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Resumen

La fluorometria diferencial de barrido (Differential
scanning fluorimetry, DSF) también conocida como
ensayo de desplazamiento térmico (Thermal Shift
Assay, TSA) es un método que consiste en la
determinacion de la temperatura media de
desnaturalizacion de una proteina (Tmgpp) Yy Se
determina  monitoreando el aumento  de
fluorescencia del SYPRO orange, un colorante que
tiene afinidad por regiones hidrofébicas en las
proteinas que quedan expuestas a medida que la
proteina se va desplegando por el incremento de la
temperatura. La Tm aparente se obtiene del punto
medio de la transicion del ajuste de la curva. Esta
técnica tiene numerosas aplicaciones, debido a que
se pueden evaluar diferentes variables que ayuden a
la estabilizacion de las proteinas. Por ejemplo, la
basqueda de pHs 6ptimos, concentracion de sales,
osmolitos, las mejores condiciones para el
almacenamiento de la proteina de estudio y para el
mantenimiento de las interacciones proteina-
ligando. También, se ha utilizado para analizar el
efecto de mutaciones en la estabilidad térmica de
las proteinas. En la actualidad, este método es
ampliamente usado en ensayos de cristalizacién y
en la basqueda de moléculas pequefias con
potencial terapéutico. Una de las principales
ventajas del TSA es su capacidad para hacer

Abstract

Differential scanning fluorometry (DSF), also
known as Thermal Shift Assay (TSA), is a method
that consists of determining the average
denaturation temperature of a protein (Tmapp) and is
determined by monitoring the increase in
fluorescence of SYPRO orange, a dye that shows
affinity for the hydrophobic regions of proteins that
are exposed as the protein unfolds due to the
increase in temperature. Apparent Tm is obtained
from the midpoint of transition of the fitted curve.
This technique has numerous applications, since
different variables that help protein stabilization can
be evaluated. For example, the search for optimal
pHs, the concentration of salts and osmolytes, the
best conditions for the storage of the protein of
interest and for the maintenance of protein-ligand
interactions. It has also been used to analyze the
effect of mutations on the thermal stability of
proteins. Currently, this method is widely used in
crystallization assays and in the search for ligands
with therapeutic potential. One of the main
advantages of TSA is its ability to perform high-
throughput assays, i.e. to evaluate multiple
conditions at the same time using 96-well or 380-
well plates. Moreover, the method is designed to be
carried out on real-time PCR equipment, allowing
same-day results to be obtained at low cost. In this
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ensayos de alto rendimiento, es decir, evaluar al
mismo tiempo mdltiples condiciones utilizando
placas de 96 o de 380 pozos. Por otro lado, el
método esta disefiado para llevarse a cabo en un
equipo de PCR en tiempo real, lo cual permite
obtener resultados en el mismo dia a bajo costo. En
este articulo se presentan los fundamentos de la
técnica, asi como los principales aspectos a
considerar para realizar ensayos de TS que incluyen
el andlisis y manejo de los datos para obtener los
valores de Tmag. Asi mismo se presentan algunos
ejemplos que describen los alcances de esta técnica.

Palabras claves: fluorometria diferencial de
barrido, ensayo de desplazamiento térmico, Tm,
interaccion proteina-ligando, descubrimiento de
farmacos.
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article, the principles of the technique are presented,
as well as the main aspects to be taken into account
when performing TS assays, including data analysis
and management to obtain Tmgp, values. Some
examples describing the scope of this technique are
also presented.

Keywords: differential
Thermal  Shift  Assay,
interactions, drug discovery.
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Introduccion

La fluorometria diferencial de barrido (1) también
conocida como ensayo de desplazamiento térmico
(Thermal Shift Assay, TSA). Es un método que
permite la determinacion rapida de la temperatura de
fusion aparente de una proteina (Tmagp) Y consiste en
monitorear su estabilidad térmica por medio de
fluorescencia extrinseca, ya sea usando una sonda
fluorescente que se une a las regiones hidrof6bicas de
la proteina, o bien midiendo los cambios en la
fluorescencia intrinseca (NanoDSF) de la proteina.

La fluorometria diferencial de barrido surgié
debido a la necesidad de monitorear de una forma
rapida y con ensayos de alto rendimiento, grandes
quimiotecas de compuestos con el interés de
identificar nuevas moléculas bioactivas. En los
altimos afios, esta técnica ha tenido numerosas
aplicaciones entre las que se incluyen, el estudio de
las interacciones proteina-ligando (2), la bisqueda
de las condiciones dptimas de almacenamiento y
estabilidad de proteinas usando diferentes
amortiguadores, pHs, sales y aditivos con la finalidad
de aumentar la probabilidad de éxito en la
cristalizacion de proteinas (3) y se ha utilizado
también para evaluar el efecto de mutaciones en la
termoestabilidad de las proteinas mutantes con
respecto a las proteinas silvestres (4, 5)

Origen del TSA

Antes del surgimiento de la técnica de TSA, las
interacciones proteina-proteina, la estabilidad y el
desplegamiento  de proteinas se evaluaban
principalmente por técnicas biofisicas que incluian
métodos espectroscdpicos como la fluorescencia
intrinseca debido a residuos de triptéfano, la

fluorescencia extrinseca utilizando como sonda el
ANS vy el dicroismo circular (6). Asi mismo, la
calorimetria diferencial de barrido (DSC) ha sido
ampliamente utilizada para calcular las temperaturas
de desnaturalizacion de las proteinas sin el
requerimiento de una sonda fluorescente (7, 8) y la
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) ha sido
ampliamente utilizada en el estudio de las
interacciones de las proteinas con ligandos pequefios
en donde se pueden obtener parametros
termodinamicos que describen con exactitud una
interaccion de interés (9). Ambas técnicas
calorimétricas proveen de informacion util para el
andlisis de la estabilidad de proteinas, asi como su
interaccion con ligandos; sin embargo, ambos
métodos requieren cantidades importantes de
proteina, un analisis extensivo de los datos y son de
bajo rendimiento lo que se traduce en la evaluacion
de una condicion experimental por ensayo. Por
altimo, en el caso de la ITC, el equipo requerido es
altamente costoso, que constituye una de las
principales desventajas de este método.

Debido a la necesidad de analizar muchas
muestras en un mismo experimento, Pantoliano y
colaboradores (10) introdujeron un nuevo sistema
para evaluar el desplazamiento térmico de diferentes
proteinas generado por grandes bibliotecas de
compuestos. La técnica desarrollada consistia en
realizar un monitoreo de un gran nimero de muestras
utilizando placas de 96 o 384 pocillos, en un equipo
con capacidad de leer fluorescencia con el fin de
monitorear el desplegamiento de proteinas; asi
mismo el equipo a utilizar deberia permitir realizar
gradientes de temperatura para poder evaluar
maltiples condiciones, con diferentes ligandos y a la
vez utilizar diferentes concentraciones del ligando en
un solo experimento. Esto generd una gran

© 2022 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Gonzalez Andrade, M.; Hernandez Alcantara, G.; Martinez Gonzélez, J.J.;
Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM.



Cabrera Gonzalez, et al. Mens. Bioquim. 46 (2022): 129-145

aceptacion entre los investigadores que podian usar
equipos como el termociclador en tiempo real de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) que
cumple con estas caracteristicas. Niessen et al (11)
mejoraron el protocolo gracias a la accesibilidad del
equipo y a la presencia de colorantes mas sensibles.
Actualmente se usa el colorante SYPRO orange que
tiene una excitacion a 488 nm y una emision de 500-
610 nm. También se puede usar este método con la
fluorescencia intrinseca de la proteina, conocido
como nano DSF, sin embargo, este método depende
de la cantidad de triptéfanos que tenga la proteina.

El ensayo de TS es un método que tiene grandes
ventajas como el poder hacer ensayos de alto
rendimiento, con bajas cantidades de proteina,
utilizando reactivos e instrumentos disponibles casi
en cualquier laboratorio de investigacion. Asi mismo,
el equipo de RT-PCR es facil de usar y existen
algunas alternativas tanto comerciales como gratuitas
para el procesamiento de los datos. Dentro de las
desventajas que presenta esta técnica es la obtencion
de falsos positivos o negativos, en segundo lugar, que
la sefial de fluorescencia depende de un colorante
como el SYPRO orange asi como de la presencia de
aminoacidos hidrofébicos en la proteina de estudio.
En el caso de que los resultados generados por el
ensayo de desplazamiento térmico no sean claros o
contundentes es recomendable el uso de otras
técnicas que confirmen los resultados.

Fundamentos del TSA

El ensayo de desplazamiento térmico se basa en
las interacciones del fluor6foro SYPRO orange con
las regiones expuestas de las proteinas parcialmente
desplegadas ricas en aminoacidos hidrofobicos (Fig.
1). Las proteinas se encuentran en equilibrio
termodinamico entre el estado plegado y el
desplegado (12); en el estado plegado, los
aminoacidos hidrofébicos no estan expuestos al
solvente ya que se encuentran ocultos en las regiones
estructuradas de los dominios centrales en las
proteinas. El aumento en la energia de su medio
ambiente, por ejemplo, cuando la temperatura
aumenta, ocasiona que la proteina se vaya al estado
desplegado, esta desnaturalizacion expone los
residuos hidrofébicos dando oportunidad a que el
colorante SYPRO orange se una y por lo tanto se
produzca un aumento de la fluorescencia, la longitud
de onda de excitacion de este colorante es de 490 nm
y la de emision a 575-610 nm (11,13). Debido a esta
transicion entre el estado plegado y desplegado de la
proteina visualizado por el aumento de la
fluorescencia del SYPRO orange, es posible
determinar la temperatura media de desnaturalizacion
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(Tmapp) a partir de la gréfica del incremento de
fluorescencia versus el incremento de temperatura.
La Tmap, Se define como la temperatura a la cual el
50 % de la proteina esta plegada y el otro 50% esta
desplegada (14).
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Figura 1. Curva de desnaturalizacién de una proteina por
incremento de la temperatura seguida por fluorescencia del
colorante SYPRO orange.

La Tmapp refleja la estabilidad térmica de una
proteina en una condicion experimental particular y
puede proporcionar indicadores Utiles en varias
aplicaciones. Por ejemplo, en la cristalografia de
proteinas por rayos X, las Tm’s obtenidas por TSA
son utilizadas para definir cual es el mejor
amortiguador y las mejores condiciones de pH y
concentraciones de sales en las que se obtengan
mayores valores de Tmgg. Este ensayo también se
utiliza para evaluar el uso de aditivos para aumentar
la estabilidad de las proteinas de interés con el fin de
promover su cristalizacion.

El TSA es ampliamente utilizado para la
identificacion de ligandos que interactlan con
proteinas en el enfoque de bulsqueda de nuevos
farmacos, de tal forma que mediante TSA se pueden
evaluar los cambios en el ambiente de una proteina
generados por dichas interacciones. Por ejemplo, la
presencia de aniones o cationes especificos o la
formacidon de complejos con otras moléculas, pueden
estabilizar a una proteina a través de la reduccién de
la energia libre de Gibbs del complejo, credndose asi
nuevas interacciones moleculares o un
reordenamiento conformacional de la proteina que
puede provocar una estabilizacion de la proteina y
COmMO consecuencia un aumento en la  Tmgyp
(desplazamiento positivo). De esta forma el célculo
de las diferencias en los valores de Tmay, (ATm) en
presencia de ligandos comparado con los de la
proteina sola (en su forma apo) son indicativos de
interacciones proteina-ligando.
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Meétodos para determinar la Tm

En teoria, los valores de Tmgp, Se pueden obtener
de una manera sencilla graficando los valores de
fluorescencia versus la temperatura y determinando
el punto medio de la transicion. Sin embargo, para
los experimentos de alto rendimiento (high-
throughput) en donde se analizan muchas muestras a
la vez, la determinacion de la Tmay de manera
manual puede llevar mucho tiempo.

Para determinar la Tmay, se han utilizado
principalmente dos métodos: (i) mediante la
obtencién de la primera derivada y (ii) mediante el
ajuste de los datos a la ecuacién de Boltzman. Sin
embargo, los valores de Tmyy, obtenidos por ambos
métodos pueden ser diferentes entre si. La
desnaturalizacion térmica de una proteina tipica sigue

Cabrera Gonzalez, et al. Mens. Bioquim. 46 (2022): 129-145

un comportamiento sigmoidal (Fig. 2a), en donde el
punto medio de la transicién, que es el punto de
inflexion de la curva sigmoidal define la Tmgp, del
proceso de desnaturalizacion. La tangente del punto
de inflexién de la curva sigmoidal tiene la pendiente
mas pronunciada, de esta forma, la primera derivada
determina este punto buscando el pico de la curva del
inverso de la primera derivada (Fig. 2b). En este
método, la primera derivada de cada punto se calcula
con la Ec. 1, donde f(T.) corresponde al valor
promedio de varios puntos vecinos para reducir el
ruido de los datos crudos. En el método del ajuste de
la curva se utiliza una funcién sigmoidal, usualmente
la ecuaci6n de Boltzman (Ec. 2), para ajustar la curva
de desnaturalizacion térmica de la proteina y obtener
el valor de Tmyyp, a partir del punto de inflexion (Fig.
2¢).
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Figura 2. Graficas que describen la desnaturalizacion de una proteina por incremento de la temperatura. a) Comportamiento
sigmoidal que obedece a un aumento de la fluorescencia conforme la proteina se despliega y desciende cuando la proteina se agrega, b)
Inverso de la primera derivada en donde el minimo corresponde a la Tmag, €) Ajuste de la curva a la ecuacion de Boltzman.
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Los métodos de ajuste de la curva a una funcion
sigmoidal son mas robustos y menos sensibles al

ruido aleatorio en comparaciéon con el método de la
primera derivada (15). Para facilitar el analisis de los
datos de TSA se han desarrollado varias herramientas
de software tanto comerciales como gratuitas entre
los que se encuentran programas como ThermoQ
analytical (16), Meltdown (17), MTSA (18), vy
DMAN (19); sin embargo, estas herramientas tienen
algunas limitantes de compatibilidad con el sistema
operativo, restricciones de uso libre y el uso de
algoritmos que no pueden eliminar ruido de la
muestra y por lo tanto proporcionan valores de Tmapp
imprecisos. Recientemente, Lee PH y colaboradores
disefiaron la herramienta TSA-CRAFT (Thermal
Shift Assay-Curve Rapid and Automatic Fitting Tool)
que se caracteriza por ser una herramienta gratuita y
robusta para el andlisis de datos de ensayo de
desplazamiento térmico de alto rendimiento, en
donde se pueden analizar varias muestras a la vez
(15). Al final de la siguiente seccion se describiré de
manera general el uso de esta plataforma para el
analisis de datos provenientes de ensayos de
desplazamiento térmico.
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Materiales y Métodos

Para llevar acabo los ensayos de TSA se requiere
tener la proteina de interés purificada a
homogeneidad, definir el tipo de experimento a
realizar, ya sea que se pretenda conocer la Tmgp, de
la proteina de interés o bien evaluar su estabilidad en
diferentes amortiguadores y diferentes valores de pH.
Asi mismo, se puede evaluar la afinidad de un
sustrato o analogo de sustrato, asi como el uso de
diferentes ligandos, como por ejemplo fa&rmacos para

Preparacion de

@ @ Cargar la

111

evaluar su efecto en la Tmap,. Ademas, mediante esta
técnica se pueden buscar las condiciones ideales en
las cuales la proteina de interés sea mas estable con
la finalidad de obtener cristales de buena calidad.

Una vez que se obtienen los valores de
fluorescencia en las diferentes temperaturas
evaluadas, se requieren procesar los datos usando
diferentes programas (comerciales o gratuitos) para
calcular los valores de Tmay, (Fig. 3).
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Figura 3. Procedimiento para el desarrollo del ensayo de desplazamiento térmico.

Equipo

Termociclador PCR en tiempo real StepOne plus
para placa de 96 pozos (antes Applied
Biosystems)

Centrifuga para placas

Vortex

Materiales
e Placa dptica de 96 pozos MicroAmp R Fast
Optical 96 ‘well Reaction Plate with Barcode (0.1

mL) o placas de 96 pozos compatibles con el
equipo de PCR en tiempo real.

Cubierta para placas ThermalSeal RTS ™ Sealing
0 cubiertas compatibles para placas de 96 pozos.
Micropipetas de 2, 20, 200 pL

Micropipetas multicanal 10 y 200 pL

Puntas para micropipetas adecuadas

Microtubos 0.6 mL

Reactivos

Proteina blanco purificada a homogeneidad a una
concentracion aproximada de 2 mg/mL.

Proteina control.

Sustratos, ligandos o inhibidores.

Colorante Fluorescente SYPRO Orange 5000X
(Sigma).
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Opcionales

e KIT de amortiguadores (Hampton Research)
e KIT de sales y Osmolitos (Hampton Research)
e Sustratos, ligandos o inhibidores

Otros

e Software Step One Thermofisher
o Software TSA-CRAFT

e Origin, Graphpad Prism

Controles importantes

e SYPRO Orange 8X 6 10X + Amortiguador de
purificacién (volumen final 10 ulL)

e Proteina (problema y control) + Amortiguador de
purificacion

e Ligando, osmolito, sustrato o
Amortiguador de purificacién

inhibidor +

Procedimiento
A) Preparacion de la muestra

1. Evaluar diferentes concentraciones de proteina
hasta encontrar la concentracion adecuada, a partir de
un stock de proteina purificada de 2 mg/mL
(concentracion  sugerida) en un rango de
concentraciones 0.2- 1 pg/mL. Esta concentracion
depende de la proteina de estudio y se recomienda
utilizar la minima concentracion de proteina en
donde la Tmagp Se mantiene constante.

2. Ensayo para la determinacion de Tmapp.
Agregar 1 o 2 puL de proteina de interés a la
concentracion probada anteriormente + 9 u 8 L del
buffer de purificacion con SYPRO orange a una
concentracion  final 10X. Hacer el ensayo
preferentemente por triplicado. Vol. final 10 puL

e 2a. Ensayo para la determinacién de
amortiguador y pHs éptimos

i) Preparar solucion stock de proteina en el
amortiguador de purificacion + SYPRO
orange, tomando en cuenta el volumen
necesario dependiendo la cantidad de
amortiguadores a probar (p. Ej. en un rango
de pH de 3-11, se haran 9 determinaciones
por duplicado mas controles por lo que se
requerira un volumen aproximado de 25uL).

ii) Pipetear 9uL de cada amortiguador a
evaluar en los pozos de las placas de 96
pozos hacerlo por duplicado, posteriormente

Cabrera Gonzalez, et al. Mens. Bioquim. 46 (2022): 129-145

agregar 1luL de la proteina a evaluar
(concentracion probada y con SYPRO
orange). Vol final 10 pL.

e 2b. Ensayo para monitorear el efecto de
sales, ligandos, osmolitos y farmacos.
Repetir las condiciones descritas en 2a,
agregando los amortiguadores con sales,
ligandos, osmolitos o farmacos a evaluar y
ajustar el volumen a 10 pL.

3. Sellar perfectamente la placa de 96 pozos con
la pelicula adhesiva, de tal forma que no haya
contaminacion entre pozo y pozo. Agitar en vortex
suavemente y centrifugar por 2 min a 500 x g en la
centrifuga de placas.

4. Poner la placa en el equipo de PCR tiempo real
y usar el programa de STEP ONE gPCR (Thermo
Fisher). Nota importante. Una vez que se han
encontrado las condiciones adecuadas, repetir el
experimento por triplicado, una variacion de + 2° C
se considera normal. Por cada corrida es necesario
incluir los controles mencionados anteriormente.

B) Definir los parametros en el termociclador de
tiempo real

El andlisis de las muestras contenidas en la placa
se lleva a cabo en un termociclador de tiempo real
(STEP ONE plus, Thermo Fisher) utilizando el
programa STEP ONE. Una vez accediendo al
programa, se despliega el Ment (“Experiment
menu”) en donde se selecciona la opcion “Advanced
Setup”. En este nuevo apartado se mostrardn 4
secciones (Fig.4), las cuales serviran para ajustar los
parametros del experimento.

Experiment Menu «

Figura 4.
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En la seccion “Experiment Properties”, se
especifican  los  pardmetros  generales  del
experimento: nombre del archivo (Fig.5a), placa de
96 pozos, curva de desnaturalizacion, el colorante a

a)

Experiment Properties

[ TR ———— e
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utilizar en la determinacion (otro) y establecer el
tiempo de andlisis a velocidad rapida

(aproximadamente 40 min) (Fig.5b).

o, <l
il How do you want to identify this experiment?

o [ADs7ar0s3eme

Figura 5.

La seccion “Plate set up” (Fig. 6a) consta de 2
pestafias. En la seccion “Define Targets and
Samples” (Fig. 6b) se debe seleccionar a ROX
(carboxi-X-rhodamina) como sonda reportera debido
a que tiene longitudes de onda de excitacion y

a) b)

Experiment Meny &

Experiment. AD57a105834buf3

emision similares a las del SYPRO Orange y por
Gltimo, se debe especificar que el analisis no contara
con un apagador de la fluorescencia (Quencher).

Type: Melt Curve

——

{Eﬂ Experiment Properties

@ instructions: ¢

[ Define Targets and Smnplm;]

[ Aot new Target | 203 Savea Tarpet [ Save Target | Detete Taroet | |

[Target Name

Reporter

| Target1

[ROX

Figura 6.

La segunda pestafia “Assign targets and Samples”
sirve para seleccionar los pozos de la placa que seran
analizados. Para ello, se selecciona la opcion “View
Plate Layout” en donde se despliegan los pozos de la
placa (Fig.7a) y se deben seleccionar sélo aquéllos

que se desean evaluar. En el panel de opciones
(Fig.7b) se indica que no se empleard una sonda
como referencia pasiva y se deben marcar las casillas
para asignar los pozos como muestras y blancos.
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(e Cooar| Ve s b) Assign Target(s) to the Selected Wells,
) = ’m__]
: L E] -~ ks ~ o

) 3

i

I8 ixed [T Unknown IS Negative Control
—
Assign Sample to the Selected Wells.

Asslan Sample
= | Sample 1 ==

Select the dye to use as the passive reference.

None ™

Figura 7.

De regreso en el mend principal, en el apartado etapa de la curva de desplegamiento continua,
“Run Method” (Fig.8a), en la opcién “Open Run intervalo de temperatura a utilizar (25 —99.9 °C), con
Method” se despliega una lista de métodos de un incremento del 1%. Finalmente, se especifica el
andlisis, en donde se selecciona la opcion “Protein  volumen de reaccion de los pozos (10 uL) (Fig 8b).
Thermal Shift Assay”, o bien se deben definir los
parametros utilizando las siguientes condiciones:

Run Method
R na volume and the tharmal profie for the defaul run metnod,
Taba Ve |
—
10] .
¥ eIt Properties | Uai Selciad
Plate Setup ( M ot
© Comtirous  © Sep and Hold
Run Methog
‘ = o 200°C
Materials List ,s‘ 0200
| ‘ / o
/
1%
3
£") f EDE
| 2807 J
| C 5 m—?—r
=) Stop
. _
Figura 8.

Una vez que se han establecido los parametros tiempo se ajusta a 49 min (Fig.9). Una vez concluido
del experimento, se selecciona la opcién “Start Run” el andlisis, el archivo se debe guardar con la
y se muestra un contador que estima el tiempo de la  extensidn .eds para su posterior analisis.
corrida, inicialmente de 506 minutos y al poco
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C) Analisis de los datos y determinacion de la Tmapp
utilizando TSA-CRAFT

Para el analisis de datos es importante obtener los
valores de fluorescencia y temperatura de cada pozo
analizado durante el experimento. El archivo
obtenido a partir del ensayo con el programa STEP
ONE en formato “.eds”, se debe analizar con el
programa “Design and Analysis Software v2.6,
QuantStudio family, without instrument operation”,
el cual puede descargarse de manera gratuita desde la
pagina de Thermo Fisher Scientific (Fig.10).

ThermoFisher

SCIENTIFIC Search All -
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|
Estimated Time Remaining:506 min 52 sec

Run Status

| R

Estimated Time Remaining 49 min 5 5ec

Run Stalus |

Figura 9.

for the QuanStudio 5 Systems, please use the Design and Analysis v1.x series.

. Design and Analysis Software v2.6, QuantStudio family, without instrument operation

Download(Win10)

e notes

Download(MAC) (X Re

Figura 10.

Al abrir el archivo .eds con el programa
QuantStudio se despliega la interface mostrada en la

Wells Omits Samples

figura 11, en donde se selecciona en el apartado de
“Actions” la opcion de “Primary Analysis Settings”.

Analysis Modules

Ad Sample 1 *F‘r"r

AB Sample arg
Page Layout Setting
AR Samigle ag
AT Sample Tag _ -
AB Samgpls arg Generate Repo
A9 Sample arg  Use Calibrations from Ancther File.
Figura 11.

En el apartado de “Primary Analysis Settings”
(Fig.12) se selecciona “Multi-Peak Calling” tanto
para Default como para Target 1 y una vez que se

guarda el archivo, el recuadro “Analyze” cambia de
color, lo que indica que el anélisis se llev6 a cabo de
forma adecuada.
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Primary Analysis Setting X

Melt Stage/Step Stage 1, Step 2

Target Use Default Multi-Peak Calling

Default
arget 1

Reset to Default

Threshold Type Peak Level (%) Peak Height

£ System -

— e —
m Actions W ‘ | Actions v

Figura 12.

Una vez finalizado el andlisis, nuevamente en el
apartado de “Actions” (Fig. 13a) seleccionar la
opcion de “Export” con el formato CVS. Una vez
que el analisis se guarda en la carpeta de interés se
generan 6 archivos (Figura 13b), de los cuales el

a) OHec~ B b)

(J

archivo “melt curve raw” contiene los valores de
temperatura y fluorescencia de cada pozo analizado,
necesarios para el analisis mediante el servidor TSA-
CRAFT.

-
Nombre

AD57a105834a_Melt Curve Raw_20220517... ‘
AD57a105834a_Melt Curve Result_202205...

AD57a105834a_Multicomponent_202205...
AD57a105834a_Raw Data_20220517 12071...
AD57a105834a_Replicate Group Result_20...
AD57a105834a_Results_20220517 120709....

L >< T > TR > S > T > TR >< }

Figura 13.

El andlisis de los datos del ensayo de TSA se
lleva a cabo en el servidor en linea TSA-CRAFT
desarrollado por Lee PH y colaboradores en el afio
2019, al cual se puede acceder por medio del sig.

enlace: http://bioserv.cbs.cnrs.fr/TSA_CRAFT/. Una
vez en el servidor (Fig.14), se debe especificar el
nombre del proyecto sin espacios (Screening name).
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j""ji""(i""fF""T,’""?
CRIAMF T
I'SA - Anelysis lrom
. .- Screening Name !‘
WTSA-CRAFT Description : S —
TSA-Craft input section -
Thermal Shift Assay - analysis software : Thermal Shift Assay csv - @
This server provides a user-nendly interface to TSA-CRAF T software developed by Po- SSRGConsRwEw| Ninguno mchiyo selec
Hsien Lee et al,. (Lee P-H, Huang XX, Teh BT, Ng L-M. TSA-CRAF T. A Free Software for
Automatic and Robust Thermal Shift Assay Data Analysis. SLAS DISCOVERY: Advancing Well Annotation csv 9
the Science of Drug Discovery. 2019;24(5):606-612 | Seteccionar archive | Ninguno archive selec
doi: 10.1177/2472555218823547)
Access o source code | hitps isourceforge netiprojectsitsa-craft Wel's Graph Combination - @
TSA_Craft Manual Here ’
Usage : [Taunch | Restablecer |
Figura 14.
Posteriormente, es necesario generar dos archivos
en Excel que agrupen los valores de fluorescencia A 8 c D 3 F
en el programa QuantStudio, para ! [remperature s a2 a3 as as
lizarl | id TSA-CRAET E 2 2492392731 31737.6641 27286.8457 26876.3106 39347.5508 35890.6875
analizarios en ¢ servidor . - o S 3 | 25.36679268 31575.8203 27147.4629 26789.4395 39129.2578 35862.3242
recomendable descargar las plantillas proporcionadas 4| 25.80965614 31436.0645 26938.7363 26597.8535 38346.7148 35662.9609
H 1 26,25252151 31218.9766 26761.0371 26485.8457 38759.8008 35633.8438
r el servidor, al explorar en | imbol 2
PO e Se_, dor, al e po.a e Oi simbolos (_je 6 | 26.69538498 31187.877 26653.0508 26380.3691 38601.6719 35552.3047
interrogacion, en las secciones de “Thermal Shift 7 | 27.13824844 30931.1875 26478.1973 26244.3281 38415.6484 35496.2617
Assay csv” y “Well Annotation csv” (Fig.l 5)' 8 | 27.58111382 30780.0098 26298.0645 26139.9688 38283.3633 35339.9688
28,02397919 30579.8574 26157.9238 26053.7891 38125.1836 35366.4141
10| 28.46684265 30276.2617 26006.334 25974.7129 38006.5195 35297.8008
—TSA - Analysis from 28.90970612 30183.5332 25832.9375 25833.0078 37899.7578 35294.8633
. 12 29.35256958 29987.7461 25743.7383 25748.168 37751.4297 35273.5853
Screening Name
9 13| 29.79543495 29976.3125 255952949 25733.6699 37668.1133 35262.8867
TSA-Craft input section 14 30.23830032 29753.1387 25527.7617  25623.457 37524.5273 35291.8359
15 30.68116379 29648.9688 25388.7148 25590.3008 37482.2305 35343.5586
Thermal Shift Assay csv - @
Seleccionar archivo | Ninguno archivo selec. Figura 16.

Well Annotation csv -

Seleccionar archivo | Ninguno archivo selec

Wells Graph Combination e

Launch | | Restablecer

Figura 15.

La plantilla “Thermal Shift Assay csv” (Fig.16),
muestra el orden de los valores de temperatura y
fluorescencia. La primera columna corresponde a los
valores de temperatura y en las columnas posteriores
se deben afadir de manera consecutiva los valores de
fluorescencia correspondientes a los pozos que se
desean analizar; finalmente, los valores de
fluorescencia de los blancos o referencias se deben
colocar en las columnas siguientes a las que
contengan los datos de las muestras.

En la plantilla “Well Annotation csv” (Fig.17), se
deben especificar los nombres de las columnas que
seran analizados de la plantilla anterior. En la
columna “Well index” se indica la letra de la columna
y el ndmero de fila, en esta seccion es importante
conservar todas las columnas existentes en la
plantilla aunque no sean requeridas, aquéllas que no
vayan a ser utilizados se dejan en blanco.

En la columna “Annotation” se coloca el nombre
de la muestra y finalmente en “Reference” se debe
colocar los pozos donde se encuentran las muestras
de referencia.

En caso de tener mas de un experimento en la
placa, se recomienda tener una plantilla “Thermal
Shift Assay csv” y “Well Annotation csv” para cada
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experimento y analizarlos de forma individual, con el
objetivo de evitar el entrecruzamiento de datos.

A B C
1 #Well_index#Annotation  #Reference_well_index
2 Al 57a10 2microg G1H1
3 A2 57al0 2 microg G1H1
4 |A3 57al04 microg G1H1
5 A4 57al104 microg G1H1
6 A5 57a10 6 microg G1H1
7 A6 57a10 6 microg G1H1
Figura 17.

Una vez que se generan ambos archivos, se
cargan en el servidor TSA-CRAFT (Fig 18). En el
apartado “Wells Graph Combination”, se puede
sefialar aquellas columnas cuyas gréficas se deseen
combinar para comparar -para lo cual se debe
especificar letra de columna y nimero de fila
separados por comas- pudiéndose combinar un
méaximo de 8 graficas.

Una vez con todos los datos especificados se
procede a la opcion “Launch” y el servidor
redireccionara a la pagina con el analisis de los
resultados (Fig.19).

Curve Fitting Results
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— TSA - Analysis from

Screening Name . |57a10

TSA-Craft input section

Thermal Shift Assay csv 9
Seleccionar archivo | 57a10 TS_..TE (1) csv

Well Annotation csv 0
Seleccionar archivo | 57a10 W...PLATE csv

Wells Graph Combination - @
AB, A6

-

Launch | | Restablecer

A

Figura 18.

En esta seccidn se presenta la informacion de
cada uno de las columnas analizadas que corresponde
a los pozos contenidos en la placa de analisis. Cada
recuadro permite consultar los valores analizados
(“Data”) y la grafica de cada pozo (“Figure”).

Finalmente, la opcion “download results.zip” nos
proporcionara un archivo en formato zip, que
contiene un archivo en formato .html y una carpeta
que incluye todas las imagenes generadas por el
servidor.

Thermal Shift Analysis Download

Results.zip

’*O\eﬂa\ Combinations

| = Wells Overlaying <-

Curve Fitting Results (csv format)

= T R
Al Az a3 Ad ) V. g

as Ab

N/A N/A

37al0 2 micro g 57al0 2 micro g 57al0 4 micro g 57al0 4 micro g 57al0 6 micro g 57al0 6 micro g
Tm : 46.6392 Tm : 46.4053 Tm : 46.1871 Tm: 46.3536 Tm : 458061 Tm : 437379
A RZ.0.0081 RI:0.0003 RI. 00003 RZ.0.9903 RI: 00002 RZ:0.0002
ATm:-482350 ATm:-48.4680 ATm:-426871 ATm:-4835186  ATm:-49.0681  ATm:-49.1163
Data Data Data Data Data Data
Figure Figure Figure Figure Figure Eigure
Figura 19.

Aplicaciones del TSA

Existe una gran variedad de aplicaciones de esta
técnica, se ha utilizado en la bisqueda de moléculas
que puedan utilizarse como candidatos a farmacos y
en el andlisis de ligandos o anticuerpos que se unan a
determinadas proteinas. De igual manera, esta técnica
se ha usado para encontrar las condiciones 6ptimas

de almacenamiento que favorezcan la estabilidad de
las proteinas o bien para el mantenimiento de las
interacciones proteina-ligando. Otro campo de
aplicacion de esta técnica consiste en la bisqueda de
las condiciones adecuadas para la cristalizacion de
proteinas, asi como en la observacion del efecto de
mutaciones en la estabilidad, como sucede en algunas
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enfermedades relacionadas con la presencia de
mutaciones, inserciones o deleciones.

En este apartado se describiran brevemente
algunos trabajos realizados en nuestros laboratorios
de investigacion en donde se han aplicado de manera
exitosa el TSA en distintos acercamientos en la
caracterizacion de proteinas.

Comparacion de la estabilidad de diferentes
mutantes de la triosafosfato isomerasa

La deficiencia de la triosafosfato isomerasa
(TIM) es una enfermedad rara en el humano causada
por la presencia de mutaciones que son heredadas por
alguno de los padres. La presencia de una o varias
mutaciones en esta proteina puede llegar a ocasionar
la muerte en nifios. La severidad de esta enfermedad

119

esta relacionada con el aminoécido que se substituye
en la posicion original de la enzima. En el estudio
reportado por Cabrera N., en el 2019 (4) se
estudiaron 9 enzimas mutantes recombinantes con las
sustituciones reportadas que producen la enfermedad
en humano. Se estudio la estabilidad térmica de cada
una de ellas mediante TSA comparando la Tmgp, con
respecto a la obtenida en la enzima silvestre. En la
Fig. 20 se observa que las proteinas HSTIMCA4L1Y,
HsTIMG72A 'y HSTIME104D muestran una
diferencia en sus valores de Tmap, de més de 10 °C
comparados con la obtenida para la enzima silvestre.
Los valores de Tmapp para estas enzimas se
encontraron entre 49.7 y 51.5 °C, demostrando que
esas sustituciones afectaron fuertemente a la
estabilidad térmica de la enzima.

HsTIM-muts melt curve plots
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Fig. 20. Curvas de desnaturalizacion térmica de diversas mutantes de HsTIM seguidas por TSA. Tomado y modificado de (4).

Termoestabilidad de una séptuple mutante de la
proteasa del virus del tabaco (TEVp)

La proteasa del virus del tabaco (TEVp) es
ampliamente utilizada para remover etiquetas y
proteinas de fusion de las proteinas recombinantes;
sin embargo, existen algunas limitaciones inherentes
a su produccion, entre las que se incluyen baja
solubilidad, autoprotedlisis e inestabilidad (21). Se
han estudiado diversas mutaciones tanto de manera
puntual como en combinacion de no mas de 5, con el
fin de mejorar la estabilidad y los rendimientos de

produccion de esta proteasa (22). Recientemente, se
reportd la mutante TEVp7M que contiene en su
secuencia de aminodcidos 7 cambios que
favorecieron su produccién de manera soluble, con
buenos rendimientos de purificacion y un notable
incremento en su estabilidad (5). La termoestabilidad
de la TEVp7M fue analizada por TSA y comparada
con la obtenida para la mutante TEVp-S219V, de
esta manera se pudo evidenciar que la Tmgy, de la
séptuple mutante presentd ligeras variaciones en el
rango de pH de estudio (pH 6-9), mostrando una
diferencia de 4 °C, entre los valores de Tmag mMas
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alto (52 °C, pH 8) y més bajo (48 °C, pH 9). Por otro
lado, los valores de Tmg,, Obtenidos para la mutante
S219V, varian 12 °C entre el valor més alto (48 °C,
pH 7) y el valor méas bajo (36 °C) (Fig. 21). De esta
forma, en este trabajo se demostro que las
mutaciones incorporadas contribuyeron a una mayor
estabilidad de la mutante TEVp7M y gracias al
ensayo de TSA se pudo determinar que entre pH 7 y
8, esta mutante es bastante estable para poder llevar a
cabo la protedlisis de manera eficiente.

0] ; e\:

Tm (°C)

30+

6 7 8 9
pH
Figura 21. Comparacion de la termoestabilidad de las
mutantes de TEVp S219V y TEVp7M en un rango de pH de 6-
9 seqguida por TSA. Tomado de (5).

Calculo de la constante de disociacion de una
proteina (Kd) mediante TSA

El TSA es una herramienta 0atil en la
caracterizacion de la unién de ligandos en los sitios
activos o alostéricos de diversas proteinas. De esta
forma, se ha utilizado para determinar las constantes
de disociacion (Kd). Recientemente, Bhayani y
Ballicora (23) propusieron un método cuantitativo
para determinar valores de Kd a partir de los datos
generados por TSA. Este método incluye un modelo
al equilibrio derivado de la ecuacion de van't Hoff
que relaciona los valores de Tmgp, versus el
logaritmo de la concentracion del ligando para
calcular la Kd. Como ejemplo del uso de TSA en la
determinacion de esta constante, presentamos
experimentos realizados con la triosafosfato
isomerasa de humano (HsTIM) caracterizando la
unién de un analogo del estado de transicion, el 2-
fosfoglicolato (2PG) mediante TSA (datos no
publicados).

Para la realizacion de estos experimentos se
usaron diferentes concentraciones (de 0 a 0.5 mM)
del 2PG. Para cada concentracion utilizada se obtuvo
una Tmapp Y mediante un gréafico de la concentracion
del analogo de sustrato en escala logaritmica versus
los valores de Tmay, Obtenidos, se determind la Kd

Cabrera Gonzalez, et al. Mens. Bioquim. 46 (2022): 129-145

(Fig. 22), para ello la curva obtenida se ajust6 a la
ecuacion de van't Hoff (23). De esta manera, se
pudo conocer que la constante de disociacién del
2PG a la HsTIM es de 0.009 mM.

Hs TIM
72+
G 70-
e
£ 8-
-
664 Kd = 0.009 mM
64-—r—rrrror—rTTrrTTTT— T T T

0.001 0.01 0.1 1

Log 2 PG
(mM)

Figura 22. Determinacion de la Kd del 2PG a la HsTIM
mediante la obtencion de los valores de Tmg,, por TSA.

Uso de osmolitos como estabilizantes de proteinas

Los osmolitos son compuestos de bajo peso
molecular que tienen como funcién principal
mantener la integridad de las células cuando se ven
afectadas en su viscosidad, punto de fusion y fuerza
idnica en la solucién acuosa que las contiene, por
esta razén los osmolitos son muy usados en
investigacion para evitar la agregacion o el mal
plegamiento de las proteinas (24).

Como ejemplo del uso de estas moléculas, en el
trabajo realizado por el Dr. Alejandro Madrigal
Carrillo (datos no publicados) se usé el N-6xido de
trimetilamina (TMAQO) como osmolito estabilizante
de la RNAsa P bacteriana. Esta ribonucleasa es
conocida como una proteina intrinsecamente
desordenada, lo que hace imposible hacer estudios
biofisicos y bioquimicos con ella. Henkels y
colaboradores demostraron que la adicion del TMAO
estabiliza a la proteina, pudiéndose detectar
estructura secundaria (25, 26) y Madrigal-Carrillo A.
demostré que una concentracion entre 1y 2 M de
TMAO logra estabilizar de tal forma a la RNAsa P,
que permitié obtener curvas de desnaturalizacion
seguidas por TSA, arrojando valores de Tmapy
cercanas a los 80 °C (Fig. 23b), mientras que en
ausencia del estabilizador las graficas obtenidas de
desnaturalizacion no se definen adecuadamente (Fig.
23a).
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Figura 23. Curvas de desnaturalizacién térmica de la RNAsa P
bacteriana obtenidas mediante TSA en ausencia (a) y
presencia de 1 M de TMAO (b).

Conclusiones

El ensayo de desplazamiento térmico es un
método que nos permite conocer la temperatura de
fusion aparente de una proteina mediante el uso de
un compuesto fluorescente que se une a sus regiones
hidrofobicas. Es una técnica robusta que tiene una
gran cantidad de aplicaciones; se ha usado para
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