Perfil de eluciéon de las variantes W483L y W483G de hAIFaz; en su purificacion por
cromatogrdfia de afinidad A y C, respectivamente, y por su cromatografia de exclusion molecular B y D,
respectivamente. En la cromatografia de afinidad las proteinas son eluidas en un gradiente de imidazol de
entre 40 mM 'y 500 mM en tampdn fosfato 50 mM a pH= 7,4. En la cromatografia de exclusion molecular laa
proteinas hAIFazz W483L y W483G eluidas en tampdn fosfato potdsico 50 mM a pH= 7,4y 150 mM NaCl a un

flujo de 1 mL/min.

En la figura 12A se muestra el perfil de elucion de la variante W483L. En dicho perfil,
se observan dos picos, el primero debido a impurezas, y el segundo corresponde a la
variante W483L que se eluye a una concentracidon de entre 280 y 290 mM de imidazol.
Como se observa en la figura 12C, la variante W483G se eluyd a una concentracion de
imidazol de entre 290 y 300 mM. Se siguié el mismo procedimiento anterior para las
variantes W483L y W483G. Para la cromatografia de exclusion en las figuras 12B y 12D, se

observa un pico maximo de elucién a un volumen de 119 mLy 104 mL, respectivamente.

Como se ha observado con los perfiles de elucidn correspondientes a la purificaciéon

por cromatografia de afinidad, la variante W483Y se eluye a menor concentracién de

- 36 - Autor: Javier Gregori Arlandis



mcu,tad de Ciencias Papel del residuo W483 en las propiedades redox del factor
UniversidadZaragoza de Apoptosis Humano (hAIF)

Resultados

imidazol respecto a las variantes W483L y W483G. Ademas, en los perfiles de elucion por
cromatografia de exclusidén molecular se evidencia que la mutacién de las variantes W483L

y W483G efectia un mayor radio hidrodinamico y, por lo tanto, su elucién ocurre antes.

5.2. Caracterizacion de las variantes W483Y, W483L y W483G de
hAIFa77

5.2.1. Espectros de absorcion UV-visible de AIF WT, y determinacion
de sus coeficientes de extincion

Los espectros de absorcidn de las variantes W483Y, W483L y W483G se asemejaron

al de la proteina hAIFa77 WT que muestra dos maximos en la region del visible, el primero
a 380 nmy el segundo, a 452 nm que son propios del cofactor en su forma oxidada (FAD).
Como se puede observar en la figura 13, la variante W483Y presenta un hombro muy
similar al de la proteina nativa (banda IV, tabla 2); en cambio, el espectro difiere mas en las
mutaciones con Leucina (W483L) y Glicina (W483G), lo que indicaria que estas mutaciones

estan modificando el entorno de la flavina.

Debido a la diferencia de tamafo del aminodcido de Glicina frente al del triptéfano o
al de cualquiera de las otras dos variantes en la posicién 483, esta mutacidn presenta
mayores diferencias en su espectro de absorcién con respecto a la WT o a las variantes

WA483Y y WA83L.
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Figura 13. Espectros de absorcion UV-vis de la proteina hAIFa7z WT y sus variantes en fosfato 50 mM,
PpH = 7,4. La proteina hAIFa77 WT estd a una concentracion de 18 uM; las mutantes de hAIFa77 de W483Y a 12
uM, de W483L a 10 uM y de W483G a 8 uM.

Tabla 2. Caracterizacion del espectro de absorcion UV-visible de la proteina hAIFa;; WT y las
variantes W483Y, W483L y W483G.

Variantes Bandall Bandalll Banda lllnombro)  Banda IVinomor) - €** @ 452 nm
hAIFa77 (Amax; *) (A max; *) (A min; *) (A max; *) (mMt.cmt)
Wt 380 452 469 477 13,6
W483y 380 450 471 474 13,4 +0,001
WassL 380 451 471 472 12,2 0,001
W483G 378 451 470 470 12,1 0,002
[*] = nm

[**] = Coeficiente de extincién molar
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Como se recoge en la tabla 2, las variantes W483L y W483G presentan un menor
coeficiente de extincién molar que la variante W483Y respecto a la WT. Esto se debe a que
el cambio de Triptéfano por Tirosina es mas conservativo y, por lo tanto, presenta un menor
cambio en el entorno del grupo prostético FAD, que en el caso de las mutaciones por
Leucina y Glicina. Estas mutaciones medidas a 452 nm impiden una mayor absorcion de luz
en el cofactor FAD, por lo tanto, presenta un coeficiente de extincién molar menor que el

WT.

5.2.2. Efecto de las mutaciones W483Y, W483L y W483G en la
estabilidad del dimero

Una de las caracteristicas de la proteina nativa hAIF, es su dimerizacion cuando se
reduce en presencia de NADH (Ferreira, 2014), propiedad que podria verse alterada por las
mutaciones a estudio en este trabajo. En este ensayo se ha caracterizado la estabilidad en
la formacidn del dimero de las variantes W483Y, W483Ly W483G de hAIFa77 y como influye
la presencia o ausencia de NADH en la dimerizacidn. Este ensayo se realiza mediante
electroforesis en presencia de un entrecruzador (BS3) para conferir estabilidad tras la
formacién del dimero y mantener los oligdmeros durante la electroforesis

desnaturalizante.

A B
AIF WT AIF W483Y AIF W483L AIF WT AIF W483G
- 4+ + - + + - 4+ + BS3 -+ o+ - + + BS3
- - 4+ - - 4+ - - + NADH N S & - - + NADH
250 kDa 250k0a T Lt .
130 kDa 130kDa | «— Dimero
95 kDa 95kDa | :
72 KD: ' 5
a 72kDa | — i L . . ' «— Monémero
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Figura 14. Ensayos de dimerizacion de la proteina hAIFs7; WT y las variantes W483Y, W483L y
W483G. Los carriles 1 Ay 1 B contienen el marcador de peso molecular en el que se muestran 7 bandas con
sus correspondientes pesos a la izquierda del gel. En la imagen Ay B, los carriles 2-4 corresponden a hAIFA1-
77 silvestre purificada sin tratar, tratada con BS3 y tratada con BS3 + NADH, respectivamente. A) Los carriles
5-7 corresponden a hAIFa1-7; WA483Y purificada sin tratar, tratada con BS3 y tratada con BS3 + NADH,
respectivamente. Los carriles 8-10 corresponden a hAIFa1.77 WA483L purificada sin tratar, tratada con BS3 y
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tratada con BS3 + NADH, respectivamente. B) Los carriles 5-7 corresponden a hAIFa1.77 W483G purificada sin
tratar, tratada con BS3 y tratada con BS3 + NADH, respectivamente. Todos los carriles contienen la misma
concentracion de proteina: silvestre 3 ug, W483Y 3 ug, W483L 3 ug y W483G 3 ug.

Como resultado se observa que la mutaciéon con Tirosina (W483Y; fig. 14A) en el
estado oxidado se encuentra preferentemente como mondmero y estabiliza el dimero en
presencia de NADH, al igual que la proteina nativa. Por el contrario, para las variantes

W483L (fig. 14A) y W483G (fig. 14B) en sus formas oxidadas, también parecen estar

estabilizando el dimero sin la necesidad del agente reductor (NADH).

5.2.3. Caracterizacion cinética en estado estacionario de hAIFa77z WT
y de las variantes W483Y, W483L y W483G

Para comprobar si las mutaciones en la posicidon del W483 podrian tener efecto sobre

la actividad NADH oxidasa de hAIF, se realizaron cinéticas en estado estacionario de la
proteina hAIFa7z WT y de las variantes W483Y, W483L y W483G mediante ensayos de
actividad diaforasa (fig. 15). Se emplearon distintas concentraciones de NADH (0.06-5 mM)
y hAIFa77 WT y sus mutantes a una concentracién de proteina en torno a 0,2 uM,
permitiendo calcular las constantes cinéticas usando como aceptor artificial de electrones

el DCPIP (Tabla 3).
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Figura 15. Dependencia de la actividad NADH oxidasa de hAIF.;; WT y sus variantes W483Y, W483L
y W483G a distintas concentraciones de NADH en tampon 50 mM a 25 °C con DCPIP 95 uM como aceptor
artificial de electrones.

En la figura 15, se observa una grafica de saturacién hiperbdlica y, por lo tanto,
obedece la ecuaciéon de Michaelis-Menten (Km), que indica la afinidad o tendencia de la
enzima a reaccionar con el NADH. Para la mutacién W483G induce un incremento de la
afinidad por el coenzima 37 veces mayor que la proteina nativa vy, por ello, se alcanza muy
pronto la saturacion del enzima por el sustrato, a una concentracion de NADH
relativamente baja de 100 uM aproximadamente. Le sigue la proteina hAIFa77 con la
mutacion de Leucina con una constante de afinidad 12 veces superior por el NADH; y Ia
mutacion con Tirosina de casi 3 veces superior a la proteina nativa. Respecto al impacto de
las mutaciones en la tasa de recambio (kcat), este fue menor, con valores similares para

sustitucion por Glicina y ligeramente mas altos para las variantes W483L y W483Y.
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Tabla 3. Parametros cinéticos de hAIFa7z WT y sus variantes W483Y, W483L y W483G.

Variantes hAIF,7; kcat (s) Km (uM) kcat/Km (s-u M2)
wWT 1.5+ 0.02 329 +14.7 0,005
Wa483Y 2.2+0.04 115.6+9 0,02
W483L 2.9+0.1 26+3.3 0,11
W483G 1.5 +0.02 8.8+0.9 0,17

Asi, como se observa en la tabla 3, la proteina nativa muestra la eficiencia catalitica
mas baja. En concreto, la baja afinidad provoca la baja eficiencia respecto a las variantes
de hAIFa77. La mutacién del W483 por Tirosina provoca una actividad redox cuatro veces
mas eficiente cataliticamente que la proteina nativa con el Triptéfano. La mutacidon con
Leucina, presenta eficiencia catalitica alta con respecto al residuo con Triptéfano de la
proteina nativa, gracias a una elevada afinidad y mayor tasa de recambio. Por ultimo, la
mutacion con Glicina presenta la eficiencia catalitica mas alta debido a la gran afinidad de

la enzima por la coenzima NADH.

5.2.4. Efecto de las mutaciones en la estabilidad del complejo de
transferencia de carga

En el siguiente ensayo se muestra si la mutacién en el residuo 483 de las variantes

W483Y, W483Ly W483G de hAIFaz7 afecta a la formacion de complejos de transferencia de

carga (CTC) y, por ende, la observaciéon de la estabilidad del complejo de transferencia de

carga mediante la reoxidacién por oxigeno.

A continuacion, se afiade un exceso de NADH y, como se muestra en la figura 16, se
observa una reduccion completa del cofactor FAD mostrando un minimo de absorbancia
en la banda Il (452 nm), como indican las flechas rojas ascendentes, y desplazando un
aumento de absorbancia en la longitud de onda superior a 600 nm por la formacion de
CTCs con la captacion de electrones en su cofactor (FADH:NAD*) tanto en la proteina nativa

como en las variantes W483Y, W483L y W483G de hAIlFa1-77.
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Figura 16. Evolucion espectral absorbida de la reoxidacion de hAIF,7; WT (A) y de las variantes hAIF 51.;, W483Y
(B), W483L (C) y W483G (D), tras la reduccion previa de la proteina con NADH. El primer espectro es de la proteina
completamente oxidada (linea negra), el segundo espectro es el de la proteina reducida por NADH (linea naranja) y
después se observan los espectros de absorcion de la reoxidacion de la proteina en presencia de oxigeno y desaparicion
del CTC a distintos tiempos. La grdfica del interior (parte superior derecha) de los espectros de absorbancia en el UV-visible
de cada variante representa el porcentaje de proteina reoxidada (puntos rojos, absorbancias a longitud de onda de 452
nm) asi como el porcentaje de formacion del complejo de traspaso de carga (CTC) (puntos negros, absorbancias a longitud
de onda de 700 nm) respecto al tiempo.

Seguidamente, se muestra una evolucién espectral con la reoxidacion de la proteina
hAIFa77 por el oxigeno molecular que va pareja a la desapariciéon del complejo de
transferencia de carga (CTC) respecto al tiempo. Estos ensayos permitieron calcular la vida
media del CTC para la proteina nativa y sus variantes (Tabla 4). Destaca la rapidez de la
reoxidacién completa a los 20 minutos de la mutaciéon con Leucina (W483L; fig. 16C)

respecto a las variantes W483Y, W483G vy la proteina nativa, provocado por una mayor
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inestabilidad del CTC. En los recuadros superiores de cada grafica de la figura 16, se
muestran que la reoxidacion del cofactor de hAIFai1-77 coincide temporalmente con la

disminucion de los CTCs.

Tabla 4. Tiempo de vida media de los CTC y tiempo medio de la reoxidacion de FAD.

Variantes hAIFa77 | CTC (t12*) FADreox (t 1/2*)
WT 20 76
W483Y 11,6 18,2
W483L 5,9 7,4
W483G 10,6 19,5

[*] = minutos

En la tabla 4, se observa que las mutaciones en el residuo 483 inducen a la formacion
de un CTC mas inestable y, con ello, una reduccion del tiempo de vida media del complejo
de transferencia de carga de 8.4, 14.1 y 9.4 minutos para las mutaciones W483Y, W483L y
W483G, respectivamente frente a la proteina nativa. Se intuye que la inestabilidad del
complejo de transferencia de carga formado se debe a la distinta conformacién de la

proteina, provocado por el tamano del aminodcido en el residuo mutado.
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6. DISCUSION

Actualmente, hay una mayor evidencia de la relacién entre las dos funciones que
presenta hAIF y cdmo estas varian como respuesta a cambios en los niveles fisioldgicos de
NADH presentes en el medio. En este trabajo, se ha centrado el foco en la funcién oxido-
reductasa de hAIF en la mitocondria, funciéon otorgada por el cofactor FAD. Desde el
descubrimiento de que la proteina alberga dos sitios de unidn a la coenzima han surgido
nuevas dudas sobre la implicacidon que presentan algunos residuos en dicha funcién como

es el caso de W483.

Por otra parte, otros residuos implicados en la funcién éxido-reduccién de hAIF, junto
con WA483, son de vital importancia para su correcto funcionamiento. Por ello, se ha
estudiado el papel de otros aminoacidos que presentan mutaciones patogénicas como
G308E, AR201 y E493V que modulan la estabilidad de hAIF; en particular, AR201 provoca
un cambio en la proteina a una conformaciéon menos estable que remodela la estructuray
la dinamica del sitio activo (Villanueva, 2019). Las distintas mutaciones generadas en W196
han permitido concluir que la conformacién de horquilla B modula la baja eficiencia de hAIF
como NADH oxidorreductasa, lo que contribuye a configurar su sitio activo en una
geometria no competente para la transferencia de hidruros y a estabilizar el estado de CTC
al aumentar la afinidad por NAD". Finalmente, el motivo de horquilla B contribuye a definir
la conformacién de las superficies de interaccion de AIF con sus proteinas de interaccién
fisiolégicas (Romero 2020). Las mutaciones en H454 y F310, han revelado la importancia
de la implicacién de estos residuos en la formacion del complejo de transferencia de carga,
importante para la unién de NAD* a la proteina (H454), o en la etapa de transferencia de

hidruro (F310) (Uson, 2012).

Se ha visto que el residuo W483 se encuentra en la zona de unidn a NADHx apilado
contra la pirimidina de FAD formando el centro catalitico junto con las cadenas laterales de

los aminoacidos K177, F310 y H454 y P173 y, en la zona NADH5 junto con otros residuos
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como W196 o R201, que afectan directamente a la conformacion de la proteina

promoviendo la exposicion de la horquilla B al solvente (Ferreira 2014).

En este trabajo se ha profundizado en el estudio de la influencia del W483 sobre la
actividad oxido-reductasa in vitro mediante la generacién de mutaciones en dicha posicidn.
Con este objetivo, se han escogido selectivamente tres sustituciones distintas del W483,
con distinto grado de conservacion (Y, L y G) para una mayor compresién de su
comportamiento. Se ha trabajado con las formas mitocondriales de estas variantes
(hAIFa77), ya que los residuos 77-101 confieren estabilidad al pH del IMS (Villanueva, 2019)
y se han caracterizado el estado y comportamiento en FAD mediante ensayos de
espectroscopia en el rango de UV-vis demostrandose que la sustitucion W483G, la menos
conservativa de las analizadas, presenta mayores cambios en el entorno FAD debido,

probablemente a la diferencia de tamano entre las cadenas laterales de Wy G.

En los ensayos cinéticos en hAIFa77, en el residuo 483, el triptdéfano le confiere menor
afinidad por el NADH vy, por lo tanto, menor eficiencia catalitica, probablemente para
mantener la homeostasis mitocondrial. Estas diferencias podrian explicarse porque el
menor tamafo de la glicina frente al triptéfano aumentaria el tamafio de la cavidad de

exposicidn al solvente facilitando asi la entrada de NADH.

En cuanto a la dimerizaciéon, se ha visto que el equilibrio monédmero-dimero que
presenta hAIF en la mitocondria, estad desplazado hacia el mondmero mientras en presencia
de altos niveles fisioldgicos de NADH, el FAD se reduce y el equilibrio se desplaza hacia el
dimero; in vitro se comporta de la misma forma para la proteina nativa de hAIFa77. Cuando
el triptdfano se sustituye por Tirosina (W483Y), un cambio conservativo, se comporta de la
misma forma que la proteina nativa pero las sustituciones por Leucina y Glicina presentan
un equilibrio desplazado hacia el dimero independientemente de la presencia de NADH. Se
evidencia que el anillo aromatico presente tanto en la tirosina como en el triptéfano parece
impedir la reorganizacién conformacional para que dimerice en ausencia de NADH.
Mediante la purificacién por cromatografia de exclusion por tamafio, se observa que, en el

caso de las mutaciones de Leucina y Glicina, la proteina se eluye en menor tiempo lo que
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indicaria que presentan un mayor radio hidrodinamico, lo que apoya la posibilidad de una

reorganizacion estructural de la proteina que favorece que presente la forma dimérica

independientemente de la unién a NADH.

Por ultimo, la proteina nativa presenta la formacién de CTC altamente estables a la
reoxidacién del oxigeno molecular. Los CTCs formados por las variantes de hAlFa77 son mas
inestables, por lo que se reoxidan antes si los comparamos con los CTCs de la proteina

nativa.

Para prdoximas investigaciones se podria estudiar el rol de los residuos estudiados en
W483 en la actividad apoptdtica de hAIF, para poder comprobar si las dos funciones se
encuentran relacionadas. Ademads, se puede investigar mas a fondo sobre el mecanismo de

dimerizacidn, asi como sus resultados en las actividades apoptética y éxido-reductasa.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha realizado una revisidn del centro activo de hAIF y sus cambios
conformacionales provocados por la unién de NADH, y a través de varios ensayos se ha
tratado de estudiar el papel de W483 en la actividad NADH oxidasa de hAlIFa77 mediante la

produccidén y caracterizacion de distintas mutaciones en dicho residuo. Se concluye que:

e Se ha logrado producir las variantes de hAIFa77 (W483Y, W483L y W483G) de
forma éptima.

e Las mutaciones en W483 provocan cambios en el entorno del cofactor
flavinico en el centro redox, sobre todo para las mutaciones W483L y W483G,
y, junto con W483Y, muestran una mayor afinidad por NADH.

e La mutacion W483Y presenta un comportamiento similar a W483 en la
estabilidad del dimero, debido a que es una mutacién mas conservativa,
mientras que para las mutaciones W483L y W483G, la estabilizacion del
dimero es independiente de NADH.

e La proteina hAIF nativa, junto con sus variantes, se reducen completamente
con NADH. Las variantes forman un CTC mas inestable y, por lo tanto,

disminuye de forma significativa el tiempo de vida media del CTC.
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9.1. Anexo 1. Informacion adicional del desarrollo experimental

Figura 1. Mapa del vector de expresién pET-28a(+) portador de los cDNAs de las

distintas variantes de hAIFa1.77.
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Figura 2. Esquema de las columnas de cromatografia para la purificaciéon de las

variantes W483Y, W483L y W483G de hAIFaz7. A) Columna cromatografica de afinidad. B)

Columna cromatografica de exclusion molecular.
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B) Columna cromatografica de exclusion molecular.
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