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FESLMEN

En este Irabajo se reporta un intermediario al equitibrio asi como
una evaluacion directa de los cambios en energia libre en la
desnaturalizacion de la enzima homodimérica triosafosfato isomerasa (TPI o
TIM). La TP! de Saccharomyces cerevisiae fue equilibrada en soluciones de
cloruro de guanidinio (Gdn-HCH o wrea. En ambas transiciones se
determinaron 1as alteraciones en la fluorescencia intrinseca v el dicroismo
circular, asi como las propiedades hidrodinamicas y cataliticas. En urea el
dimero nativo se disocia y desnaturaliza en un proceso de dos estados (N5
2U) sin intermediarios detectables al equilibrio y con un AGH9de 17.0 + 0.4
kcal mol'. Por el contrario en la desnaturatizacion por Gdn-HCl, se observd
un inlermediario capaz de unir -anilinenaflaleno-8-sulfonato  {ANS).
Experimentos de filtracion en gel, centsifugacion al equilibrio y dispersion
dinamica de luz indican que este intermediario es un mondmero. Los datos
especlroscapicos obtenidos a partir de la desnaluralizacion poer Gdn-HCI se
analizaron en terminas de un modelos de tres estados con un intermediario
monomerico (N = 2ZM 5 2U ) no fue posible obtener los cambios en
energia libre asociados al proceso, después del tratamiento los vaiores de m
y AGH" poseen errores inaceptables. Es posible incrementar la fraccién de
intermediario en experimentos a concentraciones altas y constantes de Gdn-
HCl + NaCl. Todos los cambios en energia libre involucrados en las
transiciones en urea y en Gdn-HCI se obtuvieron utilizando el método
tradicional de la extrapolacidn lineal. De acuerdo con los valores de AGH?
obtenidos para el proceso de dos estados en urea o para el de tres estados
en Gdn-HC! + NaC), en ausencia de desnaturalizantes, Ia actividad catalitica
de la TP/ permanece constante en el intervalo de 7.4 pM - 0.2 pM. Los
valores de AGH,? obtenidos son comparables con los reportados para la TP!
de humano utilizando mutantes monoméricas y para la enzima de conejo
usando mélodos cinéticos y datos al equilibrio, En las tres TPIs eucariontes,
la asociacion de los monémercs provee mas del 75 % de la energia total del
proceso de plegamientofasociacion y los mondmeros son marginalmente
estables (1.2 a 2.5 keal mol-Y). Estas observaciones se han interpretado como
una indicacidn de que la TP/ es un dimero principalmenle por razones de
estabilidad. Alternativamente, proponemos que para un dimero como la TP
{kd = 0.02 pM), no exisle presion evolutiva para mantener un mondmero muy
estable, de hecho existen barriles B/o. monoméricos marginalmente estables.
Eslas consideraciones sugieren que la baja estabilidad de los mondmeros es
una consecuencia y no |a razon para la naluraleza oligomérica de Ia TR y
apoya |a idea de que el acomodo de los sitios calaliticos al realizarse la
dimerizacion, es un prerequisito para su funcion bioldgica.
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ABSTRACT

In this work is reported an equilibrium intermediate in the
unfolding of the homodimeric enzyme triosephosphate isomerase (TIM or
TPI), and of a direct evaluation of the free energy changes involved. TIM from
Saccharomyces cerevisige was equilibrated in guanidinium hydrochloride
(Gdn-HCI) or urea solutions. Alterations in intrinsic fluorescence and far UV
circular dichroism, as well as hydrodynamic and catalytic properties of TIM
were delermined in both transitions. In urea, the native dimer dissociates and
unfolds in a two-state process (VN S 20) without detectable equilibriurn
intermediates and an associated AGH20 of 17.0 £ 0.4 keal mot?. In contrast,
an intermediate state able to bind i-anilinonaphtalene-8-sulfonate (ANS) was
observed in Gdn-HCI denaturation. Gel filtration, equilibrium centrifugation
and dynamic light scattering experiments indicated thal this intermediate is a
monomer. Spectroscopic dala for Gdn-HCI induced . denaturation were
analyzed in terms of a three-stale mode! involving a monomeric intermediate
(N5 2M 520). Inthis denaturant, it was impossible obtain the changes in
free energy, after this treatment the m and AGH0 values have unacceptable
errors. The fraction of intermediate increased in experiments at high and
constant (Gdn-HCI + NaCl) concentrations. Ali the free energy changes
involved in the transitions in urea and in Gdn-HCI were obtained using the
traditional lineal extrapolation method. In agreement with the AGH20 values
obtained from the two-state process cbserved in urea, or the three-state
process observed in Gdn-HCI + NaCl, in the absence of denaturants the
calalylic activity of TIM remained constant in the 7.4 pM - 0.2 pM range. The
AGH0 yalues obtained are comparable with those reported for human TIM
using monomeric mutants and for rabbit TIM using kinetic and equilibrium
data. In the three eukariotic TIMs, monomer association provides more than
75% of the overall free energy of the folding/association process, and
monomers are marginally stable (1.2 to 2.5 kcal mol-'). These observations
have been interpreted as an indication that TIM is a dimer mainly because of
stabifity reasons. Altematively, we propose that for a tight dimer like TIM {Kd =
0.02 pM), there is no functional pressure to maintain a very stable monomer;
indeed, functional and marginally stable monomeric pla barrels have been
observed. These considerations suggest that the low stability of the monomer
is a consequence, and not the reason, of the cligomeric nature of TIM, and
suppait the hypothesis that induced fit upon dimerization is a prerequisite for
its biological function.
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INTRODUCCION

E! mecanismo principal que lleva a la adquisicién de la estrugtura y funcién de fas
proteinas es el plegamiento. Este proceso consiste en [a transformacion de la estruclura
primaria: la secuencia de aminoacidos - que se encuentra en miltiples confermaciones al azar -
en la entidad tridimensional con actividad biologica a 1a cual salisface practicamente una sola
estructura. A pesar de que esle proceso se ha estudiado ampliamente, la forma en que esta
transicion tridimensional lleva a la estructura con funcion biologica, permanece como uno de los
enigmas de la bioquimica. En algunos casos, el plegamiento puede realizarse in vitro sin
informacién adicional o entrada de energia; de ahi que sea posible esludiar el proceso en
témminos fisicoquimicos. Al plegamiento también se le concce como la sequnda parte de codigo
genético pues loda la informacion necesaria para que e! proceso se fleve a cabo se encuentra
almacenada en la simple estructura primaria y en sus interacciones con el solvente que la.
contiene. Sumado a lo anterior, en la naturaleza se encuentra repefidamente el fenémeno de la
oligomenizacion, en el cual ademas del plegamiento, se necesita del ensamblaje de subunidades.
Existen numerosos ejemplos de enzimas en las cuales el estado de asociacion inferviene
directamente en la activacion, inhibicion o cooperatividad de la catalisis,

E! trabajo que se presenta a continuacion, esta centrado en el estudio de la ruta de
plegamiento y asociacién de una enzima homodimérica, el modelo més sencillo de un oligémero,
la triosafosfato isomerasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae, cuando se desnaluraliza

-

por desnaturalizantes.

PLEGAMIENTO Y ASOCIACION

Cada polipéptido comienza su existencia al emerger su extremo amino terminal del
ribosoma. Su secuencia aminoacidica deriva de la traduccion de la secuencia especifica que se
encuentra entre el codon de inicio y término en el ARN mensajero. En algin momento muy
terprano de su vida, el polipéplido se pliega para dar origen a la estructura nativa (N), también
referida como estado plegado que es la conformacién en la cual pasara el reslo de su
existencia y que es la (nica capaz de realizar su funcion biologica especifica. La conformacién
de minima energia del polipéplido en N se determina por cristaiografia de rayos X o resonancia
magnélica nuclear (RMN). Para identificar faciimente a N es necesario definir al esfado
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desplegado o desnaturalizado’ (UJ del inglés unfolding). conjunto de conformaciones sensible
al ambiente que poseen energias muy similares y en equilibrio rapido unas con otras (un
‘ensamble” de microestados). El estado U no es facil de-caracterizar. Algunas propiedades
gruesas como el volumen hidrodinamico y el radio de giro pueden indicar con cesteza su grado
de compactacion. Los espectros inframojo y de dicroismo circular (CD) pueden indicar la
estructura secundaria residual. La RMN no puede resolver la estructura al nivel de residuos
individuales con el mismo detalle que para N, debido a la helerogeneidad de las conformaciones
que lo componen (Fersht 1998). Cuando la cadena naciente emerge del ribosoma, se encuentra
precisamente en este estado. £n algunos casos, el plegamiento hacia N es asistido, i.e. requiere
de la ayuda de otras proteinas, entre ellas se encuentran la peptidil proli! cis-trans isomerasa y la
proteina isomerasa de disulfuros; mientras que otro grupe de proleinas conocidas como
chaperoninas, evitan |a agregacion irreversible de las proteinas durante condiciones ambientales
extremas (Freedman 1992). Existen sin embargo, numerasos ejemplos en los que la adquisicion
de N a parlir de la cadena sin estruclura puede reproducirse in vitro de manera auténoma, sin
informacion adicional o entrada de energia (Tanford 1970}. La adquisicidn y estabilidad de estas
estructuras esla entonces delerminada solamente por la secuencia de aminoacidos y las
interacciones de ésta con el solvenlte que ta contiene (Anfinsen 1373).

La estuctura nativa del polipéptido puede sufir muchos tipos de modificaciones
postraduccionales. Entre ellas, se encuentra: (i} protedlisis; (ii) derivatizacion de aminoacidos
especificos, que incluye acetilacion, glucosifacion, hidroxitacién, metilacidn, nucleotidilacion,
fosforilacion, ADP-ribosilacion y (iif) la asociacién de varias cadenas polipeptidicas con la misma

' Existen diferencias entre desnaluralizado y despiegado: el término desnaturalizado fue usado
inicialmente como una definicion operacional para designar "...un gran cambio a partir de la
estructura naliva original...." que es no covalente, cooperalivo y reversible en principio, taf vez no en
la practica. El término desnaluralizacion es utilizado a menudo para referirse a una variedad de
alteraciones imeversibles pobremente entendidas en la estructura de la proleina que incluyen
agregacion, rearreglo de puentes disulfuro y ruptura de [a cadena. El término desplegado se utiliza
para referirse a un subconjunto de estados desnaturalizados i.e. conformaciones que estan muy
laxas y expuestas al solvente, con muy poca estructura o carenles de ella totalmente; estos estados
se obtienen generalmente bajo fuerles condiciones desnaturalizantes. Los estados desnaluralizados
compactos, se obtienen en condiciones desnaturalizantes débiles. Mienlras que ambos éminos
son generalmente intercambiables, el avance experimental ha permitido dividir a los eslados

deshaturalizados en desplegados y compactos (Dill y Shortle 1991),




secuencia, o bien con secuencias diferentes, para formar un homo o helero oligémero
respectivamente (no todas las proteinas sufren de estos cambios; en procariontes las
madificaciones ocurren béasicamente en |a transcripcién y en eucariontes, por ejemplo, no todas
las cadenas palipeptidicas se asocian para formar oligémeros). Ef producto de eslos procesos es
la estructura nativa madura, el estado de relevancia bioldgica. El orden en el cual ocure la
maduracion de una proteina no puede ser predicho; sin embargo, las medificaciones
generalmente son posteriores al plegamiento, porque el polipéptido plegado usualmente contiene
ya toda la informacién necesaria para controlar ef proceso. De acuerdo a lo anterior, los pasos
que intervienen en la maduracién de una proteina pueden ser divididos en plegamiento,
modificaciones postraduccionales y asociacion, si se trata de un ofigdbmero.

Ef plegamiento es entonces cualquier proceso intramalecular por el cual el polipéptido,
que iniciaimente se encuentra en U, asume la estructura N, y la asociacién es el proceso
intermolecular mediante el cual polipéptidos parcial o completamente plegados se asocian para

formar un oligémero.

TERMODINAMICA DEL PLEGAMIENTO

Generalidades

Un polipéptido es un pelimero de aminoacidos unidos covalentemente por enlaces
peplidicos. A partir del estudio de polimeros en general, se sabe que su comporiamiento
conformacional depende criticamente del solvente en el cual estén disueltos (Dill y Shortle 1991).
Si los mondmeros son miscibles en el solvente, el polimero es libre de expandirse y exponerlos
al solvente. Este solvente es referido como un “buen solvente”. Cuando un polipéptido es
disuelio en un buen solvente, la rotacion alrededor de cada enlace entre el nitrdgenc de la amida
y el C, (angulo ¢) y entre &l C, y el acilo (dngulo ) (Figura 1A} esta permitida en los confines
de las clases representadas en una gréfica de Ramachandran (Figura 1B), recordando que un
par de &lomos de la molécula no puede ccupar el mismo lugar al mismo fiempo {Kyte 1995),
Como cualquier otra molécula organica en solucion la conformacion del polipéptido en un buen
solvente cambia conlinuamente, de tat suerte que a rotacidn de sus enlaces ocure casi al azar.
Para un polipéptido esta condicién se conoce cama canformacion al azar o “random coil’. Este
{ermino incorpora inevitablemente el movimiento incentrolable y continuo de la conformacion de
ta cadena. Un enrollamiento al azar es un tipo especial de U. El estado U de un polipéptido

muestra un estado en el cual &l polipéptido tiene un enroflamiento al azar ¢ tan poco restringide




en su movimiento que su comportamiento es experimentalmente indistinguible de éste (Kyte
1985).

A

FourA /.

A Perspecliva de un dipéptido. Se muestra [a libertad de movimiento en los enlaces que
participan en la molécula. Los limites de un residuo estan sefialados por las lingas discontinuas.
La cadena polipeptidica se muestra en su conformacion completamente extendida en donde
todos los angulos {9, w ¥ ©) son iguales & 180 °. B Posicidn de las conformaciones regulares de
los polipéptidos en una grafica de Ramachandran. Las conformaciones regulares son: ar (o-
helice de vuelta derecha); o (o-hélice de vuelta izquierda); » {hoja B paralela); ¢ {hoja B
antiparalela); 3 {a-hélice 310de vuella derecha);t (mr-hélice de wuelta derecha).

Existen muy pocos buenos solventes para.los polipéplidos que ocurren en [a naturaleza,
esto se debe a que estos dltimos estan disefiados para plegarse y para hacerio deben ordenar
su secuencia de residuos hidrofébicos e hidrofilicos, definidos en un ordenamiento final particutar
por la secuencia de codones de nucledtidos que las codifica en el ADN, (Dill y Shortle 1931).
Unicamente en soluciones de desnaturalizante {ej. urea o sales de guanidinio) es posible oblener
una mezcla de aminoécidos hidrofdbicos e hidrofilicos miscible; el agua en particular, es un mal
salvente para los primeros, pero uno bueno para los segundos. Un “mal solvente” es aquel en el
cual los monémeros de un polimera son escasamente solubles. En un mal solvente, el polimero
se contrae para minimizar la expasicion de sus monémeres. El efecto hidrofobico es un evento
en el cual se minimiza la exposicidn de un soluto hidrofébico al agua. En consecuencia, a pH
neulro y fuerza ionica de 0.2 M, condicicnes comunes en la naluraleza el agua es un mal
solvente para los polipéptidos (Dill y Shortle 1991); este hecho natural es esencial para la vida,
pues de lo contrario (si el agua fuese un buen solvente) las proteinas no se plegarian y por tanto,

no podrian expresar su funcion. Lo anterior presenta un problema experimental delicado. Si se




esta estudiando el plegamiento de un polipéptido, tanto la estructura N como ta U deben estar
bien definidas, y el Gnico U que puede ser definido con suficiente exactitud es el enrollamiento al
azar. Por tanto, ef estudio del plegamiento de un polipéptido es mas informativo si el proceso €s
estudiado via la isomerizacion entre el enrollamiento al azar y la estructura IV (renaluralizacion:
U + N) o viceversa (desnaturalizacion: N » U) {Kyle 1995},

Un polipéptido sblo se plegara si la energia libre de N es menor que la de todos los otros
estados accesibles en la via de plegamiento, Debido a este requerimiento, por ejemplo, una
cadena naciente no podra plegarse hasta que exista un nimero suficiente de residuos para
formar las interacciones no covalentes necesarias para superar la pérdida desfavorable de
enlropia que siempre acompaia al plegamiento. De la misma forma, un polipépfido desplegado
{desnaturalizado) que no se ha modificado covalentemente, bajo las circunstancias apropiadas,
puede renaturalizarse espontaneamente en su estructura V. La mayoria del conocimiento que se
tiene en la actualidad sabre el plegamiento deriva precisamente del estudio de estas reacciones
in vilro.

Si los (nicos estados poblados significativamente en la transicion son Ny U esto es,
cuando no existen intermediarios, la isomerizacion configuracional que tiene lugar en el

plegamiento de las proteinas puede ser representada adecuadamente con el siguiente equilibrio:

kdespleg
k
USN ; K g = — 2%
kdupfrs
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en donde W es el estado plegado del polipéptido y U el desplegado. Las conslantes de velocidad
K ¥ Kemmpincluyen todos los eventos cinéticos entre los dos extremos del proceso. Esta reaccion
puede ser referida como plegamiento-desplegamiento, pero las propiedades termodinamicas
como las conslantes de equilibrio y fos cambios en la energia libre {G), entalpia (H), entropia (S)
y capacidad calorifica (Cp) deben ser referidas en la direccidn en la que son cuantificadas, ya
sea en el sentido del plegamiento o bien de la desnaturalizacion.

Debido a que los polipéptidos se pliegan a su estructura N, estan prediseiiados para ser
razonablemente estables a temperaturas, concentraciones de solufos y valores de pHs que
cominmente se encuentran en la naturaleza; la concentracion de {J en estas circunstancias es

tan baja, que no es posible cuantificarla, por tanto, las constantes de equilibrio y los cambios




lermodinamicos asociados al proceso no pueden ser obtenidos bajo estas condiciones. La unica
solucién a este problema es alterar el equilibrio sometiendo a fa proteina a un perturbante. Las
proteinas pueden desnaturalizarse sometiéndolas a cambios fisicos o quimicos. Los mas
comunes son por: (i} aumento ¢ disminucion de ta temperatura; (ii) adicion de desnaturalizantes
quimicos coma la urea o sales de guanidinio (Gdn); (i) variacion del pH a extremos acidos o
alcalinos; o bien {iv) sometiéndolas a altas presicnes (Fersht 1998). Incluso, dada la estabilidad
de N, para disminuir la magnitud de kpee y poder cuantificarla, a menudo se utilizan
combinaciones de estos tratamientos.

En cualquier estudio de plegamiento-desplegamiento las condiciones deben ser tales
que el proceso permanezca reversible, i.e. que ta transformacién de N a U ocasionada por el
incremento en la condicién desnaturalizante sea tal que al regresar las condiciones
experimentales a aquellas que favorecen la presencia de N, la estruclura obtenida sea
indistinguible de a cuat se partio originalmente; en ofras palabras, que ia estructura de la cual se
parte en 1a desnaluralizacion, sea la misma después de la renaturalizacién. Muchas proteinas -
especialmente las pequefias- se desnaturalizan reversiblemente (Kyte 1995). Esto es, al
favorecer Jas condiciones del plegamiento (las que favorecen la presencia de la estructura
biclogicamente funcional) es posible obtener esponténeamente a Ia estructura nativa. Muchas
proteinas de {amafio mayor se desnaturalizan ireversiblemente; a menudo se agregan o
precipitan antes de que el desnaturalizante sea remavido, que [a solucidn calentada se enfrie o
bien se retome a la presion atmosférica. De hecho, cuando las proteinas se desnaturalizan a
conceniraciones elevadas, algunas tienden a precipitarse. Algunas veces, la renaturalizagion
puede ser inducida por un lento relomo a las condiciones favorables {como en la didlisis vs.
concentraciones decrecientes de desnaturalizante) (Fersht 1998). Si el objetivo de! estudio tiene
como fin el conocer los cambios energéticos asociados al proceso via la cuantificacién de ia
conslante de equilibrio, entonces la reaccion debe ser reversible. Por tanto, en todos los estudios
de plegamiento de proteinas, e primer resultado a presentar, es demostrar la completa
reversibilidad de! proceso. Como ejemplo, pocas desnaturalizaciones al incrementar [a
temperatura son completamente reversibles a pH neutro. Sin embargo, muchas de ellas que son
irreversibles por coagulacion en el intervalo de valores de pH entre 2 y 3, & menudo sen
reversibles a valores de pHs neutros o alcalinos. Lo anterior se debe presuntamente a que la
coagulacién se previene por repulsidn de cargas entre los polipéplidos desplegados. Por el
contrario, el nimero de estudios de desnaturalizacién por urea ¢ sales de Gdn que permanecen
reversibles es por mucho mayor que aguellos procesos seguidos por cambios en [a temperatura
o el pH (Kyte 1995}).




Generalmente las proteinas {cuyas cistinas han sido reducidas a cisteinas) solubilizadas
en solyciones concentradas de cloruro de Gdn (Gdn-HCI) o urea {Figura 2), se despliegan
completamente.

4 H. ®_H
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Ficura 2

Estructura del cloruro de guanidinio (Gdn-HCI) (A) y de la urea (B). A la izquierda se
muestra la formula desarmroliada; a la derecha la estruclura en esferas llenas {CPK). E!l catién
guanidinio (aminometanamida), se puede encontrar combinado con diferentes aniones:
carbonato (HCQ;), cloruro {-Cl), nitrato (NO3), sulfato (HSQs) y tiocianato {"SCN).

Los cambios conformacionales causados por los desnaturalizantes pueden observarse
mediante alteraciones en algunas propiedades de la proteina (Tabla 1).

El mecanismo de accién de los desnaturalizantes no se conoce a detalle, sin embargo,
se sabe que eslas moléculas favorecen la solvatacion tanto de las cadenas laterales como del
esqueleto palipeptidico (Dill y Shortle 1991). Las soluciones concentradas de Gdn ¢ urea
promueven |a desnaturalizacién de una proteina al incrementar Ja estabilidad de U. Estos
desnaluralizantes solubilizan todos los constiluyentes de fas proteinas, desde el esqueleto
polipeptidico hasta sus cadenas laterales hidrofdbicas. Como primera aproximacién, la energia




libre de transferencia de los amincacidos en agua a soluciones de desnaturalizante? es
proporcional a la concentracion de desnaturalizante, Debido a que U estd mas expuesto &l

solvente que IV, Ues estabilizado preferentemente por el desnaturalizante (Kyte 1995).

PROPIEDAD N U
. Peso molecular Oligoméricos De los palipéptidos
constiluyentes
Viscosidad intrinseca {cm3gt) 35 15-100

Dispersion dptica rotatoriay  Estruclura secundaria regular Sin estruclura secundaria
Dicroismo circular

Titulacion acido-base Titwlacién de aminoacidos No presenta cambios en pKa
factible
Velocidad de intercambio de Lenta y cuantificable Muy rapida, no cuantificable

hidrogenc en amidas ¢

Espectro ultravioleta Comimientos espectrales de los  Simple suma del espectro de
{270-300 nm} aminoacidos aromaticos Phe, Tyry Trp
’ Propiedades hidrodinamicas v Estructura compacta Estructura laxa de mayor
tamario

Fluorescencia intrinseca  Ambiente especifico de Phe, Tyr  Propiedades de Phe, Tyry
y Trp Trp semejantes alas
obtenidas en agua

Funcién biolégica Presente Ausenle

. 7ABLA [/

Diferencias entre los estados Ny U. & Cuando se trata de una proteina oligomérica. «
Seguida por RMN. wObtenidas por experimentos de filtracién o ultracentrifugacion (velocidad de
. sedimentacidn o ultracentrifugaion al equiiibrio}.

El estado desplegado posee una amplia fibertad de conformaciones: este estado no es

una estructura rigida, de hecho, algunos segmenlos de la cadena polipeptidica se pueden mover

2 A partir de cuantificaciones de la solubilidad de varios aminoacidos, asi como del dipéptido y
tripéplido de la glicina en soluciones de urea 6 Gdn-HCl, ha sido posible estimar las energias iibres
estandar de transferencia (AG®) de las cadenas laterales y del enlace peptidico entre el agua y las
soluciones de estos perurbantes. {Dill y Shorfle 1991)




con relacion a otras y algunos grupas pueden rotar alrededor de los enlaces sencillos. El estado
desplegado posee inherentemente una entropia configuracional elevada de acuerdo con la
ecuacion de Boltzmann S =k In  [en donde € es el nimero accesible de estados energéticos
y k es la constante de Bollzmann (R, constante de los gases ideales, dividida por el nimero de
Avogadro}]. Por el contrario, N estd muy restringido conformacionalmente y posee por tanto muy
poca S. Entonces, a medida que una proteina se pliega (U~ N) sufre un cambio desfavorable en
S, la cual es balanceada por una ganancia en H debida a la formacion de interacciones entre los
aminoacidos y el ocultamiento de las cadenas laterales. Los cambios en S y H del agua deben
ser sumados a los cambios en S y H de |a proteina para obtener las propiedades
termodinamicas globales de Ny U{Fersht 1998).

El equilibrio reversible para la desnaturalizacién de proteinas puede ser tratado por la
termodindmica exactamente en el mismo sentido en que se haria para un equilibrio quimico
simple, exceplo que existen algunas peculiaridades incluidas debidas a la mullitud de
interacciones débiles no covalentes que se forman o destruyen en el proceso (Fersht 1998),
Cuando las propiedades de una proteina mencionadas en la Tabla 1 se cuantifican como funcién
de un perturbante, es posible determinar cambios en el valor de la constante de equilibrio. Si se
asume que los dnicos conférmeros presentes en la transicion son N y U, la constante de

equilibrio esta dada por:

[v] _[v]

K popies = m obien K, = ]

a este proceso se le denomina como mecanismo “de un paso” o bien “de dos estados”, pueslo
que solo hay una transicién y dos conférmeros presentes en la misma?,
Tanto para mondmercs como para oligbmeros el esquema puede complicarse,

apareciendo estructuras infermedias estables,

3 La rapidez con la que cambia la concentracion de N estd compuesta de dos partes; NV se
transforma en U/ a una velocidad k[ V), pero se recupera por la reaccién inversa a una velocidad
Keeg] U], €l cambio otal en la velocidad de {a concentracién de NV es por consiguiente: d[ N}fdt = -
et V] + kpegf U]. Cuando las reacciones han legado al equilibno ie. cuando la {U] y (IV], ya no
cambian con el tiempo, el coeficiente de las concentraciones sera la consfante de equilibrio K, 1a

cual se deduce como k= [U [ N] = [ U] /[ V]w= KuntfKpieg.




en donde Tes el eslade intermediario, Cuando esto sucede, el proceso se denomina como de

“dos pasos” o bien “tres estados’, pues existen dos equilibrios y tres conformeros (Kyte 1995).

Oligomeros

La estructura que se forma después de [a asociacién de subunidades para formar un
olighmero se conoce como estrucfura cuaternaria. Las interacciones entre subunidades estan
guiadas y estabilizadas por las mismas fuerzas que eslabilizan !a estructura lerciaria, Para
algunas proteinas, la oligomerizacion tiene un papel regulatorio; estas enzimas pueden aclivarse
0 inhibirse de acuerdo al estado de asociacién, que cambia de acuerdo a variaciones en la
concentracion de substratos o moléculas regulatorias. Para ofras proteinas, las subunidades
aisladas pueden participar en funciones diferentes, pero relacionadas a la de su estado
oligomérico. Algunos segmentos de vias metabdlicas estdn organizados en complejos
supramoleculares de enzimas que permiten !a eficiente conduccion de un intermediario
melabdlico de una enzima a la siguiente en la via. Algunas otras asociaciones fienen como
finalidad la proteccion (histonas) o formacion de estructuras {capsides de virus). Grandes
asociaciones a menudo reflejan complejas funciones, ejemplos obvios de lo anterior son la FoF-
ATP sintasa que se encarga de censar un gradiente electroquimico para sintetizar al ATP y los
ribosomas que llevan a cabo la sintesis de proteinas.

Las entidades oligoméricas estan ampliamente representadas en la naturaleza. Adn en
rutas muy antiguas como la glucéfisis, un nimero mayoritario de enzimas presentan esta
caracteristica, por elto el plegamiento y la asociacion de oligémeros ha atraido la atencion y
esfuerzo experimental de muchos investigadores (Jaenicke 1987, 1996).

En algunos dimeros y ofros oligomeros de orden mayor se ha observade una transicion
de dos estados (U < N), mientras que para otros se han identificado intermediarios en ia ruta
de plegamiento (U £ 1 £ N) por medio de estudios cinélicos y/o al equilibrio. En la Tabla 2, se

mencionan ejemplos de enzimas con ambas caracteristicas.
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EerT Edtadgde gy
DR e »ﬂ;ﬁ.g TR ?e;a%lén S i
Represor de Arc Homodlmero 2 Bome y Sauer 1989
Factor de crecimiento B-neural  Homodimero 2 Timm y Neet 1992,
GroES Homoheptamero 2 Boudker ef al. 1997
Aspartato transcarbamilasa  Heteropentamero 3 Bothwell y Schachman 1980.
Malato deshidrogenasa Homadimerg 3 Hecht y Jaenicke 1989.
Fosfofructocinasa | Homotetramero 3 Teschner y Garei 1989.
Aspartato aminotransferasa Homodimero 3 Herold y Kirschner 1990.
* Receptor de adenosina ciclica ~ Homodimero 3 Cheng et af. 1993.
3,5 -fosfato
Glutation transferasa Homodimero 3 Saccetta et al. 1993,
. Estradiol 17B-deshidrogenasa  Homodimero 3 Mendoza-Hemandez y
Rendén 1996
Catalasa Heterotetramero 3 Rangel y Vazquez-Contreras
en preparacion
TABLA 2

Comportamiento de algunos ofigbmeros en la ruta de plegamiento y asociacion.
“confdrmeros en la ruta de plegamiento.
- En muchos casos se ha observado competencia entre {a agregacién irreversible de los

mondmeros y su correcta asociacin hacia el estado oligomérico N.

Agregados
*

USISN

Por ofra parle, cuando se aistan intermediarios monoméricos, en general no tienen la
capacidad de expresar la aclividad catalltica que se observa en el estado de agregacion N
(Jaenicke 1987, 1996), por lo tanto las enzimas oligoméricas son modelos de estudio exquisitos
para el enlendimiento de las consecuencias energéticas y funcionales de la asociacion de
proteinas.

Intermediarios estables

En el modelo de dos estados para el plegamiento de una proteina, en ¢l cual los
procesos de desnaluralizacién y plegamiento son complelamente cooperalivos, no hay
intermediarios estables en el equilibrio. En el caso de protelnas en fas cuales existen regiones de
ia cadena polipeptidica con estabilidad estructural independiente, este modelo no es aprepiado.

"




Como resuliado de esta idea, se ha propuesto que durante la fransicion tridimensional, existen
eslados transitorios -intermediarios cinéticamente accesibles~ que actban como guias en el
plegamiento. De ahi que una buena parte de los estudios de plegamiento se enfocan a la
blsqueda de estos conférmeros, pues si se flegan a conocer sus estructuras asi como los
cambios de energia asociados a su formacion, sera posible elucubrar sobre los factores que
gobiernan ef plegamiento por rutas productivas.

A pesar de que el plegamiento de proteinas monoméricas es generalmente un proceso
de dos estados, existen proteinas para las cuales un aumento en la condicidn desnaturalizante
alrededor de la transicion N /U presentan conformaciones parcialmente desplegadas (Tabla 2 y
3). La presencia de intermediarios en la ruta de plegamiento ocasiona que el cambio en las
propiedades estructurales de las proteinas al aumentar la condicién desnaturalizante no-sea
monofasico, o bien que los patrones obtenidos por diferentes técnicas no sean coincidentes. Uno
de los primeros ejemplos descritos fue el de la anhidrasa carbénica cuye modelo molecular
cristalografico no presenta dominios. Para esta enzima se ha estudiado el corrimiento en la Koieg
(de velocidad), como funcién de la concentracion de Gdn-HCI. Las alteraciones debidas a este
perturbante, se cuantificaron por cambios en CD, absorcidn ultravioleta y rotacion éptica {Wong y
Tanford 1973). Los patrones obtenidos por estas técnicas no son coincidentes: ademas, estudios
de [a cinética de renaturalizacion de esta enzima sugieren que fa reaccion no es un proceso
homogéneo de primer orden. A partir de estos resultados se ha concluido que en la transicion
existe al menos un intermediario (Wong y Tanford 1973).

Para algunas proteinas se ha propuesto que el mecanismo de plegamiento es a través
dominios estructurales, en el cual ciertas unidades de estruclura secundaria se pliegan
independientemente y por separado para formar regiones globulares que finalmente colapsan en
fa estructura N, Este postulado es razonable cuando existen evidencias experimentales {por
cristalografia o calorimetria) que hagan sospechar 1a evidencia de los dominios como en el caso
de la piruvato cinasa (Doster y Hess 1981) o la 3-fosfoglicerato cinasa {Adams ef af. 1985). El
hecho es que las estructuras intermedias estables se han observado incluso cuando no hay
razon para sespechar la existencia de dominios en el plegamiento.

Por mas pequefa que sea fa secuencia de aminoacidos es imposible pensar que una
proteina pueda visitar todas las conformaciones posibles para plegarse comectamente. Por
ejemplo, si una cadena polipeptidica tiene 100 residuos puede adoptar 10%% conformaciones (en
promedio 10 conformaciones por residuc). Si la velocidad de transformacion da una
conformacion en ofra es muy rapida, def orden de 103 s, el tiempo promedio requerido para

visitar todas las posibles conformaciones seria del orden 1077 afios. El resultado de esta
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estimacion, resulta ser mayor que la edad del universo y, a pesar de ello, las proteinas
generalmente adoptan su estructura tridimensional en intervalos de milisegundos-segundos. A
este hecho se fe conoce como la paradoja de Levinthal {1968}, quien a finales de los afios 60 8
sugini6 la existencia de rutas preferenciales en &l plegamiento de los polipéplidos para resolver la
paradoja.

El glébulo fundido

El globulo fundido (GF) es un estado de la cadena polipeptidica obtenido
experimentalmente en la renaturalizacion de Uo en la desnaturalizacion de N. Es un confdrmero
compacio cuya estructura permanece flexible y cambia constantemente; este estado conserva
un alto porcentaje de la estructura secundaria observada en N. A la fecha, no ha sido posible
cristalizar a ningun polipéptido en este estado y sus propiedades de RMN se parecen més a la
esiructura U que a la V. Lo anterior sefiala las largas fluctuaciones conformacionales en esta
estructura compacta, particularmente en sus cadenas laterales {Dobson 1991). Como se
menciond anteriormente, el agua es un mal solvente para los polipéptidos, por lo cual este
colapso es un evento esperado. En este estado condensado a entrapia configuracional de U7ha
sido reducida significativamente debido a las restricciones impuestas por el volumen excluido
{Dobson 1991).

Cuando algunas proteinas se someten a condiciones que difieren significativamente de
aquellas que se observan in vivo (ver Tabla 3}, el nimero de conformaciones estructuradas que
pueden ser estables aumenta (ver Tabla 2). De ahi que para hacer evidente el estado
intermediario sea necesario someler a la proleina a condiciones extremas. Es precisamente a
partir de estas observaciones que se ha propuesto que el GF puede ser un intermediario en la
via de plegamiento in vivo.

Se ha argumentado en la literatura (Dill y Shertle 1991) que los estados intermediarios
detectados en el plegamiento-desplegamiento de muchas proteinas bajo diversas circunstancias
son ejemplos del estado GF. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que la cuantificacion de las
mismas propiedades fisicas no siempre es posible para lodas las proteinas, en las mismas
condiciones, por lo cual e asignar 12 presencia del mismo estado a todas ellas no es {otalmente

concluyente.
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Proteina

Anhidrasa carbdnica
Citocromo ¢
Piruvato cinasa
3-fosfoglicerato cinasa
mioglobina
Ribonucleasa A
Lizosima {T4)
{nhibidor de tripsina
Hormona de crecimiento
Fragmento Fc de [gG
Apomiogiobina
Toxina de difteria’
Colicina A”
Colicina E1/
Nucelasa estafilococal’
Rodanasa
Aspartato aminotransferasa
Proteina de unién de retinol
« lactalbumina
o lactalbumina®
i-lactamasa
Represor de Arc

Condiciones

acidificacién del pH (3.6)
desnaturalizacién por Gdn-HCI (pH 3.0)
desnaturalizacién por Gdn-HCl o Urea
desnaturalizacién por Gdn-HCl
desnaturalizacion por Gdn-HCI
acidificacion del pH
desnaturalizacion por Gdn-HCl
desnaturalizacidn por Gdn-HCI
desnaturalizacion por urea (pH 9.1)
acidificacion del pH (4.5), 64° C
acidificacién del pH (4.3)
acidificacion det pH (3-5), 0.15 M NaCl
acidificacitn del pH (4.0), 0.1 M KCI
acidificacidn del pH (3.5), 0.1 M NaCl
pH(7.0); 0.05 M NaCl
desnaturalizacién por Gdn-HCl o urea
desnaturatizacion por Gdn-HC|
pH 2.0
desnaturalizacion por Gdn-HCI (pH 4.5)
desnaturalizacién por Gdn-HCI (pH 8.0)
desnaturalizacidén por Gdn-HCI (pH 7.0)
Presurizacién y dilucién
Desnaturalizacién por urea

w#. Referengia. 4

Wong y Tanford, 1973.
Stellwagen y Babul, 1975
Doster y Hess, 1981,
Adams et al., 1985,

Hugson et al., 1990.
L ]

* B % R B B & ¥ # *+ B

Kuwajima, 1977.
Xie et al., 1991.
Seminostov ef al., 1991.
Silva et al., 1992,
Jones ef al., 1994,

Dihidrofolato reductasa

TABLA 3

Proteinas en las que se ha encontrado evidencia de fa presencia de gldbulos fundidos en la
desnaturalizacion. + Fragmento A.co Dominio del paro. f Péptido del canal. # Fragmento 1-128.
= £n ausencia de Ca2*. Hay cualro proteinas en las cuales es posible que el GF sea parte de su
transicion a N (p-tactalbiimina, parvalbimina, interferén @ y y humano, Creighton 1992).
*Recopilado en Creighton 1992.

Los intermediarios tipo GF se han detectado en proteinas que no tienen relaciones
estructurales aparentes y bajo diversas condiciones, todas ellas extremas (Tabla 3). Diversas
propiedades fisicas se han cuantificado para este tipo de intermediarios. La mayor parte de la
seftal de dicroismo circular(entre 200-240 nm) observada en la enzima nativa es retenida en el
estado intermediario, lo cual sugiere que la estructura secundaria se conserva; esto es, 1as -
hélices y estructuras f3 se forman espontaneamente en la renaturalizacion o permanecen en la
desnaturalizacion {Chan y Dill 1990). Por otra parte, en el estado intermediario la sefial de CD
entre 260-290 nm se pierde casi completamente, lo cual resulta de la pérdida de 1a asimetria en
el ambiente gue rodea a los fluorbforos intrinsecos de la proleina ie. los aminoacidos
aromaticos. Después de la formacion del intermediario, € espectro de RMN se loma mas
sencillo, semejanie al observado para el enrollamiento al azar, Esto es de esperarse ya que se
pierde el ambiente particular que se encuentra alrededor de cada aminoacido (Ohgushi y Wada
1993). La intensidad de fluorescencia de los aminoacidos aromaticos sufre apagamiento y
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commiento a longitudes de onda mayeres, lo cual demuesira la exposicion parcial o total de
eslos residuos al solvente. En los casos en los que ha sido posible cuantificar la viscosidad
intrinseca, tiempos de relajacion rotacionat y coeficientes de difusion de estos intermediarios, se
ha observado que son indistinguibles de los que se observan en N, pero muy difereptes a los
que se presentan en el enrollamiento al azarr(Dolgikh ot al. 1981; Ohgushi y Wada 1993). Estas
observaciones en conjunte han permitido demostrar que el GF es una estrugtura globular
compacta semejante a la que presenta V.

Si el GF define a los intermediarios que aparecen en la ruta cinética entre Ny U
entonces, ef “medelo de condensacion” (revisado en Kyle 1995) para el plegamiento de un
polipéptido puede ser una buena aproximacion para describic al proceso. En este modelo, el
enrollamiento al azar espontaneamente colapsa bajo la influencia del efecto hidrofobico para
formar una estructura condensada que puede ser un GF. Este intermediario demuestra el
nimero limitade de conformaciones accesibles en ta condensacion del polimero hacia [a
conformacion IV,

La alternativa al modelo de condensacion es el "modelo de nucleacién” (revisado en Kyte
1995); en el cual, la configuracion metaestable asumida espontaneamente por un pequefio
segmento del polipéplido es similar a aguella que el mismo segmento tiene en la estructura N.
Este pequefio nicleo se asemeja a la configuracidn en la enzima N tanto en sus interacciones
secundarias como lerciarias. A partir de este nicleo, ofros segmentos de la cadena difunden
para producir la estructura V. La evidencia para esta propuesta deriva de observaciones en las
cuales pequefios segmentos de polipéptido pueden asumir estados estructurados diferentes al
enrollamiento al azar.

Posibles papeles del gldbulo fundido #7 vio

En la seccidn anterior se mencionaron las caracteristicas del GF encontrado en !a via de
plegamiento de algunas proleinas in vitro, en condiciones que se alejan en gran medida de
aquellas que se observan en los seres vivos. Pero ¢el GF tiene algin papel en el plegamiento in
vivo? Para contestar esta prequnta hay que recordar que existen muchas diferencias entre las
condiciones que se utilizan en los experimentos mencionados en la seccién anterior y lo que
ocurre en ¢] ambiente celular. La temperatura, salinidad, capacidad amortiguadora de las
soluciones, asi como la concentracion de proteina y cosolutos son muy diferentes en ambas
situaciones. En los sistemas vivienles, las proteinas pueden ser sometidas a diferentes

condiciones, desnaturalizantes leves como cambios en temperatura, pH, solubilidad en
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membranas, etc. Debido a lo anterior, tiene sentido considerar los posibles papeles in vivo de
proteinas ligeramente desnaturalizadas, incluyendo al GF.
1.- El iempo tipico requerido para la biosintesis de una cadena polipeptidica es entre 10 y 100
seg. Esle tiempo es en promedio mucho mayor que aquel que se necesita para la formacion del
GF (aproximadamente 1 seg.) (Creighton 1992), pero menor a aquel que algunas proteinas
necesitan para llegar a N, el cual puede ser hasta de 10% 5. Por Io tanto, una cadena naciente
durante e inmediatamente después de su biosintesis puede estar en el estado de GF (Creighton
1992). Tal vez, 1a naluraleza prefiera mantener a la cadena naciente en este estado, que es o
suficientemente flexible para ajustarse a eventos posteriores como ofigomerizacion, transporte
transmembranal, etc. Existen algunas evidencias que sustentan lo anterior: (1) la proteina de
chogue térmico (heat-shock} GroEL une y estabiliza al estado no nativo de cadenas nacientes;
(1) algunas proteinas de choque térmico unen subunidades inactivas de proteinas oligoméricas
para prevenir su agregacion inespecifica ylo transportarlas a su lugar de ensamblaje; y (ifi)
algunas proteinas de choque érmico que unen proteinas secretadas e imporladas, estan
involucradas en los eventos de translocacion transmembranal. De acuerdo a lo anterior, es
razonable asumir que algunas proteinas de choque termico, en particular GroEL, reconocen y
unen a una proteina naciente en estado de GF (Creighton 1992). GroEL retarda el plegamiento
cuando se agrega a la proteina en estade U (liempo cero) o cuando se encuentra en estado de
GF {después de 1 0 2 seq.} (Creighton 1992).
2.- Existen numerosos reportes de proteinas que no pueden ser translocadas a través de las
membranas en su estado nativo, pere son competentes para 1a translocacion cuando se
encuentran en un estado no nativo susceptible a protedlisis. Las conclusiones a partir de estas
observaciones involucran al GF como el conférmero idéneo para la translocacién (Creighton
1992).
3.- Es posible que el proceso de degradacitn en los lisosomas (en donde se ha descrito Ia
participacion de proteinas de chogque térmico), a pH acido o bien por medio de proteosomas (g].
sistema ubiquiting ATP dependiente), sea facilitado por la anlerior desnaturalizacion proteica, la
cual probablemente sea la fransicidn al estado de GF (Creighton 1992).

Aungue todas ias observaciones anteriores indican que los estados no nativos de las
proteinas pueden jugar algln papel in vivo, 1a posibiidad de que realmente lo hagan, requiere
todavia de mucha investigacién.
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BARRILES B/a

Generalidades

Dentro de la variabilidad estructural que se presenta en las proteinas, hay una forma de
plegamiento ampliamente repelida en la naturaleza, conocida como baril Blee. Precisamente a
esta familia estructural pertenece la enzima con la cual se realizd este trabajo.

Este palrén topologico se ha enconfrado en mas de 25 enzimas con actividades
cataliticas diversas {aproximadamente el 10 % de las enzimas cristalizadas); En todas eltas, el
sitio aciivo esta localizado en el carboxilo terminal de la hoja B paralela central (Brandén y Tooze
1991). La primera proteina en la cual se describié esta estructura fue 1a triosafosfalo isomerasa
(TPI) de pollo (Banner et al. 1975) de ahi el nombre de “TIM barrel”. En general, la estructura
secundaria esta formada por ocho hebras [§ paralelas (con un angulo de al rededor de 36 °) en el
interior de la profeina, que forman una red de puentes de hidrogeno (Figuras 3 y 4). Usualmente
hay una a- hélice (a veces dos) entre cada hebra B vecina {Reardon y Farber 1995). La
secuencia global de la estructura secundaria es por tanto un dominio (Bleels también conocide
como bamil Bla (ver Figuras 3 y 4). Aungue la estructura es conocida como baril, la hoja B no
siempre es circular en una seccidn transversal; muchas de eslas enzimas son elipticas con el gje
mayor de [a elipse en diferentes puntos de las hebras B. La longitud del barril varia
considerablemente, desde uno pequefio {inosafosfalo isomerasa) hasta uno muy largo (xilosa
isomerasa) (Reardon y Farber 1395). Ademas de su estructura basica (B/a)s, muchas de estas
enzimas tienen dominios ¢ estructuras secundarias tipicas en las asas que conectan a las
hebras B con las w-hélices. La localizacion de estas caracteristicas estructurales junto con la
forma del barril se ha utilizado para dividir a los barriles a/p en seis familias (Farber y Petsko
1990; Reardon y Farber 1995).

La famifia A esta formada por enzimas que tienen cualesquiera de las siguientes
caracteristicas: 1.- barriles casi circulares ({flavocitecoromo by, glioxilato oxidasa y ribulosa-1-5-
bifosfato carboxilasa/exidasa (RUBISCO}) o 2- la presencia de una pequeiia hélice entre la
hebra B y la héiice 8 {flavocitocoromo by, glioxilato oxidasa y timetilamina deshidrogenasa).

La familia B esta formada por las siguientes enzimas: mandelato racemasa, muconalo
isomerasa, cloromuconato cicloisomerasa, o-amilasa, [B-amilasa, oligo-1,6-glucosidasa,
ciclodextrin glucosilransferasa y piruvato cinasa (PK). El barril de todas ellas es eliptico con el
eje mayor cercano a la hebra pl. Esta familia se divide en dos subfamilias, la primera formada

por la cloromuconato cicloisomerasa y la mandelalo racemasa, ambas carecen de la o-hélice
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BARRILES Bla

Generalidades

Dentro de la variabilidad estruciural que se presenta en las proteinas, hay una forma de
plegamiento ampliamente repetida en la naturaleza, conocida como baril Bl Precisamente a
esta familia estructural perlenece la enzima con fa cual se realizd este trabajo.

Este patrdn topoldgico se ha encontrade en mas de 25 enzimas con actividades
cataliticas diversas {aproximadamente el 10 % de las enzimas cristalizadas); En todas ellas, el
sitio activo esta localizado en el carboxilo terminal de la hoja 8 paralela central (Brandén y Tooze
1991}. La primera proteina en 1a cual se describid esta estructura fue la triosafosfato isomerasa
(TP} de pollo (Banner et af. 1975) de ahi el nombre de ‘TIM barrel’. En general, la estructura
secundaria esta formada por ocho hebras (5 paralelas (con un dngulo de al rededor de 36 °) en el
interior de la proteina, que forman una red de puentes de hidrégeno (Figuras 3 y 4). Usualmente
hay una a- hélice {a veces dos) entre cada hebra B vecina {Reardon y Farber 1995). La
secuencia global de la estructura secundaria es por tanto un dominio {B/o)s también conocido
como barril Pla {ver Figuras 3 y 4). Aunque la estructura es conocida como baril, la hoja B no
siempre es circular en una seccidn transversal, muchas de estas enzimas son elipticas con el gje
mayor de la elipse en diferentes puntos de las hebras B. La longitud del barmil varia
considerablemente, desde uno pequefio (triosafosfato isomerasa) hasta uno muy largo (xifosa
isomerasa) (Reardon y Farber 1995). Ademas de su estructura basica (Blacjs, muchas de estas
enzimas fienen dominios o estructuras secundarias tipicas en las asas que conectan a las
hebras { con las a-hélices. La localizacidn de estas caracteristicas estructurales junto con la
forma del barrif se ha utilizado para dividir a los barriles o/f8 en seis familias {Farber y Petsko
1990; Reardon y Farber 1995).

La familia A estd formada por enzimas que lienen cualesquiera de las siguientes
caracteristicas: 1.- barriles casi circulares (flavocitocoromo ba, glioxilalo oxidasa y ribulosa-1- 5-
bifesfato carboxilasa/oxidasa (RUBISCO)) o 2- la presencia de una pequefia hélice entre la
hebra 8 y la hélice 8 (flavocitocoromo bz, glioxilato oxidasa y rimelifamina deshidrogenasa).

La familia B esta formada por las siguientes enzimas: mandelato racemasa, muconato
isomerasa, cloromuconalo cicloisomerasa, o-amilasa, P-amilasa, oligo-1,6-glucosidasa,
ciclodextrin glucosiltransferasa y piruvato cinasa (PK). E! barril de todas ellas es eliptico con el
gje mayor cercano a la hebra 1. Esta familia se divide en dos subfamilias, la primera formada

por la cloromuconato cicloisomerasa y ta mandelato racemasa, ambas carecen de la a-hélice
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final del barrit, este espacio es ocupado por otros dos dominios. La segunda subfamilia esta
formada por la ciclodextrin glucosiltransferasa, la o -amilasa y fa piruvato cinasa, estas enzimas

estan compuestas por tres 0 mas dominios.

Eje del Direccién de
Barril la hebra

FiGURA 3

Estructura de la hoja B de los barrites “TIM", {Ba:)s 0 {a /B). En este esquema se muestra
la estructura desenroliada de las hebras § de la tripsafosfato isomerasa. Los circulos
ejemplifican las posiciones de los residuos a lo largo del esqueleto, 1as lineas discontinuas
muestran los puentes de hidrogeno entre tas hebras. La hebra B N-terminal (ndmero 1) se
muestra dos veces en los extremos de 1a hoja B. La linea punteada conecta residuos que
estan opuestos en la hoja empezando por ia izquierda con &) nimero 7 de la hebra 1. Al
otro lado de Ia hoja, esta linea conectaria con el residue ~1 de Ja hebra 1, ocho posiciones
adelante del residuo 7. Si las hebras fuesen complelamente verticales, sin ninglin
desfasamiento, 1a linea punteada conectaria al residuo 7 de 1a hebra 1 en ambos lados de
la hoja. El angulo o (36°), muestra la inclinacién de las hebras B con respecto a la vertical.

La familia C esta formada por la N-(5'-fosfomibosil) antranilato isomerasa {PRA), [a
indol-3-glicerol fosfato sintasa {IGPS), la subunidad o de la triplofano sintasa (TS), Ia
triosafosfato isomerasa y la narbonina. Todas estas proteinas estén compuestas por un solo
dominio, el eje mayor de su baril esta cercano a la hebra § 3 y conlienen una pequena o-hélice
entre 1a hebra B8 y la w-hélice 8. En la triosafostato isomerasa, esta o-hélice apunia hacia el
grupo fosfato del sustrato (ver seccién catalisis de |a triosafosfato isomerasa).

La familia D estd formada por la fructosa bisfosfalo aidolasa, 2-dehidro-3-deoxi-
fosfogiuconato aldolasa y N-acetiineuraminalo liasa. Estas enzimas presentan una e-hélice que
precede al barril.

La familia £ esta formada por {a aldosa reductasa y 3u-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Esta familia al igual que la F fueron agrupadas recientemente. Los barriles de fas enzimas que
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pertenecen a esta familia tienen el eje mayor cerca de la hebra B1 y presentan asas muy fargas
despuésde las hebras P4 y 7.

La familia F esta formada por la adenosin deaminasa y la fosfolriesterasa, Estas enzimas
poseen un bamil delgado diferente a fodos los de las deméas familias, ademas presentan un
grupo de w-hélices entre [a hebra B 1 y la o-hélice 1. Las a-hélices 1y 4 son muy largas en
ambas estructuras.

Ademds de las caracteristicas estructurales, estas familias tienen sentido quimico y
metabdlico. Todas los bariles que requieren flavin mononuclebtido (FMN) como cofactor
pertenecen a la familia A. Con excepcion de la RUBISCO, todas las enzimas que requieren
metales divalentes para su catalisis pertenecen a la familia B8 {la PK utiliza también K*). Las
enzimas de la familia £ unen NAD-. Se ha sugerido que las vias metabdlicas se desarrolian a
partir de la duplicacién de genes seguida por la especializacion (Farber y Petsko 1990). La
clasificacion antes mencionada apoya esta idea: tres de los cuatro pasos finales en la biosintesis
del triptofanc son catalizados por bariles {f/a)s (PRAL, IGPS y TS), todas ellas pertenecen a la
familia C; también la enolasa y PK que son enzimas consecutivas en la glucdlisis pertenecen a la
misma familia (B). La posible excepcidn a esta “regla” son la fructosa bisfosfato aldolasa y la
triosafosfate isomerasa que no pertenecen a la misma familia, pere son consecutivas en la

glucélisis.

Plegamiento de los Barriles /o
Generalidades

El plegamiento de los siguientes barriles p/or presenta al menos un intermediario en su
proceso de desplegamiento: la subunidad « de la triptofano sintasa (Matthews y Crisanti 1981;
Miles ef al 1982; Stackhouse et al 1988), la fosforribosilantranilato isomerasa (PRAI) de S.
cerevisiae (Eder y Kirschner 1892), la indol-3-gliceroi-fosfalo sintasa (IGPS) de Suffolobos
soffataricus (Andreotti ef al. 1997}, v los dominios aisladas de fa PRAI e IGPS de la bienzima
PRALIGPS de E. cofi (Jassanoff ef al. 1994, Sanchez del Pino y Fersht 1997). Se han predicho
también intermediarios en estudios de simutacién para ia subunidad o de la triptofang sintasa
(Godzik et al. 1992). El Onico baml B/a en donde no se han reportado intermediarios es en la
aldoiasa monomérica de Staphylococcus aureus (Rudolph ef al. 1992). Mediante la combinacién
de estudios cinéticos y al equilibric para la desnaturalizacion y renaturalizacién de algunos
barriles (Pla)s se ha propueslo un mecanisma general para su plegamiento (ef. Miles et al. 1982,

Eder y Kirschner 1992; Jassanoff et al. 1994). En estos trabajos se incluye también el estudio de!
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contenido de estructura de segmentos aislados de fos bairiles obtenidos por protedlisis, los
cuales pueden plegarse independientemente (Miles ef al. 1982).

Mecanismo general para el plegamiento de los barriles /o

A traves de los resultados obtenidos para la complementacion de los fragmenios
obtenidos por protedlisis para la subunidad a de |a triptofano sintasa (Miles ef al. 1982) y PRAI
{Eder y Kirschner 1992), asi como estudios de la desnaturalizacién cinética y al equilibrio para fa
PRAI (Jassanoff ef al. 1994} y la IGPS {Sanchez del Pino y Fersht 1997), se ha concluido que el
mecanismo general para el plegamiento de los bariles Blo es un proceso en el cual la regién
menos eslable que comprende al carboxilo lerminal (o-cie) se desnaluraliza a muy bajas
concentraciones de desnaturalizante. A esle proceso le sigue a concentraciones mayores de
desnaturalizante el desplegamiento de la regién amino terminal, mas estable y formada por la
region B1-Ps (Miles et al. 1982). A partir de estudios cinéticos, se ha propuesto un mecanismo 6
+ 2 con dos diferentes unidades de plegamiento y se ha demostrado que ef paso limitante para la
renaturalizacién, el cual ocurre tardiamente en la via de plegamiento, es 1a fusidn de las dos
unidades de plegamiento {Eder y Kirschner 1992).

TRIOSAFOSFATO ISOMERASA
Generalidades

La triosafosfato isomerasa (TPt o TIM} (Figura 4} es un homodimero, Cada subunidad
tiene una masa molecular cercano a 27kDa y se pliega en un dominio (Blas, que es el prototipo
del baril off, o “TIM barel”. Esta enzima cataliza la interconversidn de los productos
provenientes de la catalisis de la aldolasa en fa via glucolitica, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
y &l R-gliceraldehido 3-fosfato (GAP). Unicamente el GAP puede continuar en el camino de la
oxidacion de la glucosa hasta el piruvato, de tal forma que la TPI asegura la produccién neta de
ATP en la glucolisis; también parlicipa en el maximo aprovechamiento de la degradacion de los
acidos grasos para la obtencion de energia después de la transformacion del glicerol de los
triaciiglicéridos en DHAP, que nuevamente isomeriza a GAP y se incorpora a la glucdlisis.
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contenido de estructura de segmentos aislados de los barriles oblenidos por protediisis, fos
cuales pueden plegarse independientemente (Miles et af. 1982).

Mecanismo general para el plegamienta de tos barriles f/a

A través de los resullados obtenidos para la complementacion de los fragmentos
obtenidos por protedlisis para |a subunidad o de la triptofano sintasa (Miles et al. 1982) y PRAI
{Eder y Kirschner 1992}, asi como estudios de la desnaturaizacion cinélica y al equilibrio para la
PRAI (Jassanoff ef al. 1994) y la IGPS (Sanchez del Pino y Fersht 1997), se ha concluido que el
mecanismo general para el plegamiento de los barriles B/o. es un proceso en el cual la regién
menos estable que comprende al carboxilo terminal {oe-os) se desnaturaliza a muy bajas
concentraciones de desnaturalizante. A este proceso le sigue a concentraciones mayores de
desnaturalizante el desplegamiento de la region amino terminal, més estable y formada por la
region (-5 (Miles et al. 1982). A pariir de estudios cinéticos, se ha propuesto un mecanismo 6
+ 2 con dos diferentes unidades de plegamiento y se ha demostrado que €l paso limftante para la
renaturalizacion, el cual ocurre tardiamente en la via de plegamiento, es la fusion de las dos
unidades de plegamiento (Eder y Kirschner 1992).

TRIOSAFOSFATO ISOMERASA
Generalidades

La triosafosfato isomerasa (TP o TIM) (Figura 4) es un homodimero. Cada subunidad
tiene una masa molecular cercano a 27kDa y se pliega en un dominio (B/a)s, que es el protetipo
del barril «/B, o “TIM barrel®. Esta enzima calaliza la interconversion de los productos
provenientes de la catalisis de la aldolasa en la via glucolitica, fa dihidroxiacetona fosfato {DHAP)
y el Rgliceraldehido 3-fosfato (GAP). Unicamente el GAP puede continuar en el caming de la
oxidacion de la glucosa hasta el piruvato, de tal forma que la TPI asegura la produccion neta de
ATP en la glucolisis; también parlicipa en el maximo aprovechamiento de la degradacién de los
acidos grasos para la obtencidn de energia después de la transformacion del glicerol de los
Iracilglicéridos en DHAP, que nuevamente isomeriza a GAP y se incorpora a [a glucolisis.
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FIGURA 4

Estructura de ta sTPl. Se muestran los residuos de
triptofano {en amarillo) que se encuentran en las
posiciones 90, 157 y 168 para cada una de las
subunidades. Tomado de Lolis y Petske (1990).
Archivo del protein data bank {pdb): 1YPI. En negro se
muestran as a-hélices y en giis las hojas §.

La TPl se ha encontrado en todos los organismas estudiados y actualmente se conoce la
secuencia de aminoacidos de aproximadamente 60 especies y la estructura tridimensicnat de
nueve de ellas: Gallus gafius (gTPI) (Banner et al. 1975; Zhang et al. 1994); Saccharomyces
cerevisiae (sTPI) (Lolis et al. 1990); Trypanosoma brucei (bTPl) (Wierenga et al. 1991);
Escherichia coli (eTPl) (Noble et af. 1993); Homo sapiens (hTPI) (Mande et al. 1994); Bacillus
stearothermophilus (Delboni et al. 1995); Plasmodium falciparium (pTP1) (Velanker et al. 1957);
Vibrio marinus (Alvarez et al. 1998) y Trypanosoma cruzi (Maldonado et al. 1598). Por otra parte,
se conocen algunos reameglos estructurales que se llevan a cabo en presencia de diversos
andlogos del substrato (Daventport ef al. 1991, Noble ef al. 1993, Harris et al. 1997),

Catalisis

El sitio activo de la enzima se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad
formada por las asas contiguas al extremo N-lerminal de las hebras B (Banner et al, 1975)
(Figura 4). La interconversion de! GAP catalizada por la triosafosfato isomerasa es entre 108 y

109 veces mas rapida que en ausencia de la enzima. La relacion kcal/Km* para e! GAP como

4| a relacion kcat’Km representa la constante de velocidad aparente de segundo orden (v) de la
reaccidn entre enzima libre  [E] ) y substrato libre {{S)); v = (kcat/Km) [E][S] (Fersht 1985).
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substrato es de 10 M-'s"; este valor es comparable al calculado para reacciones bimoleculares
en solucion conlroladas por  difusion (108100 M-s) (Knowles y Albery 1977).
Mecanisticamente, la funcion bioldgica de esta enzima consiste en disminuir las barreras
energélicas que limilan 1a velocidad de protonacion y deprotonacion del GAP y la DHAP ylo
estabilizar el intermediario cis-enediol{ato). E! perfil de energia libre de 1a isomerizacion muestra
que el estado de transicidn de energia mas elevada, es la union de! GAP af sitio cataliico de 1a
enzima (Knowles y Albery 1977); a paniir de estas observaciones, y de estudios de la catalisis al
vartar [a viscosidad del solvente, se ha concluide que la velocidad de 1a reaccion esta limitada
solamente por la difusion de los substratos y que no se debe a los ajustes conformacionales
entre ia proteina y ef solvente para la catalisis o bien a reamreglos quimicos entre los substratos y
la enzima (Blacklow et al. 1988). De acuerdo a lo antenor, la TPl &s un catalizador "perfecio”
pues cualquier aumento en la velocidad de los eventos que cataliza no lendria efecto en la
velocidad de la reaccion (Knowles y Albery 1977); experimentalmente esta caracteristica tiene
ventajas y desventajas para los estudios de plegamiento, de ellas se hard mencién en secciones
posleriores.

Para llevar a cabo la isomerizacién, el mecanismo de reaccion comprende la formacitn
de un intermediario cis-enediol(ato) {Figura 5} (Lodi y Knowles 1893).

A partir de estudios cinéticos, genéticos y estructurales, se ha propuesto que la catalisis
de la TPl involucra un mecanismo acido-base, en el que el carboxitato de! Glu 1655 y el imidazol
de la His 95 realizan las protonaciones y desprotonaciones necesarias para la formacion del
enediol(ato) (Knowles 1991). Existen otros residuos que participan en la union del substrato, por
ejemplo, la lisina 12 interactda con el macrodipolo formado por dos o-hélices, una de ellas
modifica el pK de la His 95, mientras que el macrodipole posilivo de la otra permite 1a union del
fostato del substrato. Para asegurar al maximo su funcion, la enzima cuenta con una asa movil
que oculta al substrato del solvente evitando la formacion del subpraducto toxico metilglioxal, que
se genera cuando la reaccidn se lleva a cabo en solucion. Los residuos invalucrados en fa union
y catalisis del substrato estan contenidos en cada mondmero, sin embargo, las asas de los
carboxitos terminales de cada mondmero contienen tanto residuos del sitio active como de la
interfase. (Wierenga el al. 1992).

5| a numeracion se refiere a la secuencia de la TPI de levadura.
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A. Mecanismo catalitico de la triosafosfato isomerasa. B” representa a la base
catalitica (Glu 165) y HA al &cido catalitico (His 95). DHAP dihidroxiacetona fosfato; GAP
R-gliceraldehido 3-fosfato. 8. Se muestran las moléculas del inhibidor (analogo del
sustrato) 2-fosfoglicolato (PGA) y de los subproductos metil glioxal fosfato y metilglioxal
{piruvaldehido o acetilformaldehido).

La naturaleza dimeérica de la TPl es necesaria para su catalisis

La naturaleza oligomérica de algunas enzimas esta claramente relacionada con sus
propiedades cataliticas. En ef caso de Ja TPI esta relacién no es tan clara.

Los siguientes datos sugieren que la ofigomerizacion -en este caso dimerizacion- se
requiere para la catalisis eficiente de la TPI: {)) a la fecha no se han reportado TPi monomeéricas
silvestres; la triosafosfato isomerasa es homodimérica en los mesofilos y terméfilos estudiados y
homoletramérica en los archeas hipertermofilicos Pyrococcus woesi y Methanothermus fervidus
(Kohinoff ef al. 1996), asi como en la enzima bifuncional 3-fosfoglicerato-cinasaftriosafosfato
isomerasa de Termotoga maritima {Schuring ef af. 1935), (1) Estudios cinélicos de las mulantes
monaméricas construidas por ingenieria genética de los residuos de la interfase en la enzima de
T. brucei (Borchert ef al. 1994; Schliebs ef af. 1997) y de humano (hTPI) (Mainfroid et af 1996h),
muestran una kcat de dos a tres drdenes de magnitud menor que la que se observa en las

enzimas silvestres respectivas. {ii7) Duranie la renaturalizacion de la enzima de conejo {cTP!) en
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sistemas con bajo contenido de agua, el intermediario que se observa en la renaturalizacién no
presenta actividad catalitica apreciable ({Femandez-Velasco et al 1995). (it} Las
renaiuralizaciones de la cTPl (Waley 1973; Zabori et al 1980) y sTP (Najera et al. en
preparacion) en soluciones acuosas, se ajustan adecuadamente a un modelo de tres estados en
el cual fa (nica entidad catalitica es e} dimero nativo {N}). Recientemente, por medio de
experimentos de transferencia isotopica, se ha reportado evidencia de interaccién entre los sitios
activos del dimero (Harris et af. 1998).

Desniaturalizacion de la triosafosfato isomerasa

En 1973 Waley describié que la velocidad de renaturalizacion de cTPl a bajas
concentraciones de proteina {100 ng mL"), depende de la concentracion de enzima sin
embarqo, a concentraciones mayores de cTP, la reaccién es independiente de la concentracion
{Waley 1973). Con este estudio y un trabajo posterior con la gTPI (McVitie et al. 1977) se
concluyd que el paso limitante en la renaturalizacion es precisamente la asociacion de los
mondmeros; mas adelante, se cuantificaron las constantes de velocidad de primer y segundo
orden para el proceso y se supuso que los mondmeros plegados son intermediarios dei
plegamiento que no poseen actividad catalitica durante la renaturalizacion (Zabori et al. 1980).
Sun y colaboradores (1992) realizaron experimentos de hibridizacion entre monomeros de
diferentes especies y encontraran que la interfase formada en heterodimeros conejoflevadura y
levadura/pollo conllevan a una enzima funcional, mientras que los heterodimeros conejo/polio no.
El mismo grupo (Sun ef al. 1993) efectud experimentos de protedlisis limitada en la sTP! y
encontraron que después del tratamiento la enzima permanece cataliticamente activa con los
fragmentos resultantes unidos no covalentemente. Uno de los fragmentos obtenidos contiene
residuos del asa calalitica, por lo cual la enzima tratada reduce su Km y kear. Por experimentos de
desnaluralizacion, disociacion y renaturalizacién estos autores encontraron que los fragmentos
pueden reasociarse en estructuras cataliticamente activas.

Restringiendo €l conlenido de agua se ha estudiando la dimerizacién y reactivacion de la
¢TPI en micelas inverlidas (Garza-Ramos et al. 1992). Estos auteres reafirmaron el hecho de
que la dimerizacion es necesaria para |a aclividad catalilica y encontraron que la reactivacién
depende criticamente de la cantidad de agua en las micelas. Modificando la cantidad de agua en
este sistema, Fern&ndez-Velasco y colaboradores {1995) encontraron que para el plegamiente
de los mondmeros se necesita mas agua que para su ascciacion. A partir de observaciones en
un sistema modelo {frpsina y su inhibidor} concluyeror: que a 2.0 % de agua en las micelas

pueden llevarse a cabo las interacciones proteina-proleina. En estas mismas condiciones la
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asociacion de los monémeros de [a ¢TPI no se lleva a cabo, por lo cual dedujeron que después
de la colisidn los monomeros deben sufrir un cambio conformacional para formar al dimero
cataliticamente activo y que, por tanto, en estas condiciones hay una barrera cinélica que impide
ia formacion de dimeros activos a partir de mondmeros plegados (Femandez-Velasco ef al
1995). Por medio de la técnica de FRET (fluorescence resonance energy transfer}, Sepllveda-
Becerra y colaboradores (1996) estudiaron [a renaturalizacidn-reasociacion de la ¢TPI en micelas
nverlidas inducida por Gdn-HCI. Al mezclar los mondmeros marcados con [AEDANS y FITC
observaron un incremento en el FRET durante Ia renaturalizacion en las micelas, lo cual fue
interpretado como la formacion de un dimero inactivo en los primeros minutos de la dilucion del
desnaturalizante. Se ha estudiade la desnaturalizacion de la cTPI inducida por cambios en la
presidn hidrostatica y sequida por cambios en FRET (Rietveld y Ferreira 1996); se encontré que
la disociacion y desnaturalizacion son eventos que ocurren simultdneamente, este proceso no es
dependiente de la concentracion de proteina.

Estudiando el efecto de la mutacidn H47N en la interfase de la tbTPI se encontrd que a!
modificar residuos que tienen contaclos con !a ofra suburidad {en este caso ia histidina 47 hace
un puente de hidrégeno mediado por agua con el asparagina 85 de 1a otra subunidad) el dimera
resultante es menos estable que el de la enzima silvestre (Borchert ef al. 1993a). Ei mismo grupo
disefid una mutante monomérica de ia tbTP| {monoTIM) cambiando 15 residuos del asa 3 (ver
Figura 4} o asa de la interfase por un fragmento de 8 residuos. Encontraron que esta mutante
posee actividad catalitica independiente de la concentracion de proteina, pero su afinidad por el
susirato es 20 veces menor y su ket 10% menor que los mismos parametros para la enzima
silvestre (Borchert ef al. 1994). Recientemente, se han construido ofras mutantes monoméricas
de la tbTPI para conocer la estabilidad de los mondmeros. En una de estas mutanies, la RE-TiM
{Schliebs ef al. 1997), se han sustituido s6lo dos residuos de la interfase, la tirosina 75 por
arginina (R) y la glicina 76 por glutamato {E). Estos residuos estan también localizados en el asa
3. Esta mutante presenta actividad residual y su estabilidad térmica es menor que la de la
enzima silvestre. A partir de estos resultados, los autores propusieron que eslos los monémercs
aparentemente silvestres tienen cierta eslabifidad y son cataliticamente aclives. De fa misma
forma, se infind que estas subunidades tienen asas flexibles que se rigidizan en 1a inlerfase
cuando se lleva a cabo ia dimerizacitn, lo cual causa un incremento de 10? veces en la k. y un
decremento de 10 veces en la K (Schliebs, ef al. 1997).

Basados en estudios de la desnaturalizacion por urea de la enzima silvestre y mulantes

monoméricas de hTPI, Mainiroid y colaboradores (1996a) propusieron un mecanismo de lres
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estados (N 52M 5 2U) para la desnaturalizacion al equilibrio. Este modelo fue confirmado
posteriormente estudiando el efecto estabilizador de mutaciones en el comportamiento del
dimero y una mutante monomérica (Mainfroid et af. 1996b). E} mismo modelo de tres estados fue
propuesto para la desnaturalizacion de la cTPl inducida por Gdn-HCI (Rietveld y Ferreira 1998),
en donde datos al equilibrio fueron ajustades a una transicion de dos estados y datos cinéticos
fueron usados para estimar las propiedades del monomero asumido en la transicidn. Sin
embargo, en ninguno de estos estudios se detectaron intermediarios en el equilibro. Finaimente,
Gokhale y colaboradores {1999) estudiaron la desnaturalizacién de fa pTPI inducida por urea y
Gdn-HCl. En este ltimo desnaturalizante observaron un intermediario. Desgraciadamente, la
agregacion del intermediario en eslas condiciones no permitio la caracterizacion termodinamica

del proceso.
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ORIETIVOS.

El objetivo general de este proyecto es caracterizar el patrén de plegamiento y

asociacion de la lripsafosfato isomerasa de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Dentro de los objefivos particulares de este proyecto se lienen los siguientes:
i. Determinar el modelo de desnaturalizacidn de la triosafosfato isomerasa en urea y cloruro de
guanidinio.
ii. Calcular el cambio en |a energia libre para la disociacion y desnaluralizacion en ausencia de
desnaturalizante, asi como el AGy del proceso.
iii. Comparar los dalos oblenidos al utifizar los dos agentes desnaturalizantes.

iv. Comparar eslos resultados con fos obtenidos para otros barriles (B/a)a.

JUSTIFICACION.

La formacién espontanea de la estructura de un oligdmero consiste del plegamiento
intramolecular y la posterior asociacion intermolecular de las subunidades que lo constituyen. En
ia actualidad se tiene informacion detallada sobre la ruta de plegamiento de enzimas
monoméricas y general de algunas ofigoméricas. La mayoria de estos estudios han generado
informacién sobre el fendmeno de plegamiento. El estudio global del plegamiento y la asociacion
es mucho mas compiicado, pues para elio se requiere de condiciones experimentales que
permitan que los procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion sean reversibles, stlo de esta
manera es posible calcular constantes de equilibrio que permitan conocer la ruta que sigue la
secuencia primaria para adoptar la estructura secundarta, lerciaria y cuatemaria adecuadas.
Desde el punlo de vista biologica, la mayoria de las enzimas son de caracter oligomérico, por lo
fanto, es muy imporiante generar informacion sobre el ensamblaje de enzimas constituidas por

diversos componentes polipeptidicos.

¢ Cémo describir el plegamiento y la asaciacion de un oligémero?

La manera mas sencilla, es utilizando la estructura mas simple en la cual se vean
involucrados ambos fenamenos. E1 madelo a utilizar en esie trabajo, es la enzima triosafosfato
isomerasa debido a las siguientes razones:

1 - Esta enzima esta presente en todos los organismos.
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ORETIVOS.

El objetivo general de este proyecto es caraclerizar el pairén de plegamiento y

asaciacion de |a triosafosfato isomerasa de 1a levadura Saccharomyces cerevisiae.

Dentro de los cbjetivos particulares de este proyecto se tienen los siguientes:
i. Determinar €l modelo de desnaturalizacién de |a triosafosfato isomerasa en urea y cloruro de
guanidinio.
ii. Calcular el cambia en la energia libre para la disociacion y desnaturalizacion en ausencia de
desnaturalizante, asi como el AGi del proceso.
1it. Comparar los datos oblenidos al ulilizar los dos agentes desnaturalizantes.

1v. Comparar estos resultados con los obtenidos para otros barnles (Plas.

NSTIFICACION,

La formacion espontanea de la estructura de un oligémero consiste del plegamiento
intramolecular y la posterior asociacion intermolecular de las subunidades que ‘o constituyen. En
la actualidad se tiene informacion delallada sobre ta ruta de plegamiento de enzimas
monoméricas y general de algunas ofigoméricas. La mayoria de estos estudios han generado
informacion sobre el fenomeno de plegamiento. El estudio global de! plegamiento y la asogiacién
es mucho mas complicado, pues para elio se requiere de condiciones experimentales que
permitan que los procesos de desnaturalizacién y renaturalizacion sean reversibles, solo de esta
manera es posible calcular constantes de equilibrio que permitan conocer la ruta que sigue la
secuencia primaria para adoptar |a estructura secundaria, terciaria y cuatermnaria adecuadas.
Desde el punto de vista biologico, la mayoria de las enzimas son de caracter oligomérico, por lo
{anto, es muy importante generar informacion sobre el ensamblaje de enzimas consfituidas por

diversos companentes polipeptidicos.
< Como describir el plegamiento y la asociacion de un oligérero?

La manera mas sencilla, es utilizando la estruciura mas simple en la cual se vean
involucrados ambos fenomenos. El modelo a utilizar en este trabajo, es la enzima trivsafosfato
isomerasa debido a ias siguientes razones:

1.- Esta enzima esta presente en todos los erganismos.
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2.- Es un homodimero, i.e. el modelo mas sencillo de asociacion, de hecho no es todavia claro el
por que la TP sblo es activa como dimero, ya que los aminoacidos involucrados en la catalisis
se encuentran contenidos en el mondmero. Es probable que las interacciones en la interfase
sean necesarias para mantener a los aminoacidos cataliticos en una posicion adecuada, o para
mantener la estabilidad de! barril. A partir de la magnitud relativa de la energia de asociacion y
de plegamiento de los monémeros en este trabajo se pretende dilucidar cul de estas opciones
es fa comecta, pues de hecho, un nimero importante de aminoacidos de la interfase se
encuentran conservados a lo largo de la escala evolutiva.

3.- Se conoce la secuencia de aminoacidos para alrededor de 60 especies, lo que facilita la
comparacion de regiones importantes en el proceso de plegamiento y asociacion.

4.- Se conoce la estructura cristalografica de nueve de ellas, esta informacion revela la estructura
tridimensional de la molécula, asi como las regiones que intervienen en la asociacion y la
posicion de aminoacidos especificos, come el triptofano.

5.- La TP es la enzima representativa de la estructura barmil B/ (dei total de las proteinas
cristalizadas aproximadamente el 10% poseen esta estructura), por 1o cual su estudio pemite
elucubrar sobre la historia evolutiva de esta estructura.

6.- Manifiesta una actividad catalitica elevada, hecho que facilita el seguimiento de los
fendmenos cinéticos durante el proceso de plegamiento y asociacion,

7.- Contamos con [as herramientas de biologia molecular para la sobre expresion de enzimas de
diferentes fuentes. La purificacién de estas enzimas es relativamente sencilla, fo cual permite
obtener grandes cantidades de enzima, asi como la comparacion entre diferentes especies.

8.- Se utiliz6 a la TPl de Saccharomyces cerevisiae como modelo ya que presenta un alto
porcentaje de renaturalizacion bajo diferentes condiciones. Esta ventaja permite oblener
constantes cinélicas y de equilibrio, lo que en otros oligémeros no es posible, pues el proceso de
renaturalizacion no es reversible ya que se forman agregados intermaleculares imeversibles.
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MATERIALES Y METODQS

Reactivos

El cloruro de guanidinio {(Gdn-HC!) fue obtenido de Boehringer GmbH Mannheim; 1a urea
de Aldrich y el isopropil-B-D-tiogalactopiranosido de GIBCO BRL. Los demés reactivos se

obtuvieron de Sigma Chemical Co.

Condiciones de sobre expresion

Las células de E. coli, cepa JM103 las cuales contienen al plasmido pKK223-3ytim para
expresar a la sTPI, fueron generosamente donadas por el Dr. David P. Heitmeyer (Havard
University, Cambridge, U.S.A) al Dr. Ruy Pérez-Montfort {UNAM). El crecinfiento celular se llevd
a cabo a 37 °C en medio Luria-Bertani complementado con 100 g mb-t de ampicitina. El cultivo
se indujo cuande Asxw = 1.0 por la adicidn de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido a una
concentracion final de 100 pg mL-1. El crecimiento continué por 12 h méas. Todo el protocolo se

realizd en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autdnama de México.

Purificacion de la sTPl recombinante

(1) La pastilla que contiene a las células provenientes del cullive (2 6 3 L), se
resuspendid en 40 ml de amortiguador de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 y fluoruro de p-
metilsutfonil (PMSF) 20 mM/ dimetilsulfoxido (DMSQO)); (2) Las células se lisaron por cambios de
presion en una prensa de French (3x a 1500 psi); {3) El lisado se centrifugd 1 h a4 °C y 63,000 x
g; (4) €] sobrenadante, se fracciond con sulfato de amonio en el rango de saturacion 65-80 % y
se resuspendio y dializd contra amortiguador A (10 mM (rietanolamina (TEA), 1.0 mM &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 1.0 mM ditiotreitol {DTT), pH 7.6} por aproximadamente 12 h.
{5) La solucidn se fittrd a través de una membrana Millipore Gs {poro: 0.22 pm). Ei protocolo
cromatogrifico se llevd a cabo en un sistema de FPLC (Pharmacia, Biotech). (6) La muestra fue
aplicada a una columna de Sefacril $-300 {16 mm x 70 ¢m) preequilibrada con amortiguador A
complementado con 1.0 mM de azida de sodio. (7) Las fracciones que contenian la mayor
actividad especifica se reunieron y aplicaron a una columna de MonoQ 10/10 (Pharmacia
Biotech) previamente equilibrada con amortiguador A. La proteina fue eluida con un gradiente
fineal de 0-100 mM de cloruro de sodio en el mismo amortiguador. (8) Las fracciones con mayor
actividad especifica se reunieron y se ajusié el pH a 8.0, se repilid !a didlisis (a pH 8.0) y el
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dializado se aplicd a la columna de MonoQ, preequilibrada con amortiguador A (a pH 8.0). (9) La
proteina fue eluida con un gradiente lineal de 0-150 mM de cloruro de sodio en e! mismo
amortiguador.

Las fracciones resultantes de la purificacion fueron analizadas por actividad catalitica y
por geles desnaturalizantes de poliacritamida en presencia de SDS tenidos con plata. Las
fracciones gue contenian a la sTP se reunieron y dializaron contra TEA 100 mM/ EDTA 10 mM/
DTT 1 mM (TED 100/10/1) pH 7.4

Caracterizacion de la proteina

La concentracion de proteina fue determinada por cuantificaciones de Ia absorbancia a

280 nm usando un coeficiente de absorcion Assg!™ =10 (Noron y Hartman, 1972), y

lrm

evenlualmente por el método colorimétrico de Lowry (Lowry et al. 1951; Harlree, 1972) utilizando
albumina sérica de bovino como estandar.

La actividad catalitica de la sTP! se siguid por medio de la oxidacion del acido nicotin
adenin dinucledtido {NADH) a una absorbencia a 340 nm, en un sistema acoplado a la «-
glicerolfosfato deshidrogenasa {GPH) a 25 °C (Rozacky ef al. 1971) (Figura 6).

OH . CH
H o : NADH + 1+ NP H
0] .Li H H
H OH TPI GPH HO
o PO% POZ
GAP DHAP G3P

FiGirA &

Reaccién acoplada para la cuaniificacion de catdlisis de la triosafosfato
isomerasa. NAD+, NADH: nicotinamida adenin dinucledtide {oxidade y
reducido respectivamente)}; GPH: a-glicerolfosfato deshidrogenasa; G3P:

glicerol-3-fosfato.
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Las condiciones de reaccion para la produccion de DHAP fueron las siguientes: TED
10011011 pH74,0.L gliceraldehido-3-fosfalo 15.3.0 mM, a-glicerolfosfalo deshidrogenasa 5-10
pg mity NADH 0.2 mM.

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS se

realizd de acuerdo a Laemmii {1970).

Condiciones de reversibilidad

La reversibilidad de |a desnaturalizacion {renaturalizacién) fue ensayada por medio de
dos protocolos:

Dilucion: A.- Muestras de sTPI (50-200 pg mL*), se equilibraron (24 h para Gdn-HCl y
48 h para urea) en concentraciones de desnaturalizante representalivas del patron de
desnaluralizacion (esto es, en la fransicidn y en las regiones previa y posterior). B- la
renaturalizacion fue iniciada por simple dilucion de las muestras de sTF/ en TED 100/10/1 pH 7.4
durante 24 h.

Elucién-centrifugacion: se repitio el paso A. En el protocolo de la renaturalizacion, se
equilibraron columnas de Sefadex G50 fine (1 mL) con 3 mlL de TED 100M0/1 pH 7.4, Las
columnas se centrifugaron 1 min a 7500xga4“Cenuna gentrifuga clinica; posteriormente se&
aplico a cada una de ellas 100 pt de tas muestras de sTP! incubadas al tiempo de equilibrio en

el desnaluralizante y se repitieron las condiciones de centrifugacion.

Experimentos de desnaturalizacion

Intensidad de fluorescencia {iF)

Las muestras de sTP/ fueron incubadas a 95 °C en TED 20/1/1 pH 7.4 durante el tiempo
de equilibrio previamente determinado para cada desnaturalizante. Los cambios en fa
fluorescencia se siguieron utilizando un espectrofluorometro 1SS PCI (1SS, Champaing, IL, USA)
termorregulado a 25 °C. La fluorescencia intrinseca de sTP/ se cuantifico excitando la muesira a
280 nm, con una ventana de 4.0 nm, ¥ |a emisidn fue caolectada con un pase de luz de 4.0 nm
entre 300 y 400 nm. La tongitud de onda de maxima emision (Amx) de la enzima nativa es 320
nm, de ahi que la intensidad observada en 12 Ama S utilizd como 100 % para normalizar los
datos. La fluorescencia del 1-anilino-8-naftalenosuifonato (ANS) se cuantifico excitando la
muestra a 360 nm, con un paso de luz de 4.0 nm, y la emision fue colectada con una ventana de
4.0 nm entre 400 y 560 nm. Los cambios en la fluorescencia del ANS se siguieron a 480 nm

(longitud de onda de maxima emision det fluoroforo). El valor de la fluorescencia de la enzima
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disociacion. En cuanto al paso 2, en ausencia de desnaturalizante y a 2 ng de sTP/ mL, el
dimero nativo es estable por al menos 24 h (ver Resultados) y la reasociacion tiene una vida
media del orden de horas (Kases = 4x107 M min-!, Najera ef al en preparacion). La disociacion
durante este paso podria manifestarse como un trazo cdncavo en el curso temporal de la
oxidacién del NADH, mientras que la reasociacion como un trazo convexo. El cambio en la
fraccion de dimeros cataliticos debido a [a dilucién del desnaturalizante y la proteina durante los
ensayos de aclividad catalitica (paso 2) se descartd a partir de la linealidad de! curso temporal.
Todos estos hechos implican que en la escala de liempo de los pases 1y 2, el equilibrio entre las
moléculas inactivas y activas no es perurbado significativamente. Es importante mencionar que
con este protocolo la posible contribucion de dimeros inactivos en equilibrio rapido con la enzima
nativa no puede ser cuantificada.

Cinetica de desnaturalizacion por dos pasos

El experimento de dos pasos se llevd a cabo de acuerdo a Miicke y Schmid (1994). El
ensayo de desnaturalizacion se inicid diluyendo muestras de sTPf (200 g mL+Y) equilibradas en
diferentes concentraciones de desnaturalizante a las mismas condiciones, ie. 50 pg mL en
TED 201171 pH 7.4 y una concentracion de desnaturalizante de 3.0 M de Gdn-HCl 0 7.0 M de
urea. La cinética de desnaturalizacion se siguié por el apagamiento en la fluarescencia a 320 nm
(excitando la muestra a 280 nm}). Los trazos cinélicos obtenidos se describen por funciones
exponenciales y fueron analizados como simples decaimientos exponenciales usando el
programa GraFit 3.09b (Erithacus Software, Staines, UK.

Cromatografia liquida de exclusion molecular en presencia de
desnaturalizante

Las propiedades hidrodinamicas de sTP/ en la transicion entre el estado Ny el I fueron
analizadas por cromatografia de filtracion zonal (Uversky 1993). Las muestras previamente
equilibradas a cada concentracion de desnaturalizante se aplicaron a una columna Superiex
200HR {resolucion de peso molecular: 1x104- 6x105; dimensiones: 10 x 300 mm), equilibrada en
las mismas condicicnes de solvente que ta myestra que se aplica. Las muestras fuercn eluidas a
un flujo de 1 mL min! y sus absorbencias se cuantificaron a 280 nm usando un sistema de HPLC
Beckman modelo 126/168 (sistema Gold). Ocho proteinas con radio de Stokes (Rs) conocido se

utilizaron para calibrar la columna.
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Ultracentrifugacion analitica

Los experimentos de sedimentacién al equilibrio se efectuaron en una ultracentrifuga
Beckman Optima XL-A. Anles de! experimente, las muesiras de TP/ se equilibraron durante 24
h en TED 201111 pH 7.4 en presencia o ausencia de 1.0 M de Gdn-HCI; posterionmente, se
dializaron contra el amortiguador respectivo. Una porcidn del dializado se utilizd como referencia.
Los experimentos de sedimentacién al equilibrio se llevaron a cabo a 12,000 pm y 20 °C. Los
barmdos a 280 nm separados cada 0.001 cm se realizaron cada 4 h hasta que la diferencia entre
barridos consecutivos fuera cero. Los juegos de datos se analizaron por regresion no lineal. £l

volumen especifico parcial de la sTP/ se eslimé a partir de la composicion de aminoacidos.

Dispersion dinamica de luz

Por medio de dispersion dinamica de Iuz se cuantificaron el coeficiente de difusion
traslacional promedio y los radios hidrodinamicos correspondientes para sTP/ en amortiguador y
en 1.0 M de Gdn-HCI. La iluminacién fue producida con un laser de argén (Spectra Physics
2060-45, Mountain View, CA, USA), operado a una longitud de onda de 514.5 nm. Ei haz de luz
se enfocd al centro de una cubeta cilindrica que contenia las muestras(®1.5 mg mL-' en 3 mL), a
80 ° de la direccion de deteccién. La luz dispersada fue detectada con un fotomultiplicador
(THORN EMI 9863/100, England) y las sefiales eléctricas fueron preamplificadas con un
preamplificador/discriminador (ALVIPM-PD, Germany).

Efecto de la concentracion de sal en la estabilidad del

intermediario

Los experimentos de desnaturalizacion inducida por Gdn-HCI se llevaron a cabo de la
siquiente manera: Muestras de sTPI (50 pg mbL) fueron incubadas como se describid
anteriormente, excepto que diferentes concentraciones de NaCl fueron agregadas para mantener
constante la concentracién de (Gdn-HCI + NaCl),

Disociacion por dibucion

Muestras de diferentes concentraciones de sTP! fueron incubadas 24 h en TED 100/10/1
a 25 °C. La actividad catafitica se cuantificd de dos formas diferentes dependiende de la
congentracidn de proteina en la incubacion. La actividad catalitica de las muestras concentradas,

se cuantifico agregando una alicuota de éstas a la celda de actividad para mantener constante la
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Desarrollando el binomio, rearreglando, igualando a cero y resolviendo la ecuacién de
segundo grado resultante, se obtiene una expresion cuya raiz positiva describe la transicion en
terminos de la constante de equitibrio, las sefiales de los conférmeros y la concentracion de

proteina.
Y={4 PtYp—K{ Yu- YW[(K{ Yu- YN)-4 PtYn?-16 PR YN 2 + BKPtY{ Yu- YW V9 /4 Pt 9)

Dado que la constante de equiibrio se puede obtener a partir de la expresion:
AG= -RTlnKeq (R= 1.98717 cal K-' mol}, entonces con la ecuacion 9y la 1 se obtiene una
expresion que permite ajustar los datos experimentales para obtener el valor de AGH? y m. Todo
el razonamienio desarrollado anteriormente tiene detras la suposicion de que el cambio en AG

como funcion del desnaturalizante es una linea recta {ecuacian 1).

ANAlisis de tres estados
La desnaluralizacidn de tres estados de una proteina dimérnica con un intermediario

monomeérico esta dada por:
NZ2MS 2U {10)

en donde IV representa a los dimeros en la conformacion nativa, M a los monémeros plegados y
U a los mondmeros desplegados; las constantes de equilibric para el paso bimolecular y

unimolecular estan dadas respectivamente por:

v]

) _l
Moay [M]

oM T [ﬁ]_ y

K (1)

A cualquier concentracién de desnaturalizante, la proteina total ( Pr) expresada en base
a mondmeros, estd dada por: P=2[ N)+[M}+[U]; las fracciones mot {X) de cada uno de los
conformeros (N, My U} se definen como;

_2AM x. =Ml
Pt

N

]
y o Xe=ot (12
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terminos de las seftales de los conférmeros y las fracciones mol X y Xu; substituyendo los
valores de estas fracciones por las ecuaciones 14 y 15 respectivamente, la ecuacion obtenida
describe 1a transicion en términos de las constantes de equifibrio, las sefiales de los conformeros

y la concentracién de proleina:

k(K )2k, ) vaek [

4Pt (18)

Y=YN+[YM _YN+(YU_YN)K2

Si se asume que tanto AGw _w¢omo AGar_u varian inealmente con la concentracion de

desnaturalizante {ecuacion 1}, esto es:

AG oy = AGHE, = Myt [desnaturalizante]

y (19)

4Gy, oy = AGHE, —my [desnaturalizame]

en donde AG/ 2, y AGH:2, son los valores del cambio en la energia libre en ausencia de

desnaturalizante (ie. en agua) para el monémero plegado y desplegado, respectivamente y
mu..x ¥ Ma_uson el cambio en AGH? como funcion del desnaluralizante (i.e. la pendiente} para
cada reaccion parcial. Dado que la constante de equilibrio se puede despejar de la expresion:
AG= -RTInKeq, la ecuacion 18 se puede expresar en (érminos del cambio en la energia libre
en ausencia de desnaturalizante de acuerdo a 19. Con este tratamiento se obliene una expresion
que permite ajustar los dalos experimentales para obtener los valores de AGHZ para el paso
bimolecular {N=2M) y unimolecular (M= 1), ademas de las m respectivas. Todo el
razonamiento desarrollado anteriormente, tiene detras ta suposicién de que el cambio en AGx
como funcion del desnaturalizante tiene un comportamiento fineal.

Las variables a ajustar en este tratamiento son los pares AGH® - m, y las senales de los
conformeros para el paso bi y unimolecular (siete pardmetros). Las seitales del dimero nativo
(Ys) y del monémero desnaturalizado {Yu) se pueden inferir de los patrones de

desnaturalizacion, por lo cual los pardmetros a ajustar se reducen a cinca.
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RESULTALOS

Tiempos de equilibrio y reversibilidad

Los tiempos de equilibrio para la desnaluralizacion de la sTP! fueron determinados por
fluorescencia intrinseca. Al sequir los cambios en 1a longitud de onda de maxima emisién {Amax),
se encontrd que el tiempo de equilibrio para la desnaturalizacién inducida por Gdn-HCl es de 24
h mientras que para urea es de 48 h (Figuras 7 A y B, respeclivamente). Por lo tanto, todos los
experimentos de desnaturalizacion que se muesiran en este irabajo fueron previamente

equilibrados en estas condiciones.

/d, @ 120
i 4O 13M
=
3 100 - 1.8M
@
5 80 -@- 6.0M
=
T w
g~ " - — "
-g A WO ---- R T T — .=,
] v v
2 20
2
= 0 1 1 1 | I | L

0 20 40 60 80

Intensidad de Fluorescencia

Tiempo (h)

FigLire 7.

Tiempo de equitibrio para fa desnaturalizacion de la sTPI inducida por Gdn-HCI (A} y
urea (B). £} cambio en la flecrescencia intrinseca de muestras (50 pg sTA mL7) fue sequido a
o Targo del tiempo. Se muestran concentraciones de desnaturalizante representativas.
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Los ensayos de reversibilidad se llevaron a cabo en una variedad de condiciones, las
cuales incluyen diferentes concentraciones de proteina y de desnaturalizante residual en 1a

renaturalizacién (Tabla 4).

{Desnaturalizante Inicial]  [Proteina] [Desnaturalizante residual} Actividad recuperada

(M) {mg mL) M (%}
Urea
2 1 0.1 100
4 1 0.2 99
5 1 03 98
8 1 04 97
4 0.5 01 - 100
6 033 0.1 99
8 0.25 04 98
Gdn-HCI

1 1 0.05 100
2 ] 0.1 100
4 t 0.2 100
6 1 0.3 100
4 0.5 01 102
6 0.33 0.1 99
Tabia 4

Ensayos de reversibilidad de la sTP/. Muestras de sTP! (50 pg mL-1) fueron
incubadas al tiempo de equilibrio (24 h en Gdn-HCI y 48 h en urea}; posteriommenle,
la proteina y el desnaturalizante se diluyeron a las concentraciones indicadas y se
cuantificé la actividad cataliica en presencia de las conceniraciones de
desnaturalizante residual sefialadas (ver “Materiales y Melodos”™). En todos los casos,
el error experimental es menor al 10 %.

Tomando en cuenta el error experimental {aproximadamente 10 %), en todas las
condiciones ensayadas, la actividad catalitica de !a enzima nativa y la renaturalizada es la
misma. En el protocolo de dilucion, la reversibilidad tolal se observa a partir de una
concentracion de 0.33 ug sTPI mL+! en la renaturalizacion, cuando la concentracién residual de
desnaturalizante es menor a 0.1 M de urea 0 60 mM de Gdn-HCl. Para e! protocolo de elucidn-
centrifugacian, la recuperacin de la actividad catalitica es del 100 % y la pérdida de proteina en
este prolocolo es sélo del 10 %; hasta el momento, no ha sido cuantificada la concentracién
residual de desnaturalizante después de la filtracion.

La reversibilidad del proceso también fue cuantificada (cuando las condiciones
experimentales asi lo permitieron) siguiendo los espectros de fluorescencia intrinseca de la
enzima nativa y la renaturalizada. Se encontr6 que, dentro del error experimental (>10 %), los

valores de Ama, inlensidad de fluorescencia y SMC {centro de masa espectral) son semejantes
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en ambos casos; por lo {anio, la estructura terciaria de 1a enzima renaturalizada es semejante a

la de 1a nativa.

Estructura secundaria y terciaria

La Figura 8 muestra el patrdn de la desnaturalizacién a! equilibrio de la sTPI determinado
por ef cambio en los espectros de fluorescencia al variar la concentracion de desnaturafizante.
Tanto e! Gdn-HCI como |a urea inducen un decremento en la intensidad de fluorescencia (Figura
8A) asi como un comimiento al 10jo en Ama (Figura 8B). El cambio en Ama entre la enzima nativa
y la incubada en concentraciones elevadas de desnaluralizante es de 320 a 350 nm lo cual

indica fa completa exposicidn de los residuos de triplofano al solvente en ambos casos.
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Figura 8 [Desnaturalizante] (M)

Desnaturalizacion al equilibrio de la sTP! seguida por cambios en la fluorescencia infrinseca. Las
muestras (50 g $TP/ mL") fueron incubadas al fiempo de equilibrio en concentraciones crecientes de
cloruro de guanidinio (®) o urea {O). (A) Cambios en la flugrescencia intrinseca sequidos en la dra (320
nim} de ta sTP! nativa; la intensidad de fluorescencia a esta longitud de onda fue asignada como 100 %.
(B) Cambios en Ama. Las curvas son el resultado de! ajuste de los dalos experimentales utilizando las
ecuaciores 11y 23 para urea y Gdn-HCI, respectivamente.
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Para conocer las alteraciones de la estructura secundaria en la desnaturalizacion al
equilibrio de 1a STPY, se siguid el cambio en la elipticidad de la solucién a 222 nm como funcion
de la concentracién de Gdn-HCl o urea (Figura 9).

100
80
=
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Zg o
$€
i

0 2 4 & 8
Desnaturalizante (M)

Frigura 9

Desnaturalizacion al equilibrio de sTPJ seguida por cambios en el dicroismo circular. Las
muestras (50 pg sTP! mL) fueron incubadas al tiempo de equilibrio en concentraciones
crecientes de cloruro de guanidinio (®) o urea (O). La elipticidad de la enzima nativa a 222 nm
fue asignada como 100 %. Las curvas son el resultado del ajuste de los dates experimentales
utilizando las ecuaciones 11 y 23 para urea y Gdn-HCI, respectivamente.

A partir de la similitud de los resultados obtenidos por fluorescencia y DC para ambos
desnaturalizantes (comparar Figuras 8 y 9) es claro que los cambios en |a estructura secundaria
y terciaria son eventas concertados, i.e. muestran transiciones monofasicas y sé llevan a cabo
en el mismo intervalo de concentracion de desnaturalizante.

Como se ha observado para oftras proteinas (Pace 1975) se requiere de una menor
concentracion de Gdn-HCI que de urea para la desnaturalizacion de hecho, en el caso especifico
de sTPJ, la transicion es mas cooperativa en el primer desnaluralizante, i.e. el intervalo de

conceniraciones en el cual ocurre la transicion, es mas pequefio en Gdn-HCl que en urea.

Actividad catalitica

Como se menciond en la introduccién, la actividad catalitica de la TP se atribuye
anicamente al dimero N. Aunque a partir de mulaciones de uno o varios aminoécidos de la

interfase ha sido posible obtener monomeros estables (Borchert ef al. 1994; Mainfroid ef al
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1996b; Schiiebs et al. 1997}, asi como moléculas con pequefios rearreglos en el sitio activo del
dimero (Raines et al. 1986, Joseph-McCarthy st al. 1994), se ha observado que estas
mutaciones producen un decremento en la kcal de dos o tres ordenes de magnitud. Por lo tanto,
las cuantificaciones de la actividad catafitica de las muestras usadas para los experimenios
indicados en las Figuras 8 y 9 pueden ser utilizadas para calcular la fraccién mot de dimeros
nativos (Xx) en ambas transiciones, Dos obstaculos experimentales dificultan la determinacion
directa de ta catdlisis de la TPl en las condiciones usadas para los experimentos de
fluorescencia o DC: {1} la w-glicerclfosfato deshidrogenasa, enzima acoplante en el ensayo de fa
catilisis de la TP, se inactiva a altas concentraciones de desnaturalizante y (1f) ya que la TPl es
una enzima muy activa (limitada solo por difusion), la catalisis es cuantificada normalmente con
concentraciones de enzima cuatro drdenes de magnitud menores que las utilizadas para los
experimentos de las Figuras 8 y 9. Para evitar los efecios de 1a elevada concentracion de TPy
desnaturalizantes en el ensayo de actividad se utilizd el protocolo descrito en 1a seccidn
*Materiales y Métodos™. La disminucidn en los dimeros activos inducida por urea y Gdn-HCI se
muestra en la Figura 10.

0 2 4 6 8
[Desnaturalizante] (M)

Fgura 10

Fraccion nativa (Xx} de sTP! a partir de los datos espectroscapicos y de actividad ¢atalitica. Las
muestras (50 ug sTP! mL"} fueron incubadas al tiempo de equilibrio en concentraciones crecientes de
Gdn-HCI {simbolos cerrados) o urea (simbolos abiertos); después fa actividad catalitica (® y O) fue
cuantificada con 2 ng sTPI mL' y bajas concentraciones de desnaturalizante. La actividad catalitica de la
enzima nativa fue asignada como 1.0 (ver detalles en “Materiales y Métodos™). Los valores de X parala
transicion de dos estados fueron calculados con la ecuacion 20 y los datos de fluorescencia (A y A) 0 DC
(W y [3) mostrados en las Figuras 8 y 9. Las lineas continuas coincidentes comesponden a 1a X+{Gdn-
HCH calcutada utitizando la ecuacion 18. Las lineas discontinuas comesponden a la Xa{urea} calculada
utilizando fa ecuacion 9.
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(Es la desnaturalizacion de la 577/ un proceso de dos estados?

Como se menciond en la introduccin, el modelo mas simple para la desnaturalizacién
de un dimero (N=2U) describe la transicion entre el dimero nativo (N) y los mondmeros
desnaturalizados (L) como un proceso de dos estados, sin la presencia de intermediarios en la
fransicion, ie. Xy + Xu =1; en donde Xy y X denotan la fraccion mol de las especies al
equiibrio. Un criterio utiizado comunmente para verificar si la transicion es descrita
adecuadamente por un mecanismo de dos estados es la comparacidn de Xn {0 Xu}
determinada a partir del cambio en diferentes propiedades de la enzima al variar la condicion
perturbante (Ginsburg y Carmoll 1965; Thomson et al. 1989). Si la variable observada {Y)
presenta aditividad (ecuacion 6), substituyendo Xy = 1- Xy, la fraccién de dimeros puede

obtenerse a partir de:

Yix)-t,

X =
) ) YN - Yu

{20)

en donde Yy e Yu denotan el valor de Y para el dimero y el mondmero desnaturalizado
respectivamente (ver mas adelante seccion “Andlisis termodinamico de los datos de
desnaluralizacién”). En las ecuaciones 6 y 20, Yy e Yy pueden o no depender de la
concentracion de desnaturalizante. En el siguiente analisis, ambas se tomaron como constantes.
Los datos de fiuorescencia y DC se utilizaron para calcutar X {x) a partir de la ecuacion 20 y se
compararen con los valores experimentales de Xn{x) obtenidos por cuantificacion de la actividad
catalitica (Figura 10). En ambos desnaturalizantes los valores de X son casi coincidentes. Debe
notarse que en Gdn-HC! los valores de X obtenidos a partir de [a cuantifiacion de la actividad
catalitica decrecen a concentraciones de desnafuralizante ligeramente menores que las
calculadas con los datos de fluorescencia y DC utilizando la ecuacian 20. Lo anterior sugiere un
proceso de dos estados en la desnaluralizacion por urea y |a presencia de un intermediario en el

proceso inducido por Gdn-HCI.
Fraccion nativa obtenida por experimentos cinéticos y al
equilibrio

Para evaluar el proceso de dos estados observado en la iransicion de la

desnaturalizacion de fa sTP! se utilizd el método cinético propuesto por Micke y Schmidt (1994).

Este método, llamado de “dos pasos”, se basa en [a observacion de que muchas proteinas
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nativas se desnaluralizan mas lenlamente que los intermediarios cuando son transferidas a
condiciones complelamente desnaturalizantes. En el paso 1 de este protocolo, muestras de sTF/
se incubaron al tiempo de equilibrio en diferentes concentraciones de desnaturalizante. En el
paso I, fas muestras provenienles del paso {I) fueron transferidas a condiciones
desnaturalizantes constantes i.e. 3.0 M Gdn-HCI {Figura 11A} 0 7.5 M de urea (Figura 12A).
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Cambio Fraccional

[Cloruro de Guanidinio] (M)

Figura 11,

Experimento de dos pasos para la desnaturalizacidn de sTP! equiibrada en cloruro de guanidinic. {A)
cambios en [a intensidad de flucrescencia a la Ama de la STPf nativa: Las muestras (200 pg sTP/ mL+Y) fueron
equilibradas con concentraciones crecientes de desnaturalizanie (paso I). El sequndo paso en la desnaturalizacion
(H) se inicio por 1a dilucion de las muestras (O: sTIM nativa; O: 0.4 M; A 1.0 M y V; 6.0M de Gdn-HCl), con
amortiguador y/o desnaturalizante 2 condiciones identicas (a 50 pg sTPI mL? y 3.0M de Gdn-HCI). Las lineas
representan el ajuste a la ecuacion 3. El recvadro muestra las constantes de velocidad aparentes para [a
desnaturalizacion (k) como funcidn de a concentracidn de Gdn-HCI en el paso 1. {B) cambios fraccionales
asumiendo un comporiamiento de dos estados: (®) les cambios fraccionales a partir de los experimentos cinélicos
se calcularon utlizando la ecuacién 20 y las amplitudes oblenidas a partir del ajuste de [a cinética de
desnaturalizacién a la ecuacion 21. (O} Los cambios fraccionales fueron caltulados utilizando la ecuacion 20 y ios
valores de muestras mantenidas a la misma conceniracion de Gdn-HC! en los pasos 1y 11 (controles).
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Figuna 12

Experimento de dos pasos para la desnaturalizacion de sTP/ equilibrada en urea. (A)
cambios en la intensidad de fluorescencia afa Ama de la TP nativa: Las muestras (200 pg sTRI
mL-1) fueron equilibradas con concentraciones crecientes de desnaturalizante (paso I). El
sequndo paso en la desnaturalizacidn (11} se inicié por la dilucion de las muestras {O: sTIM
nativa, [I: 40 M; A: 50 My V: 9.0 M de urea}, con amortiguador y/o desnaturalizante a
cendiciones idénticas (a 50 pg sTPI mL-1 y 7.5M de urea). Las lineas representan el ajuste a la
ecuacidn 3. El recuadre muestra las constantes de velocidad aparentes para fa desnaturalizacidn
{k) como funcién de la concentracion de Gdn-HC! en el paso I. (B) cambios fraccionales
asumiendo un comportamiento de dos estados: (@) los cambios fraccionales a partir de los
experimentos cinéticos se calcularon utilizando la ecuacion 20 y las amplitudes obtenidas a parlis
del ajuste de la cinélica de desnaluralizacién a la ecuacidn 21. (O) Los cambios fraccionales
fueron calculados utilizando la ecuacion 20 y los valores de muestras manignidas a la misma
concentracion de Gdn-HCl en los pasos Iy I1 {controles).
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Inmediatamente se siguid el cambio en la fluorescencia intrinseca para determinar la
amplitud del proceso (intensidad de fluorescencia vs. tiempo). La cinética de desnaturalizacion

se ajustd a un decaimiento exponencial sencilo usando la acuacion:
Y=Ye"+7, (29

en donde Y es la amplitud, k es la constante de velocidad de desnaturalizacion aparente ¥ Y
es el valor de la intensidad a tiempo infinito. Los valores de Y, son semejantes (42841 £ 1048 y
26954 + 2466 u.a. para Gdn-HCl y urea respectivamente) para todas las muestras y estan muy
cercanos a los valores al equilibrio de las muestras a 3.0 1 0 7.5 M de urea (Figuras 11A y 12A,
respeclivamente), lo cual indica que en el paso 11 se alcanza el equilibrio. El valor de k depende
de la concentracidn de Gdn-HCl en el paso 1 {recuadro en Figura 11A); por ef contrario, en urga
k es independiente de la concentracidn de desnaturalizante {Figura 12A}. La amplitud en el paso
Il es una cuantificacion directa de la fraccidn de moléculas nativas en las muestras (Micke y
Schmidt 1994). La comparacion de los valores de Xy obienidos a parlir de las amplitudes de los
trazos cinéticos y a ecuacion (20} y los obtenidos a parlir de los experimentos de fluorescencia
infrinseca al equilibrio {manteniendo 1a misma concentracion de desnaturalizacion en los pasos I
y 1) muestra que en urea los valores de Xw obtenidos a partir de los datos cinéticos y al
equilibrio son caoincidentes (Figura 12B}, lo que sugiere que en este desnaturalizante solo estan
presentes moléculas nativas y desnaturalizadas. Por otra parte, en Gdn-HCi los valores de Xy
obtenidos a partir de las ampliludes estan desplazados a concentraciones menores de
desnaturalizante que los obtenidos por datos al equilibrio {Figura 11B}. Por lo tanto, una fraccidn
de la fluorescencia observada al equilibrio en Gdn-HCl es debida a la presencia de un

intermediario que se desnaturaliza mas rapide que la enzima nativa.

Unién de 8-anilinonaftaleno- I-suifonato

Para determinar la presencia de intermediarios en ia transicion, se cuantificé el cambio
en la fluorescencia extrinseca del 8-anilinenaftaleno-1-sulfonato (ANS) (Rosen y Weber 1969) en
varias concentraciones de los desnaturalizantes, La unidn det ANS a regiones hidrofobicas
presentes en los intermediarios del plegamiento esta acompafiada de un gran incremento en su
fluorescencia (Ptitsyn ef al. 1990; Semisotnov et al. 19%1; Silva ef al. 1992). Mientras que en urea

no se observaron cambios significativos en la fluorescencia del ANS (Figura 13), en la region de
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de desnaturalizante que la muestra. Los perfiles de elucién (Figura 14} muestran que al
incrementar la concentracion de Gdn-HCI hasta 1.0 M (concentracién donde se encontrd el
maximo de union de ANS), el radio de Stokes promedio {Rs) sufre un pequefo decremento
{recuadro en la Figura 14). Este resultado es compatible con la presencia de un intermediario
monomérico compacto. Al aumentar aln mas la concentracién de Gdn-HC! se observa un
aumento en el R, indicande la completa desnaturalizacién de las cadenas polipeptidicas.

La masa molecular de Ia sTP/ nativa determinada por sedimentacion at equitibrio es 53.9
kDa, valor que concuerda perfectamente con el obtenido a partir de la secuencia de aminoacidos
de los dos monémeros. Por otra parte, en presencia de 1.0 M de Gdn-HCI 1a masa molecular
aparente decrece a 36.5 kDa sugiriendo la monomerizacion parcial de sTPY. Para ir mas lejos en
la caracterizacidn del intermediario, se realizaron experimentos de dispersion dinamica de luz
(DLS) de la sTP! en amartiguador y 1.0 M de Gdn-HCI. El radio de giro {Rg) obtenido para la
sTP! nativa en ausencia de Gdn-HCl fue de 28.9 A. En presencia del desnaturalizante, los
experimentos de DLS muestran una distribucion asimétrica centrada a un Rg menor de 28.9 A.
Esta observacion es consistente con la presencia de dos especies en solucion, ie. con la mezcla
de moléculas dimericas y monoméricas. Desgraciadamente, los tamanios de estas especies

estan tan cercanos que no fue posible estimar sus Rg ni sus conceniraciones relativas.

4

12 14 15 18 20

Volumen de Elucion (ml.)

Fawa 14

Propiedades hidrodinamicas de sTP en presencia de cloruro de guanidinio. Las mueslras de sTHI (145
myg mlL) equiibradas en concentraciones crecientes de desnaturalizanie fueron inyectadas en una columna
Superdex 200 HR prewamente equilibrada a la misma concentracion de Gan-HCI. El recuadio muestra el cambio en
el radio ce Stokes con la concentracién de desnaturalizante.
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Efecto de la concentracion de sal en la estabilidad del
intermediario

¢Por qué en [a transicién inducida por Gdn-HCI se estabiliza un intermediario mientras
que en urea e! proceso es de dos estados?

Esta diferencia puede ser explicada al considerar la naturaleza ionica del Gdn-HCl y el
alto contenido de puentes de sal {4) y de hidrogeno (21) entre los monomeros de la sTP! (Lolis et
al. 1990; Wierenga et al. 1992). Se sabe que una fuerza ionica moderada puede producir un
efecto de apantallamiento que minimiza las interacciones electrostaticas en las proteinas
(Monera et al. 1994). Para explorar esla posibilidad se ensay6 la desnaturalizacion inducida por
Gdn-HCl en presencia de altas concentraciones de cloruro (Gdn-HCI + NaCl). Se encontré que el
incremento en la conceniracidn de Gdn-HCI + NaCl produce un corrimiento en los patrones de
aclividad catalilica hacia concentraciones menores de desnaturalizante, mientras que los
pairones por fluorescencia se comen a concentraciones mayores (Figura 15A}).

Como se observd en los experimenios realizados en concentraciones variables de
cloruro (Figuras 8 a 10), los cambios en la fluorescencia permanecen monofasicos; pero 1a falta
de coincidencia de las dos pruebas, observada claramente a altas concentraciones de Gdn-HCl
+ NaCl (Figura 15A) evidencia el caracter de tres estados de la desnaturalizacion de la sTFI
inducida por Gdn-HCI. El incremento en la concentracion de intermediario es corroborado por e
aumento en la fluorescencia del ANS, la cual aumenta can la congentracion de Gdn-HCI + NaCl
(Figura 15B). Al parecer, las interacciones electrostaticas desnaturalizante-proleina presentes en
Gdn-HCl y ausenles en wurea, determinan la existencia del intermediario en el primer

desnaturalizante.

El sitio activo del intermediario

A partir de los resultados de los experimentos de actividad calalitica para la
desnaturalizacion con Gdn-HCI (Figura 10} no es posible determinar si el intermediario que
aparece en la transicidn presenta actividad catalitica, pero para el mismo experimento en
presencia de NaCl (Figura 154} es claro que, en condiciones en las cuales es el conférmero
mayoritario (2.0 M Cty 0.75 M Gdn-HCI, Figura 15A)}, el intermediario carece de aclividad. En
esias mismas condiciones (2.0 M CH) la enzima nativa sufre de un pequefio apagamiento en la
inlensidad de fluorescencia (= 15 %), pero su actividad catalitica no es perturbada de manera

signiticativa, Para conocer los cambios provocados por la menomerizacidn en el sitio activo de la
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sTPI equilibrada en Gdn-HCI, se llevaron a cabo experimentos en presencia de 2-fosfoglicolato
analogo del estado de transicién de fa catdlisis de la enzima (Figura 5).
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Figura 15

Efecto de la fuerza ionica en la desnaturalizacion al equilibrio de la sTF! inducida
por cloruro de guanidinio. Las muestras de sTPf (50 pg ml?) fueron equilibradas con
concentraciones crecientes de Gdn-HCl y la concentracion de cloruro fue ajustadaa 15 M (@ y
O) 620 M (B y O), agregando NaCl. Posteriormente, {A) se cuantifico el cambio en la
intensidad de fluorescencia {simbolos abierlos) y la actividad catalitica (simbolos cerrados). Las
curvas son el resultado del ajuste simultaneo de los datos de fluarescencia y aclividad a la
ecuacion 18. (B) Se agregd 100 pM de ANS {concentracidn final). La diferencia en la intensidad
de fluorescencia del ANS (excitacion a 360 nm, emisidn a 480 nm) en presencia y ausencia de
sTPI nativa se asignd como 1.0.
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La unién de este compuesto conlleva al apagamiento de la fluorescencia del triptafana
167 ubicado en el sitio aclivo de la TP! {revisado en Rietveld y Fesreira 1996). Se calcult la
constante de afinidad por PGA en muestras incubadas a diferentes concentraciones de Gdn-HCI
y. una vez conocida la concentracion necesaria del compuesto, se estudid su efecto en la
fluorescencia intrinseca en varias condiciones: el andlogo se incluyd durante el tiempo de
equilibrio o bien se adiciond inmediatamente antes de la cuantificacion de la fluorescencia
intrinseca. Los resultados obtenidos a partir de estos experimentos sefialan que (3 afinidad del
conférmero por el andlogo disminuye mas de 1 x 10° veces, pero no son concluyentes, ie. no
hay diferencia significativa en la region de la transicion en el patrdn de desnaturalizacion
obtenido en ausencia o presencia de PGA. En estas condiciones no es posible conocer las

propiedades de unidén del monémero que aparece en la transicion por ef substrato.

Disociacion por dilucion

La energia libre de [a disociacion en ausencia de desnaturalizantes puede ser
obtenida a partir de experimentos de dilucidn (Kurganov 1967). Tomando ventaja de la elevada
keat de la sTPY, el efeclo de la dilucién puede seguirse por cuantificaciones de la actividad
catalitica a concentraciones de proteina muy bajas. La triosafosfato isomerasa es un dimero
compacto, la enzima de T. brucei, conejo y E. histolytica son estables a la concentracion de
proteina mas baja que se ha cuantificado, 185, 74 y 7.4 pM respectivamente (Zabori et al. 1980;
Borchert ef al. 1993a; Landa et al. 1997). Por ofra parle, un decremento en la actividad a bajas
concentraciones de proteina se ha observado en mutantes de interfase de 7. brucei (Borchert et
al. 1993a) y de humano {Mainfroid et a/. 1995a). En esle tltimo estudio, la energia libre para la
disociacion de la enzima silvestre se obtuvo considerando el equilibio N = 2U. Dado que la
actividad catalitica de la TPf se atribuye dnicamente a la enzima nativa, su cuantificacion esta
directamente relacionada con la fraccién de dimeros funcionales por lo cual, en el presente
trabajo, la sTPI se incubdé a varias concentraciones (3.7 pM - 0.2 pM) durante 24 h y,
posteriormente, se cuantificd Ja actividad catalitica. Se encontrd que la actividad catalitica
especifica permanece constante en el intervalo de concentraciones estudiado {Figura 16), por lo
tanlo, a parlir de estos datos es posible predecir el valor minimo de la energia libre necesaria

para la disociacion.

53




L : ﬁq
08 -
-~ 06
o F
04 ;
" A
02 - 7
L &7
0 Ltoenum ovoved ovvenn (ool ovme b
1 100 10000

{sTPI} (pM)

FiGrAa 16

Disociacion por dilucidn. Las muestras de sTP! fueron incubadas a diferentes
concentraciones de proteina por 24 horas. Después se cuantifics la actividad catalilica (@). Para
el valor de la actividad especifica a la mayor concentracion de proteina utitizada se asigné Xy =
1. La fraccion nativa de sTP/ predicha a diferentes concentraciones de proleina fue calculada
utilizando las ecuaciones 23 a 25 con AGH en el intervalo de 17 a 20 kcal mal para la
desnaturalizacion con urea (-} o para Gdn-HCl: AG1H;® = 18.0 keal mol! y AGzH0 = 0.5 keal
malt (- - - <}, 0 AGHM® = 10.0 keal mol! (- - - - ) o bien AG1H2 = 10.0 keal molt y AG#9 = 0.5
kcal mol (<) 0 AGH = 10 keal mol? {++a--),

Para un proceso de disociacién/desnaturalizacion de dos estados (ecuacitn 2),

despejando [N] y [U] de la ecuacién 4 y substituyendo en la ecuacion 5, la constante de
equilibrio puede escribirse como

_2APe-x,P)

22
“ X, Pt (@)
de tal forma que la fraccién de dimeros X se obtiene de:
N X
— 23
g . @)

en donde
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Analisis termodinamico de los datos de desnaturalizacion

Analisis de dos estados para la desnaturalizacion inducida por urea

Las evidencias presentadas anieriormente sugieren' que la desnaturalizacion inducida
por urea para la TP/, aparentemente puede ser descrita como un proceso de dos estados; por
el contrario, en Gdn-HCl se observa un intermediario.

Utlizando el método de la extrapolacién lineal {ver "Mateniales y Métodos™), los
resuitados obtenidos para la desnaturalizacion de sTPI con urea no dependen de los estimados
iniciales y no son significativamente diferentes si el ajuste se realiza (a) individualmente para una
concentracion de proleina; (b) simultaneamente para la misma concentracion -de proteina y
diferentes técnicas (IF y DC); (c) simultineamente para diferentes concentraciones de proteina y
una sola tecnica (IF o DC); (d) simultaneamente para diferenles concentraciones de proteina y
las dos técnicas (IF y DC). Incluso los valores obtenidos no son significativamente diferentes si
en el ajuste se incluye una dependencia lineal de la sefal de IV ylo U con la concentracién de
desnaturalizante. En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para el ajuste, a cada
concentracion de proteina y sin dependencia en las sefiales de N o U con la concentracién de
urea, para la desnaturafizacidn de la sTP! seguidos espectroscopicamente. El AGH® tiene un

valor promedio de 17.0 + 0.4 kcal mol- con una pendiente promedio de -1.6 + 0.1 keal mol! M-,

IProteina] . Experimento . .m. A0 Cia._ .

gL ckcalmort M dkcalmolt nee®in s Ma

50 IF 1101 17.810.8 4.0 58
DC 7404 17,6208 9.9 59

100 IF -20x03 196121 140 6.0
DC 14401 154405 7 59

200 IF 16101 16.5£0.9 50 6.0
DC 1304 143104 6.3 59

Promedio IF 16404 17915

Promedio DC 14102 158+ 17

Promedio Total -1.5+ 0.1 169116

Ajuste Megaglobal* <16+ 01 17004 217

JTAgA S

Anglisis de dos estados para la desnaturalizacion de la sTP! en urea.
Método de la extrapolacién lineal. Los valores de AGHP y m fueron
obtenidos a partir del ajuste de los datos de IF y CD obtenidos a 25 °C
{Figuras 8 y 9} a la ecuacion 9. En los ajustes: Yn =100y Yy = al valor
promedio de los valores de Yen el intervalo 8.0 — 9.0M de urea. *Ajuste
simultdneo para los datos de IF, OC y actividad (Figura 10) a toda Pt.
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Cir es la concentracion de desnaturalizante a la cual ocurre el 50 % de
la desnaturalizacién,

Los ajustes de los datos experimentales sen buenos a juzgar por el criterio de 3?2 y las
iineas en las Figuras 8A y 9. La coincidencia del patrén de desnaluralizacidn obtenido por
diferentes técnicas, la determinacién de la fraccion nativa por experimentos cinéticos, la union
del ANS, asi como el calculo de X a parlir de experimentos de dilucion sugieren que la
transicidn de sTP/ en urea esta descrita adecuadamente por un modelo de dos estados. Por otra
parte, 1a posicion de la transicion de dos estados para proteinas monoméricas, determinada per
mélodos no calorimétricos, es independiente de la concentracién de proteina {revisado en
Ragone 2000); por el contrario en los oligdmeros la variacién de la concentracién de proleina,
produce un comrimiento del punto medio de la transicién {Cir). Es precisamente este hecho el
lnico gue sefiala que el proceso en urea no esta perfectamente descnio por el modelo de dos
estados. Lo anterior puede deberse a que en la transicion exista un intermediario no sencillo de
caracterizar o bien a que el proceso se cuantificod en un pseudoequilibrio. En cuanto a la primera
posibilidad, se realizaron los ajustes de los datos de desnaturalizacién de sTP! en urea(para IF y
DC), por medio de un modelo de tres estados (N = I S U ). Los valores oblenidos a partir de
este tratamiento son inaceptables; fos erroies para los parametros de ajuste, son cuando menos
un orden de magnitud mayor que los valores obtenidos en el proceso. En cuanto a la segunda
posibilidad, actualmente se esludian desviaciones del comportamiento de dos estados clasico.

Analisis de tres estados para la desnaturalizacion inducida por Gdn-HCl
Los datos experimentales presentades en las secciones anteriores, muestran que
cuando la sTP! se desnaturaliza con Gdn-HC! existe un inlermedianio monomérico (M). Los
valores obtenidos para el ajuste de |2 desnaturalizacién de sTP/ con Gdn-HCI ulilizando este
modelo, dependen criticamente de los estimados iniciales, adn si el gjuste se realiza con
cualquiera de las siguientes variaciones: {a) individualmente para una concentracion de proteina;
{b) simultaneamente para la misma conceniracion de proteina y diferentes {écnicas (IF y DC); (¢)
simultaneamente para diferentes concentraciones de proteina y una sola técnica {IF o DC); {d)
simultaneamente para diferentes concentraciones de proteina y las dos técnicas (IF y DC).
Incluso, fos valores obtenidos son significativamente diferentes si en el ajuste mencionado en
cualquiera de los casos anteriores se varia 1a sefial de M enire 50 y 120, o si se incluye una
dependencia de la sefial de N, M o U con la concenlracion de desnaturalizante (individual o

simultaneamente). Cabe seftalar que a pesar de que los ajustes no convergen (Tabla 64), el
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resultado siempre esta alrededor de 11 keal mol! (AGH2% = AGEZ°, + 24GA25,) ¥ con

NoU NesM =ty
pendientes que varian desde valores positivos hasta negativos. Para ambos casos, los errores
son inaceptables.

Aunque el ajuste de los experimenios realizades con concentraciones crecientes de

Gdn* + CI no fue satisfactorio (Figuras 8 y 9), siguiendo este mismo procedimiento para los

experimentos en presencia de CI” constante (Figura 15), el valor de AGH0 obtenido a partir det
ajuste simultaneo de los datos de actividad y fluorescencia, es de 18.2 y 22.2 kcal mol-' para 1.5
y 20 M de Gdn-HCI + NaCl respectivamente (Tabla 6B). Este es el inico caso en el que los
valores de los pares AGH0 - m abtenidos de los ajustes de la desnaturalizacion de la sTP en

Gdn-HCI dieron valores acepiables, i.e. con emmares razonables.

[Proteina ] Experimento  AGHZ0, muaw  AGLZ, mu_am aGZ i
pgmlt kcal mol-! kcal mol keal mol-
A
50 IF 10166 03420 04+31 17309 10.8 73
(o] 1.14£02 03+20 03431 -1.8:09 17 15
100 IF 10.0+32.2 331161 031153 -3.2484 10.5 9.0
DC 1012172 31+200 02+144 -29+83 10.5 7.7
200 IF 128+ 04 -32:02 -06:0.2 -0.6+0.0 11.6 28
DC 10.7+02 0320 03221 19208 114 65
Promedio IF 106+03
Promedio DC 11.2104
Promedio Total 111201
Megaglobal* 88+02 -06:09 14101 -1.9£00 1ne 56.6
B
1.5M Gdn-HCL+NaCt  IF 135t 08 -69+09 24#12 -19+00 182 229
2. OM Gdn-HCL+NaCl  IF 164112 129118 29:01 -2.2¢00 222 394
TA6LA 6.

Andlisis de tres estados para la desnaturalizacion de fa sTPf en presencia de Gdn-
HCly Gdn-HCI + NaCl. Método de la extrapolacion lineal. (A} Los valores de AGH y mse
obtuvieron a partir del ajuste de los datos (Figura 8 y 9) a la ecuacion 18 a 25 °C. (B) Los
valores de AGH® y m fueron obtenidos ajustando simultaneamente los datos de actividad
catalitica y fluorescencia en Gdn-HCl + NaCl (Figura 15) a la ecuacion 18. Para los datos
de actividad Ya= 100y Ya = Yy = 0, por otra parte, para ios datos de flucrescencia
Yy = Yu = 100 y Yy = al promedio de los valores de Yen el intervalo 1.8 - 2.0 M de
Gdn-HCI, *Ajuste simultaneo para los datos de IF, DC y actividad {Figura 10) a toda Pt. En

ambos casos, los parametros iniciales fueron G 220, =15, my_m=-2, AG,2, =2y

My_2 = -1

Estos resultados reflejan fa incapacidad de los procedimientos estandar para
resolver [a forma particular de 1a transicidn mostrada en las Figuras 8, 8y 10, en donde a
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Liscusion geriera/

Desnaturalizacion de la 77/

La desnaturalizacion y renaturalizacion de la TP! de varias especies se han estudiado
exhaustivamente (Waley 1973, Mc Vitlie ef a!. 1977, Zabori et al. 1980; Sun et al. 1992; Garza-
Ramos et af. 1992; Sun et al. 1993; Borchert et al. 1993a; Borchert ef al. 1994; Borchert et 4.
1995a; Femandez-Velasco et af. 1995; Maintroid ef al. 1996a, b; Sepilveda-Becerra et al. 1996;
Rietveld y Ferreira 1996; Schliebs, et al 1997, Rietveld y Femeira 1998) (ver seccion
desnaturalizacion de la TPf en la introduccién). A la fecha, solo se han reportado datos
termodinamicos para la desnaturalizacién de ta hTP! y la c TP/ {Mainfroid et al. 1996a,b; Rietveld
y Ferreira 1998), para las cuales se ha propuesto un modelo de tres estados (N *5 2M % 2U).
En ambos casos, la desnaturalizacion de la enzima silvestre se ha modelado como una
transicion de dos estados; la informacién de las propiedades del intermediario monomérico se
obtuvo a partir de fa desnaturalizacion de dos estados de mutantes monoméricas (Mainfroid ef al.
1996a,b) o fue calculada a partir de experimentos al equilibrio y energias de activacion de la
enzima nativa (Rietveld y Ferreira 1998). A pesar de ello, no se observaron intermediarios en el
equilibrio. En este trabajo se detectd un intermediario en experimentos al equilibrio con Gdn-HC!,
mientras que en urea se abservd un proceso de dos estados. Basados en diversas técnicas que
cuantifican fa estructura de la proteina a diferentes niveles, se calcularon los cambios en la
energia libre para ambas transiciones. Recientemente, se reportd la desnaturalizacién de la pTP/
con urea y Gdn-HCl. En ese trabajo, se encontrd la presencia de un intermediario caracterizado
como un agregado, en el intervalo 0.8 - 1.2 M de Gdn-HCI (Gokhale et al. 1999).

Los datos presentados en esta lesis mueslran que en urea ei sitio activo asf como la
estructura secundaria y terciaria se pierden en un proceso cooperativo de dos estados en el cual
el dimero nativo se disocia y desnaturaliza sin intermediarios detectables en el equilibrio cor un
AGHy promedio de 17.0 + 0.4 keal mol!. Por ofra parte, en Gdn-HCl, las siguientes evidencias
muestran la presencia de un intermedianio: (i) la no coincidencia de la fraccion de enzimas
nativas determinadas por experimentos cinélicos y al equilibsio y (f1) por el méximo en la unidn
de ANS en el punto medio de la transicion (1.0 M Gdn-HCI).

Los experimentos de cromatografia liquida de exclusion molecular, dispersion de huz
dindmica y ultracenirifugacion al equilibrio indican que este intermediario es un mondmero
compacto. Los datos de actividad, fluorescencia y CD muestran comportamientos aparentemente

monofasicos y transiciones casi coincidentes, 1o cual indica que en Gdn-HCI la disociacion y
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desnaturalizacion de la sTF/ se llevan a cabo a la misma concentracion de desnaluralizante.
Para estrucluras lransicién, fue imposible después de un andlisis exhaustivo obtener los
parametros termodinamicos. Los experimentos en presencia de concentraciones elevadas de
Gdn-HCI + NaCl no muestran coincidencia entre los patrones obtenidos por fluorescencia y
actividad catalitica, lo cual sugiere un incremento en Ia concentracion del intermediario; el
aumento en 1a fluorescencia del ANS en estas condiciones comprueba el incremento en [a
fraccién de intermediario. Es probable que el incremento en la concentracién del intermediario no
se deba a la desestabilizacién del dimero, sino al incremento en |a estabilidad del mondmero
plegado.

Debe notarse que con el eror experimental, los valores de AG obtenidos enurea (17.0 +
0.4 keal mot?) son compatibles con los datos obtenidos por experimentos de dilucion. Estos
valores pueden ser comparados con los obtenidos para hTP/ usando mutantes en la interfase
(AGHP = 13.8 keal molt y AGHHy® = 2.5 keat mol') (Mainfroid et al. 1986a) y para la TP/
usando informacion de estudios cinéticos (AG1H0 = 14.6 keal mol' y AGM? = 1.2 keal mol)
(Rietveld y Ferreira 1998). En eslas especies las interacciones cuatemarias producen mas del 75
% del total de la estabilidad conformacional de la enzima {Mainfroid ef al. 1996a). Nétese que la
interaccion entre subunidades es mayor en sTPI. Los valores abtenidos para AGZHy? estan por
debajo de la estabilidad conformacional de proteinas monoméricas, las cuales fluctian entre 5.0
y 15 kcal mol-! {Pace 1990). Este hecho (Mainfroid ef al. 1996a) ha sido utilizado para proponer
la hipélesis de que la dimerizacién es esencial para lograr la méxima estabilidad conformacional
de la sTPI. En cuanto a la catilisis, el andlisis estructural de las mutantes monoméricas sefiala
que aunque la estructura tridimensional del baril esta bien conservada, tres asas en el carboxilo
terminal estan flexibles (Borchert ef al. 1993b, 1995b). Estos resultados, y el andlisis de una
mutante adicional disefiada como un analogo de! mondmero silvestre (Schiebs et al. 1977)
sugieren que la dimerizacién produce la rigidez necesaria en las asas calaliticas requerida para
la creacion de la cavidad del sitio activo. Por muchos afios no hubo evidencia de la comunicacion
entre los dos siios activos en el dimero; sin embargo, experimentos recientes de transferencia

isotopica indican inleracciones sitio-sitio en el dimero (Harris et al. 1998).

Plegamiento de otros barriles B/o.

Resulta interesante comparar los resultados experimentales obtenidos en este trabajo con

aquellos obtenidos para ofros barriles Bla (ver seccion ‘barriles B/’ en fa Introduccion). El
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plegamiento de mondmercs presenta al menos un intermediario en la subunidad o de la
triptofanc sintasa (Matthews y Crisanti 1981; Miles y Ogasahara 1982; Stackhouse 1988), en la
fosforibosilantranilato isomerasa (PRAI) de S. cerevisiae (Eder y Kirschner 1992}, en la indol-3-
glicerol-fosfata sintasa {IGPS) de Sulfolobos solfataricus {Andreotti et al. 1997) y en los dominios
aistados PRAI 'y IGPS de la bienzima PRAI-IGPS de £. coli (Jasanoff et al 1994, Sanchez del
Pino y Fersht 1594). Un mecanismo similar de plegamiento se ha propuesto para estas enzimas
{Miles y Ogasahara 1982; Eder y Kirschner 1992; Jasanoff ef af. 1994). También se han predicho
intermediarios en la simulacion de la TPf y fa subunidad « de Ia triptofano sintasa (Godzik et af,
1992 ). El Onico barrl Bfo en donde no se han reportado intermediarios es la aldolasa
monomérica de Staphylococcus aureus.

En los bariles Blo la estabilidad del monémero varia entre 2.15 keal mol! para la
aldolasa (Rudolph et al. 1992) y 13.6 - 10.7 kcal mol' para ia subunidad o« de la triptefano
sintasa (Matthews y Crisanti 1981, Stackhouse ef al 1988). Vale la pena mencionar que la
subunidad o de Ia triptofanc sintasa es un mondmero muy estable, aunque normalmente forma
parte de un telrdmero a2z, mientras que barriles monoméricos como ta aldolasa de S. aureus
(AG ges 2% = 2.15 keal mol*) {Rudolph et af. 1992) y la IGPS de Sulfofobos soffataricus (AGdes'®
= 3.5-6.09 kcal mo!") (Andreotti ef af. 1997) estin en el limite de |a estabilidad observada en
proteinas moromeéricas. Ya que en la naturaleza existen barriles /o funcionales y
marginalmente estables, es poco probable que la naturaleza dimérica de la TPf se deba a la baja
estabilidad del monomero. Por o tanto, la ocurrencia comun de los barriles B/ con una gama de
actividades cataliticas no es debida a la evolucién convergente hacia una topologia estable. De
hecho, a parlir de las ecuaciones 36 y 38 se puede concluir {ver Figura 16) que para una
proleina dimérica con una energia libre de disociacion de 18 kcal mob, la estabilidad del
mondmerc puede fluctuar entre 0.5 y 10 kcal mol! sin cambios significativos en el patrén de
actividad vs. concentracidn, aln a concentraciones pM. En ofras palabras, para un dimero con
una Kd muy baja, aparentemente no hay presién evoluliva para mantener un monomero muy
eslable. Por lo tanto, vale la pena considerar que la baja estabilidad del monémero es una
consecuencia y no la razon de la naturaleza dimérica de la TP!. A priori, la posibilidad de que
exista una TP/ monomérica (silvestre o construida por el hombre) capaz de funcionar
eficientemente no puede ser descartada; sin embargo, a la fecha solamente se han reportado
TPis oligoméricas; mas an, las TP/s muy anliguas como la de Pyrococcus woesi y
Methanothermus fervidus (Kohthoff ef al. 19986), asi como la enzima bifuncional 3-fosfoglicerato-
cinaseftriosafosfato isomerasa de Termotoga maritima (Schuring et al. 1995), son tetraméricas.
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Sila estabilidad no es la razon principal para ta naturaleza dimérica de la TP, es probable que la
asociacion se requiera para el ajuste adecuado del sitio catalitico en el interior del bamil (Schiiebs
et af 1997), o bien que la comunicacién entre los silios activos en el dimera es un requisito para
una catalisis eficiente (Haris ef al. 1998); por lo tanto, en el caso de la TFI 1a oligomerizacion

incrementa las habilidades funcionales de la enzima.

El dnico camino para responder a la tan arraigada
pregunta de la bioquimica:

Zcomo se pliegan las proteinas?

es acumulando informacion sobre los cambios en la
estructura y funcidn de los conférmeros que aparecen en la
transicién entre el estado nativo y desnaluraiizado. Ganarle
liempo al tiempo es, ademds, estudiar simultaneamente los
procesos que intervienen en la asociacion de mondmeros para

formar cligomeros.
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Concisiones

* Este es el primer reporte de un intermediario al equilibrio y de una estimacion de los

cambios en energia libre del proceso en la desnaturalizacion de |a triosafosfato isomerasa
de Saccharomyces cerevisiae.

* En urea el dimero nativo de sTP se disocia y desnaturaliza en un proceso de dos estados
sin intermediarios detectables con un AGH;0 de 17.0 £ 0.4 keal mol.

* En Gdn-HCI se presenta un estado intermediario capaz de unir ANS. Experimentos de
filtracion en gel, centrifugacién al equilibrio y dispersion de luz dinamica indican que este
intermediaric es un monomero compacto,

* Los datos espectroscdpices y de actividad catalilica para la desnaturalizacion en Gdn-HCl
se analizaron en términos de un modelo de tres estados con la presencia de un
intermediario monomérico. Por medio del método de extrapolacion lineal, después de un
andlisis exhaustivo, no fue posible determinar los cambios en la energia libre del proceso,

* Es posible incrementar la fraccién de intermediario que aparece en la desnaturalizacién
por Gdn-HCI en experimentos a concentraciones elevadas y constantes de {Gdn-HCI +
NaCl).

* En ausencia de desnaturalizantes, la actividad catalitica de sTP/ permanece constante en

el intervalo de 7.4 pM a 0.2 uM, estos resultados son compatibles con el AGH,° obtenido
para dos estados en urea, asi como ks reportados para la enzima de humano y de congjo.

* En las tres especies, levadura, conejo y humano, la asociacion de los mondmeros provee
mas del 75 % de la energia del proceso de plegamientofasaciacion y los mondmeros son
marginalmente estables (1.2 a 2.5 keal mal), a partir de esta observacion se ha propuesto

. en [a literatura que la TP! es un dimero debido a razones de estabilidad.

* Alternativamente, proponemos que para un dimero como ta TP/ {Kd 2 0.02 pM), no existe
y presién evolutiva para mantener mandmeros muy estables, de hecho existen barriles Blo
monomericos funcionales y marginalmente estables. Estas consideraciones sugieren que
la baja estabifidad de los monomeros de la TP/ es ia consecuencia y no la razon de su
caracter oligomérico y apoya la idea de que el acomedo de los sitios cataliticos al
realizarse la dimerizacion, es un prerequisito para su funcién biolégica.



FErSpECtivas.

1.- Durante los estudios realizados en esta tesis, encontramos que todas las triosafosfato
isomerasas que tenemos disponibles (S. cerevisiae, T. brucel, conejo y E. hisfolytica) pasan por un
intermediario que une ANS en la desnaturalizacién con guanidinio (cloruro y tiocianato). Este hecho
es muy interesante, pues como se menciond durante la discusion, la presencia de un intermediario
se ha enconfrado para muchos barmiles Bla. Un andlisis sobre esta observacion puede llevar a
conclusiones sobre [a historia evolutiva de Ja TP! en particular y de los barriles /o en general. Asi
mismo, extender el estudio sobre el intermediario que aparece en esta transicion permitira elucubrar
sobre si pertenece a |2 familia del glébulo fundide o no.

2.- Los experimentos de dos pasos mencionados anteriormente, son también un blanco interesante
a estudiar. Dado que en el laboratoric contamos con un fluorémetro con los aditamentos necesarios
para estudiar el proceso en periodos de tiempo muy pequedios (mseg), es de gran interés conocer
los primeros eventos cinéticos de [a desnaturalizacién de la TPI; en este estudio se podria incluir al
ANS como un sensor extra de los cambios que ocurren en el proceso.

3.- Como se menciond anteriormente, |a renaturalizacion de la TP se realizd por experimentos de
elucion-centrifugacion, Este profocolo es de mucha utllidad pues con poca pérdida de proteina
permite remover rapidamente al desnaturalizante; un estudio interesante con este protocolo es fa
hibridizacién de enzimas de diferentes especies.

4.- En los estudios que realizamos en presencia de altas concentraciones de ion cloruro, se encentré
una condicién en donde el intermediario monomérico es el confdrmero mayoritario. Esto permitira
determinar con mayor detalle las propiedades del intermediario, por ejemplo, cuantificacién de la
estructura secundaria, radio de giro, efc.

5.- Dado que en los experimentos de unidn de PGA, no se obtuvieron resultados concluyentes, se
antoja retomar el experimento para comparar las caracterfstica de este confbrmero con las mutantes
monomericas que se han obtenido a partir de la TP de humano y Trypanosoma brucefi y especular
si son equivalentes o no (ver introduccion).

6.- La combinacion de urea y guanidinio puede proveer de informacion adicional sobre los procesos
que ocurren en la asociacion y desnaturalizacion de ia TPI.

7.- El formalismo resumido en el *Apéndice” puede ser también aplicado, ademas de lo que aqui se
discute, en ctros casos como son: {a) en donde el dimero nativo se desnaturalice a través de un
intermediario dimérico o bien (b) para proteinas monoméricas que se desnaturalicen con o sin la
presencia de intermediarios. Estos casos actualmente se analizan en detalle.

8.- Emprender estudios de calorimetria diferencial de barrido de fa TPl en presencia y ausencia de
desnaturalizante.
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studies the unfolding of the wild-type enzymes showed monophasic patterns, and was modeled as 2 fwo-siale
transition, information on the propenics of the monomer was obtained from the two-state unfolding of
monomeric mutants {18,19] or from equilibrium and 2cuvation energies of the wild type enzyme [21] Clear
evidence for a different unfolding behavior in urea and Gdn-HCH has been reponted in a very recent siudy of
Plasmodium faleiparum TIM, where an intermediate characterized as an aggregate was observed in Gdn-HCI
[23]. Here, in an effort to contribute 10 our understanding of the unfolding behavior of oligomers, we study
the denaturation of Saccharomyces cerevisine TIM {sTIM) in urea and Gdn-HC).

Materials and Mctheds. £ coli cells {strain IMI103) containing the pKK223-3ytim plasmid expressing
sTiM, were a gencrous gifl of Dr. David P, Heitmeyer (Harvard University, Cambridge, U.S.A.) to Dr. Ruy
Pérez-Montfort (UNAM, México). The cell pellet of a culture (18h at 37°C) was suspended in 10mM Tris-
HCl1 pH 8.0/20mM PMSF/DMSO and lysed in a French press cell at 4°C. The lysate was ultracentrifuged and
the pellet from the 65 to 90% ammonium sulfate fraction was dialyzed overnight against buffer A (10 mM
TEA/1.0 mM EDTA/1.0 mM DTT, pH 7.6). The filtrate was loaded on a Sephacry] $-300 (equilibration and
elution in buffer A plus 1.0 mM NaN,); fractions were loaded on a Pharmacia Bioteeh MonoQ 10710 column
{equilibrated in buffer A) and eluted with 0-100 mM NaCl; fractions were adjusted to pH 8.0, dialyzed and
lvaded in the MonoQ ¢olumn {equilibrated at pH 8.0) and eluted with 0-150 mM NaCl. A single band with a
Ve = 8,000 pmot (min'mg)’" was observed in SDS/PAGE [25] stained with silver. sTIM concentration was
d termined by absorbance at 780 nm [26]. Activity was followed by a coupled-cnzyme assay [27). For
equilibrium unfolding times and reversibility experiments, samples (50 pg mL™') were equilibrated in the pre-,
post- and denaturing regions of both unfolding transitions. Equilibrium times (24 and 48 hours for Gdn-HCI
and urea respectively) were determined from wavelength of maximal emission (Ane,) (data not shown).
Renaturation was started by dilution of samples in TED 100/10/1 pH 7.4. Afer 24 hours, catalytic activity
and intrinsic fluorescence {IF) spectra of native and renatred sTIM are the same, showing that within
experimental error both transitions are fully reversible.

Unless otherwise stated, spectroscopic and hydrodynamic measurements were camied out at 25 °C
with 50 pg sTIM mL" in TED 20111 pH 7.4. Fluoreseence was monitored in a 1SS PC1 Spectroftuorometer
(ISS, Champaing, IL, USA); the excitation/emission range (4.0 ron bandwidth) was 280/300-450 nm for [F
and 360/400-560 nm for B-aniline-1-naphtalenesulfonate (ANS) fluorescence. Circular dichroism (CD) &1
2220m was momiored with an AVIV 62HDS spectropolanimeter using 0.1 cm pathlenght cells. Reference
sample signals were subtracted in all spectroscopic measurements. Two-slep kinetic unfolding experiments
were done according to Milcke and Schmid [28]); in step [, samples (200 pg sTIM mL™") were cquilibrated in
different concentrations of denaturant and in step 11 samples were diluted to 50 pg <TIM mL". Denaturam
concentration in step I1, was maintained constant in equilibrium measurements, and adjusted to 3.0 M Gdn-
HCY or 7.5 M urea in kinetic measurements, Fast protein size-exclusion liquid chromatography experiments

{29}, were carvied out in a Superdex 200HR column equilibrated with the concentratjon of denatusant used in
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