Titulo:
Caracterizacién calorimétrica de interacciones proteina-ligando en metaloproteinas

Resumen:

El presente plan de trabajo propone la utilizacién de la titulacion calorimétrica
isotérmica (ITC) para la caracterizacion de las distintas contribuciones entalpicas vy
entrépicas a la interaccion entre metaloproteinas (por ejemplo, hemoproteinas) y ligandos
que modulan su funcidon (como estructuras supramoleculares lipidicas y metales de
transicion). Los resultados obtenidos seran interpretados en el marco de simulaciones
computacionales y otras medidas experimentales en los sistemas de interés que permitan
determinar como la secuencia, estructura y dinamica conformacional de la proteina
determina las distintas contribuciones a la energia libre de las interacciones.

En términos de la interaccién con metales de transicion se caracterizan proteinas
con alta afinidad por Zn(ll). Se trata de proteinas que son criticas para la supervivencia de
patdégenos humanos frente a la presencia de antibidticos y concentraciones téxicas de
metales de transicion, de forma que estudiar los determinantes termodinamicos de la union
a metal tiene un interés biomédico. Se utilizaran distintas estrategias de competicion con
moléculas pequefas que permitan adaptar la técnica de ITC para determinar los parametros
termodinamicos de interacciones fuertes metal proteina (constante de asociacién del orden
nM™).

La interaccidon de hemoproteinas y liposomas se estudiara en el caso de una
hemoglobina truncada de Mycobacterium tuberculosis (Mt). Se ha descrito la relevancia
fisiologica de esta interaccién, siendo clave para la supervivencia de este organismo aerobio
obligatorio cuando se encuentra bajo condiciones de hipoxia. Se utilizara ITC para
determinar la constante de afinidad de esta proteina por un liposoma cargado
negativamente, mimetizando la membrana plasmatica de Mt. Dicha constante se
determinara en distintas condiciones de fuerza id6nica para determinar el rol de las
interacciones electrostaticas, esperandose un orden de uM™.

El objetivo de aprendizaje es introducir al estudiante en la caracterizacion
termodinamica de sistemas bioldgicos que involucra tanto la obtencion de proteinas
recombinantes y liposomas unilamelares como la comprension del marco tedrico que
permite una interpretacion termoestadistica de los resultados obtenidos.
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