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Resumen

El plegamiento de proteinas es uno de los problemas mas arraigados en la bioquimica. /n virro,
la formacion de la estructura biologicamente activa de las proteinas es un proceso espontaneo,
guiado por la diferencia en energia entre los conformeros cinéticamente accesibles a la cadena
polipeptidica.

El mecanismo del pleg'.amientO presenta varias incognitas; por ejemplo, ;existen intermediarios
en la ruta de plegamiento? si esto es cierto, ;/qué caracteristicas presentan estas especies?. Una
manera de explorar estas preguntas es mediante estudios cinéticos; en los que se determina
mediante diversas técnicas las caracteristicas de los conformeros visitados por la proteina en su
camino hacia la conformacion nativa.

El plegamiento de proteinas monoméricas involucra interacciones intramoleculares e
interacciones proteina-solvente. El siguiente nivel de complejidad en el autoensamble de las
macromoléculas biologicas, esta dado por las proteinas oligoméricas; donde se observan
ademas interacciones intercatenarias. El plegamiento de estas proteinas es especialmente
interesante, ya que un gran nimero de enzimas son oligébmeros y en la mayoria, la funcion
biologica esta regulada por las interacciones entre subunidades. L.a Triosafosfato Isomerasa
(TPI 6 TIM) es un un homodimero, por lo tanto resulta uno de los modelos mas sencillos para
estudiar el plegamiento y asociacion de proteinas. El trabajo de tesis realizado, utilizé como
modelo a la TPI de Saccharomyces cerevisiae (sTPI). Encontramos que el proceso de
desnaturalizacion-renaturalizaciéon de sTPI es reversible. Después de la desnaturalizacion total
en 6M de hidrocloruro de guanidina, la velocidad con la que se recupera la actividad catalitica
depende de la concentracion de TPI en la renaturalizacion; por lo tanto, la asociacion de un
intermediario y/o procesos unimoleculares, son limitantes dependiendo de la concentracion de
proteina.

La formacion de la estructura cuaternaria requiere de la difusion de este intermediario en el
solvente, debido a esto, al modificar la viscosidad del medio utilizando glicerol, disminuimos la

frecuencia de choques entre las especies y por lo tanto, fue posible “estabilizar” intermediarios
que de otra manera no se observarian.
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Abreviaturas

a-glicerolfosfato deshidrogenasa
a-glicerolfosfato

actividad catalitica

dicroismo circular
dihidroxiacetona fosfato
Dimetilsulfoxido

ditiotreitol

acido etilendiaminotetraacético
fluorescencia intrinseca
D-gliceraldehido-3-fosfato
hidrocloruro de guanidina

longitud de onda en nanémetros

dinucleotido de nicotinamida y adenina (forma reducida)
nanémetros

fluoruro de fenilmetilsulfonilo

revoluciones por minuto

dodecil sulfato de sodio

Triosafosfato Isomerasa de Saccharomyces cerevisiae

trietanolamina

amortiguador trietanolamina, acido etilendiaminotetraacético,
ditiotreitol.

Triosafosfato Isomerasa ‘
tris (hidroximetil) aminometano

fuerza de centrifugacion relativa en radio maximo




Capitulo L Introduccion

Pleg to de pr

Las cadenas polipeptidicas adoptan durante y después de su biosintesis en los

ribosomas, una estructura tridimensional biologicamente activa, a este proceso se le conoce

como plegami > de prot

; 1a fidelidad de este proceso determina la economia celular,

Existe informacion detallada del plegamiento de algunas proteinas monomeéricas, sin
embargo, la mayoria de las proteinas son de naturaleza oligomérica. La formacién espontanea
de la estructura de las proteinas a partir de una secuencia lineal de aminoacidos aun es poco
conocida; en proteinas monoméricas se requiere solo del plegamiento intramolecular mientras
que en el caso de las proteinas oligoméricas también se requiere del reconocimiento y la
asociacion intermolecular. Estas reacciones de asociacion estan relacionadas con la aparicion de
actividad catalitica, o la regulacion de esta; por lo tanto, es importante generar informacion

B

acerca del reconocimiento y ensamblaje de enzimas constituidas por varias cadenas
polipeptidicas para conocer la ruta conformacional hacia la estructura biologicamente activa.

El plegamiento es un proceso rapido, por lo que las conformaciones parcialmente
plegadas que la proteina adquiere antes de alcanzar la estructura nativa son de naturaleza
efimera. En proteinas monomeéricas, las caracteristicas de estos intermediarios son detectables

unicamente mediante técnicas rapidas (orden de milisegundos). En oligomeros el proceso esta

en ¢l rango de minutos a horas por lo que se facilita la caracterizacion de los intermediarios

(Jaenicke, 1991).




De esta manera, podemos referirnos al problema del plegamiento en términos de como y

por qué una proteina adopta su conformacion nativa. Una cadena polipeptidica es capaz de
adoptar

millones de conformaciones. Si la cadena polipeptidica visitara todas estas
conformaciones, encontrar la estructura correcta le tomaria un tiempo mayor a la edad del
universo. A pesar de esto, las proteinas se pliegan en segundos, a esto se le conoce como la
paradoja de Levinthal. Para resolver la paradoja, es necesario sugerir la existencia de rutas

preferenciales de plegamiento, esto es, solo unos cuantos conformeros son visitados por la
cadena.

Es entonces que surgen varias preguntas como: (Qué mecanismos sujetan la relacion
entre una secuencia de aminoacidos y la estructura tridimensional? ;Qué es lo que determina la

formacion de 1a estructura nativa?

Para responder cOmo una estructura de una dimension, representada por la secuencia de
aminoacidos, genera la estructura tridimensional correspondiente, es necesario determinar un
“codigo de plegamiento™, esto es, elucidar la relacion estructura 1*-estructura 3*.

La desnaturalizacion es una de las metodologias que se ha utilizado con el fin de
encontrar las vias o rutas de plegamiento. En proteinas globulares pequeifias desnaturalizadas
por temperatura (Privalov, 1979), se ha encontrado que el plegamiento se lleva a cabo
cooperativamente, es decir, existe una transicion entre dos estados macroscopicos; el nativo y
el desnaturalizado, sin la presencia de intermediarios estables (Creighton, 1990). De igual
manera, mediante la adicion de agentes desnaturalizantes como la urea y el hidrocloruro de
guanidina, se ha encontrado due en muchas proteinas pequefias, la esuwrucwura y la funcion

cambian de manera simultanea. Por lo tanto, al aumentar la concentracion del desnaturalizante,



lo que cambia es la proporcion de proteinas que se encuentran en el estado nativo y en el estado

desnaturalizado.
Existe controversia sobre las semejanzas de los conformeros desnaturalizados obtenidos

s 3

an equivalentes

por temperatura y agentes quimicos, sin embargo, estos dos estados se cc
ya que en ambos casos el estado desnaturalizado es el resultante del deterioro cooperativo y
generalizado de la estructura nat"iva, sin cambios significativos en la estructura covalente (a
excepcion de los puentes disulfuro).

El plegamiento de la cadena polipeptidica naciente y la renaturalizacion de las proteinas
desnaturalizadas inician de estados poco definidos, esto puede ser muy importante con respecto
al plegamiento, debido a que la via de formacion de la estructura nativa puede depender del
estado desnaturalizado.

A partir de estos estudios se ha estimado la estabilidad conformacional de la estructura
de las proteinas. Para determinar las caracteristicas de los conformeros visitados por la cadena,
esto es, “la ruta de plegamiento”, es necesario utilizar un enfoque cinético; en el que se
determinan mediante diversas técnicas, las propiedades estructurales y funcionales de los

intermediarios visitados por la cadena polipeptidica, como funcién del tiempo.

Jerarquia de Ia estructura de proteinas.

Para abordar el problema del plegamiento de proteinas, es necesario conocer los
principios que determinan la estructura de estas moléculas. Esto se debe principalmente a que la
via por la cual se pliega una cadena polipeptidica para adoptar su estado final, refleja la
jerarquia estructural. En general, el plegamiento de estas moléculas se visualiza de la siguiente

manera: dada una secuencia de aminoacidos, las interacciones entre vecinos locales dan lugar a



los elementos estructurales secundarios y super secundarios los que a su vez serviran para
formar dominios estructurales que se pliegan independientemente; la unidon de estos dominios
da lugar a la estructura terciaria. Los oligémeros adquieren su estado final de menor energia

por diversas reacciones de asociacion (Jaenicke, 1987).

A continuacion se describen aspectos generales de la estructura y el plegamiento de
proteinas:
Estructura primaria.- se refiere a la secuencia de aminoacidos vy sus caracteristicas. El

esqueleto polipeptidico consiste de una serie de enlaces covalentes, conocidos como enlaces

peptidicos, enlazados mediante el C, de los aminoacidos originales.

Estructura secundaria.- Arsveglo conformacional local de los atomos del esqueleto
polipeptidico. Debido al caracter de doble enlace del enlace peptidico, solo es posible la torsion
de las uniones N-C. Yy Ca-C descritas por los angulos w y ¢. Asi, las estructuras regulares
adoptadas por segmentos de la proteina estan caracterizadas por angulos de torsion particulares
y pueden involucrar un nimero variable de residuos para la formacion de las diferentes
estructuras, como las a-hélices y las hojas B.

La interaccion de la estructura del esqueleto y 1a secuencia de aminoacidos es vital en la
determinacion del plegamiento, por ejemplo, las prolinas pueden isomerizarse y las cisteinas
forman enlaces disulfuro.

Tanto las hojas B como las a hélices, muestran angulos ¢ y v en un minimo energético
para poder acomodar otras porgiones de la estructura terciaria. La tendencia a formar una
estructura compacta con un minimo de espacio vacio, distorsiona a las hélices-a y las cadenas-

B. Estas irregularidades complementan las caracteristicas relevantes de estas estructuras, esto

es, la naturaleza dipolo de las hélices (Hol, 1985; citado en Jaenicke, 1987), la



complementaridad anfipatica y el empaque de arreglos regulares de la cadena polipeptidica
(Chothia, 1984).

La formacion de los motivos estructurales recae principalmente en la formacioén de los
puentes de hidrogeno; en ausencia de ellos las interacciones electrostaticas pueden tener un
efecto estabilizador significativo (Rossman y Argos, 1981). Conforme la estructura
tridimensional se adquiere, se asume que las porciones de la cadena polipeptidica naciente
(estructura secundaria) sirven como sitios nucleo para el plegamiento.

Existen ademas estructuras ‘“no repetitivas” que conectan hélices a y hebras B, bien
definidas o desordenadas, debido a la flexibilidad local o las conformaciones alternativas
tomadas por la proteina en solucion o en cristal.

Estructura terciaria.- Esta determinada basicamente por el arreglo de los segmentos
estructurales a y B en el espacio; incluye la formacion de la estructura super secundaria; y el
ensamblaje de estos motivos, para generar dominios.

En el proceso para alcanzar la estructura tridimensional final, las extensiones de
estructura secundaria se asumen como sitios de nucleacion en el plegamiento de las proteinas.
Asi, el siguiente nivel de complejidad sera la estructura supersecundaria, a la cual podemos
definir como plegamientos recurrentes que consisten de una serie de elementos de estructura
secundaria que aun no compre.nden la estructura terciaria completa o dominio. Como las
interacciones débiles son las responsables de la formacion de estos elementos, las estructuras
super secundarias son dificiles de predecir (Levitt y Chothia, 1976), sin embargo, estan
favorecidas por razones cinéticas durante el proceso de plegamiento y por razones energéticas
(Jaenicke, 1987) debido especialmente a la distribucion anfipatica de las cadenas laterales

hidrofobicas y cargadas a lo largo de los elementos estructurales simples en la proteina plegada.



Los dominios resultantes son subestructuras compactas y representan unidades
autonomas de plegamiento con una relacion minima de superficie/volumen, resultando en
glébulos. Los sitios _activos de muchas enzimas residen en diferentes dominios o en las
interfases de estos. Desde el punto de vista del plegamiento, los dominios son considerados
como unidades cooperativas; basados en esta idea pueden ser considerados como los
principales intermediarios en el proceso de plegamiento. La importancia funcional de los
dominios radica en (Janin y Wodak, 1983; citado en Jaenicke, 1987):

-El sitio activo de una molécula puede ser la interfase entre dominios, lo cual permite la funcién
simple de cada uno para asociarse y formar una molécula mas compleja.

-Diferentes sustratos o efectores de una enzima dada, pueden unir a diferentes dominios y
desarrollar varias funciones.

Estructura cuaternaria.- La estructura cuaternaria describe la estequeometria y
geometria del ensamblaje macromolecular de monomeros o subunidades, este nivel se refiere a
la asociacion no covalente de 2 o mas cadenas (Jaenicke, 1987).

Al formarse las interacciones entre dominios, la superficie que forma contactos entre
subunidades parece apartarse del interior de la proteina, por lo que participa en la estabilizacion
de la estructura terciaria.

La superficie enterrada parece estar relacionada con la estabilidad del ensamble. La
razon es que la especificidad entre los contactos intersubunidades requiere una colocacion
precisa de cadenas laterales hidrofobicas, apareamiento de cargas, y cadenas laterales que hacen
puentes de hidrogeno con el esqueleto, muy similar al empaquetamiento de la cadena

polipeptidica dentro de cada subunidad sencilla (Jaenicke, 1987).



Plegamiento in vitro vs in vivo.

El plegamiento in vivo es facilitado por varias proteinas, que ayudan a que el
plegamiento se lleve a cabo en lugar y tiempo adecuados, o evitan la agregacion irreversible de
las cadenas recién sintetizadas. Sin embargo, in vitro existe un gran namero de proteinas, que
adoptan la confonnapién nativa sin ayuda de otras proteinas, informacion adicional o entrada de
energia. (Creighton, )993). La adquisicion y estabilidad de estas estructuras esta entonces
determinada por la secuencia primaria de aminoacidos y las interacciones proteina-solvente
(Anfinsen, 1973).

El plegamiento in vivo puede ser limitado por pasos co-traduccionales o post-
traduccionales (vectoriales), mientras que para estudiar el plegamiento in vitro, se hace uso de
experimentos de reversibilidad de la proteina desnaturalizada enfocandose en el replegamiento
y reasociacion. Los resultados pueden ser diferentes, pues la reconstitucién in vitro parte de
una cadena polipeptidica ya sintetizada (Jaenicke y Rudolph, 1986., Jaenicke, 1987 y Jaenicke
1991). Las propiedades y funciones de las proteinas, sobre todo de las enzimas, pueden verse
afectadas por un sin fin de factores. En una célula, hay miles de sustancias que pueden
relacionarse con otros constituyentes celulares, e intervenir en sus propiedades fisicas y
quimicas, o participar en el buen funcionamiento de una proteina; sin embargo, no se conoce la
contribucion precisa de estos elementos, de ahi la necesidad de la purificacion, esto es, aislar
cierto elemento (en este caso una enzima) manteniendo sus caracteristicas fisicoquimicas.

Una proteina desnaturalizada representa un ensamble de conformeros rapidamente
convertibies en otros de energia similar, casi todos los intermediarios son inestables en relacion

al estado nativo; como se vid anteriormente, uno de los modelos mas comunes en el
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plegamiento de proteinas es el que postula Unicamente dos estados: el nativo y el

desnaturalizado.

Para tratar de determinar los estados conformacionales de la proteina al renaturalizarla,

d sralizacion por hidrocloruro de guanidina es una

se pueden emplear diversas técnicas; la

de ellas. Este compuesto es un agente caotropico, cuyo mecanismo de accion todavia no es
bien conocido (Tanford, 1968., Dill y Shortle, 1991 y Matthews, 1993). Aparentemente el
hidrocloruro de guanidina aumenta la solubilizacién de los residuos de aminoacidos no polares
en agua, es decir, debilita las .interacciones hidrofobicas; con base en estos resultados, los
estados desnaturalizados por este agente se asumen como conformaciones de hebras al azar
(random coil). Se considera que este estado es semejante al estado desnaturalizado in vivo, ya
que los angulos de rotacion alrededor de cada enlace del esqueleto polipetidico y las cadenas
laterales tienen completa e igual libertad de rotacion.
La funcion biologica requiere de la estructura tridimensional del estado nativo, en el
aso de las enzimas esta actividad se refiere a la capacidad catalitica. Esta caracteristica ha sido
ampliamente explotada.para caracterizar los estados de plegamiento en dos direcciones: 1)La
comparacion de la estructura mlniva y el producto de la reconstitucion de los experimentos de
desnaturalizacién-renaturalizaciép, y 2) la determinacion del tiempo requerido para la
formacion de la estructura terciaria y la actividad enzimatica.
Las aproximaciones experimentales mas utilizadas para caracterizar el plegamiento de

las proteinas se refieren a las caracteristicas estructurales, la funcion biolégica y el estado de

asociacion.
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Plegamiento en presencia de cosolventes

Algunos polioles como el glicerol, la sacarosa o el polietilen glicol se han utilizado
como crioprotectores (Jarabak et al., 1966., Huang et al.,, 1995). Se ha establecido que en
algunas proteinas globulares y péptidos, estos compuestos estabilizan la conformacion nativa
(Gekko y Timmasheff, 1981., Gekko e Ito, 1990., Oliveira et al., 1994) a través de una
hidratacion preferencial de la superficie de la proteina (TimashefY, et al., 1976). Se ha propuesto
que la magnitud del efecto de estabilizacion es proporcional al cambio en la superficie entre los

reactivos y los productos (Shortle et al., 1989).

El glicerol y el polietilen glicol también se han utilizado como asistentes en la

renaturalizacién;, varios autores han demostrado que estos

agentes promueven la
renaturalizacion, pues al agregar alguno de estos cosolventes en el amortiguador, se obtiene un
porcentaje mayor de renaturalizacion en comparacion al obtenido sin la adicion del asistente
(Shortle et al., 1989; Zhi et al., 1992, y Cleland et al., 1992).

Estos cosolventes también se han utilizado como agentes viscogénicos, para determinar
la naturaleza del paso limitante en algunos procesos como el plegamiento o la catalisis.

La delenninacién del paso limitante en el plegamiento de proteinas (excluyendo la
isomerizacion de las prolinas o la formacion de enlaces disulfuro), puede ser detallado por un
analisis cinético (Matthe\v;ls. 1993). Por ejemplo, en la subunidad a de la triptofano sintasa, al
alterar la viscosidad del solvente mediante la adicion de agentes viscogénicos, se ha demostrado
que el paso limitante es la asociacion de dos unidades plegadas. Estos resultados muestran el
papel de la difusion en la formacion de la estructura nativa (Chrunyk y Matthews, 1990). Por

otra parte, en un analisis por mutagénesis, la comparacion de mutaciones sencillas o dobles en
los aminoacidos de la interfase de la misma proteina, altera tanto la velocidad de



desnaturalizacion como la de renaturalizacion, demostrando que ambos segmentos de la
proteina juegan un papel importante en este proceso. El plegamiento del monémero de la
subunidad a envuelve un esquema de plegamiento de 6+2, esto es, primero se pliegan 6
unidades o/ y por ultimo 2 unidades a/B (Matthews 1993). Esto también ha sido observado
para otras proteinas (a/B)s, como la fosforibosil-antranilato isomerasa (Eder y Kirschner,
1992), por lo tanto, este podria ser un modelo general para la formacion de estructuras

simétricas, como los barriles o/

Triosafosfato Isomerasa

En el presente trabajo, utilizamos como modelo a la Triosafosfato Isomerasa, a
continuacién se mencionan algunos aspectos relevantes de esta enzima.

La Triosafosfato Isomerasa (TPl) es una proteina homodimérica de 27 KDa de
naturaleza soluble, cataliza la interconversién entre la Dihidroxiacetona fosfato y el D-
Gliceraldehido-3-Fosfato (Kno\y!es, 1991), Ya que solo el G3P continua en la via glucolitica,
esta enzima asegura la sintesis neta de ATP en la oxidacion de la glucosa hasta piruvato. El
mecanismo catalitico se conoce a detalle (Knowles y Albery 1977, Knowles, 1991). La TPI se
ha encontrado en todos los organismos en los que se ha buscado (Lolis et al., 1990); a la fecha,
se ha reportado la secuencia de aminoacidos de aproximadamente 40 especies y se tiene la
estructura tridimensional a alta resolucion de 6 de ellas: (pollo) Gallus gallus (Banner et al.,
1975, Zhang et al., 1994), (levadura) Saccharomyces cerevisiae ( Lolis et al. 1990),
Trypanosoma brucei brucei (Wierenga et al., 1991), Escherichia coli (Noble et al., 1993),
(humano) Homo sapiens sapiens (Mande et al., 1994) y Bacillus stearothermophilus (Delboni,

ctal_, 1995).
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La mayoria de las enzimas analizadas, son dimeros formados por dos cadenas idénticas
de 25-27 KDa a excepcion de dos enzimas de bacterias hipertermofilas reportadas
recientemente que son homotetrameros de 100 KDa (Kohlhoff et al., 1996).

Los parametros cinétic;)s de 1a TP1 de diferentes especies son semejantes (Lambeir et
al.,, 1987). Cada monomero tiene un sitio activo y funciona independientemente del otro, a la
fecha no se han descrito cofactores o reguladores alostéricos, ni se ha detectado cooperatividad
entre las subunidades (Schnackerz y Gracy, 1991).

La Triosafosfato Isomerasa es una enzima muy eficiente, la velocidad con que cataliza la
isomerizacion del G3P es entre 10* y 10° veces mayor que en ausencia de ésta. La relacion
kcat/Km para el G3P como sustrato es de 10° M''s™'; éste valor es comparable al calculado
(10%-10'° M's™") para reacciones bimoleculares en solucion controladas por difusion (Knowles y
Albery 1977). El perfil de energia libre de la reaccion catalizada por la TPI, muestra que el
estado de transicién mas alto, es la unién del G3P a la enzima (Knowles y Albery 1977).
Gracias al estudio de los parametros cataliticos de la TPI variando la viscosidad del solvente
(Blacklow et al., 1988), se ha confirmado que la union del G3P a la enzima, esta limitada por la
frecuencia de encuentros entre las dos especies; por lo tanto, los ajustes conformacionales que
la proteina desarrolla con el solvente en la catalisis o los rearreglos quimicos entre sustrato y
enzima son mas rapidos. Debido a esto, la TPI es un catalizador "perfecto"; cualquier aumento

en la velocidad de los pasos cataliticos no tendria efecto en la velocidad de la reaccion

(Knowles y Albery 1977).
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Estructura de la Triosafosfato Isomerasa

La estructura secundaria de la TPI esta formada por ocho hebras 8 que alternan con una
(a veces dos) a hélice(s) (figura 1). La cadena polipeptidica se pliega de tal manera que las

ocho hebras forman una hoja pa;ralela central semejando un barril.

Figurs 1 Estructura de la TP] (bamil a/P); izquierda.- 1 polipeptidico; d T estructura secundaria en
caricatura.

El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del barril en la cavidad formada por
las asas contiguas a las hebras B.(Banner et al., 1975) (figura 2). Este patron topologico se ha
encontrado en aproximadamente el 10% de las proteinas cristalizadas. No es claro si este
patron de plegamiento refleja las caracteristicas de un ancestro comuan, o si el barril presenta

una topologia estable a la cual han convergido diferentes proteinas.
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Figurs 2 Esqueleto polipeptidico de la sTPI, se los i idos conservados del sitio
catalitico con sus cadenas laterales (negro) y el anal de fosfoglicohid, (PGH) en
espacio lleno.

En proteinas homologas, los aminoacidos que se encuentran en el sitio activo, estan
conservados, asi como los residuos directamente relacionados con la catalisis (Creigthon,
1993). Para el caso de la TPI sucede lo mismo (Lolis et al.,, 1990) (figura 2 y tabla 1); aunque
existen diferencias en los aminoacidos de la interfase, tanto la estructura del barril asi como la
geometria de la asociacion entre los monémeros (figura 3), son semejantes en diferentes

especies (Wierenga y Noble, 1992).

1 12 60
MARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNTASIPENVEVVICPPATYLDYSVSLVKKPQVT
Lys

61 95 120

VGAQNAYLKASGAFTGENSVDQIKDVGAKWVILGHSERRSYFHEDDKFIADKTKFALGQG
His

121 165 180

VGVILCIGETLEEKKAGKTLDVVERQLNAVLEEVKDWTNVVVAYEPVWAIGTGLAATPED
Glu

18¢ 240
AQDIHASIRKFLASKLGDKAASELRILYGGSANGSNAVTFKDKADVDGFLVGGASLKPEF

241 248
VDIINSRN

Tablas 1 Secuencia primaria de aminoacidos de la sTPI donde se muestran (negritas) los residuos que
intervienen cn la catdlisis.
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Figurs 3 Sobreposicion de la TPl de S h. evisi {negro),
Trypanosoma brucei brucei (gris oscuro) y pollo Gallus gallus (gris claro).

Se ha descrito que la enzima de conejo es estable como dimero aun a diluciones \
extremas 2 ng mL™' (Zabori er al, 1980). No es claro por que la TPI solo es activa como
dimero, pues los aminoacidos involucrados en la catalisis se encuentran contenidos en el

monémero.

Plegamiento y asociaciéon de Ia TPI

Ya que la TPI es un homodimero, esta enzima es uno de los modelos mas sencillos para
explorar el plegamiento y asociacion de una proteina oligomérica.

La renaturalizacion de la TPI de conejo (Waley, 1973; Zabori et al, 1980) y de pollo
(Mcvittie et al, 1977) (a partir de la enzima desnaturalizada por hidrocloruro de guanidina), es
completamente reversible. La cinética de renaturalizacion determinada por la recuperacion de la

actividad enzimatica, depende de la concentracion de proteina a concentraciones bajas. A
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concentraciones elevadas, la cinética se vuelve de primer orden, esto es, independiente de la
concentracion de enzima. Debido a esto. cuando la concentracion de proteina es baja, el paso
limitante es la asociacion de los monomeros; al aumentar la concentraciéon de proteina, la
asociacion deja de ser limitante y el paso mas lento es unimolecular, ya sea anterior o posterior
a la formacion del dimero. Como primera aproximacion los datos se ajustan a un modelo
consecutivo uni-bimolecular (kui=1.9x1072 s y k;;=3x10° M 5') en el que se asume que los
mondémeros formados durante -la renaturalizacién son inactivos(Zabori ez al/, 1980). La
velocidad de asociacion (3x10° M s!) es cercana a la esperada (10° a 10° M s') para la
asociacion de dos moléculas de tamafio semejante limitada por difusion. Esto implica que
durante la renaturalizacion, todos los choques entre los monomeros son productivos.

Debido a esto, Jaenicke y col. (Zabori et al., 1980) sugieren que la asociacion de los
monomeros esta limitada por difusion, sin embargo, para determinar experimentalmente el
papel de la difusion, es necesario determinar las constantes cinéticas al variar la viscosidad del
solvente (Chrunyk y Matthews, 1990).

Existen dos explicaciohes tentativas para explicar el valor elevado de kp en la
renaturalizacion de la TPI: 1) las subunidades aisladas tienen una conformaciéon que es
complementaria con la interfase del otro monémero antes del choque y 2) las interacciones que
tienen lugar durante la dimerizacion son débiles, ya que estos conformeros contienen
restricciones geométricas no especificas; sin embargo, esta estructura laxa se rearreglaria
posteriormente (reshuflling) para dar lugar al dimero activo.

Aunque se ha hropuesto un intermediario monomeérico en el plegamiento de esta
enzima, sus caracteristicas estructurales, estabilidad y el papel de la difusion en su formacion no

se conocen.
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Objetivos

El pr trabajo pl los siguientes objetivos particulares:

1. Determinar por recuperacion de la actividad catalitica y fluorescencia intrinseca la cinética
de renaturalizacion de la TPI de Saccharomyces cerevisiae.

. Proponer un modelo cinético que incorpore los resultados experimentales obtenidos y
describa el proceso de renaturalizacion.

. Determinar por recuperacion -de la actividad catalitica y fluorescencia intrinseca la cinética
de renaturalizacion de la TPI de Saccharomyces cerevisiae en presencia de glicerol.

. Determinar el papel de la difusion en el plegamiento y asociacion de la TPI de

Saccharomyces cerevisiae mediante un modelo que incorpore los resultados obtenidos en

presencia de glicerol:
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Capitulo IL Materiales y Métodos

Reactivos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de las fuentes indicadas:
a-GDH, Gdn-HCI1 (Boheringer Mannheim)

Glicerol 87%, NaOH (Merck)

Q-Sepharosa, Sephadex 'G-SO (Pharmacia Biotech)

a-GDH, azida de Na, Dowex-50W, DTT, EDTA, G3P, NaCl, NADH, (NH,4):SO,, PMSF,
TEA, Tris HCI (SIGMA Chemical Company)

Preparaciéon de Amortiguadores

Se prepararon soluciones madre TED' 1/0.1/0.01 M pH 7.5; TED 200/20/2 mM pH 7.4
y TED 100/10/1 mM pH 7.4; en todos los casos, se ajustod el pH con NaOH 10N gota a gota,
mediante un potenciometro (Beckman mod. © 72 pH Meter). Posteriormente se realizaron las
diluciones pertinentes para obtener las concentraciones especificadas de glicerol % (v/v) y de

TPI; de manera que todas las soluciones tienen una concentracion final de TED 100/10/1 mM
pH 7.4,

Purificacién de Ia Triosafosfato Isomerasa

La Triosafosfato Isomerasa de Saccharomyces cerevisiae (sTPI) se purificé a partir de
células de Escherichia coli cepa JTM103, que contienen el plasmido (pKK223-3ytim), para la

sobreexpresion de la TPI silvestre recombinante. El crecimiento de las células se llevo a cabo a

! Amontiguador que i tri 1
mencionadas en cada caso.

4cido etilendiami ético y diti en las
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37°C en medio Luria-Bertani (Maniatis et al. 1982), suplementado con 100 ug/mL de
ampicilina. Cuando la Ago €s cercana a 1.0, el cultivo se induce mediante la adicion de
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), con una concentracion final de 100ug/mL,
posteriormente el crecimiento cpntinué por 12 h. Los cultivos celulares empleados fueron
donados amablemente por la M. en IBB. Emma Saavedra en el laboratorio del Dr. Ruy Perez-
Monfort del Instituto de Fisiolog?a Celular, UNAM.

Los pasos de purificacion se mencionan a continuacion: (ver figura 4)

A partir de 3 litros de cultivo de E. coli se obtuvo aproximadamente 18-20 g de
bacterias, se resuspendio el precipitado en 45 mL en amortiguador Tris HCl 10 mM pH 80 y
PMSF 0.2 mM (este Gltimo a partir de una soluciéon 20 mM en DMSO); las células se
rompieron por cambios de presion en prensa de French a 1500 psi (3x), se centrifugé a 63,000
xg por 1 hora a 4 °C, se tomo el sobrenadante y llevo a 64%%6 de (NHL)2SO., después de 12 h, se
centrifugdé a 17, 300 xg por 15 minutos, el sobrenadante se llevo a 90% de (NH,).SO, 12h
después, esta solucion se centrifugo a 17, 300 xg por 15 minutos, el sobrenadante se deseché y
el precipitado se resuspendié en 3 mL de TED 10/1/1 pH 7.6, para después dializarlo contra
amortiguador TED 10/1/1 mM. pH 7.6 250 mL por 6 horas y posteriormente contra 1 L del
mismo amortiguador.

Esta solucion se filtra antes de pasar por las siguientes columnas:

Cromatografia de filtracion en gel;, columna TSK-HW-50(F) (16 mm diametro, 70 cm
largo, 102-135 mL) equilibrada con amortiguador TED 10/1/1 mM azida de Na 1 mM pH 7.6
250 mL, flujo 1 mL/min controlado por FPLC (Pharmacia Biotech). De las fracciones
obtenidas se midio proteina a 280 nm y actividad enzimatica, las fracciones con mayor actividad

especifica se seleccionan para la siguiente columna.



Cromatografia de intercambio iénico; columna Q-sepharosa (16 mm diametro, 40 cm largo, 42-
74 mlL), equilibrada con TED 10/1/1 mM pH 7.6 la TPI se eluye con un gradiente lineal de
NaCl 0-100 mM,; las fracciones con mayor actividad especifica se reunen, para ajustar el pH a
8.0, e introducirlas a la columna de Q- sepharosa; esta vez equilibrada con TED 10/1/1 mM pH
8.0. La TPI se eluye con un gradiente lineal de NaCl 0-150 mM. Las fracciones con mayor

actividad especifica muestran una pureza mayor al 95%, se observa una sola banda en geles de

poliacrilamida en pr ia de SDS teflidos con azul de Coomasie (no presentado). Se
obtuvieron como promedio 40 miligramos de enzima pura por lote, con una actividad especifica

de 7,981+770 umol min’ mg'. Se almacené en sulfato de amonio.

Figura 4 Diagrama de flujo para la purificacion de
sTPl. Se i la f ion (sob d o
precipitado) utilizada para el siguiente paso.

Células
Resuspender (Tris-HC1 10mM pH 8.0, 0.2mM
PMSF en DMSO)
4

Romper en prensa de French a 1,500 psi
3

Centrifugar (63.000 xg)
. {sobrenadante
Llevar a 64% (NH.,):SO,
1

" Centrifugar (17.300 xg)
Jsobrenadante
Llevar a 90"1.'; (NH.,):SO.,

Centrifugar (17,300 xg)
dprecipitado
Resuspender y dializar (TED 10/1/1 pH 7.6)

3
Columna TSK-HW-SO(I") (TED 10/1/1 pH 7.6)

Col Q- seph a (TED 10/1/1 pH 7.6)
Cot Q- seph 2 (TED 10/1/1 pH 8.0)
sTPI pura
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Remocion del sulfato de amonio de la Triosafosf: Isomerasa
El (NHL):SO, se separo de la TPI por dos métodos diferentes:

Filtracion-centrifugacion.- (Penefsky, 1977) Se equilibraron las columnas (jeringas de
insulina con 1 mL de Sephadex G-50) con S mL de amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4;
se centrifugé por 1 min a 5,000 r.p.m. en centrifuga clinica para quitar el exceso de
amortiguador. Preparacion de 1a enzima: 2 mL de TPI en sulfato de amonio se centrifugaron
por 10 min a 12,000 r.p.m. en una microfuga (Eppendorf mod. 5415C), y posteriormente se
resuspendieron en 200-300ulL de.amoniguador TED 100/10/1 mM pH 7.4. Esta enzima se
inyecto ( 100-150 uL por columna) a las columnas pre-equilibradas y se centrifugd por 1 min a
5,000 r.p.m. en centrifuga clinica; posteriormente se determiné la concentracion de proteina.
Con este método se recupera del 85-90% de la proteina inicial.

Dialisis.- Se centrifugaron 5 mL de la solucion de sTPI por 10 min a 17,750 xg, se
desecho el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en 0.5 mL de amortiguador TED
100/10/1 mM pH 7.4. El resuspendido se dializo primero contra 250 mL de amortiguador TED
100/10/1 mM pH 7.4 y por ultimo contra 0.8 del mismo amortiguador. La muestra se
concentro (cuando era necesario) en camara de acrilico para ultrafiltracién utilizando membrana

de nitrocelulosa (Aminco, Co) con corte en peso molecular de 10,000.

Determinacion de Ia concentracién de proteina
La concentracion de proteina se determiné mediante un espectrofotémetro Beckman

mod. DU 7500 utilizando Az ,» =10 (Nickbarg y Knowles, 1988), utilizando como blanco el

ultimo amortiguador en el que estuvo la enzima (McVittie et al. 1977).
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Desnaturalizacién

Para desnaturalizar a la TPI se incubd a la enzima en una solucién con 6M GdnHCI en
amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4 por periodos variables entre 30 min y 1h a
temperatura ambiente (=25° C). En estas condiciones los espectros de dicroismo circular (CD)

y fluorescencia intrinseca indican-que la proteina esta totalmente desnaturalizada.

Renaturalizaciéon

Renaturalizacion de la Tl;l: una pequeiia alicuota de TPI desnaturalizada se llevoé a un
volumen grande de amortiguador, para obtener una concentracion residual de hidrocloruro de
guanidina de 60 mM e iniciar la renaturalizaciéon de la proteina. En aquellos casos en los que la
renaturalizacion se realizé a c;,oncentraciones elevadas de proteina (100 y SO0ug mL™') la
concentracion GdnHCI residual fue de 160 y 80 mM respectivamente. En el tiempo cero de la
renaturalizacion, se diluy6 a la enzima en el amortiguador de renaturalizacion y se agité en
vortex por lo menos durante 15 segundos. En los ensayos de fluorescencia intrinseca se
utilizaron soluciones con alto contenido de glicerol por lo que la agitacion en vortex fue de al

menos 40 segundos.

Ensayos de Actividad Catalitica con D-gliceraldehido-3-fosfato como sustrato

La actividad enzimatica fue seguida espectrofotométricamente (Beckman mod. DU7500
equipado con accesorio cinético) mediante la disminucion en la absorbencia a 340 nm debido a
1a oxidacion del NADH, determinada a 25+1° C en amortiguador TED 100/10/t mM pH 7.4
por un ensayo acoplado (ver figura 5) utilizando D-gliceraldehido-3-fosfato como sustrato. El

D,L-gliceraldchido-3-fosfato se prepard a partir del dietilacetal por 3 min de hidrolisis con
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Dowex- 50W a 90 ° C. La cantidad del isomero D fue determinado enzimaticamente, en un
ensayo que contiene 2 ul de G3P, 0.2 mM NADH 10ug de a-GDH y 2.44 ug de TPI en
amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4 a un volumen de 1 mL. Por otra parte los ensayos de
actividad catalitica se realizaron con 2 ng de TPI, 1.5-3mM D-gliceraldehido-3-fosfato, 0.2 mM

NADH y 5-10ug de a-gliceroifosfato deshidrogenasa® en un volumen final de 1 mL

TPI
G3P —* DHAP

a-GP

Figura 8 E det
para medir actividad catalitica de TPL.

Ensayos de fluor intri

La fluorescencia intrinseca de los residuos del triptofano de sTPI fue usada para analizar
1a renaturalizacion. Cada subunidad contiene 3 residuos de triptofano, el primero se localiza en

1a hoja 8 4 (W90), el segundo en el asa 6 (W157) y el tercero en el asa flexible del sitio activo

(W168), los dos Gitimos en 1a unidad a/P 6 (figura 6).

2 El (NHL):S0,, fue ido de esta i por fil iy idn como se ion6 previ o medi
centrifugacion por 10 min a 12,000 r.p.m. ennucmfun(Eppmdorl‘mod%lSC) dida en un 10 veces
menor al inicial.




Figura 6 Esqueleto polipeptidico de la sTPI do los trip de cada subunidad
espacio lleno.

en

En los espectros de fluorescencia intrinseca (Espectrofluorometro ISS-PC1), la muestra
se excitd a 280 nm y se colectd la emision entre 300 y 400 nm cada nandmetro. La celda de
cuarzo utilizada fue de.1 cm de paso de luz. L.os ensayos se realizaron a temperatura ambiente
(25°C), en amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4, variando tanto la concentracion de
glicerol como la de TPI. Para los experimentos de cinética se utilizé la misma A de excitacion y
se siguio la intensidad en la emision de la fluorescencia a 320 nm, (A de maxima emision en la

TPI nativa), como funcion del tiempo mediante el programa de cinética lenta del fluorometro.

Tratamiento de los datos

Los datos de actividad catalitica fueron normalizados de la siguiente manera: para los
experimentos al equilibrio, se tomo como referencia la actividad catalitica de la proteina nativa
en cada condicion. Para los datos de reactivacion, se tomdé como 100% la actividad maxima
obtenida después de la renaturalizacion (24-96 h), la actividad de la enzima renaturalizada es

generalmente cercana a la de la enzima nativa y es en todos los casos mayor al 50%.
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Los datos de fluorescencia intrinseca también fueron normalizados. Tanto en los
experimentos al equilibrio (24-96 h), como en los de reactivacion, el 100% es la seiial de
fluorescencia a 320 nm de la proteina nativa.

Los datos de actividad catalitica y fluorescencia intrinseca, fueron analizados mediante

el programa “Grafit” version 3.09b.



Capitulo IIT Resultados

Reactivacion de la TPI

Para determinar el curso temporal de la formacién de la estructura nativa se
desnaturalizo previamente a la enzima en 6 M de GdnHCl, y después de diluir el
desnaturalizante (t=0)se tomaron alicuotas para determinar la recuperaciéon de la actividad
catalitica.

En 4 experimentos indepehdiemes, al diluir el desnaturalizante la enzima se renaturaliza
y recupera gradualmente la actividad previa a la desnaturalizacion, esto es, la reactivacion de la
TPI es reversible. La cinética es reproducible, pues en todos los casos el mismo patron describe

al proceso. La figura 7 muestra estos resultados.
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o x -0 a 000 2000
Tiempo (min)

Figurs 7 Curso temporal de 1a reactivacion de la TPL
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La formacion del dimero es una reaccion bimolecular, por lo tanto depende de la

concentracion de monomeros.

renaturalizacion de la TPI a diferentes concentraciones de proteina.

A continuacion (figura 8) se muestra

la cinética de

T
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Tiempo (min)
Figura 8 Reactivacién de la TPI al variar la ion de en la

renaturalizacion.

Esta figura muestra como con 1 y 5 uyg mL"' de TPI en la renaturalizacion, la velocidad

con la que se recupera la actividad es semejante, esto es, la velocidad es independiente de la

concentracion de proteina (@, 4). En contraste, a concentraciones menores de TPI (0.05-0.2

ug mL?' * [0 ), la velocidad de reactivacion depende de la concentraciéon de enzima. Por lo

tanto, cuando la concentracion de proteina es baja la renaturalizacion esta limitada por un paso

bimolecular (reaccion de segundo orden). Por otra parte, cuando la concentracion de TPI en la

renaturalizacion es elevada (1-5 ug mL™"), el paso limitante es unimolecular (reaccién de primer

orden). Por esta razén podemos descartar el modelo mas sencillo de plegamiento 2M—D

donde M es el monomero desnaturalizado y D es el dimero nativo, pues si este describiera el
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proceso, al aumentar la concentracion de enzima, continuaria incrementandose la velocidad de
renaturalizacion. Por lo tanto, es necesario postular la aparicion de un intermediario (I) en la
ruta de plegamiento, 2M — 1 — D, los modelos mas sencillos para un solo intermediario son el
uni-bimolecular (Waley, 1973 y Zabori et al., 1980), en el que el intermediario M™* representa

n monomero competente para la dimerizacion 2M—2M*—D y el modelo bi-unimolecular

(Plomer y Gafni, 1993), en el que el intermediario D* representa un dimero no nativo
2M-H>D*—5D.

Efecto del glicerol en Ias preparaciones de 1a TP

Para estudiar el efecto del glicerol en la cinética de renaturalizaciéon, se tiene que
demostrar primero que este cosolvente no afecta significativamente las propiedades de la
enzima nativa. Para comprobar esto, se incubo la TPI en soluciones con porcentajes de glicerol
variables.

El espectro de ﬂuoresce;ncia intrinseca de la TPI, casi no varia cuando la enzima se
incuba por 1 hora en concentraciones crecientes de glicerol (figura 9), sin embargo después de
24 horas de incubacion, se observa que la intensidad de fluorescencia disminuye a bajas
concentraciones de glicerol, por el contrario a concentraciones elevadas de glicerol se conserva
(figura 10). Este fendmeno es mas claro si graficamos la intensidad de fluorescencia a 320 nm

vs % de glicerol (figura 11) (el 100% es la enzima incubada en 75% de glicerol).
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A pesar de este efecto protector del glicerol en la fluorescencia intrinseca, la actividad
catalitica es independiente de la concentracion de glicerol en la preincubacion (figura 12), por
lo tanto los cambios producidos por el glicerol son reversibles. No hemos profundizado mas en

el fenomeno de proteccion de la fluorescencia intrinseca.

120 7 T T T T T T T T ]
100 e ©® ® o o ® oo |
80 | - —
6o — —
40 L. -]
20 — —
o 1 | 1 | I | L 1 !
o 20 40 1] 80 100
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Figura 12 Incubacion de la TPI (0.2 y 1 pg mL" ) por 24 h variando la
concentracion de glicerol. La actividad se midid como se mencioné
previamente en materiales y métodos. (capitulo II)
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Renaturalizaciéon de la TP1 al equilibrio en soluciones con glicerol

Posteriormente se determind la reversibilidad en la aparicion de la funcion catalitica y de
la estructura terciaria al variar la concentracion de proteina y de glicerol en la renaturalizacion.
Después de 72 o 96 horas de renaturalizacion, en todas las condiciones empleadas, no se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de renaturalizacion, es decir, no se
muestra un patron reproducible; aunque se muestra una leve disminuciéon en la recuperacion de
la actividad catalitica al aumentar gl contenido de glicerol en la renaturalizacion (tabla 2).

Tabla 2 Renaturalizaciéon (%) de la TPI al variar la ion de i y glicerol, determinado
por actividad itica y fluor i

- 219 e 050, - " _—

1001 100] SO} S0 ] 20} 20 J10] 10}] S S 1 ]0.2}0.08

89 |} 91 108} S0 1 651 80 ) 721 79 ) 761 81 92 190] 99 }
106§ 91 80 f 861651 84 167) 71177 78 1 9o 1 83] 80}
92 J 93 f 791 89 ] 73] 86 J 74] 83 1 73] 62 J 107§ 77] 81 }
79 § 95 1 75 94 1 S6] 83 Yea)] 921 56] 80 J 1171 75% 75 §
64 ] 921 68 96} so] 82 §s0) 81 Ja7l106]108] 551 50}

Act = Determinacion de actividad it
Fluo = Determi ion de fluor

72 horas d

del inicio de la renaturalizaciéon. (%)
ia 96 horas d

del inicio de la renaturalizacion. (%)

a Glicerol (Yo viv)
b Concentracion de TPL pg mL

La actividad enzimatica de las proteinas es uno de los parametros mas sensibles a
cambios estructurales. Por lo tanto, se determinaron los parametros cinéticos Km® y Vmax®,
utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten para la proteina nativa y renaturalizada en

soluciones con glicerol; los datos obtenidos se muestran en la tabla 3.

3 Km= de Michaelis; rel 1a velocidad de una reaccic lizad imati con la
sustrato.

de
* Vmax=velocidad maxima. -



Tabla 3 Parametros cinéticos de la sTPI nativa y renaturalizada

—

‘ 0.77+0.08 11.536+979 0.72+0.09 8148+637
0.66+0.08 9.973+454 0.594+0.06 9002+338
0.73+0.10 9,878+505 0.76+0.11 7241+397

la TPI de

También se presentan

los datos obtenidos por otros autores con

Saccharomyces cerevisiae, y de otras fuentes (tabla 4) sin la presencia de glicerol; en nuestras

condiciones los parametros cinéticos de la sTPI, nativa y renaturalizada son muy semejantes.

Tabla 4 Comparacion de Km, de TPIs de diferentes fuentes,

1.27 +0.06 Krietsch et al., 1970
1.45x0.05 Hartman y Ratrie, 1974
1.22+0.05 Lambeir et al., 1987
1.50+0.01 E Nickbarg y Knowles,
1.27+0.06 1988

0.62+.05 1.86+0.12 Sun et al., 1992
0.32140.02 Krietsch et al., 1970
0.32-0.46 Hartman y Norton, 1974*
0.39 Sawyer y Gracy, 1975
1.8 1.5 Zabori et al., 1980
0.39+0.05 Lambeir et al., 1987
0.43+0.06 1.40+0.28 Sun et al., 1992

0.43 No reportado Sawyer y Gracy, 1975
0.49 Mainfroid et al., 1996
0.39 No reportado [ Plaut y Knowles, 1972 *
0.47 Putman et i'" 1972 *
0.25+0.05 No reportado JLambeir et al,, 1987

E. expresada en E. coli

~Tomado de Lambeir et al., 1987
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Efecto del glicerol en 1a cinética de renaturalizacién (actividad enzimaitica)

Debido a que la formacion de la estructura cuaternaria requiere de la difusion de los
monémeros en el solvente, modificamos la viscosidad del amortiguador de renaturalizacion
utilizando glicerol, pues de esta manera disminuimos la frecuencia de choques entre los
monomeros.

Con 20% (v/v) de glicerol en la renaturalizacion, no se observa retraso en la aparicion
de la funcion biologica, en tres de las cuatro concentraciones se nota practicamente la misma
velocidad de reactivacion, excepto a 5 ug mL™' (figura 13) en este caso la reactivacion es

semecjante a la observada sin glicerol (figura 8). La reactivacion es cercana al 100% antes de los

S minutos.
120 T @ | T T T —T
100 @ o
L ] ® -
(] a -
£ 80 a A - .
oo 2% o e
DD K * @ 5usemL20%
ac & 3 1uamL 20% T
A 0.2 upimL 20%
20 +H
[ Glicerot 20% (viv) | [ > .05 uaimLzow |
o 1 | 1 I 1 1 1 1 t
o] 20 40 80 1000 2000
Tiempo (min)

Figura 13 Cinética de reactivacién de la TPI a difc
presencia de 20 (% v/v) de glicerol en la renaturalizacion

de TPl en

Al aumentar la viscosidad del solvente agregando 40% (v/v) de glicerol en la
renaturalizacion (figura 14), la velocidad de reactivacion disminuye, esto es, el paso bimolecular

(2° orden) es limitante en todas las concentraciones de enzima empleadas, ya que en todos los
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casos, se observa un incremento en la velocidad de renaturalizacion al aumentar la
concentracion de proteina. A diferencia de la renaturalizacion sin glicerol donde la cinética de

reactivacion es muy semejantecon 1 y S pug mL™.

100 I . . D—‘

80‘ — * -

60 [ -

Tescivecin (%]
[?D
a
*

40
a s * 3
A X *
20
:" Glicerol 40% (v/v)
o ! i 1 § 1 1
o 20 40 60 1000 2000

Tiempo (min)_

Figura 14 Curso poral de la reactivacion de la TPI a di
de proteina en presencia de 40% de glicerol en la renaturalizacion.

Al aumentar el porcentaje de glicerol en la renaturalizacion, a 60 (figura 15) se observa

ademas, un retraso en la aparici_'én de la actividad catalitica de 3 horas (60 % v/v) mientras que
en 75 (% v/v) se requiere hasta ae 5-6 horas (figura 16) para que se observe actividad, en este
tiempo, solo se obtiene el 20 % de la actividad que la enzima recupera a las 72 horas; por lo
tanto a concentraciones elevadas de glicerol se observa un retraso en la apariciéon del

intermediario (M* o D*) que da lugar a la enzima nativa.



Tiempo (min)

Figura 18 Curso temporal de la reactivacion de la TPl a ditferentes concentraciones
de proteina, en presencia de 60 % de glicerol.
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Figura 16 Curso temporal de la reactivacion de la TPI a diferentes concentraciones
de proteina, en presencia de 75 % de glicerol.




Efecto del glicerol en la cinética de renaturalizaciéon (Fluorescencia intrinseca)

Con el objeto de determinar las caracteristicas estructurales de los conférmeros
presentes durante la reactivacion, se utilizo la espectroscopia de fluorescencia del triptofano.
Esta técnica nos permite obtener informacion acerca de la estructura terciaria, es decir nos
permite conocer el ambiente que rodea a los aminoacidos aromaticos en la proteina. El
siguiente ensayo muestra la cinética de renaturalizacion de la TPl (10 pg mL') en

amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4 y en presencia de 75 (%6 v/v) por duplicado (figura

17).
T I T T L T T I T oA T
100 " —
R =SSN “ 0
8 o [ |
g
5 60 — ° -—]
B 10 prg/mi
3 40 — —
.i ® 0%
E 20 [— o 7swa|_|
* — & 75%b |
o L 1 1 1 \ \ I { v A7 1
o 5 10 15 20 1400 1600
Jiempo (min}
Figura 17 Curso temporal de la reactivacion de 1a TPI (10 pug mL' ) renaturalizada
en  amorti d v en pr ia de 75% wv/v de glicerol, determinada por

Nuaorescencia intrinseca (A 320 nm)

Al reactivar a la TPI (10 ug mL"') tanto en amortiguador, como en soluciones con 75%
v/v de glicerol (figura 17). se obtiene aproximadamente la misma sefal de fluorescencia en los

primeros minutos que a las 24 horas; por lo tanto disminuimos la concentracion de proteina
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para lograr observar algan cambio en la sefial de fluorescencia de la TPI al renaturalizarse. Esto
es dificil ya que la relacion blanco-muestra es muy grande a concentraciones elevadas de
glicerol, las concentraciones mas bajas de proteina para la que es posible tener una sefial de
fluorescencia confiable son 1 pug TPI mL™' sin glicerol, 2.5 ug TPI mL™' en presencia de 40%

(v/v) de glicerol (figura 18) y 10 ug TP1 mL™' con 75% (v/v) de glicerol.

a0 T T LN T T T T | 4l T T
3
60 —
- 'O
§
S a0 |— —
-
8 20 L -
§ ® 25ug/mL Glic. 40% v/v
3
B o  1wgimL T
o | 1 1 1 ] 1 1 1 | 74 N
o S 10 15 20 25 1400 1600
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Figura I8 Cindtic,

ca renaturalizacion. detenminada por {luor ia intrinsec:
(20 nm TPL(LE v 2.

;hilg mL" en 40 % v/v glicerol)

El ensayo anterior de fluorescencia intrinseca nos indica que el ambiente que rodea a los
aminoacidos aromaticos es semejante en el intermediario y en la proteina nativa, ya que en el
primer minuto, obtenemos la misma fluorescencia que la mostrada a las 24 horas. A pesar de
que la estructura terciaria muestra un ambiente semejante en los triptofanos, los aminoacidos
del sitio activo no se encuentran aun con la conformacién adecuada, ya que la recuperacion de

la actividad es un proceso mas lento (figura B), esto puede deberse a que el sitio activo no este

del todo arreglado en el intermediario.



Discusiéon y Conclusiones

Conocer mas acerca del p;legamiemo no solo de proteinas monoméricas, sino también
de la asociacion de proteinas ol'igoméricas. nos permitira conocer si efectivamente, existe un
codigo de plegamiento que pueda llegar a predecir para una cadena lineal de aminoacidos el
tipo de plegamiento que tendra en su forma bioldgicamente activa.

En el presente trabajo describimos la formacion de una estructura oligomérica a partir
de las cadenas polipeptidicas desnaturalizadas o abiertas, utilizando uno de los modelos mas
sencillos, la enzima homodiméricé, Triosafosfato Isomerasa.

L os resultados obtenidos se discuten a continuacion:

Efecto del glicero!l en la TPI nativa y renaturalizada.

Como se mostré en los resultados, la presencia del glicerol en la TPI no tiene efectos
irreversibles. En la TPI nativa, el glicerol protege la sefial de fluorescencia intrinseca (figura 11)
y la actividad catalitica, la cual permanece constante aun después de preincubar a la TPI en
glicerol por 24 horas (figura 12). La TPI renaturalizada no muestra diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de renaturalizacion (tabla 2) determinado por actividad catalitica y/o
fluorescencia intrinseca. Los parametros cinéticos son semejantes para la TPl nativa y la
renaturalizada (tabla 3) tanto en ausencia como en presencia de glicerol, estos valores son
similares a los reporladf)s por otros autores (tabla 4). Estos datos nos indican que en nuestras
condiciones, la enzima nativa y la renaturalizada en ausencia y presencia de glicerol son

semecjantes. Por lo tanto los procesos estudiados son completamente reversibles.
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Renaturalizacion de 1a TPL

Para describir el mecanismo de plegamiento de la sTPI es necesario postular la
presencia de un intermediario (2M — 1 -—» D) durante la renaturalizacion de la enzima (figura
8). ya que el paso limitante en la reaccion es unimolecular o bimolecular dependiendo de la
concentracion de proteina en’ el experimento. En el caso del modelo uni-bimolecular

Kz 2°
(M —2M*—>N) el paso que limita la reaccion a bajas concentraciones de proteina es ZM"f—-)D,
esto es, el paso de monomero competente a dimero activo, mientras que a concentraciones de

Ky 1°
proteina mayores, el paso limitante es unimolecular 2M—>2M* (reaccion de primer orden), es

decir, el paso del monomero desnaturalizado a monomero competente.
En el modelo bi-unimolecular (2M—D*—D) a concentraciones bajas de enzima, el paso
®; 2°
limitante es 2M-—>D=*, el paso de monomero desnaturalizado a dimero no nativo, por otra parte,

ks 1°
a concentraciones de proteina altas, el paso que limita la reaccion es unimolecular D*—D; el

paso de dimero no nativo a dimero activo.

Renaturalizacion de la TPI en presencia de glicerol.

La renaturalizacion de la TPI se modifica por la adicion de glicerol en el amortiguador
de renaturalizacion como se resume a continuacion:

En presencia de 40% (v/v) de glicerol (figura 14) la velocidad del paso bimolecular
disminuye. 2M*—>D (para el primer modelo) y 2M—»D* (para el segundo), en cualquiera de
los dos casos, la asociacion de los monomeros es mas lenta en este intervalo de concentraciones
(0.5-5.0 pg mL™"), pues estamos disminuyendo la frecuencia de choques entre las especies; en

el primer modelo se asocian dos monomeros competentes y en el segundo dos monomeros
“parcialmente plegados™ pero no activos.




Este efecto es mas evidente al aumentar el porcentaje de glicerol a 60 (figura 15) y 75%
(v/v) (figura 16). En estos casos se observa, ademas de la disminucion del paso bimolecular, un
retraso considerable en la aparicion de la actividad catalitica. Esto sugiere, que el paso
unimolecular también se afecta por el glicerol. Si nos referimos al primer modelo, las
concentraciones elevadas de glicerol afectan la velocidad de plegamiento de los monémeros
(ZM—>2M*), en este caso, el paso limitante es el del plegamiento intramolecular del
monomero. Ya que k; >> k2 el paso que limita la renaturalizacion de la TPI es el unimolecular
de primer orden, por k_) tanto, el proceso se vuelve independiente de la concentracion.

En el segundo modelo, el paso que limita al proceso es D*—»D, aunque la enzima ya
esta asociada, el paso mas lento es el reordenamiento para dar lugar al sitio activo con funcion
catalitica. Esto es, si k), << k2 el paso que limita la renaturalizacién de la TPI en presencia de
alto contenido de glicerol (60 y 75 % v/v) es el unimolecular (de primer orden) posterior a la
asociacion de los monomeros.

La renaturalizacion de la TPI determinada por fluorescencia intrinseca (figuras 17 y 18),
muestra en todas las concentraciones de enzima y de glicerol, que el ambiente que rodea a los
aminoacidos aromaticos en la proteina nativa es semejante en el intermediario; desconocemos
sin embargo. si el intel_'mediario es un monoéomero competente (M*) o un dimero no nativo (D*).

La sTPI tiene 3 triptofanos por cada subunidad y ninguno de ellos se encuentra en la
interfase monomero-monomero, esto nos permite decir que el interior del barril en el
intermediario y en el dimero es semejante al menos por fluorescencia.

Los experimentos presentados, indican que en la Triosafosfato Isomerasa de
Saccharomyces cerevisiae al igual que en la enzima de conejo (Waley 1973; Zabori et al, 1980)

el paso limitante depende de la concentracion de proteina en la renaturalizacion. Es importante
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sefalar, que en todas las condiciones mostradas, el porcentaje de recuperacion de la actividad
bioldgica y de la estructura terciaria es cercano al 100% e independiente de la concentracion de
glicerol (1abla 2). Por otra parte, la enzima nativa y renaturalizada son semejantes en cuanto a
los parametros cinéticos Km y Vmax, por lo tanto, el glicerol modifica principalmente la
velocidad de in!erconvgrsién de los conformeros presentes durante la renaturalizacion.

Ya que la fluorescencia observada después del primer minuto, es semejante a la
obtenida a las 24 horas, los monémeros competentes o el dimero no nativo tienen una
estructura terciaria semejante a Ii encontrada en el dimero activo. En presencia de 60 y 75% de
glicerol se observa, ademas del retraso en la asociacion de los monémeros, un retraso
considerable en la aparicion de la actividad catalitica (figura 15 y 16). Esto sugiere fuertemente
que la reaccion intramolecular que da lugar a monémeros competentes o al dimero activo, se
retrasa en presencia de glicerol ;;or un arreglo intramolecular de los conformeros en el primer

modelo cinético o por un rearreglo intermolecular (reshuffling) de las cadenas en el segundo.

i
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Perspectivas

Algunas interrogantes interesantes que surgen de este trabajo son:

e Estudiar las caracteristicas estructurales y estado de asociacion del intermediario.

e Encontrar el modelo matematico que se ajuste y describa al proceso de plegamiento, para
determinar las constantes cinéticas del proceso y dilucidar cual de los dos modelos aqui
planteados es el correcto.

e Estudiar las caracteristicas estructurales de los conformeros en los primeros eventos en la
ruta de plegamiento (orden dg milisegundos)

e Determinar si existen diferencias al utilizarse otros agentes desnaturalizantes, para encontrar
si el estado nativo y el estado desnaturalizado son los mismos para los diferentes agentes.

e Estudiar la contribucion del glicerol en la estabilidad de la sTPI
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