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Introduccion

El magnesio (Mg?), el catién divalente mas abundante de las células, tiene una funcién
crucial en gran numero de procesos enzimaticos y metabdlicos, de manera que es esencial
para la vida. Es el cofactor de todas las reacciones enziméticas que involucran el consumo de
ATP, interviene en la contraccion muscular, participa en la produccion y en el transporte de la

energia y ademas, interviene en la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos [1,2].

El contenido corporal de Mg®* se encuentra ampliamente distribuido por el organismo. Para
que todos los procesos en los que participa este ion transcurran adecuadamente, es necesario
gue su concentracion intracelular se mantenga dentro de unos limites concretos. De ello se
encargan varias familias de proteinas que facilitan su transporte hacia el interior o hacia el
exterior celular mediante la formacion de poros en la membrana plasmatica o en las
membranas de orgénulos intracelulares. El proceso de transporte puede implicar o no el
consumo de energia. En el primer caso las proteinas implicadas son los transportadores,
mientras que en el segundo son los canales iénicos. La disfuncién en el transporte del Mg®*
esta vinculada a diferentes patologias como la osteoporosis, diabetes, hipertension, trastornos

neuroldgicos e inmunodeficiencia [3].

Para evitar las graves consecuencias de la deficiencia de Mg?*, el cuerpo posee un sistema
especializado que mantiene los niveles séricos del Mg?* dentro de ciertos limites. EI 90% de
la absorcion de este ion se realiza en el intestino delgado y el resto en el estomago y en el
intestino grueso. Una vez absorbido, es transportado a los distintos tejidos. Alrededor del 60%
se encuentra en el hueso, 20% en el madsculo, 19% en otras células y aproximadamente 1% en
el liquido extracelular [2]. La mayor absorcién de Mg®* se lleva a cabo en el epitelio
intestinal, y esta absorcion es complementada por una reabsorcion en el rifion. EI 65-70% del
Mg** disuelto en la pre-orina se reabsorbe en una regién de la nefrona conocida como el asa
de Henle [3,4].

Entre las proteinas implicadas en el transporte de Mg?*, la familia menos estudiada es la
conocida como familia de ciclinas M (CNNMs), codificada por cuatro genes en humanos,
CNNM1-CNNM4 [5]. Estas proteinas se expresan durante todo el desarrollo y en todos los
tejidos adultos excepto CNNM1, expresada principalmente en el cerebro [3]. Se ha

demostrado que CNNM2 se expresa en la membrana basolateral del segmento tubular distal
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(DCT) de la nefrona [6]. En cambio, CNNM4, su homdlogo mas cercano, se expresa en la

membrana basolateral del epitelio intestinal [7].

Mutaciones en CNNM2 causan hipomagnesemia familiar dominante, una patologia
caracterizada por la pérdida del ion Mg®* con manifestaciones clinicas que incluyen tetania,
convulsiones y arritmias cardiacas [6]. Por otra parte, las mutaciones en CNNM4 estan
ligadas al Sindrome de Jalili, un trastorno genético caracterizado por la combinacion de

distrofia de conos y bastones de la retina y amelogénesis imperfecta [8,9].

Estructuralmente, las CNNMs son proteinas multidominio constituidas por un dominio N-
terminal extracelular que precede a un dominio transmembrana (DUF21) y un mdédulo
Bateman, potencialmente regulador, que esta constituido por dos motivos Cystathionine-f-
synthase (CBS): CBS1 y CBS2 [5]. A este modulo Bateman le sigue un dominio, cuya
secuencia de aminoacidos se asemeja a la de un dominio de unién a nucledtidos ciclicos
(dominio cNMP).

El modulo Bateman representa una region de interaccion con iones y/o nucledtidos, tal y
como sucede en algunos transportadores i6nicos bacterianos como CorC y MgtE. Este mddulo
posee la capacidad de autoasociarse formando estructuras diméricas en forma de disco,
sugiriendo un estado dimérico para la proteina full-length [3]. La funcidn, estructura y

ligandos del dominio cNMP se desconocen actualmente.

El objetivo de este proyecto ha consistido en sobreexpresar y purificar dos fragmentos de
diferente tamafio molecular que contienen el dominio cNMP de la proteina CNNM4; para
caracterizar posteriormente su estado oligomérico, su capacidad potencial de unir nucledtidos
ciclicos (CAMP y el cGMP), y los posibles cambios conformacionales inducidos por union a
dichas moléculas [10,11]. Hemos llevado a cabo un estudio multidisciplinar que combina

técnicas de biologia molecular, bioguimica y biofisica.

Los dos fragmentos empleados en el estudio son: (i) CNNM4sys.775 (residuos 545-775,
Mw=26,2 kDa) y (ii) CNNM4s45.730, (residuos 545-730, Mw=21,2 kDa). El fragmento corto
(CNNM4s45.730) se diferencia del largo (CNNM4s45.775) en la ausencia de una a-hélice en el

extremo carboxilo (segun la prediccion de estructura secundaria). Por su masa molecular,



ambos fragmentos son susceptibles de estudio por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),

incluso en el caso de que la proteina dimerizase en disolucién.

Objetivos

Los objetivos de este proyecto son los siguientes:

- Sobreexpresar los fragmentos CNNM4s4s5.730 Y CNNM4s45.775 (dominio cNMP de
CNNM4) en bacterias (E. coli), marcados con N.

- Purificar los fragmentos >N-CNNM4sus.730 Y *>N-CNNM4s4s.775

- Determinar el estado oligomérico de ambos fragmentos en disolucién por técnicas de
SEC-MALLS.

- Analizar la estructura secundaria de N-CNNM4sss.730 Yy °N-CNNM4sgs.775 por
dicroismo circular.

- Valorar la interaccion del dominio cNMP con cGMP y cAMP por RMN.

Materiales y métodos

Sobreexpresion de las proteinas >N marcadas

Se parti6 de cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) previamente transformadas con un
plasmido que codifica para las secuencias CNNM4s45.775 Y CNNM4s45.730. Después del
crecimiento de las bacterias en 10 mL de LB con 0,1 mg/mL ampicilina durante 7 horas a 37
°C, se resuspendio en 100 mL del medio preinocular (P-0,5G) y se incub6 durante la noche a
37 °C. El medio P-0,5G esta compuesto por 0,5 % glucosa, 1 mM MgSQO,, 0,003 % Tiamina,
0,1 mg/mL D-Biotina, 10 mL de 10xNPS sin marcaje* y 0,1 mg/mL de ampicilina disueltos

en agua. Se guard6 una alicuota del preindculo para medir la densidad 6ptica (DO).

Al dia siguiente, se afiadié el preinéculo a 1 L de medio autoinducible P-5052 (**N)
previamente preparado. Se incub6 a 37 °C durante 2 horas, se dejo6 inducir a 20 °C durante 24
horas y se midi6 la DO (a 600 nm) del medio inducido. EI medio P-5052 estd compuesto por
1 M MgSO4x7H,0, 2 mL elementos traza, 0,1 mg/mL D-Biotina, 1 % Tiamina, 100 mL de
10x™°N-NPS** 40 mL de la disolucién 25x5052*** y 0,1 mg/mL de ampicilina. Para
mantener estériles los cultivos, por una parte se autoclavo el agua a 134 °C durante 2 horas; y

por otro lado, se utilizé un filtro de 0,22 um para filtrar cada uno de los solutos.



10 mL de 10xNPS* 100 mL de 10x**N-NPS** 40 mL de 25x5052%**

0,25 M (NH,),SO, 0,46 M [U-*N] NH,CI 12,5 % Glicerol (v/v)
0,5 M KH,PO, 0,05 M Na,SO, 1,25 % Glucosa (W/v)
0,5 M Na,HPO, 0,5 M KH,PO, 5 % a-lactosa (w/v)

0,5 M Na,HPO,

Tabla I. Se muestran las soluciones previamente preparadas que se deben afadir
a los medios. Cada una de estas disoluciones se filtra con un filtro de 0,22 pm.

Purificacién de las proteinas *°N marcadas

Se realiz6 una centrifugacion del cultivo con las bacterias crecidas en el medio P-5052 (**N) a
4500 r.p.m durante 30 minutos y se resuspendié el pellet en el buffer de lisis (50 mM TRIS
pH 8, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazole, 5 mM B-mercaptoethanol (BME), 0,1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM Benzamidine y DNAsa). El volumen del buffer
de lisis fue calculado con la formula 6 x DO x Volumen del cultivo inducido. Una vez
sonicado por 5 minutos realizando 15 ciclos (20 segundos on y 59 segundos off), se
ultracentrifugd durante 1 hora a 35000 r.p.m y a 4 °C. Se utilizé un filtro de 0,2 um para filtrar
el sobrenadante y se corrié una cromatografia de afinidad utilizando una columna HistTrap
HP de 5 mL. Para ello, se prepararon el Buffer A (50 mM TRIS pH 8, 300 mM NaCl, 25 mM
Imidazole y 5 mM Betamercaptoetanol) y el Buffer B, el cual lleva una concentracion de
Imidazol de 300 mM ademas de los componentes del buffer A. Se corrié un gel SDS-PAGE
para seleccionar las fracciones que contenian la proteina de interés y se realizé una dialisis en
50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl y 5 mM BME, a 4°C durante la noche. Durante la
dialisis se tratd la proteina con TEV, una proteasa que rompe la cola de histidinas. A
continuacion, se corrié una segunda cromatografia de afinidad usando la HisTrap HP 5 mL
para quedarnos con el flujo no retenido que contenia la proteina sin la cola de histidinas.
Posteriormente, se concentro la proteina hasta una concentracion de 1 mg/mL y se corrié una
cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna de Gel filtration Hi Load
16/600 Superdex 200 con un Buffer de 20 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine
ethanesulfonic acid) pH 7,4, 200 mM NaCl y 5 mM BME. La proteina pura resultante de la
gel filtracion, se concentrd hasta 2 mg/mL, se alicuotd en volumenes de 100 pL y se congelo

mediante inmersion en N liquido.



SEC- MALLS (Size Exclusion Chromatography-Multiangle Laser Light Scattering)

Los experimentos de dispersion de luz estatica se realizaron a 20 °C empleando una columna
Superdex 200 10/300 GL, en linea con un detector de dispersion de luz DAWN-HELEQS y
un detector diferencial de indice de refraccion. La columna se equilibré con un tampon de
fosfato salino (PBS) con 0,03 % NaN3 y filtrado a 0,1 um; y el sistema de SEC-MALLS se
calibré con una muestra de Bovine serum albumin (BSA) a 1 mg/mL en el mismo tampon. Se
inyectaron 100 uL de la proteina a 1 mg/mL en PBS en la columna, a una velocidad de flujo
de 0,5 mL/min. El analisis de datos se realizo con el software de ASTRA. Para la calibracion
del aparato se utiliza la proteina BSA, que en solucion forma un monémero, un dimero y un
trimero de masa conocida. Los resultados previos con multiples muestras de BSA indican que

el error experimental en la masa molar es de alrededor de 5 %.

Dicroismo Circular (CD)

Con el fin de obtener informacion sobre la estructura secundaria de CNNMd4sys.775 Y
CNNM4s45.730, se utilizd el Dicroismo Circular. Las mediciones se realizaron con un
espectropolarimetro Jasco J-810. Los espectros se registraron a 25 °C en muestras de proteina
a 5 uM en buffer PBS, usando cubetas de cuarzo de un paso optico de 0,2 cm. Las curvas de
desnaturalizacion térmica de 15 a 95 °C se registraron en las mismas muestras de proteinas y
cubeta. EI cambio de la elipticidad se midié a 222 nm, mediante el aumento de temperatura a

una velocidad de 1 °C/min.

RMN

En los experimentos de RMN se utilizaron los fragmentos CNNM4s45.775 Y CNNM4s45.730,
marcados isotépicamente con *°N. Para el analisis de cada fragmento se prepararon 500 pL de
muestra en tubos con un didmetro de 5 mm. Para analizar el CNNM4s45.775 Se afiadieron 470
pL de la proteina (a una concentracion de 80 UM en PBS pH 7,4 y 1 mM DTT), 25 uL de
agua deuterada (D,0), 5 pL NaN3 1% y 0,5 uL DSS (dimetil-silapentane-sulfonate) 20 mM.
La muestra del CNNM4s45.730 e prepard de la misma forma, pero con una concentracion de la
proteina de 100 uM. Los experimentos del fragmento largo se llevaron a cabo en un
espectrometro Bruker AVANCE 111 800 MHz vy los del corto en un espectrometro Bruker
AVANCE |1l 600 MHz. Para cada experimento realizado se registré un espectro de RMN
monodimensional de protén (1D *H-RMN), que simplemente muestra las sefiales de cada uno

de los 4tomos de hidrégeno en la proteina; y un espectro bidimensional de correlacion *H-°N



de tipo Heteronuclear Single Quantum Coherence (2D *H-"*N-HSQC) que muestra una sefial
para cada grupo NH (uno por cada aminoacido menos las prolinas, ademas de otras sefiales de
las cadenas laterales de asparraguinas, glutaminas, triptéfanos y arginina) [12].

Primero se analizé el fragmento largo. Se hicieron distintas mediciones con el objetivo de
visualizar todos los aminoécidos del fragmento. Para empezar, se analiz6 la muestra a pH 7,4
y a 25 °C y al ver que se observaban bastante menos sefiales de las esperadas (menos que el
nimero de aminoacidos de la proteina), se exploraron diferentes condiciones de pH y
temperatura para observar el comportamiento de la proteina. Primero, se intentd bajar el pH a
6,5 y después a 5,6. A continuacion, se optd por subir la temperatura a 35 °C. Por otra parte,
se midid la union a dos nucleotidos ciclicos: cGMP y cAMP. Para ello, se volvid a preparar
una nueva muestra a pH 7,4 (el valor de pH fisioldgico) y se afadieron primero 800 UM
cGMP (ratio molar 1:10) y luego 800 uM cAMP (ratio molar 1:10).

Una vez realizado el andlisis por RMN con el fragmento largo, se analizo el fragmento corto a
pH 7,4 y 25 °C para estudiar si la hélice alfa del extremo carboxilo que diferencia a los dos
fragmentos produce algin cambio importante en la estructura del dominio cNMP de la
proteina CNNM4.

Resultados
SEC-MALLS

Gracias al SEC-MALLS se midio la masa molar y el estado oligomérico de los fragmentos
analizados, independientemente del volumen de elucién en la cromatografia de exclusion
molecular (que depende también de la forma de la proteina). Las mediciones se hicieron
calculando la cantidad de luz dispersada en cada angulo detectado. El célculo se basa en la
intensidad de la luz medida y en la eficiencia cuantica de cada detector. Se utiliza un modelo
para aproximar la intensidad de la luz dispersada en un angulo cero y esto se relaciona con la

masa molar.

Segun los resultados del MALLS, el fragmento largo tiene una masa molar de 30,3 kDa y el
fragmento corto de 27 kDa (Figuras 1 y 2). Tanto el CNNM4s45.775 (Sin marcaje) como el
CNNM4s45.730 (sin marcaje) se analizaron por espectrometria de masas y estos fueron los
resultados obtenidos: la masa tedrica del fragmento largo es de 26,2 kDa y el del corto es de

21,2 kDa. Las diferencias entre las mediciones por MALLS y espectrometria de masas se



deben a la diferente precision y exactitud de las dos técnicas (mucho mayores en la
espectrometria de masas), pero la comparacion de ambas indica que el estado oligomérico de

la proteina en disolucion es monomeérico.
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Figuras 1y 2: Se muestra la absorbancia detectada a 280 nm vs el volumen de elucion (mL)
de la cromatografia de exclusion molecular. La linea roja dibujada dentro de cada pico
representa la masa molar (en kDa) de los fragmentos CNNM4s45.775 Y CNNM4s45.730,
respectivamente. La masa molar es independiente del volumen de elucién.

Dicroismo circular

La elipticidad del CD revela caracteristicas importantes de la estructura secundaria de la
proteina. En este caso, se han observado dos minimos en el espectro, uno a 208 nm y el otro a
222 nm (Figura 3). Se trata de la absorcion caracteristica de las hélices a. Con el CD no se
puede obtener informacion sobre la posicién de las hélices alfa que se detectan dentro de la

molécula; y tampoco predicen el nimero de ellas.



Se ha observado que después de la desnaturalizacion térmica (TD) la elipticidad es mucho
menor, debido a una desnaturalizacion irreversible (proteina precipitada en la cubeta). El
espectro de CD del fragmento CNNM4s45.730 €s muy similar al espectro del CNNM4s45.77s,

indicando que la estructura secundaria es también muy similar.
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El estudio de la elipticidad es valioso, especialmente para mostrar cambios en la
conformacion. Por ejemplo, se puede usar para estudiar como cambia la estructura secundaria
de una molécula en funcién de la temperatura. En el espectro de la desnaturalizacion térmica
(TD) del CNNMd4s45775 (Figura 4) se puede observar que nuestra proteina empieza a
desnaturalizarse aproximadamente a 50 °C. La desnaturalizacion es cooperativa hasta llegar a
los 75-80°C. A partir de 90 °C toda la proteina de la muestra se encuentra desnaturalizada. La

T del CNNM4s45.775 Se encuentra cerca de los 62 °C.

La desnaturalizacion térmica del CNNM4sys5.730 se parece mucho a la del fragmento largo
(Figura 5). Al igual que en el caso anterior, es una vez alcanzado los 50 °C cuando empieza a
desnaturalizarse la proteina y a partir de esta temperatura la desnaturalizacion se da de forma
cooperativa, siendo méas cooperativa en el caso del fragmento corto (desnaturalizacion

completa en el rango 60-70 °C). La Ty, del fragmento CNNM4s,45.730 esta cerca de los 53 °C.

Por otra parte, con el CD se ha verificado que la proteina se encuentra en su conformacion

nativa antes de emprender experimentos extensos y/o costosos con ella, como es el RMN.
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Figuras 4 (izquierda) y 5 (derecha): Espectros de la desnaturalizacion térmica de los
fragmentos CNNM4s45.775 (4) Y CNNM4s45.730 (5). Se muestra el cambio de la elipticidad a 222
nm en funcién de la temperatura (0-100 °C).

RMN

Al saber que el fragmento CNNM4s45.775 contiene 231 amino&cidos, se esperaba observar
cerca de 231 picos en el resultado del espectro *H-">N-HSQC. Sorprendentemente, en la
primera medicion realizada a 25 °C y pH 7,4 se observaron cerca de 90 picos, muchos menos
de los esperados. Ademas, todos los picos encontrados aparecen en un rango estrecho de
frecuencias de la dimension del proton (7,75-8.75 ppm). Con la intencion de visualizar los
picos que faltaban se bajé el pH a 6,5 y esta vez se observaron unos 120 picos. Al seguir
bajando el pH a 5,6 se visualizaron 150 aminoacidos (figura 6). En cambio, al subir la
temperatura a 35 °C, el espectro sigue teniendo el mismo aspecto; pero, el nimero de picos
observados baja a 110 y estos picos aparecen desplazados al compararlos con el espectro

anterior (figura 7).

Al comparar los espectros anteriores y posteriores a la adicion de los nucleétidos, no se
observ6 ningin cambio significativo. Por lo que, no parece que se haya producido ninguna
interaccion proteina-ligando. Aun asi, al no observar los picos que corresponden a cada uno
de los 231 aminoéacidos del fragmento, no podemos decir con certeza que no se haya dado la

union.
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Figuras 6 (arriba), 7 (medio) y 8 (abajo): Espectros ‘H-">N-HSQC del fragmento
CNNM4s45.775 (80uM) a 25°C y distintas condiciones de pH (6); a pH 5,6 y distintas
condiciones de temperatura (7); y a 25°C y pH 7,4 al afiadir los nucle6tidos ciclicos (8).



Una vez realizado el analisis del CNNM4s45.775, se estudio la muestra del CNNM4s45.730 a pH
7,4y 25 °C. Al conocer que el fragmento contenia 186 amino&cidos, se esperaba observar
cerca de 186 picos en el espectro *H->N-HSQC. En este caso, al igual que ocurria con el
fragmento anterior, se observaron menos picos de los esperados en un rango estrecho de
frecuencias en la dimension de proton (7,5-8,5 ppm). Se observaron unos 57 picos, una
proporcién ain menor que la del fragmento largo. La calidad general del espectro *H-"N-
HSQC obtenido de esta muestra era peor que la del fragmento largo y no se hizo ningan otro

experimento sobre él.
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Figuras 9: Espectro *H-">N-HSQC del fragmento CNNM4s5.730 (100 M) a 25°C y pH 7,4.

Discusion

Antes de sumergirse en el estudio de los potenciales ligandos del dominio cNMP, se llevo a
cabo un analisis estructural de la proteina. Al utilizar la herramienta SEC-MALLS se quiso
estudiar el estado oligomérico de CNNM4sy5775 Y CNNM4sy5.730. Las masas medidas se
acercaban mucho a los valores teéricos de los mondmeros, indicando que las dos proteinas

Son monomeéricas.

En estudios realizados se ha demostrado que el mddulo Bateman dimeriza formando
estructuras en forma de disco que sugieren un estado dimérico para la proteina full-length [3].
En este proyecto, se concluye que el dominio de unién a cNMP no se autoasocia de forma
analoga al médulo Bateman; por lo que, al menos en ausencia del dominio transmembrana, no

contribuye a la dimerizacion de la proteina full-length.
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Al medir la elipticidad del CD se comprobé que la estructura secundaria del dominio cNMP,
mayoritariamente, esta constituida por hélices alfa. En los espectros de la desnaturalizacion
térmica se observo una disminucion de estructura secundaria de la proteina a medida que se
aumentaba la temperatura, pero también una precipitacion de la proteina al terminar el
experimento (desnaturalizacion irreversible). Al comparar los espectros TD de ambos
fragmentos se contempl6 que el fragmento corto tiene una T, menor (53 °C) que el largo (62
°C) y la desnaturalizacion es mas cooperativa. Estos resultados sugieren que el fragmento
largo es mas estable que el corto y que la hélice alfa que contiene el fragmento largo en el
extremo carboxilo del dominio cNMP aumenta la estabilidad. Sin embargo, la irreversibilidad
del proceso y la precipitacion de ambas proteinas impiden sacar una conclusion definitiva de

estas observaciones.

En todos los espectros *H-">N-HSQC obtenidos por RMN se observaron menos picos de los
esperados. Ademas, los pocos picos observados aparecen en un rango estrecho de frecuencias
en la dimension de proton. Los picos obtenidos entre 7,75-8,75 ppm pertenecen a los enlaces
peptidicos de la proteina, mientras que los picos observados entre 7-7,5 ppm pertenecen a las
cadenas laterales de asparraguinas y glutaminas. Este aspecto de los espectros es tipico de
proteinas sin estructura terciaria [13].

En una proteina plegada la mayoria de los grupos NH forman enlaces de hidrogeno
intramoleculares, facilitando su observacion por RMN. Cuando una proteina esta desplegada
y expone los grupos NH al disolvente, se establecen enlaces de hidrégeno intermoleculares
entre el disolvente (agua) y el grupo NH; de manera que se dificulta su deteccion [12]. Con el
objetivo de favorecer la observacion de los NH de cada uno los aminoacidos se probaron
distintas condiciones de pH y temperatura. No obstante, el aspecto del espectro sigue siendo
el mismo y se logran visualizar s6lo unos pocos picos nuevos. Al afiadir los nucleétidos
ciclicos cGMP y cAMP tampoco sucede ningun cambio significativo que demuestre la union

al ligando.
La observacién de menos picos de los esperados en un espectro *H-">N-HSQC puede deberse

también al alto grado de solapamiento de las sefiales, y a un comportamiento dinamico de la

proteina desfavorable [12-14].
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En el espectro *H-""N-HSQC adquirido del CNNM4ss.730, Se observan menos picos que en el
CNNM4s45.730. El ensanchamiento de las sefiales sugiere que esta diferencia se debe a que el
fragmento corto tiene un comportamiento dindmico méas desfavorable a la hora de observar
por RMN. Esto apoya la conclusion derivada de los espectros de CD: que la hélice alfa que
contiene el fragmento largo en su extremo carboxilo es importante para la estabilidad del
dominio cNMP.

Frente al inesperado resultado obtenido en los experimentos de RMN, se podria pensar que la
proteina analizada se ha desnaturalizado durante el proceso por algun error cometido; pero,
gracias a los datos del CD se puede descartar esa hipétesis. Por tanto, se deduce que el
dominio cNMP no tiene estructura terciaria y que tampoco se estabiliza en presencia de los
nucleotidos ciclicos cGMP y cAMP.

Conclusion

En este trabajo se concluye que el estado oligomérico del dominio cNMP en disolucion es
monomeérico. En cuanto a la estructura secundaria, una proporcion de este dominio es
esencialmente helicoidal y el resto de su secuencia no presenta estructura terciaria. EI dominio
cNMP no interacciona con los nucledtidos ciclicos cGMP y cAMP cuando se encuentra
aislado de la region transmembrana. Por ultimo, se ha observado que la hélice alfa del

extremo carboxilo contribuye a la estabilidad del dominio.
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