UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

El paisaje conformacional de las proteinas:
estudio de barriles TIM naturales y disenados de novo

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctor en Ciencias

PRESENTA:

Sergio Romero Romero

TUTOR PRINCIPAL:

Dr. Daniel Alejandro Fernandez Velasco
Facultad de Medicina

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:

Dr. Enrique Garcia Hernandez
Instituto de Quimica

Dr. Rogelio Rodriguez Sotres
Facultad de Quimica

Ciudad Universitaria, Ciudad de México. Diciembre 2017



UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Para todos los que abandonaron el trayecto con el fin de integrarse a
otros caminos: el de los suenos colectivos y la resistencia de conciencias

contemporaneas. Para ustedes, nuestro corazon abajo y a la izquierda.

Gracias todos los mexicanos que financian la Ciencia y Tecnologia en el

pais.

Para todas aquellas mujeres quienes han sido violentadas de una u otra

forma. No mas. Ni una mas.

Dedicada a todas las victimas de los sismos del 11 y 19 de septiembre de

2017 en México.

/n memorian. Dr. Armando Gomez Puyou.



Niquitoa Yo lo pregunto

Niquitoa ni Nezahualcoyotl: Yo, Nezahualcdyotl, lo pregunto:

iCuix oc nelli nemohua in tlalticpac? iAcaso deveras se vive con raiz en la tierra?
An nochipa tlalticpac: No para siempre en la tierra:

zan achica ye nican. s6lo un poco aqui.

Tel ca chalchihuitl no xamani, Aunque sea de jade se quiebra,

no teocuitlatl in tlalpani, aunque sea de oro se rompe,

no quetzalli poztequi. aunque sea plumaje de quetzal se desgarra.

An nochipa tlalticpac: No para siempre en la tierra:

zan achica ye nican. s6lo un poco aqui.



You will never understand
How it feels to live your life
With no meaning or control
And with nowhere left to go

You are amazed that they exist
And they burn so bright

Whilst you can only wonder why

Rent a flat above a shop

Cut your hair and get a job

Smoke some fags and play some pool
Pretend you never went to school

But still you'll never get it right

Cause when you're laid in bed at night
Watching roaches climb the wall

If you called your dad he could stop it all
Yeah!

Never live like common people

Never do what common people do
Never fail like common people

Never watch your life slide out of view
And we dance, and drink, and screw

Because there's nothing else to do...

Common People

Pulp. 1995
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Resumen

RESUMEN

El paisaje conformacional de las proteinas: estudio de barriles TIM naturales y disenados de novo

Llamamos paisaje conformacional de las proteinas a la descripcion fisicoquimica, esto es, en términos
estructurales, termodinamicos y cinéticos, de los conférmeros que la proteina visita al plegarse al estado
nativo y al interactuar con otras moléculas para llevar a cabo su funcidn. Un conocimiento a profundidad de
este fendmeno es esencial para la prediccion de la estructura proteica a partir de la secuencia de aminoacidos,
el diseno de proteinas con propiedades nuevas y Utiles, la comprension de las teorias evolutivas, y el
conocimiento de los origenes moleculares de enfermedades debido al plegamiento andmalo de las proteinas.

Dentro de las diferentes conformaciones tridimensionales que pueden tomar las secuencias de
aminodcidos, la superfamilia de los barriles TIM o barriles (B/a)s es una de las mas abundantes en la
naturaleza, ya que aproximadamente el 10% de todas las proteinas conocidas adquieren esta estructura.
Debido a su enorme variedad en funciones, su origen evolutivo comun y a su ubicuidad en distintos tipos de
proteinas, el barril TIM representa una topologia de gran interés fisicoquimico para su estudio. El
conocimiento a profundidad del paisaje conformacional que engloba las distintas propiedades de esta
topologia, asi como la relacion energético-estructural que existe entre éstas, tanto de proteinas naturales
como disefiadas de novo, nos permitird comprender mejor los determinantes globales que modulan la
estabilidad y el plegamiento de los barriles TIM. Debido a todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
conocer, explorar y caracterizar el paisaje conformacional de barriles TIM naturales y disefados de novo.

Como miembro de un barril TIM natural se eligio a la Triosafosfato Isomerasa (TIM), una enzima
glucolitica que cataliza la isomerizacion reversible del gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato.
Se estudiaron TIMs pertenecientes a diversos fila bacterianos (BacTIMs) representados por las siguientes
especies: Deinococcus radiodurans (OrMIM), Nostoc punctiforme (NpTIM), Azotobacter vinelandii (AVIIM),
Gemmata obscuriglobus (GoTIM), Clostridium perfringens (CpTIM) y Streptomyces coelicolor (ScTIM).

Todas las proteinas fueron expresadas en £scherichia coliy purificados a homogeneidad, a excepcion
de AVTIM que fue descartada del estudio debido a que la enzima se deposité en cuerpos de inclusion. Las
BacTIMs caracterizadas poseen propiedades estructurales, cataliticas, espectroscopicas e hidrodinamicas
compatibles con barriles TIM plegados nativamente y similares a otras Triosafosfato Isomerasas silvestres
previamente estudiadas. La estructura tridimensional de las proteinas fue determinada mediante
cristalografia con difraccion de rayos X. Las estructuras de GoTIM, O/TIM, (pTIM y ScTIM demuestran una
topologia candnica de un barril (B/a)s, con un RMSD menora 1 A entre ellas. La orientacion de los mondmeros
con respecto a su contraparte en el dimero es también similar; de hecho, esta es una propiedad conservada a
través de todas las TIMs en los distintos dominios de la vida.

El desplegamiento de las BacTIMs fue estudiado mediante tres agentes: dilucion, urea y temperatura.
Los experimentos de dilucion arrojaron transiciones simples que fueron reversibles para O/TIM, (pTIM y
ScTIM e irreversible para las otras dos proteinas. Los experimentos de desplegamiento quimico mostraron
procesos reversibles de dos estados para O/TIM, ScTIM y GoTIM, mientras que para NpTIM se encontro |a
presencia de un intermediario monomeérico. Para (pTIM, no hubo cambio en la senal espectroscapica, por lo
cual no se pudieron determinar los parametros termodinamicos correspondientes.
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Resumen

El comportamiento en el desplegamiento térmico de las BacTIMs se agrupa en dos blogues: para
NpTIM y GoTIM el proceso es irreversible, controlado cinéticamente, y para O/TIM, ScTIM y (pTIM es un
proceso reversible bajo control termodindmico, un fenémeno nunca antes descrito para una TIM. Los valores
de energia de activacion para ApTIM y GoTIM se encuentran entre los reportados previamente para otras TIMs
eucariontes y es diferente entre ambas proteinas, lo que se refleja en una estabilidad cinética mayor para
GOTIM con respecto a NpTIM. La estabilidad conformacional a 25 °C para O/TIM, ScTIM y (pTIM es de la mitad
en comparacion con NpTIM, GoTIM y todas las otras TIMs estudiadas anteriormente; esta caracteristica
pudiera ser un “pago fisicoguimico” que otorgan las proteinas para tener reversibilidad en su proceso de
desplegamiento térmico. La forma de la curva de estabilidad para D/TIM, ScTIM y (pTIM es principalmente
debida a los cambios en la 7,y el AHr;, ya que el AC,es casi idéntico entre las diferentes RevTIMs. Tras un
analisis exhaustivo de distintas propiedades de las enzimas, proponemos cinco propiedades que relacionan
con la reversibilidad en el desplegamiento térmico de los barriles TIM naturales estudiados: 1) bajo punto
isoeléctrico, 2) ausencia o baja cantidad de estructura secundaria residual en el estado desplegado, 3) pequeno
volumen en las cavidades internas del estado nativo, 4) baja 7,,y 5) baja estabilidad conformacional. Dado
que los tres barriles TIM naturales con desplegamiento térmico reversible provienen de organismos de
diferentes fila, esto sugiere que la reversibilidad puede ser mas comin de lo que se conoce actualmente.
Ademas, debido a que los barriles TIM oligoméricos son frecuentes en las células, la reversibilidad en su
desplegamiento pudiera ser una ventaja evolutiva al reducir la probabilidad de agregacion irreversible no
productiva y |a carga de la maquinaria celular del sistema de chaperonas.

Como miembro de un barril TIM disefiado de novose eligio a la proteina sTIM11. Para esta proteina,
uno de los objetivos fue incrementar su estabilidad con el fin de usarla como andamiaje para el disefo de
funciones novedosas en el futuro. Bajo este fin, se disenaron 28 nuevas proteinas, a las que nombramos como
ReTIM; todas ellas fueron disenadas incrementando el empaquetamiento en tres diferentes regiones del
barril, ademds de la introduccion de ciertas interacciones estabilizantes. Todos los disefios fueron
sobreexpresados en £ coliy purificados a homogeneidad. Los disenos mas exitosos de cada grupo fueron:
ReTIM1, ReTIM6, ReTIM8, ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24. Para esta familia de proteinas también existen
proteinas con desplegamiento térmico reversible e irreversible. De los disenos exitosos, tres de ellos
cumplieron el objetivo de incrementar la estabilidad de sTIM11: ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24, quienes
poseen los parametros fisicoquimicos (7, AH, A(,y AG) mas altos obtenidos y cercanos a los estimados
paramétricamente para una proteina de 184 residuos. De ellos, ReTIM17 tiene la estabilidad incrementada
un 50% con respecto de sTIM11 y ReTIM24 posee una 7,,casi 50 °C mas que la proteina base. Para el caso de
los barriles disenados, 75, AHrsy AC,cambian considerablemente entre las distintas ReTIMs, a diferencia de
los barriles TIM naturales donde sélo los primeros dos pardmetros son los que cambian entre las BacTIMs. El
cambio en estos pardmetros tiene un efecto especifico en la forma de las curvas de estabilidad de las proteinas
estudiadas. Ademas, se determind la estructura tridimensional de una de ellas, ReTIM18; su estructura
demuestra que las interacciones fueron correctamente disefadas, ua que el RMSD entre el modelo arrojado
por Rosetta y la estructura es de tan solo 0.87 A.

Los resultados presentados en este trabajo indican que para distintos miembros, ya sea naturales o
disenados de novo, de una familia que adopta una misma topologia, en este caso el barril (B/a)g 0 barril TIM,
el desplegamiento puede estar bajo control cinético o termodindmico. Debido a todo esto, es interesante
encontrar que una topologia tan comun, como lo es el barril TIM, pueda desplegarse/replegarse como propuso
Anfinsen en 1973, es decir, sin la ayuda de la maquinaria celular.
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Abstract

ABSTRACT

The conformational landscape of proteins: study of natural and e novodesigned TIM barrels

We call conformational landscape of proteins to the physicochemical description, that is, in terms of
structural, thermodynamic and kinetic features, of the conformers that the protein visits when it folds to the
native state and when it interacts with other molecules to carry out its function. An in-depth knowledge of
this phenomenon is essential for protein structure prediction from amino acid sequence, protein design of
novel and useful properties, understanding of evolutionary theories, and the knowledge of molecular origins
of many diseases due to anomalous protein folding.

Within the different three-dimensional conformations that amino acid sequences can adopt, the
superfamily of TIM barrel or (B/a)g barrel is one of the most abundant in nature, since approximately 10% of
all known proteins acquire this structure. Due to its enormous variety in functions, its common evolutionary
origin and its ubiquity in different types of proteins, the TIM barrel represents a topology of great physico-
chemical interest for its study. The knowledge of the conformational landscape that contains the different
properties of this topology, as well as the energetic-structural relationship that exists among these, both
natural and de novo designed proteins, will allow a best understanding of the global determinants that
modulate stability and folding of TIM barrel proteins. Due to all of the above, the aim of this work was to
know, to explore and to characterize the conformational landscape of natural and de novo designed TIM
barrels.

Triosphosphate Isomerase (TIM) was chosen as a member of a natural TIM barrel, a glycolytic
enzyme that catalyzes the isomerization of gluceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate.
Here, we study TIMs belonging to diverse bacterial phyla (BacTIMs): Deinococcus radiodurans(DiTIM), Nostoc
punctiforme (NpTIM), Azotobacter vinelandii (AVTIM), Gemmata obscuriglobus (GoTIM), Clostridium
perfringens (CpTIM) and Streptomyces coelicolor(ScTIM).

All proteins were expressed in £scherichia col/iand purified to homogeneity, except for AVTIM which
was discarded from the study because the enzyme was deposited in inclusion bodies. BacTIMs have
structural, catalytic, spectroscopic and hydrodynamic properties compatible with TIM barrels natively folded
and similar to other previously studied wild type TIMs. The three-dimensional structure of the proteins was
determined by crystallography with X-ray diffraction. The structures of GoTIM, DTIM, (pTIM and ScTIM
show a canonical topology of a barrel (B/a)s, with an RMSD of less than1 A among them. The orientation of
the monomers with respect to its counterpart in the dimer is also similar; in fact, this is a conserved property
of all TIMs in three domains of life.

The unfolding of BacTIMs was studied by three different agents: dilution, urea and temperature.
Dilution experiments showed simple transitions that were reversible for O/TIM, (pTIM and ScTIM and
irreversible for the other two proteins. Chemical unfolding experiments showed two state reversible processes
for O/TIM, ScTIM and GoTIM, whereas for ApTIM the presence of a monomeric intermediate was found. For
(pTIM there was no change in the spectroscopic signal, so the corresponding thermodynamic parameters
could not be determined.
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Abstract

The thermal unfolding behaviour in BacTIMs is grouped into two blocks: for ApTIM and GoTIM the
process is irreversible, kinetically controlled, and for O/TIM, ScTIM and CpTIM is a reversible process under
thermodynamic control, a phenomenon previously never described for a TIM. Activation energy values for
NpTIM and GoTIM are similar to those reported previously for other eukaryotic TIMs and the values are
different between both proteins, which results in a higher kinetic stability for GoTIM with respect to AgTIM.
The conformational stability at 25 °C for O/TIM, ScTIM and (gTIM is half compared to ApTIM, GoTIM and all
other TIMs so far studied; this characteristic could be a " pAysicochemical fee" that the proteins grant to have
reversibility in their thermal unfolding process. The shape of the stability curve for O/TIM, ScTIM and (pTIM
is mainly due to changes in 7;and AHs, since A(, is almost identical among different RevTIMs. After an
exhaustive analysis of different properties of the enzymes, we propose five properties that can correlate with
the reversibility in the thermal unfolding of the natural TIM barrels studied: 1) low isoelectric point, 2)
absence or low amount of residual secondary structure in the unfolded state, 3) small volume in the internal
cavities of the native state, 4) low 7,,and 5) low conformational stability. Since the three natural TIM barrels
with reversible thermal unfolding come from organisms in different phyla, this suggests that reversibility
may be more common than what is currently known. In addition, because oligomeric TIM barrels are frequent
in cells, reversibility in their folding/unfolding process can be an evolutive advantage because it reduces the
chance of non-productive irreversible aggregation and the load of the cellular chaperonin machinery.

As a member of a de novo designed TIM barrel we chose the sTIM11 protein. For this protein, the
aim was to increase the stability in order to use this scaffold for its molecular functionalization in a future.
We designed 28 new proteins, which we named as ReTIM; all of them were designed to increase the packing
in three different regions of the barrel and to introduce favorable interactions. All the designs were
overexpressed and purified to homogeneity. The most successful designs of each group were: ReTIMT,
ReTIM6, ReTIM8, ReTIM17, ReTIM18 and ReTIM24. For this protein family also exists proteins with
reversible and irreversible thermal unfolding. Of the successful designs, three of them fulfilled the aim of
increasing the stability of sTIM11: ReTIM17, ReTIM18 and ReTIM24, who possess the highest
physicochemical parameters obtained (7,, A4, A(,and AG) and close to those estimated parametrically for
a 184 residue protein. Of them, ReTIM17 has the stability increased by 50% with respect to sTIM11 and
ReTIM24 possesses a 7,,almost 50 °C more than the mother protein (sTIM11-SS). For the case of the designed
barrels, 75, AHrsand A(, change considerably on the different ReTIMs, unlike the natural TIM barrels where
only the first two parameters change among the BacTIMs. The modification on these parameters has a
specific effect on the shape of the protein stability curves determined. In addition, the three-dimensional
structure of one of them, ReTIM18, was determined; its structure shows that the interactions were correctly
designed, since the RMSD between the Rosetta model and the structure is only 0.87 A.

Results presented in this work indicate that for different members, either natural or de novo
designed, of a family that adopts the same topology, in this case the (B/a)g barrel or TIM barrel, the unfolding
may be under kinetic or thermodynamic control. It is therefore very thought-provoking to find that a common
topological ensamble, such as the TIM barrel, can unfold/refold as proposed by Anfinsen in 1973, /.e. without
the help of the cellular machinery.
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INTRODUCCION

El primer deber de un hombre es pensar por s/ mismo

José Marti, Hombre de Campo: 1885

Uno de los métodos creativos que hemos utilizado los seres humanos para explorar la naturaleza es
el tomar cualquier conocimiento de nuestra existencia y aplicar una mirada totalmente diferente a
la establecida: cambiar la perspectiva. De todos los conceptos que la humanidad ha explorado, uno
de los que mas se han examinado y que quia muchas de nuestras acciones es el referente a la vida.
Lejos de preguntarnos qué es la vida, una realidad de ésta es que posee una belleza peculiar que
puede ser apreciada desde diferentes aristas. La belleza de |a vida bioldgica impone incesantemente
en nosotros su presencia; el concepto de belleza ha sido un rompecabezas para bidlogos, tedlogos,
filosofos, historiadores y hasta para poetas. Tanta es su importancia, que Socrates hace mas de 2400
anos llegd a preguntarse sobre |las manifestaciones de la belleza en sus distintas formas: en una rosa,
en la muUsica, en una obra teatral o en el conocimiento mismo. La belleza es dific// afirmaba Platon:
por qué un cuerpo humano es hermoso y otro no lo es; por qué un paisaje golpea dulcemente y otro
causa repulsion; por qué una pintura atrae y otra ocasiona rechazo; por qué algunas composiciones
musicales, literarias, arquitectonicas o naturales, nos hacen exclamar jqué bello!, mientras tantas
otras pasan desapercibidas o sencillamente desagradan. Iqualmente, el mismo Platon en su libro
clasico, Fedro, describe como Socrates lo inicia en los misterios de |a eterna belleza. Socrates invita
a Platon a contemplar con él aquellas ciencias bellas e imperfectas. Le ensena a alimentar su
inteligencia con lo verdadero, lo bello y lo bueno, justo para merecer un dia tomar sus alas y descubrir
la esencia de la belleza en este mundo imperfecto. A mi parecer, una forma de descubrir la esencia
de este mundo imperfecto es lo que el hombre ha construido bajo el campo de la quimica, la fisica y

la biologia, areas con una belleza innegable.
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La biologia contemporadnea estd llena de disciplinas que se encargan de estudiar las muy
diversas formas y funciones de los organismos vivos y de aquellos que se extinguieron. Ya sea en una
parte anatdmica, un gen, un proceso bioquimico o un conjunto de biomoléculas, Ia biologia se
encarga del estudio de los seres vivos y, gracias al conocimiento acumulado, hoy sabemos que parte
esencial de los procesos vitales es posible debido a la presencia de unas macromoléculas llamadas
proteinas. Las proteinas median los procesos fundamentales de la vida, y las maneras hermosas y

variadas en que lo hacen ha sido el foco de décadas de investigacion biomédica en el area.

Las proteinas son las biomoléculas encargadas de un gran nimero de funciones en las
células, forman parte de la estructura basica de los tejidos como musculos, cabello, piel, mucosas,
etc., y desempenan funciones metabdlicas tan diversas dentro y fuera de la célula como la
asimilacion de nutrientes, transporte de moléculas, proteccion inmunitaria, acciones hormonales,
almacenamiento y reserva de compuestos quimicos, reacciones enzimaticas, entre otras. De las
proteinas depende en gran parte el buen funcionamiento celular, siendo elementos que definen la
identidad de los seres vivos, pues con ellas se expresa el codigo genético contenido en el genoma;
sus funciones forman parte del fenotipo de los seres vivos (Pace, 1996; Berg et 4/, 2002; Voet et 4/,

2006; Mathews et s/, 2012).

Llamamos paisaje conformacional a la descripcion fisicoquimica, esto es, en términos
estructurales, termodindmicos y cinéticos, de los conformeros que la proteina visita al plegarse al
estado nativo y al interactuar con otras moléculas para llevar a cabo su funcion. Las proteinas son
biopolimeros de origen genético, por lo tanto, al describir el paisaje conformacional de proteinas
homalogas y variar la secuencia de aminoacidos, es posible estudiar |a evolucion de sus propiedades
moleculares. El proceso por el cual la cadena polipeptidica de una proteina alcanza su estructura
tridimensional bioldgicamente funcional —conocida como la estructura nativa— se denomina
plegamiento y es posiblemente el ejemplo mas fundamental de autoensamblaje molecular en un

contexto bioldgico. Un conocimiento a profundidad de este proceso es de gran importancia para (7)
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acercarse a alcanzar el objetivo de poder predecir la estructura proteica a partir de la secuencia de
aminodacidos, (7) poder realizar el diseno de proteinas con propiedades nuevas y Utiles, (i)
profundizar en muchos aspectos de las teorias evolutivas y (/) aumentar el conocimiento de los
origenes moleculares de muchas enfermedades que son atribuidas al plegamiento anémalo de

proteinas (Sanchez-Ruiz, 2011).

El proceso de plegamiento/desplegamiento de una proteina implica Ia formacion y ruptura
de numerosas interacciones débiles, no covalentes. Desde una perspectiva teorica, el plegamiento
de una proteina se concibe como el movimiento de un punto representando una conformacion en
una superficie de energia libre interna frente a los grados de libertad conformacional. Dicha energia
es un paisaje de alta dimensionalidad (correspondiente a las miles de posibles conformaciones) u, en
principio, podria ser considerablemente rugoso, esto es, con un gran niUmero de minimos y maximos
locales (Dill y Chan, 1997). Sin embargo, para las proteinas, se espera que el paisaje conformacional
tenga la forma general de un embudo con un pequeno grado de rugosidad, de tal manera que la
proteina sea rapidamente dirigida hacia el fondo del embudo (el estado nativo), aunque las moléculas
individuales comiencen en diferentes lugares en el paisaje y sigan trayectorias distintas para llegar
a la parte inferior. En otras palabras, un paisaje relativamente suave evita el plegamiento de una
forma aleatoria y hace que las proteinas se plieguen en tiempos bioldgicamente compatibles con la

vida (Bryngelson ef a/, 1995).

Los avances en el estudio de las proteinas, hasta el momento, han permitido establecer una
conexion entre el paisaje de energia del plegamiento de las proteinas y los datos experimentales
cinéticos y al equilibrio. El analisis de |a estabilidad de una proteina permite conocer la energia que
diferencia al estado nativo de otras conformaciones "no nativas" o desnaturalizadas; comprender
esta propiedad de las proteinas permite, entre muchas otras cosas, conocer el paisaje conformacional
del plegamiento de una proteina y saber las barreras energéticas que rigen este proceso (Gruebele,

2005). La estabilidad cinética se refiere al hecho de que las funciones bioldgicas de una proteina
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deben ser mantenidas durante una escala de tiempo fisioldgica aun si el estado nativo no es
termodindmicamente estable con respecto a las formas no funcionales (estados desplegados,
agregados o proteina proteolizada). Dicha estabilidad es requerida en varios casos porque las
proteinas a veces trabajan bajo condiciones que favorecen las alteraciones irreversibles, por lo que la
existencia de grandes barreras energéticas que prevengan estas formas no funcionales es un
mecanismo de seleccion a través del tiempo. Una estrategia para conocer dichas barreras es realizar
experimentos de desnaturalizacion térmica que permiten describir la energia que rige el proceso y la
escala de tiempo en que sucede éste. Ademas, |a estabilidad cinética determinada /7 vitro puede ser
un reflejo de la seleccion natural para la estabilidad cinética /7 vivo, que asequra el correcto

funcionamiento de las proteinas y la homeostasis celular (Sanchez-Ruiz, 2010).

A partir de esta discusion inicial, a lo largo del presente escrito se abordardn mas
ampliamente algunos de los aspectos antes mencionados. Se iniciard con una descripcion general
actual del problema del plegamiento de las proteinas y cémo se ha abordado desde un enfoque
fisicoquimico y evolutivo. Posteriormente, se describira la topologia modelo que se estudiara en el
presente trabajo, los barriles (8/a)s o barriles TIM, ademas de las razones de su importancia en el
mundo de las arquitecturas moleculares de las proteinas. Ensequida, se describird el barril TIM
natural modelo del presente trabajo, la Triosafosfato Isomerasa, una proteina con caracteristicas
interesantes que ha ayudado a responder algunas de las preguntas que se tienen acerca del
plegamiento proteico. Finalmente, se discutird sobre la ingenieria de proteinas con el objeto de
estabilizar un barril TIM disenado de novo. En conjunto, se tratard de describir la relacion entre las
propiedades fisicoquimicas de las proteinas, sus mecanismos de plegamiento y evolucion y como

estos temas pueden ser abordados en una topologia especifica como lo son los barriles TIM.
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ANTECEDENTES GENERALES

Plegamiento de las proteinas

£/ problema del plegamiento de proteinas y los embudos de energia

El que estructuras proteicas complejas se formen espontaneamente en periodos cortos de tiempo es
una necesidad evolutiva (Wolynes ez 4/, 1996). El plegamiento es el proceso fisicoquimico mediante
el cual las cadenas polipeptidicas adquieren su estructura nativa o conformacion de minima energia.
La concepcion actual del plegamiento se deriva de los estudios realizados por Christian Boehmer
Anfinsen a mediados del siglo XX, quien a través de experimentos con la ribonucleasa pancredtica
bovina establecio que la desnaturalizacion es, por lo general, un proceso reversible y que Ia
informacion necesaria para que una proteina adquiera su conformacion nativa se encuentra

codificada en la secuencia de aminoacidos (Anfinsen ef a4/, 1961; Anfinsen, 1973).

En 1969, Cyrus Levinthal mostrd que la bisqueda de la estructura nativa a través de todo el
universo conformacional es practicamente imposible en un tiempo bioldgicamente relevante. Si
suponemos que hay dos conformaciones posibles por aminoacido, una proteina de 100 residuos
podria adquirir hasta 2'% conformaciones diferentes. Si el ir de una conformacion a otra tardara un
picosequndo, muestrear todo el universo conformacional tomaria un tiempo de 10" sequndos, lo
que esigual a 10"%anos, tiempo mayor que la edad del universo mismo. Esta cifra es completamente
irreal en un contexto bioldgico donde el tiempo de plegamiento es del orden de sequndos o minutos.
A esto se le conoce como la paradoja de Levinthal (Bryngelson, 1995). Como solucion a la paradoja,
Levinthal propuso la existencia de vias de plegamiento. Esta forma de ver el proceso implica que el
estado desnaturalizado (formado por un conjunto de conformaciones especificas) llega al estado

nativo generalmente a través de una serie de pocos pasos secuenciales (Dill y Chan, 1997).
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De los resultados de Anfinsen se postuld la hipotesis termodinamica, donde se establece que
la estructura tridimensional de una proteina en su medio fisioldgico es aquella en |a cual |a energia
libre de Gibbs del sistema es menor (funcion que describe la energia del sistema proteina-disolvente).
Es decir, la conformacidn esta determinada por |a totalidad de las interacciones interatomicas u, por

tanto, por la secuencia de aminoacidos en un medio determinado (Creighton, 1990).

Cada conformacion que la proteina puede adoptar tiene asociada una energia determinada y
al conjunto de las energias correspondientes a todas las conformaciones posibles se le conoce como
paisaje energético. Actualmente, se propone con base en diversos estudios tedricos y experimentales
que el paisaje energético de las proteinas tiene forma de embudo, donde el estado desnaturalizado
se compone de todo un conjunto de conformaciones de alta energia y entropia. El espacio
conformacional se reduce conforme la proteina se acerca al estado de menor energia (nativo) en el
pico del embudo (figura 1). En muchos casos este proceso ocurre /7 vitro, sin la ayuda de otro
componente en el sistema, lo que reduce al plegamiento a un problema fisicoquimico, gobernado
por las diferencias en energia y las barreras cinéticas de los estados conformacionales que adopta Ia
cadena en su camino hacia el estado nativo (modelo del embudo multiestado-energético, figura 1)

(Dill, 1990; Dill y Chan, 1997; Goodsell y Olson, 2000).

El plegamiento sigue siendo un problema abierto. El modelo mas comunmente usado para
analizar este proceso es el que postula Unicamente dos estados (nativo y desnaturalizado). Sin
embargo, la descripcion completa del mecanismo de plegamiento involucra no sélo el estudio de los
estados inicial y final, sino también el de los estados intermedios y de los estados de transicion que
los conectan. En algunas condiciones, es posible observar conformaciones intermedias parcialmente
estructuradas. La caracterizacion de estas especies proporciona valiosa informacion acerca de las vias

y los mecanismos que dirigen a este proceso (Jaenicke, 1991).
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Figura 1. Modelo del embudo para el plegamiento de una proteina. Se muestra el estado nativo con el minimo de energia
que se alcanza mediante un mecanismo de plegamiento multiestado (empezando con distintas moléculas desplegadas
y poblando ninguno, uno o mas intermediarios en el proceso). El eje vertical del embudo (eje Y) representa la suma de las
energias libres que estabilizan una cadena polipeptidica en una conformacion particular. El area lateral de un paisaje de
energia (eje X) a una profundidad dada (eje Z) representa el nimero de conformaciones que tiene la cadena polipeptidica
con esa energia libre (modificado de Dill y Chan, 1997).

Agentes perturbantes para el estudio del plegamiento de proteinas

El plegamiento de proteinas es muy complejo ya que engloba diversos factores internos y externos
de las proteinas. Para dilucidar como ocurre este proceso se realizan estudios /2 vitro, in vivoe in
silico. En el proceso /n vivo existen factores auxiliares como las chaperonas, que dirigen el proceso a
una via productiva, empero, en algunos casos, el plegamiento puede llevarse a cabo sin la necesidad
de estos factores, hecho demostrado en los estudios realizados /7 vitro, los cuales han arrojado una
amplia fuente de datos que han sido utilizados por los modelos computacionales para simular el

plegamiento /7 silico. La meta es poder predecir en un futuro la estructura tridimensional de una
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proteina a partir de su secuencia de aminodacidos sin utilizar informacidn estadistica, es decir, sin

utilizar ninguna informacion de otra secuencia homdloga (Dobson, 2003).

Para estudiar el plegamiento /7 vitro de las proteinas, éstas se aislan de la célula que las
produce en su estado nativo de modo que el plegamiento de las mismas es un proceso que se debe
estudiar por medio de reacciones de desnaturalizacion y renaturalizacion (Mathews ez s/, 2012). La
finalidad de estudiar este proceso, se basa en determinar la estabilidad de sus niveles estructurales
y la ruta de plegamiento que sigue la proteina hasta el estado nativo, necesitando como primera
caracteristica para su estudio, que el proceso sea 100% reversible y que las condiciones
experimentales estén al equilibrio (Dill, 1991; Creighton, 1996). Se ha observado que, en general,
las proteinas pequenas de aproximadamente 100 aminodcidos y monoméricas se desnaturalizan
reversiblemente, mientras que las proteinas de mayor tamano u oligoméricas lo hacen
irreversiblemente o son parcialmente reversibles, ademas de que se agregan o se precipitan antes de

que la condicion desnaturalizante sea modificada a su estado original (Garel, 1992).

Entre los agentes mas utilizados en |a desnaturalizacion se encuentra el uso de variaciones
fisicas como la temperatura o la presion, o bien, agentes quimicos como |a variacion del pH (altera
los estados de ionizacion de las cadenas laterales de aminoacidos produciendo el desplegamiento),
desnaturalizantes como el hidrocloruro de guanidinio (GdnHCI) o |a urea (permiten que la solubilidad
de las cadenas laterales no polares de |a proteina se incremente en agua) y detergentes como el SDS
(interactuan con los residuos no polares de la proteina e interfieren con su centro hidrofébico) (Dill

y Shortle, 1991; Dobson, 2003).

Por otro lado, uno de los agentes desnaturalizantes mas utilizados es la temperatura,
basicamente porque es un agente fisico a cuyas variaciones estamos sometidos todos los seres vivos.
De todas las condiciones ambientales a las que nos enfrentamos, existen algunas condiciones que
facilmente pueden ser controladas mediante la presencia de una membrana, como la osmolaridad,

el pH o ciertos tipos de presion. Sin embargo, existen otras condiciones que son imposibles de apartar
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del medio celular, ejemplo de esto es la temperatura. Al utilizar la temperatura como agente
desnaturalizante, aumenta la energia cinética de las moléculas con lo que se desorganiza |a proteina
y se desnaturaliza. Asimismo, un aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y
desordena la estructura de |a proteina, de forma que el interior hidrofébico interacciona con el medio
acuoso y se produce la desnaturalizacion y, en algunos casos, la agregacion y precipitacion de la

proteina desnaturalizada (Pain, 2000; Razvi y Scholtz, 2006).

£l plegamiento y la estabilidad de las proteinas: dos propiedades fisicoguimicas intimamente

relacionadas

La estabilidad de una proteina es una medida de la energia que diferencia al estado nativo de otros
estados "no nativos" o desnaturalizados. La estabilidad termodindmica se obtiene cuando es posible
calcular la diferencia de energia entre el estado nativo y el desnaturalizado, para lo cual se requiere
la reversibilidad y el equilibrio en el proceso de desnaturalizacion. Por “proceso al equilibrio” se
entiende al equilibrio termodindmico entre los estados que visita la proteina en su ruta de
plegamiento/desplegamiento (nativo, desplegado, parcialmente desplegado, etc.) y que, para el caso
especifico del desplegamiento térmico, es establecido a través de un barrido de temperatura
(Sturtevant, 1977). En otras palabras, las concentraciones de los estados poblados a cualquier
temperatura estan determinadas sdlo por los valores de las constantes de equilibrio. Por ejemplo,
para un proceso de dos estados al equilibrio con un valor de entalpia de desnaturalizacion
suficientemente alta, la constante de equilibrio de desnaturalizacion cambia de un valor bajo que
favorece el estado nativo a un valor alto que favorece el estado desnaturalizado en un rango de
temperatura relativamente estrecho (Prabhu, 2005). Los procesos que se producen a través de una
serie de estados al equilibrio se llaman reversibles. Cuando la transicion del estado nativo al
desplegado es reversible, es posible calcular todos los pardmetros termodinamicos asociados a ella:

temperatura media de desnaturalizacion (7,), cambio de entalpia (AA) y cambio en la capacidad
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calorifica (A (p), ademas de parametros derivados como cambio en la entropia (AS) y cambio en Ia
energia libre de Gibbs (AG), que se obtienen mediante relaciones termodinamicas basicas. Esta
detallada descripcion energética puede ser interpretada en términos estructurales usando

correlaciones energético-estructurales que se han desarrollado con los anos.

Cuando el proceso del estado nativo al desplegado no estd al equilibrio (en el sentido
termodindmico senalado antes) sino que es dependiente del tiempo (es decir, cinético), se dice que
el proceso estd controlado cinéticamente u, por tanto, el andlisis de los datos experimentales debe
realizarse de manera diferente a la empleada cuando es un proceso al equilibrio. En una transicion
que es controlada cinéticamente las concentraciones de los estados involucrados en ella estan
determinadas por ecuaciones de velocidad (y no por constantes de equilibrio dependientes de
temperatura) (Sdnchez-Ruiz, 1992; Plaza del Pino et 4/, 2000). Las dos fuentes mas comunes de
control cinético en proteinas son el equilibrio lento y la presencia de alteraciones irreversibles de las
proteinas (agregacion, autoprotedlisis, etc.). Estas alteraciones irreversibles llevan a |a proteina a un
estado final que es incapaz de replegarse de regreso al estado nativo. De esta forma, la estabilidad
cinética se refiere a la capacidad de diferenciar energéticamente la proteina nativa del estado de
transicion (£7) (el estado limitante en el proceso de desnaturalizacion) que da lugar al estado final.
Este tipo de estabilidad es Unicamente la que se puede determinar en proteinas que se desnaturalizan
irreversiblemente, aunque también es posible hacerlo en las proteinas reversibles, puesto que el
proceso de desnaturalizacion también presenta un paso limitante (Pain, 2000; Rees y Robertson,

2001).

Cuando la proteina en estudio tiene un desplegamiento que esta bajo control cinético,
evaluar su estabilidad -conocida como estabilidad cinética- consiste en conocer el tiempo durante el
cual la proteina permanecerd en el estado nativo a una cierta temperatura 7. Este tiempo puede
estimarse a partir del valor de una constante cinética Aa 7 empleando el grafico de Arrhenius

obtenido mediante experimentos de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en

10



Antecedentes generales

inglés). Cuando la temperatura de interés 7 “(por ejemplo temperatura ambiente o fisioldgica) esta
fuera del intervalo donde se construyo el grafico de Arrhenius (que corresponde al intervalo en el que
aparece la endoterma en la traza calorimétrica) la evaluacion del tiempo de estabilidad implica
realizar una extrapolacion, de tal manera que a esa 7 “la estabilidad cinética de la proteina es sélo
una estimacion (entre mas cerca esté 7 “del intervalo, mas confiable sera el valor obtenido) (Pain,

2000; Rees y Robertson, 20071).

La termodindmica proporciona un criterio claro para determinar si un proceso es o no
espontaneo: si el cambio de energia libre de Gibbs es negativo (AG < 0), el proceso ocurre de manera
espontanea. Entonces, para el proceso de desplegamiento de una proteina (del estado nativo al
desnaturalizado: N = D) cuando AG > 0 el estado estable es el nativo. A la temperatura a la cual el
AG> 0 es maximo se le conoce como la temperatura de maxima estabilidad térmica o termodinamica
de la proteina. A la representacion de AG vs. T mostrada en la figura 2 se le conoce como la curva de
estabilidad y Unicamente puede ser determinada cuando el desplegamiento térmico es reversible y
se esta al equilibrio en las condiciones experimentales exploradas; en otras palabras, cuando es
posible determinar la estabilidad termodinamica (Becktel y Schellman, 1987). Cada proteina tiene
su propia curva de estabilidad y ésta es diferente de acuerdo a las condiciones experimentales usadas
en la determinacion de los pardmetros termodinamicos (pH, solutos, amortiguador, etcétera). La
curva de estabilidad muestra que la 7,, a alta temperatura no es Unica, sino que ademas existe un
valor de 7, a bajas temperaturas (7,) (Pace y Tanford, 1968; Privalov, 1990). A estas dos
temperaturas |a proteina se desnaturaliza y, por ello, se denominan coloquialmente las temperaturas
a las cuales ocurre la desnaturalizacion en caliente (7,) y desnaturalizacion en frio (7,),
respectivamente. Para muchas proteinas no es posible medir la sequnda, debido a que esta 7,"se

encuentra por debajo de 0 °C (273.15 K) y, por lo tanto, la muestra se congela antes de alcanzarla.
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Figura 2. Curvas de estabilidad para dos proteinas. Esta curva se obtiene empleando los valores de AH, ACpy 7, que se
obtienen de los experimentos de DSC. En la zona del diagrama donde AG (N = D) > 0 el estado nativo es estable. Fuera
de esa zona, donde el AG (N = D) <0, el estado estable es el desnaturalizado. 7,y 7, indican las temperaturas medias
de desnaturalizacion en caliente y en frio, respectivamente. La linea vertical indica la temperatura a la cual Ia muestra se
congela.

La evaluacion del AG requiere que el proceso de desplegamiento esté en equilibrio y sea
reversible. La expresion de la termodinamica que permite el calculo de la curva de estabilidad es

(ecuacion 1):

NG =M 1-L |-ac 7 ~T+Tn L (1)
7 ’ 7

donde los valores de AH, ACpy 7, se obtienen de los experimentos de DSC. Para obtener
esta ecuacion (Rees y Robertson, 2001) se ha empleado como temperatura de referencia a la 7, es
decirAG=04ala 7. Esinteresante hacer notar que la curva de estabilidad seria una recta si el A4y

el AS para el proceso fueran independientes de la temperatura (Fersht, 1999), es decir, si fuesen
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constantes. Sin embargo, hace mas de cuatro décadas, se encontré que el proceso de desplegamiento
(y por tanto su inverso, el plegamiento) esta asociado con cambios importantes en la capacidad
calorifica, esto es, que el AH y el AS no son independientes de la temperatura. Ademas, con el
descubrimiento del efecto hidrofébico y su singular dependencia de la temperatura (Frank y Evans,
1945; Kauzmann, 1959) quedd claro que la simplificacion de que ACp= 0 era una representacion
muy pobre de lo que en realidad sucedia en el desplegamiento de las proteinas. Por otro lado, fue el
desarrollo de la DSC lo que permitid la evaluacion experimental del ACr. Con diversos estudios
pioneros en el campo de |as proteinas, se encontré que el ACpde desplegamiento de una proteina es
grande y positivo, y que, dentro del error experimental, éste puede tomarse como una constante
para una proteina determinada, es decir es independiente de la temperatura (Brandts, 1964; Privalov

y Khechinashvili, 1974; Shiao et a/, 1971; Privalov, 1980).

Debido a la ausencia de reversibilidad en el proceso de desplegamiento térmico de muchas
proteinas, las curvas de estabilidad se han obtenido para relativamente pocas proteinas,
principalmente para proteinas monoméricas pequenas (Doyle ez a/, 2013). Es también importante
mencionar que es comun en |a literatura encontrar |a aseveracion que establece que una proteina A
es mas estable que otra proteina B cuando su 7, es mayor (7»s> 7mg). En vista de la figura 2, este
tipo de aseveraciones no son necesariamente correctas (la proteina A puede tener un AG menor
aunque su 7, sea mayor) por no ser suficientemente claras o precisas. El lenguaje correcto debiera
ser que la proteina A es mas termo-resistente que la proteina B (comparense las curvas 2y 1 en la

figura 2).

Entre las propiedades termodinamicas, la capacidad calorifica a presion constante goza de
una situacion privilegiada. Esto es, debido a la relacion que existe entre el ACry la entropia ASy la
energia libre de Gibbs AG: Alp= T{dAS/dT)p= -T(FAG/d TP )p. La relacion con AGindica que el ACy
es el responsable de la curvatura en la curva de estabilidad. Considerando la interpretacion

microscopica de la entropia, la relacion con el AS indica que el A(p es un reflejo del nivel de
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organizacion o estructura en el sistema. Mds precisamente, el ACres una medida de la variacion con
temperatura de esa organizacion o estructura. Asi, la relacion entre ACpy AS permite establecer -de
manera cualitativa- un vinculo entre las propiedades termodinamicas macroscopicas determinadas
experimentalmente y las caracteristicas o cambios a nivel microscdpico que ocurren durante el
proceso, es decir explicar o racionalizar el proceso de desplegamiento (o del plegamiento) en
términos microscopicos (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2006). Por ejemplo, el ACr» > 0 para la
desnaturalizacion es resultado de un AS > 0, es decir de que la entropia del estado final
(desnaturalizado) es mayor que la del estado inicial (nativo). A nivel microscopico, el Alr> 0 refleja
la exposicion al agua (hidratacion) de los grupos hidrofébicos ocultos en el estado nativo de la

proteina que quedan expuestos al disolvente durante el desplegamiento (Fersht, 1999).

Los valores de A(pr también contienen informacion relevante referente a los estados
estructurales de la proteina. Por ejemplo, la capacidad calorifica de una proteina en su estado
desplegado ((Crp) puede ser calculado a partir de la secuencia de aminodacidos: si todos los
aminodacidos estan expuestos al agua, entonces el Cpp puede aproximarse a ser la suma de las
contribuciones individuales de los aminoacidos constituyentes (cadenas laterales mas cadena

principal) (ecuacion 2; Privalov y Makhatadze, 1990):

+(C (2)

P,NH?2 P.COOH

20
- * —1)*
CPD - Zn/ (P,/ +(NHF) 1) (P,bb +(,
=
donde la sumatoria refiere a los 20 aminoacidos, n;es el nimero de aminoacidos de cada tipo
y Cpies la capacidad calorifica molar de esa cadena lateral; Mg es el nimero de aminoacidos totales
en la proteina, Cpppes la capacidad calorifica de la unidad basica (esqueleto) de la cadena principal (-
CHCONH-), Cpnmz 13 capacidad calorifica del amino terminal y Cecoon 13 capacidad calorifica del

carboxilo terminal.
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Por otro lado, la capacidad calorifica del estado nativo (Ces) es una funcion lineal de la
temperatura dentro del rango en el cual este puede ser medido. Dentro de ese rango, la capacidad
calorifica de los estados nativos es muy similar para todas las proteinas cuando las trazas son
normalizadas por el peso molecular. Se ha descrito que el ACpentre los estados nativo y desplegado
es directamente proporcional al cambio de las superficies polares y no polares accesibles al
disolvente (agua) entre esos dos estados (ecuacion 3; Murphy et a/, 1992; Murphy y Freire, 1992;
Freire, 1995):

AC,=AC,, *DA, +AC,  *AA )

pol

donde AC, ,, y AC,_, son las contribuciones de los residuos polares y no polares a la

capacidad calorifica, cuyos valores han sido obtenidos utilizando resultados de A, experimentales

(AC,

b= 188008 K" [mol-A2 Ty AC, . =-1.09+0.13) K [mol-A7]"), A yAA, son las
diferencias entre las superficies polares y no polares accesibles al solvente de los dos estados

calculadas a partir de su estructura.

£/ plegamiento en proteinas homaologas

Las proteinas homdlogas son aquellas que presentan la existencia de ancestros compartidos entre
miembros de diferentes taxones. Existen diversos estudios cinéticos y al equilibrio para analizar las
vias de plegamiento de proteinas homdlogas. En todos ellos, aunque el nivel de profundidad y
caracterizacion de los estudios es muy diferente (es decir, no todos se han realizado con las mismas
técnicas ni estudiado los mismos aspectos fisicoquimicos), se han encontrado dos grandes grupos:
a) las vias de plegamiento se encuentran conservadas evolutivamente, en proteinas pertenecientes

a una misma familia (Gunasekaran et a/, 2001) y b) a pesar de conservar una topologia (o dominio
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estructural), 1a via de plegamiento se encuentra diversificada y no se conserva evolutivamente

(Zarrine-Afsar et a/, 2005).

Algunos ejemplos en donde las rutas de plegamiento siguen caminos similares para

proteinas homalogas son:

1. Ribonuclessa. La via de plegamiento se mantiene constante; al comparar proteinas de
distintas especies, todas se pliegan mediante un mecanismo de dos estados, sin la presencia

de intermediarios estables (Krebs ez a/, 1983).

2. Proteina de union a acetil-coA. Al estudiar cuatro proteinas de union a acetil-coR se encontrd
que sus mecanismos de plegamiento son parecidos entre ellas y que todas siguen un proceso
de dos estados con solamente un paso en la conversion del estado nativo al desnaturalizado

(Kragelund et a/, 1996).

3. Proteina de chogue por frio. Al comparar miembros cercanos evolutivamente, se observa que
todas se pliegan por un mecanismo de dos estados sin Ia presencia de intermediarios
estables. Incluso, al comparar proteinas derivadas de organismos mesofilos, termofilos e
hipertermofilos, se encontrd que las velocidades de plegamiento son similares y los estados
de transicion son estructuralmente parecidos en todas ellas. Por lo tanto, al parecer la via de
plegamiento en esta familia de proteinas ha sido conservada a través del tiempo (Perl et a/,

1998; Schindler ez a/, 1999; Reid et a/,, 2000).

4. Proteinas con topologia a/B. Algunos miembros de bajo peso molecular (acilfosfatasa y
ADA2h) mantienen una similitud en topologia y en Ias estructuras del estado de transicion
de estas proteinas. Todos los miembros siguen una via de plegamiento de dos estados

poblados durante el proceso (Chiti ez a/, 1999).
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Dihidrofolato reductasa. Al analizar proteinas de la misma familia procedentes de diferentes
organismos, se observa que la via de plegamiento es conservada, presentando un mecanismo
complejo compuesto de vias paralelas de plegamiento. Dicha via involucra al menos dos tipos
de intermediaros cinéticos dentro de ella; éstos tienen las mismas caracteristicas
fisicoquimicas y responden a velocidades de formacion semejantes. Al comparar el
mecanismo de plegamiento con el del andlogo p21 H-ras y encontrar que se pliega de Ia
misma forma, sugiere que probablemente una misma via de plegamiento ha sido conservada
evolutivamente en diferentes miembros de proteinas con topologia a/f (Wallace y

Matthews, 2002).

Espectrina. En homalogos de la familia de la espectrina diferentes dominios se pliegan de
acuerdo al modelo de dos estados al equilibro con un probable intermediario cinético de alta

energia, el cual es semejante entre ellos (Scott et a/, 2004; Wensley et 4/, 2009).

A continuacion se muestran algunos ejemplos para el caso de proteinas homadlogas que se

pliegan por vias y mecanismos diferentes a pesar de conservar la misma topologia entre sus

diferentes miembros:

1.

Proteina inmunitaria Im7/Im9. Para dos proteinas inmunitarias homoélogas (Im7 y Im9) se
observd que estructuralmente el estado nativo no presenta diferencias significativas, pero
que el plegamiento de ambas sigue diferentes mecanismos cinéticos. Por un lado, Im9 no
presenta intermediarios estables, mientras que en Im7 un intermediario altamente
compacto es poblado en la fase explosiva del plegamiento. Este fue el primer ejemplo de
distintos mecanismos de plegamiento en familias de proteinas relacionadas evolutivamente

(Ferguson et a/, 1999).

Proteina de union a ljpidos. Al estudiar diferentes miembros de la familia de proteinas de

union a lipidos, con una identidad del 93% en secuencia de aminoacidos, se encontro que
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sus vias de plegamiento son distintas. En una de ellas se observa |a presencia de al menos
dos intermediarios cinéticos que no presenta otra proteina de la familia, la cual tiene un
intermediario al equilibrio (Banaszak et a/, 1994; Dalessio y Ropson, 2000; Ropson et 4/,

2008).

Proteina G/L. A pesar de que la proteina L en su estado nativo es altamente simétrica,
durante el proceso de plegamiento la simetria se pierde: en el estado de transicion (Er) una
misma parte de |a proteina se pliega y Ia otra permanece desestructurada hasta después del
paso limitante del plegamiento (Kim ez a/, 2000). Si se compara con otra proteina similar en
estructura, como lo es la proteina G, se puede notar que a pesar de conservar una misma
estructura tridimensional, el £ de ambas proteinas es totalmente distinto, ya que en la
proteina L una seccion es formada en las etapas primarias del plegamiento (primera horquilla
B), mientas que en I3 proteina G ésta se forma hasta al final de la via (McCallister et &/,

2000).

Globinas. En la familia de globinas, las vias de plegamiento no estdn conservadas a pesar de
tener una misma estructura terciaria (Lecomte et g/, 2005). Aunque presentan algunas
similitudes, como la presencia de una fase explosiva al inicio del proceso, los intermediarios
al equilibrio son diferentes. Para la apomioglobina, el intermediario estable se estructura de
forma diferente en comparacion con la apoleghemoglobina, donde esa misma parte de Ia
proteina permanece desestructurada en el intermediario (secuencia de hélices distintas). Por
lo anterior, las caracteristicas fisicoquimicas de los intermediarios son diferentes en cada

proteina (Nishimura et a/, 2000).

Proteinas con puentes disulfuro. En el caso de proteinas pequenas ricas en puentes disulfuro
se puede observar que existe una heterogeneidad grande en las vias de plegamiento, con la

presencia o no de intermediarios; ademas se sabe que los intermediarios dependen
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importantemente de la formacion temprana de los puentes y la creacion del andamiaje que

guian el plegamiento global de |a proteina (Arolas ez a/, 2006).

Lactoalbumina/Lisozima. Rl comparar el plegamiento de dos proteinas homologas, la
lactoalbimina y lisozima, se puede observar que sus mecanismos de plegamiento son
distintos. A pesar de seguir una via de plegamiento de tres estados, y tener un
comportamiento cinético semejante, la estructuracion de las proteinas es diferente tanto en

el £rcomo en el intermediario estable (Nakamura ez a/, 2010).

Triosafosfato Isomerasa (TIM). Para esta enzima se han observado diferencias considerables
en las vias y mecanismos de plegamiento de acuerdo a Ia especie de donde provenga la
enzima, por lo que se ha concluido que la via de plegamiento no esta conservada en esta
familia de enzimas (Vazquez-Contreras et a/, 2004; Peimbert ez 3/, 2008a3; Guzman-Luna y
Garza-Ramos, 2012). Debido a que la estructura terciaria y cuaternaria de la TIM en
diferentes especies es esencialmente idéntica, esta enzima es un excelente modelo de
estudio sobre la evolucion de los mecanismos de plegamiento en proteinas homdlogas

(Chanez-Cardenas et a/, 2002; Peimbert et g/, 2008b).

Ingenieria y disefio de proteinas

La ingenieria de proteinas consiste en el diseno de mutaciones en los sitios donde se cree que puedan

tener un efecto sobre una funcion (Fersht, 1999). Este enfoque depende del conocimiento a priori

de una gran cantidad de informacion estructural de la molécula y conocimientos de evolucion

molecular. En este enfoque se debe tomar en cuenta la relacion existente entre la secuencia,

estructura y funcion, ya que por una parte se tiene la informacion de la variabilidad de cada residuo

y, por el otro, la posicion tridimensional y |a interaccion con otros residuos en el espacio (Segovia y

Peimbert, 2010). El conocimiento que utiliza el disefo e ingenieria de proteinas estd basado en
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analisis bioinformaticos de la secuencia de la proteina, reglas generales derivadas de caracterizar los
efectos de las mutaciones sobre las propiedades de la macromolécula y por la implementacion del
modelado molecular, que permite predecir los efectos de las mutaciones sobre la estructura y

estabilidad de las proteinas (Dalby, 2007).

Uno de los grandes retos que enfrenta la comunidad cientifica es la demanda en el diseno de
nuevas proteinas, principalmente de enzimas y anticuerpos (Vasserot et 4/, 2003; Rubin-Pitel y
Zhao, 2006). Esto provoca la necesidad de obtener proteinas que exhiban caracteristicas mejoradas
como: estabilidad, actividad catalitica especifica, requlacion celular, diferentes mecanismos de
reaccion, entre otras (Cohen et 4/, 2001). De esta forma, el diseno de proteinas es un area
encaminada a encontrar y mejorar proteinas con diferentes caracteristicas a las que hoy conocemos.
En este sentido, en los Ultimos anos se han encontrado nuevos genes en diferentes metagenomas
los cuales codifican para nuevas proteinas (Schloss y Handelsman, 2005; Tringe y Rubin, 2005;
Lorenz y Eck, 2005). De forma sinérgica, la secuenciacion masiva de nuevos organismos ha arrojado
una amplia gama de proteinas nunca antes descritas (Shendure et a/, 2004; Venter et 4/, 2004;
Ferrer et a/, 2005). Pero una alternativa mas reciente y con un futuro prometedor es el desarrollo
de proteinas con nuevas propiedades disenadas de novo, es decir, el diseno de secuencias de

proteinas que no se presentan en la naturaleza.

Para una proteina de 200 residuos, existen 202%° secuencias de aminoacidos posibles, de las
cuales el proceso evolutivo natural solo ha muestreado un subconjunto infinitesimal. En esta
perspectiva, la misma paradoja de Levinthal nos introduce a discutir la gran posibilidad de explorar
otros espacios conformacionales que la naturaleza no ha explorado. La diferencia entre lo que es
posible explorar en el espacio de secuencias y lo que ha sido explorado por la naturaleza -0 al menos
lo que hemos visto hasta ahora- ha sido denominada por diferentes nombres. El grupo de Luisi llama
a estas proteinas como “nunca nacidas” (Chiarabelli et a/, 2009). Por otro lado, el grupo de Taylor

llama a estas proteinas no exploradas como “la materia oscura del espacio proteico” (Taylor et 4/,
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2009); mientras que el grupo de David Baker las considera como parte de la “biologia posterior a la
evolucion”, que podria ser considerada analoga a la biologia sintética (Bromley ef a/, 2008) y el
grupo de Christopher Woods lo nombra como “proteinas totalmente de novo" (Woolfson et a/,
2015). Sea cual sea el nombre, este espacio conformacional no explorado es un campo grande para
los trabajos futuros del diseno e ingenieria de proteinas, los cuales deberan ir descubriendo los

paisajes antes no conocidos.

En este contexto, historicamente lo mas facil de asumir es que ya todas las secuencias de
proteinas fueron muestreadas y la seleccion natural se quedd con lo mas "dptimo”, pero eso es un
argumento de tipo adaptacionista. Un argumento adaptacionista interpreta a la seleccion natural
como el agente causal mas importante en toda forma, funcién o comportamiento organico, y le resta
importancia a las limitaciones explicativas de esta fuerza evolutiva. Las hipotesis evolutivas
propuestas desde una postura adaptacionista carecen de fundamente cientifico, ya que no reflejan
lo que se sabe acerca del proceso evolutivo y de las diversas fuerzas que lo moldean, como lo son la
deriva génica, el flujo génico y los constrenimientos ontogenéticos (Love, 2005). En el caso en
cuestion, jlas formas y funciones que no vemos en la naturaleza estan ausentes porque no presentan
una ventaja adaptativa o porque la naturaleza nunca ha llegado a ellas? Aqui es donde se vuelve
importante el concepto de constrenimiento tomado desde la biologia del desarrollo. Sequn el
paradigma adaptacionista, la variacion es completamente aleatoria e isotropica, pero algo que saben
muy bien los bidlogos del desarrollo es que hay ciertas constricciones a la idea de variacion, por lo
que en realidad no es un proceso tan aleatorio (Minelli, 2009). El primer constrenimiento es algo que
nosotros entendemos muy bien, los que nos dedicamos al mundo de las proteinas. Hay formas
(secuencias) que simplemente son imposibles, porque la proteina se vuelve inestable, no adquiere el
plegamiento correcto o fisica y quimicamente no puede expresarse de esa forma; esto limita el
espacio hipotético en que una secuencia puede variar. Lo segundo, son los llamados
constrenimientos histdricos y eso se relaciona con que si existe una injerencia de las caracteristicas

fenotipicas del ancestro sobre las de los nuevos organismos (Minelli, 2009; Love, 2015). Lo anterior
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es algo que en proteinas se puede observar facilmente. jCudntas secuencias de ADN y aminoacidos
distintas no generan la misma topologia y funcion (fenotipo)? Uno podria pensar que las topologias
se conservan porque no hay otra estructura que lo haga tan bien (adaptacionismo); pero qué pasa si
la naturaleza no sabe hacer otra cosa que no sea una topologia especifica, por ejemplo, un
plegamiento tipo Rossmann o un barril TIM. Si la variacion en secuencia puede ser tanta, por qué,
hasta la fecha, no hemos encontrado algo radicalmente distinto en la naturaleza. Es asi como se
puede afirmar que los fendmenos bioldgicos no corresponden a una idea puramente adaptacionista
y por esta razon el diseno de proteinas es un campo del cual se puede aprender mucho acerca de

estas macromoléculas, tanto en estructura-funcion como en teorias evolutivas.

El enfoque actual que rige el diseno de proteinas se basa en la hipdtesis de que éstas se
pliegan en los estados de energia mas bajos que son accesibles por sus secuencias de aminodcidos,
como propuso Christian Anfinsen hace mas de 50 anos. Dado un método adecuadamente preciso
para calcular Ia energia de una cadena polipeptidica al momento de plegarse, asi como métodos para
muestrear el espacio conformacional posible, deberia ser posible disenar secuencias que se pliequen
en nuevas estructuras. Debido a esto, hoy en dia existen dos desafios en la aplicacion de este
enfoque: en primer lugar, |a energia de un sistema no se puede calcular con gran exactitud, y en
sequndo lugar, el espacio de posibles estructuras y secuencias es muy grande y por lo tanto dificil
de buscar exhaustivamente (Khoury et 4/, 2014; Regan et a/, 2015; Woolfson ef 4/, 2015; Huang
etal, 2016b).

Uno de los principios que guian el plegamiento de las proteinas es el ocultamiento de los
residuos hidrofobicos en el nicleo de la proteina, lejos del disolvente. Para minimizar el tamano de
la cavidad que la proteina ocupa en el agua, y para maximizar las fuerzas de van der Waals, las
cadenas laterales en el nicleo deben estar empacadas muy estrechamente, pero sin sobreposiciones
atomicas desfavorables energéticamente. Los grupos polares que interactdan con el disolvente en el

estado desplegado que quedan ocultos en la parte interna de |a proteina deben de formar puentes
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de hidrogeno intra-proteina para compensar este efecto, de lo contrario el gran costo energético de
separar el agua desfavoreceria el plegamiento (Fleming y Rose, 2005). A partir de estas
consideraciones, el diseno busca las caracteristicas estructurales de las proteinas naturales:
estructuras secundarias hélices a y hebras 3, en las que los grupos carbonilo y amida polares del
esqueleto polipéptido pueden formar puentes de hidrogeno y ensamblarse de tal manera que las
cadenas laterales no polares se introduzcan en la molécula para formar nicleos densamente
empaquetados. Ademas, el acomodo de las cadenas laterales es importante para los efectos tanto

espaciales como fisicoquimicos.

Este panorama general del plegamiento de las proteinas se implementa en una funcion de
energia que captura las interacciones de los dtomos en |a proteina y con el disolvente. Los principales
factores que contribuyen a esta funcion energética son las fuerzas de van der Waals (que favorecen
el empaquetamiento cercano), la repulsion estérica, las interacciones electrostaticas, los puentes de
hidrogeno, Ia solvatacion y las energias de torsion de la cadena principal y los enlaces de las cadenas
laterales (Ponder ef a/, 1987; Dahiyat y Mayo, 1996; Dahiyat y Mayo, 1997; Kuhlman y Baker,
2000). De esta forma, el desafio del diseno de proteinas puede ser englobado en 3 formas de
abordarlo: prediccion de estructura, diseno con la cadena principal fija y disefo de novo. De todas
ellas, a diferencia de los problemas de prediccion estructural y diseno con la cadena principal fija, en
el problema del diseno de novo, tanto la secuencia como la estructura son desconocidas,
incrementando la complejidad del método, aunque permitiendo explorar mas sitios del espacio
conformacional posible. Durante el proceso de disefio, se evalta qué tanto los disenos se parecen a
la estructura molde o alaarquitectura deseada en el diseno. Sea cual sea el caso, en todos los trabajos
experimentales de diseno, lo que se desea demostrar es que la proteina disenada
computacionalmente es muy parecida a la estructura tridimensional determinada por algin método

experimental (fiqura 3).
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Figura 3. El panorama actual del disefio de proteinas. A) Un esquema del espacio explorado por las secuencias de
proteinas. La evolucidon ha muestreado sdlo una pequena fraccion del espacio total de la secuencia posible (azul), y el
espacio conformacional explorado se agrupa en grupos compactos de topologias especificas (amarillo). La evolucion
dirigida esta restringida a la region del espacio de secuencias que rodea a las proteinas nativas, mientras que el diseno
de novo puede explorar, en teoria, todo el espacio. B) Los problemas de prediccion estructural, el disefo con cadena
principal fija y el disefo de novo son problemas globales de optimizacidn con la misma funcidn pero con diferentes
grados de libertad. En |a prediccion estructural, la secuencia es fija y la estructura de la cadena principal es desconocida;
en el diseno fijo, la secuencia es desconocida pero la estructura es fija; y en el disefio de novo nada es conocido.
C) Ejemplo de un paisaje energético generado a partir de calculos de prediccion de estructura. Los puntos rojos
representan las estructuras de mas baja energia en cada trayectoria independiente, que se representan segun la similitud
con la estructura blanco (punto negro) a lo largo del eje x; la similitud estructural se mide por la desviacién cuadratica
media de la raiz (RMSD). D) Comparacion de una proteina disenada con su estructura tridimensional determinada
experimentalmente (CASP11 T0806). Modificado de Huang ef 4/, 2016b.

El diseno de proteinas de novoexplora el espacio completo de las secuencias, guiado por los
principios fisicos que subyacen al plegamiento de las proteinas. La metodologia computacional ha
avanzado hasta el punto de que una amplia gama de estructuras puede ser disenada desde cero con
precision a nivel atdmico. Casi toda la ingenieria de proteinas, hasta ahora, ha implicado Ia
modificacion de las proteinas naturales; por lo que debe ser posible disenar nuevas proteinas

funcionales desde el principio para hacer frente a los desafios actuales en biomedicina y
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nanotecnologia, es decir, disenar proteinas de novoy justo éste es uno de los desafios actuales en el

campo de las proteinas (Huang et a/, 2016b).

Barriles (B/a)s o barriles TIM

En 1976, Levitt y Chothia, en un trabajo clasico, propusieron una clasificacion de las estructuras de
proteinas de acuerdo al tipo de composicion de estructura secundaria en cada miembro; asi surgieron
cuatro clases: alfa, beta, alfa/beta y alfa + beta (Levitt y Chotia, 1976). Hasta la fecha, esta
clasificacion estructural de las proteinas ha prevalecido. Ademas, estos autores reconocieron que
dentro de cada clase estructural existen varias topologias: distintos ordenes, direcciones y
repeticiones de los elementos alfa o beta principales. Asimismo, con el cimulo de informacion a
través de los anos se han disenado representaciones diagramaticas para la topologia de proteinas
que se siguen utilizando hoy en dia para subclasificarlas (Andreeva et a/, 2008). Estas topologias se
pueden representar como patrones repetitivos acomodados espacialmente de forma especifica y la
comparacion de estos patrones permite comparar gran cantidad de secuencia de proteinas y detectar

semejanzas o diferencias entre los miembros, clasificandolos en super y subfamilias.

A mediados de 2017, la base de datos de proteinas (PDB) contiene mas de 130 mil
estructuras, de las cuales, los sistemas de clasificacion sugieren que éstas son representadas por
menos de 1400 diferentes topologias, dejando un mensaje claro: las proteinas naturales emplean un
limitado conjunto de topologias tridimensionales. Dentro de las diferentes conformaciones
tridimensionales que pueden tomar las secuencias de aminoacidos, la superfamilia de los barriles
TIM o barriles (B/a)s es una de las mas abundantes en la naturaleza, ya que aproximadamente el
10% de todas las proteinas conocidas adquieren esta estructura; incluso, esta proporcion se ha
mantenido a lo largo de los anos, a pesar de descubrir mas y mas proteinas (Reardon y Farber, 1995;

Sterner y Hocker, 2005; Caetano-Anollés et a/, 2007). De acuerdo a las bases de datos Structural
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Classification of Proteins (SCOP), (lass (C), Architecture (R), Topology (T) and Homology (H)(CATH)
y Families of Structurally Similar Proteins (FSSP) (base de datos que clasifican proteinas de acuerdo
a su arquitectura, topologia y secuencia), la superfamilia de barriles TIM puede subclasificarse en 33,
29 y 24 subfamilias, respectivamente, indicando el gran contenido y variabilidad de estructuras
pertenecientes a esta topologia (Hadley y Jones, 1997). Los barriles TIM participan en una gran
variedad de funciones celulares y reacciones metabdlicas. La mayoria de los miembros son enzimas
y existe representantes en cinco de las seis clases de enzimas definidas por la comision internacional

de enzimas (EC) (Wierenga, 2001; Nagano et a/, 2002).

El plegamiento tipo barril TIM consiste en un motivo B-asa-a-asa repetido ocho veces (figura
4), con las ocho hebras beta paralelas al interior del barril, cubiertas por ocho hélices alfa en el
exterior (Wierenga, 2001; Hocker et o/, 2002; Anantharaman ez &/, 2003). Los barriles TIM, sin
importar el tipo de reaccion que catalicen, siempre presentan su sitio activo en la cara C-terminal, y
en muchos de ellos se ha observado un motivo de unién a fosfato en la hebra 7, lo anterior sugiere

que este plegamiento tiene un origen monofilético (Copley y Bork, 2000).

A) B)

Figura 4. Topologia general de un barril (B/a)s. A) Esquema de la estructura secundaria; como flechas se sefialan las
hebras B y como cilindros las hélices a (modificado de Pardo-Avila, 2011). B) Estructura tridimensional de un barril TIM
(ReTIM18).
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Debido a su enorme variedad en funciones, su origen evolutivo comun y a su ubicuidad en
distintos tipos de proteinas, el barril TIM representa una topologia de gran interés fisicoquimico para
su estudio. Ademds de la amplia distribucion y gran variedad de reacciones enzimaticas que las
proteinas con plegamiento de barril TIM son capaces de catalizar, este tipo de estructura representa
un andamiaje muy estable para el disefo e ingenieria de proteinas, con numerosas aplicaciones en

los campos de la biologia sintética, diagnostico e imagenologia (Currin et a/, 2015).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

La Triosafosfato Isomerasa como modelo de estudio de un barril TIM natural

Triosafosfato Isomerasa. estructura y funcion

El miembro fundador de la superfamilia de los barriles TIM es la enzima Triosafostato Isomerasa
(TIM, de la cual deriva el nombre de la superfamilia), una proteina con topologia de barril (B/a)s de
aproximadamente 250 aminoacidos localizada en citoplasma, cloroplastos y mitocondrias; participa
en la gluconeogénesis, la sintesis de triglicéridos, el ciclo de Calvin y, principalmente, en la via de la
glucdlisis. Mediante esta Ultima via metabdlica anaerobia, la mayoria de las formas de vida degradan
la glucosa en dos moléculas de piruvato, con la produccion de dos moléculas de ATP a través de 10
reacciones enzimaticas. En el cuarto paso, la hexosa difosforilada fructuosa-1,6-bisfosfato se divide
por la enzima aldolasa en dos triosas: la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido-3-
fostato (G3P). Solamente un producto de la aldolasa continda |a via de la glucalisis, el G3P. (Nelson
y Cox, 2000; Voet et a/, 2006). La TIM cataliza la interconversidon entre DHAP y G3P por una reaccion
de isomerizacion, con un intermediario enediol o enediolato (figura 5 y 8) y sin la utilizacion de
cofactores para la catélisis (Rose y O'Connell, 1961; Knowles y Albery, 1977; Knowles, 1991).
Algunos organismos anaerabicos son estrictamente dependientes de |3 actividad enzimatica de la
TIM, razdn por Ia cual, esta enzima se ha utilizado como blanco en el diseno de drogas (Pérez-
Montfort ef a/, 1999; Reues-Vivas et a/, 2001; Zomosa-Signoret et g/, 2003; Lopez-Velazquez et
al, 2004; Enriquez-Flores et a/, 2011; Moraes et 4/, 2011) y vacunas dirigidas en contra de
endoparasitos (Zhu et a/, 2006).
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Triosafosfato
isomerasa

Dihidroxiacetona Gliceraldehido  3-
fosfato fosfato

Figura 5. Reaccion catalizada por la Triosafosfato Isomerasa. Modificada de: Nelson y Cox, 2000.

El Comité de Nomenclatura de la Unidn de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, por
sus siglas en inglés), clasifica a la TIM con el nimero 5.3.1.1 (5: Isomerasas; 3: Oxidorreductasas
intramoleculares; 1: Interconvertidores de aldosas y cetosas; 1: Triosafosfato Isomerasa) de acuerdo

a la reaccion que cataliza (NC-IUBMB, 1992).

La enzima posee ciertas propiedades cataliticas interesantes: la transformacion de DHAP en
G3P realizada por la TIM es una reaccion muy rapida, entre 108 y 10° veces mas rapida que en
ausencia de la enzima (Knowles y Albery, 1977; Nelson y Cox, 2000; Mathews et 4/, 2012). Ademas,
la TIM es un catalizador perfecto, lo cual significa que la velocidad de la reaccion entre la enzima y el
sustrato esta controlada solo por difusion. La formacion del producto ocurre tan rapido como la
enzima y el sustrato se encuentren en la solucidn, llegando la eficiencia catalitica (4at An™') cercano
de la constante de difusion, es decir, entre 108 y 10° M s (Knowles y Albery, 1977). Los
pardmetros cinéticos para las TIMs estudiadas al momento se presentan en la tabla 1. Se pueden
notar las semejanzas en |a afinidad por el sustrato y en la eficiencia catalitica de todas las enzimas,
mientras que la constante de inhibicion de sus inhibidores competitivos, fosfoglicolohidroxamato

(PGH) y acido 2-fosfoglicdlico (PGR) es muy diferente entre especies.
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Tabla 1. Pardmetros cinéticos para las TIMs silvestres.

) k Eficiencia Catalitica
TIM ki PGR KnG3P o et Referencia
(mM) (mM) (min™") M s)
£TIM 6 1.03 5.4x10° 2.18x10° Alvarez etal., 1998
EATIM ND 0.61 2.4x10° 1.64x10° Landa etal., 1997
GoTIM 0.02 0.47 564 10° 597 %108 Plaut y Knowles, 1972;
’ ' ) : Putman eta/., 1972
Lopez-Velazquez et a/., 2004;
5 8 ’ ]
GITIM 0.043 0.53 2.9x10 2.28x10 Reyes-Vivas etal., 2007
HpTIM ND 3.46 8.8x10" 1.10x 10’ Chu eta/., 2008
Mande eta/., 1994;
5 8 . i
HsTIM | 0.0074 0.49 2.7x10 2.30x10 Mainfroid. etof. 1996
LdTIM ND 0.33 2.8x10° 3.51x10° Kumar etal., 2012
LmTIM ND 0.30 2.5x10° 3.47x10° Kohl etal , 1994
MTIM ND 0.19 5.4x10° 1.4x10° Mufiz-Trejo, 2017
MmTIM 89 1.90 42x10° 9.2x10 Alvarez etal., 1998
METIM ND 2.10 41x10° 8.13x10° Mathur etal., 2006,
' ’ ) Abendroth et a/., 2009
Krietsch etal/., 1970;
4 7 ' .
OcTIM 14 0.32 52x10 6.77x10 knobeloch etaf.. 2010
PFTIM ND 0.58 1.1x10° 7.54x10 Joubert eza/, 2001
PfuTIM ND 1.22 9.3x10’ 1.27x10° Sharma y Guptasama, 2015
RmTIM ND 0.48 1.7x10° 1.41x10° Moraes eta/., 2011
SarTIM ND 0.51 1.2x10° 9.33x10’ Jiménez etal., 2003
STIM ND 0.40 2.1x10° 2.17x10° Sun etal., 1999
Lambeir eta/., 1987;
THTIM 0.024 0.25 3.7x10° 6.17x10° SMmbelr et ar. ’

Hernandez-Alcantara eta/., 2002
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. /?mpb:;)ﬂ /((r;](:/l})p ( /r-ca_t1 Eficienci_? C_a]t:frll'tica Referencia
min™") M s)

TcTIM ND 0.48 2.6x10° 2.26x10° Reyes-Vivas et a/., 2001
TmTIM ND 2.60 1.1x10° 1.76x10° Beaucamp eta/., 1997*
TmoTIM 27 0.84 2.6x10° 1.28x10° Knobeloch ea/., 2010
70TIM ND 1.67 8.6x10 0.86x10° Sharma y Guptasama, 2015
75TIM ND 0.37 7.5x10" 8.49x 10’ JJ'EZT]ZZZZ‘;// 22%%2

T TIM ND 0.20 2.2x10° 4.62x10° Walden etal, 2004
TVTIM ND 0.21 8.2x10* 1.63x10° Figueroa-Angulo eta/., 2012
ytTIM 0.03 127 1.0x10° 3.28x10° T!?;Z'FZ‘Z/ 12%70%

PGR: acido 2-fosfoglicdlico, G3P: gliceraldehido 3-fosfato, An: constante de Michaelis-Menten, At constante catalitica,
ND: no determinado. T: Realizando la correccion en la Anal considerar que sélo el 4% del G3P en solucidn tiene el sustrato
aldehido no hidratado, dnica forma que la TIM es capaz de catalizar (relacion 1:25). 1: Ay determinada para la DHAP, no
se tienen datos reportados para el G3P. Ec: Escherichia coli, Eh: Entamoeba histolytica, Gg: Gallus, G- Giardia lamblia,
Hp: Helicobacter pylor;, Hs: Homo sapiens, Ld: Leishmania donovani, Lm: Leishmania mexicana, Mj: Methanocaldococcus
Jannaschii, Mm: Moritella marina (antes Vibrio marinus), Mt: Mycobacterium tuberculosis, Oc: Oryctolagus cuniculus, PF
Plasmodium falciparum, Pfu: Pyrococcus furiosus, Rm. Rhipicephalus microplus, Scr: Sus scrofa, §j: Schistosoma
Japonicum, Th. Trypanosoma brucei, Tc: Trypanosoma cruzi, Tm. Thermotoga maritima, Tmo: Tenebrio molitor, To:
Thermococcus onnurineus, Ts: Taenia solium, Ttx: Thermoproteus tenax, Tv: Trichomonas vaginalis, yt: Saccharomyces
cerevisiae.

En la estructura de la TIM, el barril B estd compuesto por ocho hebras  paralelas, las cuales
forman una elipse cuyos semiejes miden 12 A y 18 A. El barril esta situado en el interior de la
proteina, Ias hebras estan conectadas por asas a las hélices a que rodean a las hebras $ (Reardon y
Faber, 1995). Los aminoacidos que forman el barril 3 son predominantemente hidrofébicos. Muchas
de las cadenas laterales de estos aminoacidos Ilenan el interior del barril y forman parte del centro
hidrofébico de la enzima. El sitio activo se encuentra ubicado en el extremo carboxilo terminal de la

hoja beta cilindrica (figura 6) (Lolis y Petsko, 1990; Wierenga et 4/, 1991; Wierenga et a/, 1992;).
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Al comparar la secuencia de las TIMs con estructura conocida, la mayor identidad se
encuentra entre AsTIM vs. OcTIM (98.5%), mientras que la menor identidad (12%) se observa para
la TIM de Pyrococcus woesei (PwWTIM) vs. PfTIM. Sin embargo, al comparar las estructuras
tridimensionales, se encuentra que la topologia se mantiene en todas, es decir, la arquitectura de

barril (B/a)s ha sido conservada evolutivamente independientemente de la variacion en la secuencia

aminoacidica.

A)

Figura 6. Estructura tridimensional de la TIM. A) Estructura terciaria de una subunidad de la TIM; en rojo se muestran las
hélices a, en amarillo las hebras B, en negro las asas aff y en azul las asas Ba, en verde se muestran los residuos
cataliticos: Lys12, His95 y Glu165 (numeracion de la TIM de Saccharomyces cerevisiae). B) Dimero activo presente en |a
TIM; en naranja y verde se indican los mondmeros, en magenta se senalan las asas Ba-6 y en azul se indican las asas
Bo-3 (PDB ID: 4Y8F).
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Hasta el momento (septiembre de 2017), se han reportado un total de 195 estructuras
cristalograficas de la TIM (entre TIMs silvestres y mutantes), procedentes de 39 especies
taxondmicas distintas y ubicadas en los 3 dominios de la vida (156 para Eukarya, 35 en Bacteria y 4
en Archaea). Las especies de las cuales se ha determinado al menos una estructura tridimensional de
la TIM se resumen en la tabla 2 y se muestra el nimero total de estructuras determinadas para cada

especie (sin incluir las estructuras tridimensionales determinadas en este trabajo).

Ademas del asa Ba-6 que participa en la catalisis, existe el asa Ba-3 que participa de manera
indirecta en |a estabilizacion del sitio activo y la intercara del dimero. En el dimero, la mayoria de los
contactos de intercara entre monomeros son mediados por el asa 3, también referida como el asa de
intercara (residuos 65 a 79) (figura 9), que se extiende desde de un monémero hasta una cavidad
cercana al centro catalitico de la sequnda subunidad (entre las asas Ba-1 y Ba-4) (Lolis y Petsko,
1990). Algunos residuos del asa 3 interactdan a través de contactos de van der Waals con los residuos
del sitio activo de la otra subunidad. La tapa del asa 3 (residuos 74 a 77) forma una region hidrofdbica
alrededor del residuo Leu13 de la subunidad adyacente (Maithal ez a/, 2002). Las TIMs silvestres
solo son activas como dimeros (unas pocas como tetrameros), los residuos de la intercara son
cruciales para mantener la integridad de las interacciones entre ambas subunidades (figura 6) (Zabori

etal, 1980; Casal et a/, 1987; Garza-Ramos, et a/, 1992; Cabrera et a/, 2008).

En la naturaleza, esta enzima solo es activa en su forma oligomérica, y la estructura del
dimero nativo (o del tetrdmero en algunas especies) sugiere que el proceso de oligomerizacion es
importante para estabilizar la geometria de algunos residuos del sitio activo (Wierenga et a/, 1992;
Najera et a/, 2003). El sitio activo estd localizado en la cara C-terminal del barril y dentro de la
catalisis participan 3 aminoacidos principales, los cuales estan conservados en todas las secuencias
de la TIM reportadas hasta el momento: lisina 12 (asa Ba-1), histidina 95 (asa Ba-4) y glutdmico
165 (asa Ba-6) (numeracion de la TIM de Saccharomyces cerevisiae, ytTIM, fiqura 7) (Berg et 4/,

2002).
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Antecedentes especificos

Codigo Espad Resol.ucién AfioT Referencia de la primera Nimero de
PDB (R) estructura estructuras
1TIM Gallus gallus 2.50 1976 Banner eta/., 1976 16
1YPI Saccharomyces cerevisiae 1.90 1990 Lolis y Petsko, 1990 7
3TIM Trypanosoma brucei 2.80 1991 Wierenga eta/., 1991 43
1TRE Escherichia coli 2.60 1993 Noble eta/., 1993 1
THTI Homo sapiens 2.80 1994 Mande eta/., 1994 11
1BTM Geobacillus stearothermophilus 2.80 1995 Delboni et a/., 1995 2
1AMK Leishmania mexicana 1.83 1999 Williams et a/., 1999 8
1YDV Plasmodium falciparum 2.20 1997 Velanker eta/., 1997 30
1TCD Trypanosoma cruzi 1.83 1998 Maldonado et a/., 1998 7
1AW2 Moritella marina 2.65 1998 Alvarez et a/., 1998 2
1B9B Thermotoga maritima 2.85 1999 Maes etal., 1999 1
1HG3 Pyrococcus woeser 2.70 2001 Walden eta/., 2001 1
1M6) Entamoeba histolytica 1.50 2002 Rodriguez-Romero et 4/., 2002 1
1M00 Caenorhabditis elegans 1.70 2003 Symersky eta/., 2003 1
1R2T Oryctolagus cuniculus 2.25 2003 Aparicio eta/., 2003 4

TWOM Thermoproteus tenax 2.50 2004 Walden et a/., 2004 1
1YYA Thermus thermophilus 1.60 2005 Yamamoto y Kunishima, 2005 1
219E Tenebrio molitor 2.00 2006 Knobeloch eta/., 2010 1
2H6R Methanocaldococcus jannaschii 2.30 2007 Gauyathri eta/., 2007 1
2DP3 Giardia lamblia 2.10 2007 Reyes-Vivas et a/., 2007 5
2)GQ Helicobacter pylori 2.30 2008 Chu eta/., 2008 1
3GVG Mycobacterium tuberculosis 2.55 2009 Abendroth eta/., 2009 3
3KRS Cryptosporidium parvum 1.55 2011 Nguyen eta/., 2011 1
3KXQ Bartonella henselae 1.60 2009 Abendroth eta/, 2009 1
3M9Y Staphylococcus aureus 1.90 2011 Mukherjee eta/., 2011 7
3S6D Coccidioides immitis 2.20 2011 Edwards eta/., 2011 1
3TH6 Rhipicephalus microplus 2.40 2011 Moraes eta/., 2011 1
3QST Trichomonas vaginalis 1.75 2012 Salgado-Lugo eta/., 2012 1
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Codigo Espad Resol.ucién AfioT Referencia de la primera Nimero de
PDB (R) estructura estructuras
4G1K Burkholderia thailandensis 2.35 2012 Baugh eta/., 2013 1
4GN]J Leishmania siamensis 1.93 2013 Kuaprasert eta/., 2013 2
ANVT Brucella melitensis 2.10 2013 Lukacs eta/., 2013 1
4MKN Chlamydomonas reinhardtii 1.10 2014 Zaffagnini etal., 2014 1
40HQ Arabidopsis thaliana 2.15 2015 Lopez-Castillo eta/., 2016 2
5CSR Thermoplasma acidophilum 1.94 2015 Park eta/., 2015 2
4X22 Leptospira interrogans 2.08 2016 Pareek eta/., 2016 2
51BX Streptococcus pneumoniae 1.65 2016 Minasov eta/., 2016 1
S5EYW Litopenaeus vannamer 1.70 2016 Lopez-Zavala etal., 2016 1
5Ujw Francisella tularensis 2.65 2017 Chang eta/., 2017 1
5UPR Toxoplasma gondii 2.00 2017 Filippova eta/., 2017 1

¥ Se indica el afio de la primera estructura depositada para cada especie.

. Lisina 12
Histidina 95

DHAP

Acido glutamico 165

Figura 7. Triada catalitica de |a Triosafosfato Isomerasa. Se indican las interacciones que estabilizan al sustrato catalizable
(en este caso, DHAP). La numeracion estd basada en la TIM de Saccharomyces cerevisiae. (PDB 1D: TNEY).

El mecanismo de accion de la TIM seindica en |a figura 8. Consideraciones quimicas sugieren
que la conversion del DHAP al intermediario enediol es catalizada por una base general, la cual

sustrae un proton del C1 de la DHAP y por un 4cido general el cual protona su atomo de oxigeno
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carbonilico (Voet et a/, 2006). La cadena lateral del Glu165 se encuentra situada idealmente para
sustraer el proton del C1 del DHAP, mientras que la cadena lateral de His95 estd posicionada
apropiadamente para protonar el oxigeno carbonilico del DHAP (Komives et a/, 1991; Wierenga et
al,1992). La cadena lateral de |a Lys12, cargada positivamente, estabiliza electrostaticamente el &7
que se encuentra negativamente cargado y, ademas, forma un enlace salino con la cadena lateral del
carboxilato de Glu97; también se ha visto que participa en Ia estabilidad de la enzima (Joseph-
McCarthy et a/, 1994; Lodi et 3/, 1994; Gonzalez-Mondragon ez 4/, 2004). Asimismo, en los pasos
iniciales del mecanismo de reaccion, sucede una estabilizacion del fosfato del sustrato por puentes
de hidrdgeno con Ia cadena principal de la proteina y Ia exclusion del solvente. Este Gltimo proceso
es de vital importancia, ya que en solucion, el intermediario enediol se rompe rapidamente con la
subsecuente eliminacion del fosfato del C3 formando un compuesto altamente toxico para la célula,
el metilglioxal. Para realizar la exclusion del solvente, la TIM posee un asa flexible que es el asa 6.
Esta asa, a través de un movimiento de aproximadamente 7 A, funciona como una tapa que oculta el
sitio activo, permitiendo el posicionamiento del Glu165 a una distancia adecuada del sustrato para
permitir su catalisis (fiqura 8). Esta asa protege el sitio activo del contacto con el medio acuoso y
previene la formacion de metilglioxal, ya que tiene al grupo fosfato del intermediario en una posicion
que desfavorece la reaccion de eliminacion de éste (Lolis y Petsko, 1990; Wierenga et a/, 1991); se
ha observado que la ausencia de dicha asa genera |a liberacion temprana del intermediario y Ia

transformacion del sustrato a metilglioxal (Pompliano e a/, 1990).

El perfil energético calculado de todo el proceso catalitico en direccion DHAP > G3P,
considerando la formacion del complejo TIM:DHAP, TIM-enediol, TIM:G3P y la liberacion del

producto final, se muestra en la figura 10 (Albery y Knowles, 1976).
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Dihidroxiacetona Intermediario
fosfato enediol

Gliceraldehido
3-fosfato

Figura 8. Mecanismo catalitico de la Triosafosfato Isomerasa. Modificado de: Berg ef 4/, 2002.

A) Conformacion abierta B) Conformacion cerrada

Figura 9. Conformaciones abierta y cerradade la TIM. El asa 6 se encuentra en rojo y los aminodcidos cataliticos se senalan
en amarillo, notese el cambio de la asa 6 de la conformacion abierta (R) a la conformacion cerrada (B) (PDB ID
conformacion abierta: 4Y8F, PDB ID conformacion cerrada: 2NEY).
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AG (kcal mol ™)

E-DHAP E:enediol
E+DHAP

Coordenada de reaccion

Figura 10. Cambios energéticos en cada paso de la reaccion catalizada por la Triosafosfato Isomerasa. Se muestra la
reaccion en el sentido DHAP a G3P y se incluyen los valores de energia libre reportados para el intermediario enediol y
los estados de transicion (modificado de: Albery y Knowles, 1976).

Triosafosfato Isomerasa. plegamiento y estabilidad

Se ha propuesto que a estructuras semejantes corresponden vias de plegamiento semejantes (Clarke
et al, 1999). Las TIMs presentan un alto grado de conservacion estructural, sin embargo, existen
numerosos estudios en los que se han reportado distintas vias de desnaturalizacion para la TIM de
diferentes especies, la mayoria de ellos utilizando agentes caotrdpicos desnaturalizantes como I3
urea o GdnHCI. Asi, se ha visto que la via de plegamiento no esta conservada evolutivamente,
presentando una gran diversidad en las vias de plegamiento de Ia TIM, desde procesos de dos estados
para GsTIM, OcTIM, GgTIM, LmTIM y HsTIM; tres estados con un intermediario monomérico para Ia
de yfTIM y EATIM; tres estados con |a presencia de estados agregados para 7mTIM; y cuatro estados

para 76TIM, 7cTIM y PfTIM (tabla 3).

38



Antecedentes especificos

Tabla 3. Vias de plegamiento reportadas para la TIM de diferentes especies.

Ui /3 Agente desnaturalizante
TIM desplegamiento/ ! . Referencia
plegamiento (Técnica)
GsTIM N, — 2D Gd(TF:'Cl Mainfroid e¢a/., 19963
ytTIM N, = 2D T(f:ggaggcr? Benitez-Cardoza et a/., 2001
OcTIM N, =2D Gd(TFl—;Cl Rietveld y Ferreira, 1996
Temperatura .
GgTIM N 2D Shi eta/., 2008
g 2= (IF, DC, DSC) Hetal
LmTIM N, = 2D ((ﬁ,nsg Lambeir eta/., 2000
HsTIM N, =20 (.?,”Sac) Mainfroid eta/., 19963
GdnHCI Morgan et al., 2000;
tTIM N, =2D'=2D . ' '
Y 2 (IF, DO) Néjera etal., 2003
HTIM N, = 20" =20 GdnHCI Yazquez—Perezg
(IF) Fernandez-Velasco, 2007
TmTIM N, =A—2D Gd(TF:lCl Beaucamp eta/., 1997
PFTIM N, = Ny* — A — 2D GndHCl Gokhale et a/., 1999
(IF, DC)
n anez-Cardenas et al., ;
—_— ? ? GdnHCI Chanez-Card 1., 2002
No = N* = 20" = 2D (IF, DC) Guzman-Luna y Garza-Ramos, 2012
22~
GdnHCI ) ,
7cTIM N, =N,*=2D'=2D Chanez-Cardenas eta/., 2005
(IF, DC)
TvTIM N, =2D'=2D Gd(TFl—;Cl Lara-Gonzalez et a/., 2014

N2: dimero nativo, No*: intermediario dimérico, D': intermediario monomeérico, D: estado desnaturalizado, A: estados
agregados. GdnHCI: hidrocloruro de guanidino, IF: Fluorescencia Intrinseca, DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido, DC:
Dicroismo Circular. Gs. Geobacillus stearothermophilus, Eh: Entamoeba histolytica, Gg.: Gallus, Hs: Homo sapiens, Lm:
Leishmania mexicana, Oc. Oryctolagus cuniculus, Pf: Plasmodium falciparum, Th: Trypanosoma brucei, Tc: Trypanosoma
cruzi, Tm: Thermotoga maritima, Tv: Trichomonas vaginalis, yt: Saccharomyces cerevisiae.

La relacion entre la estructura y la estabilidad no ha sido completamente explicada. El

andlisis de la estructura cristalografica muestra que los contactos intercatenarios representan tan

solo el 5% del cambio total del area accesible al solvente (ASA). Sin embargo, los intermediarios

monomeéricos son poco estables y sus propiedades estructurales y pardmetros termodinamicos son
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poco conocidas. Iqualmente, se ha determinado que el AG de disociacion (A Ggis) es responsable de
al menos el 80% del AG total de estabilidad (Najera et a/, 2003), por lo cual existe una paradoja

importante entre estabilidad de los mondmeros y la del dimero.

La primera etapa del plegamiento de la TIM involucra la formacion de intermediarios
monomeéricos. Se han reportado este tipo de intermediarios para la desnaturalizacion con GdnHCl de
7cTIM (Chanez-Cardenas et g/, 2005), 76TIM (Chanez-Cardenas eta/, 2002; Guzman-Luna y Garza-
Ramos, 2012), yfTIM (Morgan et s/, 2000; Najera et a/, 2003), £ATIM (Vazquez-Pérez y Ferndndez-
Velasco, 2007) y 7vTIM (Lara-Gonzalez et a/, 2014). Algunas de las caracteristicas comunes a todos
ellos son que conservan estructura residual, son inactivos y expandidos. Posterior a la formacion de
los mondmeros ocurre la asociacion y los rearreglos estructurales necesarios para la consolidacion
del estado nativo. La presencia de intermediarios diméricos ha sido reportada para la
desnaturalizacion de AfTIM (Gokhale et a/, 1999), 76TIM (Chanez-Cardenas et a/, 2002; Guzman-
Luna y Garza-Ramos, 2012) y 7¢TIM (Chanez-Cardenas et a/, 2005).

Asi mismo, estudios realizados a partir de mondmeros de TIM obtenidos por derivatizacion
quimica, el analisis de intermediarios en la via de plegamiento y el estudio de mutaciones que
impiden la dimerizacion, han mostrado que los mondmeros son marginalmente estables y que
aproximadamente el 70% del AGde plegamiento estd dado por |a asociacion de los mondmeros. Las
razones por las cuales la TIM es un oligdmero obligado, no estan totalmente entendidas (Peimbert
et a/, 2008b). Existen dos hipotesis para explicar este comportamiento, la primera sugiere que |a
dimerizacion optimiza la geometria del sitio activo, ya que los contactos entre las subunidades
disminuyen la flexibilidad de las asas cataliticas (Schliebs et a/, 1997). La sequnda hipdtesis
presupone que la asociacion genera una estabilidad conformacional maxima y que los mondmeros

son termodinamicamente inestables (Mainfroid et g/, 1996a).

Aunado a lo anterior, el desplegamiento térmico de Ia TIM, principalmente de organismos

eucariontes, ha sido estudiado extensivamente. En las TIMs reportadas a la fecha, el desplegamiento
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térmico es un proceso irreversible, fuera del equilibrio 0 ambos (con presencia de histéresis: no existe
coincidencia entre la rampa de desplegamiento y la de replegamiento), es decir, un proceso
controlado cinéticamente, lo cual ha impedido una caracterizacion energético-estructural detallada.
Debido a la histéresis y al alto grado de irreversibilidad del proceso, el uso de la temperatura como
agente desnaturalizante se ha limitado mas bien a la estimacion de la 7, de algunas TIMs y sus
mutantes (Mainfroid et a/, 1996b; Schliebs et a/, 1996; Beaucamp et a/, 1997; Schliebs et 4/,
1997; Rlvarez et a/, 1998; Rlvarez et a/, 1999; Gopal et a/, 1999; Sun y Sampson, 1999; Williams
et al, 1999; Benitez-Cardoza et al, 2001; Jiménez et a/, 2003; Mathur et a/, 2006; Peimbert ez a/,
2008a3; Téllez et a/, 2008; Costas et a/, 2009; Lara-Gonzdlez et 5/, 2014) y la determinacion de
algunos parametros termodindmicos (como el AS, AH, A, Ea, AG n7 y constantes cinéticas de la
reaccion, etc.) dependiendo de la TIM reportada (Mainfroid et a/, 1996b; Benitez-Cardoza et 4/,
2001; Téllez et a/, 2008; Costas et a/, 2009; Lara-Gonzalez et a/, 2014).

Ingenieria de proteinas aplicada en la TIM

Desde anos recientes, existe gran interés en estudios para modificar el plegamiento de la TIM; estos
intentos involucran tanto el diseno de nuevas proteinas, asi como también modificaciones
especificas de regiones de enzimas existentes. Dichos estudios se han enfocado especialmente hacia
el incremento de la estabilidad, optimizar las propiedades cataliticas, formar quimeras de diferentes
enzimas de barril TIM, o crear actividades enzimaticas completamente nuevas (Borchert efa/, 1993;
Zomosa-Signoret et a/, 2003; Alahuhta ez a/, 2008; Rothlisberger ef g/, 2008). Recientemente,
una revision publicada a inicios de 2017 por Olivares-1llana y colaboradores, detalla de manera
comprensiva los efectos en la catélisis, estabilidad, plegamiento y aplicaciones de farmacos de cada
uno de los residuos que se han estudiado en la enzima, contribuyendo a entender mejor las

propiedades de cada region de esta proteina fundamental (Olivares-Illana et a/, 2017).
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La estabilizacion de la proteina ha sido una tarea central en los estudios de ingenieria. El
primer logro exitoso fue Ilevado a cabo por Klibanov y colaboradores. Ellos reemplazaron los residuos
de asparagina de la intercara en yfTIM (N14T y N78I). La eliminacion de los dos sitios de
desamidacion, aumenta la estabilidad cinética de la enzima al doble cuando es calentada a 100 °C
(Rher et a/, 1987). Otra estrategia sequida para aumentar la estabilidad de la TIM ha sido estabilizar
las hélices a. Para esto, se han creado mutantes que introducen nuevas interacciones electrostaticas,
incrementan el contenido de alaninas en las hélices a y que elevan el contenido de prolinas, en todos
los casos se encontrd que la estabilidad de la enzima se veia incrementada varias kilocalorias
(Mainfroid ef 4/, 1996). Diversos resultados apoyan la idea de que enzimas mesofilicas pueden ser
convertidas en enzimas superestables sin afectar las propiedades cataliticas a temperaturas

mesofilas (Alvarez et a/, 1998; Williams ez a/, 1999; Lambeir et 5/, 2000)

A pesar de que el sitio activo de cada mondmero tiene una arquitectura independiente, la
disociacion de la enzima resulta concomitantemente en la inactivacion de la misma, aun cuando el
monomero esta correctamente plegado (Schliebs ef 4/, 1996). Debido a esto, se han realizado
numerosos esfuerzos para tratar de comprender el mecanismo que subyace a la naturaleza
oligomérica de Ia TIM. Una de las estrategias mas utilizadas ha sido la desestabilizacion de la
intercara de la enzima silvestre (ya sea acortdndola o mutandola por aminoacidos desestabilizantes),
a partir de la cual se han obtenido proteinas monoméricas mutantes (Borchert ez a/, 1994; Borchert
et a/, 1995). Otros ejemplos de monomerizacion de la TIM abarcan los realizados en 75TIM
(mono 76TIM), la cual resulto ser estable pero con una At 1000 veces mayor y una An 20 veces
mayor respecto a la enzima silvestre, dando como resultado una disminucion en la eficiencia
catalitica en 4 6rdenes de magnitud (3.15 x 10* M s1) (Borchert ez a/, 1993; Schliebs et a/, 1996).
Otra monoTIM se logro obtener al acortar el asa 8 de union a fosfato, con el fin de unir sustratos

distintos a DHAP y G3P (Norledge et a/, 2001).
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Asi, se sabe que Ia catalisis presentada en todas estas mutantes es mucha mas baja que la
observada para la enzima silvestre. Estos mondmeros de TIM se han sometido a diversos estudios
para tratar de mejorar su actividad catalitica, en todos ellos, la eficiencia catalitica del mondmero es
aproximadamente 1000 veces menor que la de una enzima dimérica. Datos cristalograficos indican
una mayor accesibilidad al solvente y movimiento de los aminoacidos cataliticos, lo que sugiere la
alteracion del sitio activo. También se ha mencionado que una de Ias razones clave de su baja
actividad es la pérdida de rigidez en la intercara dimérica, lo que implica a su vez, conformaciones
mas flexibles para algunos de los residuos del sitio activo (Wierenga et a/, 1992; Thanki etal, 1997),
ademas de que la dimerizacion optimiza la geometria del sitio activo, ya que los contactos entre las
subunidades disminuyen la flexibilidad de las asas cataliticas (Schliebs et a/, 1996). Esto implica
que, en las formas monoméricas de la TIM con estructura conservada, la poblacion de sitios activos
competentes es muy baja. Al generar una mutante monomérica, una gran cantidad de area
hidrofobica de la intercara dimérica queda expuesta al solvente polar, lo que genera una
desestabilizacion a la enzima (Borchert ez a/, 1994; Zarate-Pérez et 4/, 2009). En resumen, la
monomerizacion invariablemente produce una drastica disminucion en la actividad catalitica y una

reduccion en la estabilidad proteica, independientemente de la enzima estudiada.

Los acercamientos con mutagénesis masiva han sido utilizados para explicar la robustez de
la TIM. Al mezclar el orden de las unidades 3/a (el mejor arreglo tiene el orden de 2-4-6-8-1-3-5-7)
se observa que la enzima sique siendo dimérica, cooperativa en la desnaturalizacion y mantiene un
contenido de estructura secundaria similar al estado original. Todo esto indica un cierto grado de
autonomia en la formacion de las subunidades B/a (Shukla y Guptasarma, 2004). Con la misma
filosofia, también se han explorado un total de 182 mutaciones que preservan el patron polar-
hidrofdbico de |a proteina, encontrado que 97 posiciones no tienen un efecto medible en la enzima.
Con lo anterior mencionado, se concluye que la catalisis es preservada evolutivamente dentro de una

plasticidad grande en |a secuencia de |a proteina (Silverman ez 4/, 2001).
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La estrategia de evolucidn dirigida también ha sido explorada, en |a cual se ha encontrado la
persistencia de las mutaciones A43P y T44A o T44S, y se postula que estas mutaciones estabilizan
elasa 2 y serian la causa probable del mejoramiento de la actividad catalitica que presenta la variante
de monoTIM 75TIM (RMMO-1) (Saab-Rincon ez a/, 2001). En el caso de la TIM de humano, se han
creado formas monomeéricas en solucion que son inactivas y con una baja estabilidad, cuyo estado

de asociacion depende de la concentracion de proteina (Mainfroid ef a/, 1996a).

Los experimentos de modificacion quimica han mostrado que el sitio catalitico de un
mondmero puede ser completamente activo incluso si esta acoplado a otro monémero cuyo sitio
catalitico no es funcional (Sun et a/, 1992a; Sun et a/, 1992b). La formacion de heterodimeros con
7cTIM y 7DTIM muestran que cerca de la mitad de la actividad de un mondmero depende de I3
integridad de la interaccion de la Cys15 de 7¢TIM (del mondmero 1) con el asa 3 (del monémero 2)
(Zomosa-Signoret et a/, 2007). El cambio de la Cys14 de la 746TIM ha mostrado su importancia en la
oligomerizacion de la enzima, ya que al sustituirse por fenilalanina genera un mondmero
(Hernandez-Rlcantara et a/, 2002). Conjuntamente, mediante protedlisis limitada, en 74TIM
pueden observarse diferencias estructurales entre los monémeros que forman el dimero y que Ia
alteracion de una subunidad puede generar cambios en la otra subunidad del dimero (Reyes-Vivas et
al, 2002). Asimismo, la derivatizacion de esta cisteina en PATIM y EATIM también promueve la

monomerizacion (Maithal et s/, 2002; Rodriguez-Romero et g/, 2002).

Triosafosfato Isomerasa: estudios realizados en el dominio Bacteria

Hasta el momento, la mayoria de los estudios sobre vias de plegamiento de la TIM se han realizado
en enzimas procedentes de organismos eucariontes. Con respecto a la TIM en especies del dominio
bacteria, hasta el momento se han reportado 35 estructuras cristalograficas, procedentes de 14

especies bacterianas distintas, en varias especies se tiene Unicamente la estructura tridimensional,

44



Antecedentes especificos

sin tener algin dato sobre propiedades cataliticas, estado de oligomerizacion o de la ruta de

plegamiento (tabla 4).

Debido a esto, el estudio de las TIMs bacterianas representa un drea interesante y nueva para
explorar diversos aspectos de interés sobre la enzima, ya que al tener las bacterias una gran
diversidad de habitats, se pueden encontrar condiciones distintas de adaptacion que podrian
reflejarse en el comportamiento diferencial de sus proteinas. Por ejemplo, en ciertas TIMs de
especies bacterianas extremofilas, como 7hermotoga maritima, Bacillus stearothermophilus
Moritella maring, se ha encontrado un incremento en el nimero de puentes salinos involucrados en
mantener una conformacion adecuada de la enzima. Igualmente, se ha observado un nimero mayor
de interacciones hidrofdbicas en la parte interna del barril en el caso de 7. maritima y B
stearothermophilus, cuando se comparan con las demas TIMs, lo que pudiera indicar que en
conjunto, todos estos cambios le otorgan mayor estabilidad a la enzima bajo condiciones extremas

de temperatura, osmolaridad o ambas (Maes et a/, 1999).
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. : Eficiencia Tn(°C o :
Microoraanismo Codigo PDB y | Tipo de Kn ke catalitica tf"(,) Otros analisis realizados Referencia
g resolucion (A) |asociacion (mM) (min") 4yt [t acerca de la enzima
(M seq”) |empleada)
Bartonells henselae 3KXQ(1.6) ND ND ND ND ND ND Abendroth et/ , 2009
Brucella melitensis ANVT(2.1) ND ND ND ND ND ND Lukacs etal., 2013
Burkholderia thailandensis | 461K (2.4) ND ND ND ND ND ND Baugh etal, 2013
Gecbacilbs BIMQ4) | O N[N ND 76(050) | Estabiided enzimticaa diferentes temperats Dclbori efal 1355
stearathermaphil : imero stabilidad enzimatica a diferentes temperaturas Alerez etal. 1999
L Noble etal., 1993;
Escherichia col 1TRE(2.6 ] 1.03 ° Pl 54(0sC ND ey
scherichia coli (2.6) imero 54%10 218x10 (0SQ) Alarez efal. 1998
Francisella tularensis 5UW (2.7) ND ND ND ND ND ND Chang etal., 2017
Helicobacter pylori 2560 (2.3) Dimero 3.46 88x10° | 1.10x107 ND Mutantes K183S, K183A, 0213Q y D213A Chu etal, 2008
Leptospira interrogans 4522(2.1) ND ND ND ND ND Estudios estructurales Pareek etal., 2016
Moritella marina TAW1(2.7) Dimero 1.9 42x10° | 9.21x107 41(DSC) | Estabilidad enzimdticaa diferentes temperaturas Alvarez etal, 1998
Mycobacterivm 306(1.6) Dinero ) i | g 55 (D) Actividad a diferentes pH. Utilizacion de metales para Mathur et al., 2006;
tuberculosis ' ' A 12X su actividad. Estabilidad a diferentes temperaturas Abendroth et 4/, 2009
Staphylococcus aureus 39MY(1.9) Dimero ND ND ND ND Estudios estructurales Mukherje etal, 2012
Streptococcus pneumoniae | 5IBX(1.7) ND ND ND ND ND ND Minasov eta/., 2016
0 Desnaturalizacin con GdnHCI. Actividad a diferentes Besucamp efal 1997
Thermotoga maritima 1B9B(2.9) | Tetramero 2.6 11x10° 176x10° pHs y temperaturas. Estudio de |a enzima separada petar, 1550
(CD, IF, UvA) . . . Maes etal., 1999
de la enzima fosfoglicerato cinasa
Thermus thermophilus TYYR(1.6) Dimero ND ND ND ND ND Yamamoto y Kunishim, 1995°
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T: Realizando la correccion en la Anal considerar que solo el 4% del G3P en solucidn tiene el sustrato aldehido no hidratado, Unica
forma que la TIM es capaz de catalizar (relacion 1:25) (Trentham et a/, 1969). 1: Estudio Gnicamente estructural publicado en la base
de datos de proteinas. CD: Dicroismo Circular, DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido, GdnHCI: hidrocloruro de guanidina, IF:
Fluorescencia Intrinseca, ND: no determinado, UVA: Absorcion de UV.

Triosafosfato Isomerasa: estudio previo realizado durante la maestria

Durante los estudios de maestria (Romero-Romero, 2013), se seleccionaron y estudiaron TIMs
bacterianas pertenecientes a diversos fila bacterianos. La seleccion de las proteinas se realizd
mediante un analisis filogenético del domino Bacteria para elegir especies de interés evolutivo que
nos pudiera proporcionar informacion de otros fila bacterianos donde no ha sido estudiada esta
enzima. Para esto, se considerd el arbol filogenético publicado por Cicarelli y colaboradores (Cicarelli
et a/, 2006) u, por otra parte, se analizo la clasificacion filogenética de las bacterias, arqueas y
eucariontes propuesta por Cavalier-Smith (Cavalier-Smith, 2002; Cavalier-Smith, 2006a-b) y se
ubicaron los 3 supertaxones parafiléticos de las bacterias con sus respectivos taxones y fila, donde
se incluyeron los estudios previos de la TIM realizados en bacterias. Posteriormente, se detectaron
todos los fila bacterianos descritos al momento de la seleccion y se analizaron los eventos evolutivos

clave ubicados en el dominio Bacteria.

Teniendo considerados estos eventos, se eligieron los fila representativos que cubrieran
sucesos importantes en la evolucion y que permitieran tener una descripcion global de todo el arbol
filogenético de las bacterias, descartando los fila donde ya se tuvieran estudios previos de la TIM.
Una vez que se tuvieron los fila elegidos, se analizaron las especies representativas de éstos y con
base en la importancia evolutiva (complementandola con una importancia biomédica o
biotecnoldgica), se seleccionaron algunas especies para estudiar las caracteristicas estructurales,
cinéticas y de plegamiento de la TIM. Bajo estos parametros de seleccion, las especies elegidas
fueron: Deinococcus radiodurans (DTIM), Nostoc punctiforme (NpTIM), Azotobacter vinelandii

(AVTIM), Gemmata obscuriglobus (GoTIM), Clostridium perfringens (CpTIM) y  Streptomyces
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coelicolor (ScTIM) (figura 12) (Romero-Romero et a/, 2015). Al conjunto de estas proteinas se le
nombrd como BacTIMs. En el apéndice A y B se presentan los datos de evolucion bacteriana con los
que se baso la seleccion de especies y también se muestran algunas de las caracteristicas fisioldgicas
y bioquimicas de los organismos seleccionados. En la tabla 5 se enlistan algunas propiedades
fisicoquimicas generales para las BacTIMs y en la figura 11 se muestra un alineamiento de las

secuencias de las proteinas seleccionadas.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de las BacTIMs.

. Numero de Y mollecular Punto Numero de Nimero de Nimero de
TIM (especie) . del monomero | . P L, . B
residuos (Da) isoeléctrico cisteinas prolinas triptdfanos
Deinococcus radiodurans
247 25592.86 4.9 3 10 3
(OrTIM)
Nostoc punctiforme
246 27052.72 5.0 3 11 3
(NpTIM)
Azotobacter vinelandii
251 26029.84 5.8 5 10 2
(AVTIM)
Gemmata obscuriglobus
252 27024.92 6.4 3 11 3
(GoTIM)
Clostridium perfringens
251 27339.26 5.1 6 7 2
(CpTIM)
Streptomyces coelicolor 261 2801776 53 4 6 )
(ScTIM) ‘ ‘

Todas estas enzimas fueron expresadas en £scherichia coliy purificadas a homogeneidad, a
excepcion de AVTIM que fue descartada del estudio debido a que la enzima se depositd en cuerpos
de inclusion, por lo que no fue posible purificarla tras multiples intentos en la modificacion de los
protocolos de sobreexpresion. La actividad enzimatica mostrd una cinética Michaeliana con una
eficiencia catalitica similar a la de otras TIMs reportadas. La cromatografia de exclusion molecular
indico que todas las TIMs analizadas son diméricas. El espectro de Dicroismo Circular (DC) indicd una
composicion de estructura secundaria propia de barriles TIM en todas las enzimas. El maximo de

emision de los espectros de Fluorescencia Intrinseca (IF) mostro que los triptofanos de todas las
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enzimas estudiadas estan en un centro hidrofdbico, indicando el correcto plegado de las proteinas.
El desplegamiento térmico se estudio mediante DC y DSC. El desplegamiento de ApTIM y GoTIM fue
irreversible y 1a 7, se incrementd =5 K cuando |a velocidad de barrido se aumentd de 30 a 180
K h', indicando control cinético, un comportamiento comunmente observado en las TIMs
eucariontes previamente estudiadas. El valor de |a energia de activacion es semejante al de otras
TIMs analizadas. El estado de transicion para ambas TIMs es dimérico y muy parecido al nativo en

términos de exposicion al solvente.

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de las BacTIMs. Los residuos conservados se representan de azul claro a oscuro
de acuerdo al incremento de conservacion en secuencia.
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Dominio Archaea

Dominio Eukarya

Dominio Eukarya

B)

Dominio Archaea

Figura 11. Representaciones filogenéticas de las BacTIMs. R) Cladograma de los supertaxa bacterianos (segiin Cavalier-
Smith, 2006) que muestra |a especie a partir de la cual se estudio la secuencia TIM indicada. B) Arbol filogenético que
muestra las TIMs estudiadas durante la maestria (modificado de Letunic y Bork, 2011). Para el phylum de AVTIM (y-
Proteobacteria) sélo se muestra una ubicacion aproximada en el arbol filogenético.
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Todas estas enzimas fueron expresadas en £scherichia coliy purificadas a homogeneidad, a
excepcion de AVTIM que fue descartada del estudio debido a que la enzima se depositd en cuerpos
de inclusion, por lo que no fue posible purificarla tras multiples intentos en la modificacion de los
protocolos de sobreexpresion. La actividad enzimatica mostrd una cinética Michaeliana con una
eficiencia catalitica similar a la de otras TIMs reportadas. La cromatografia de exclusion molecular
indicd que todas las TIMs analizadas son diméricas. El espectro de Dicroismo Circular (DC) indico una
composicion de estructura secundaria propia de barriles TIM en todas las enzimas. El maximo de
emision de los espectros de Fluorescencia Intrinseca (IF) mostro que los triptofanos de todas las
enzimas estudiadas estan en un centro hidrofdbico, indicando el correcto plegado de las proteinas.
El desplegamiento térmico se estudio mediante DC y DSC. El desplegamiento de ApTIM y GoTIM fue
irreversible y la 7, se incrementd =5 K cuando la velocidad de barrido se aumentd de 30 a 180
K h', indicando control cinético, un comportamiento comunmente observado en las TIMs
eucariontes previamente estudiadas. El valor de |a energia de activacion es semejante al de otras
TIMs analizadas. El estado de transicion para ambas TIMs es dimérico y muy parecido al nativo en

términos de exposicion al solvente.

De manera sorpresiva, para O/TIM, (pTIM y ScTIM, el desplegamiento térmico fue reversible
con una histéresis menor a un grado entre |as trazas de desplegamiento y replegamiento, ademas la
ATrentre las velocidades de barrido estudiadas fue menor de 1.5 grados; todas estas evidencias son
indicativas de procesos reversibles y al equilibrio, esto es, de control termodinamico, un
comportamiento nunca antes encontrado para este tipo de enzimas. Debido al tiempo de duracion
de los estudios de la maestria, el analisis termodinamico se limito a calcular algunos parametros
fisicoquimicos de manera preliminar, por lo que uno de los objetivos para el proyecto doctoral fue la
profundizacion de la caracterizacion termodinamica para estas 5 proteinas, asi como también darnos
a la tarea de encontrar y proponer los origenes moleculares que subyacen la reversibilidad en el

desplegamiento térmico de esta familia de proteinas.
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La reversibilidad en el desplegamiento térmico es un resultado interesante y relevante, ya
que nunca se habia tenido una TIM con reversibilidad elevada y al equilibrio (asi mismo, el proceso
es robustamente reversible ya que al calentar hasta por 30 grados después de la transicion
calorimétrica, se sigue observando reversibilidad del proceso). La mayoria de las TIMs estudiadas
hasta el momento habian presentado transiciones irreversibles en un proceso de desnaturalizacion
térmica, y en el caso de que hubiera reversibilidad, como lo es en y£TIM (bajo condiciones muy
especiales), H#sTIM (y sus mutantes con baja energia de disociacion HsTIM/M14Q y HsTIM/R98Q) y
EATIM, el proceso no estaba al equilibrio, ya que el regreso a la forma nativa muestra una histéresis
alta (aproximadamente 10 °C para yfTIM (Benitez-Cardoza et a/, 2001); 2 °C para EATIM -sélo la
primera transicion ya que la sequnda es irreversible- (Téllez ef 4/, 2008). En contraste, en las TIMs
bacterianas (O/TIM, (pTIM y ScTIM) la histéresis es menora 1°C entre |as trazas de desnaturalizacion
y renaturalizacion. La reversibilidad del proceso de desplegamiento térmico pudiera tener algln
significado de acuerdo al nicho ecoldgico en el que habitan estas bacterias y su ubicacion en el arbol
filogenético, aunque esto quedd como una prequnta abierta durante el proyecto a realizarse durante

el doctorado.

La proteina sTIM11 como modelo de estudio de un barril TIM disefiado de novo

El estudio de las proteinas estd pasando por una nueva fase de diseno e ingenieria. Actualmente se
estan desarrollando nuevos enfoques y métodos que permiten el diseno de proteinas mas alla de las
conocidas naturalmente. Esta posibilidad de disenar proteinas completamente nuevas abre ciertas
prequntas: jqué topologias construimos? ;Cémo construimos en el espacio conformacional donde
hay pocas proteinas naturales que nos guien? ;Qué usos se pueden dar a las proteinas resultantes?
.Como nos puede ayudar el conocimiento adquirido de proteinas naturales en el disefo de proteinas

nuevas?
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Estas y mas preguntas son la base de multiples investigaciones recientes. Por ejemplo, ha
habido un progreso en el disefo de novo de proteinas como Top7, toroides helicoidales, hélices
transmembrana  para  transporte de  Zn?*,  péptidos  autoasociados,  receptores
agonistas/antagonistas, epitopos para el diseno de vacunas, entre otros (Kuhlman et s/, 2003;
Huang et a/, 2014; Joh et a/, 2014; Koga et 4/, 2012; Smadbeck et a/, 2014; Bellows-Paterson et
al, 2012; Khoury et a/, 2014; Correia et o/, 2014). En esta vertiente, como ya se menciono
anteriormente, el explorar nuevas secuencias pertenecientes a topologias ya conocidas resulta
interesante, ya que podria permitirnos no solo entender mas sobre las bases que rigen el
plegamiento y estabilidad de las proteinas, sino también la posibilidad el disefio de disefar funciones

novedosas y Utiles.

Bajo esta premisa, la topologia de barril (B/a)s es una de las mas robustas, versatiles y
abundantes que existen en la naturaleza y, por esto mismo, ha sido a través de los anos un objetivo
claro para el diseno e ingenieria de proteinas (Hocker, 2005; Kiss ef a/, 2013; Hocker et a/, 2004;
Hocker et a/, 2009; Claren et a/, 2009). Tanta es su relevancia estructural, que el barril TIM fue uno
de los cinco objetivos en el primer taller sobre disefo de proteinas de la Organizacion Europea de
Biologia Molecular realizado en 1987 (EMBO, Vienna 1987), pero ningun esfuerzo de diseno de novo
hasta antes de 2016 habia dado frutos precisos, es decir, proteinas con estructura terciaria
claramente definida (Goraj ef 4/, 1990; Tanaka et g/, 1994; Houbrechts ez a/, 1995; Offredi et 4/,
2003; Figueroa et a/, 2013; Nagarajan et a/, 2015). Finalmente, a inicios del ano 2016 fue descrito
el diseno exitoso de un barril TIM de novo: |a proteina sTIM11 (Huang et 4/, 2016a). La importancia
de este trabajo recae en que a pesar de los esfuerzos realizados durante mas de 25 anos, no se habia
podido disenar un barril TIM de novo. La proteina disenada es un barril TIM de 184 residuos con una
simetria de orden 4 (figura 32a), es decir, |a estructura primaria total de |a proteina se conforma de
4 segmentos idénticos, los cuales si se comparan entre si, su RMSD estructural es de 0.17 A lo que
confirma que los fragmentos son casi idénticos (figura 13c). sTIM11 presenta un RMSD de 1.28 A

cuando se compara el modelo disenado con la estructura tridimensional experimental determinada,
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lo que comprueba que el disefo fue realizado con una precision atomica (figura 13b). sTIM11 fue
disenada con dos cisteinas posicionadas para formar un puente disulfuro, aunque en la estructura
cristalografica este puente no se observa (ver discusion mas adelante en Ia seccion de resultados).
También, las bisquedas en PSI-BLAST no identifican secuencias similares con otras proteinas barril-
TIM, lo que indica que el diseno esta distante a otras familias de barriles TIM naturales (figura 13d).
Lo anterior demuestra lo que se ha discutido en lineas anteriores: la naturaleza ha muestreado sélo
un subconjunto del espacio-secuencia disponible para formar proteinas con un plegamiento de este
tipo. Estudios como este nos ayudan a comprender mejor el plegamiento de estas macromoléculas,
no solo en aspectos estructurales, sino también en aspectos termodinamicos. Ademas, obtener las
curvas de estabilidad podria ayudarnos a entender mas el como modular ésta racionalmente tanto

disenando proteinas como realizando ingenieria en |as proteinas naturales que existen.

La caracterizacion fisicoquimica de sTIM11 arroj0 que esta proteina se pliega
adecuadamente y su espectro de DC es compatible con una proteina que contiene estructura
secundaria a/B (figura 14a). Se encontrd también que la proteina posee una alta termoestabilidad,
presentando un desplegamiento térmico cooperativo con una 7, de aproximadamente 80 °C (figura
14b). Sin embargo, al analizar el experimento se pudo observar que la desnaturalizacion térmica
presenta una pretransicion con una pendiente muy grande y un comportamiento indicativo de algun
cambio en la estructura nativa previa al desplegamiento completo, cuestion que podria ser debida a
un mal empaquetamiento de la proteina. Por otro lado, cuando el desplegamiento de la proteina fue
estudiado utilizando hidrocloruro de guanidinio (desplegamiento seguido por dicroismo circular y
fluorescencia), se observan curvas cooperativas (figura 14c) y de las cuales, ajustando los datos a un

modelo de dos estados, se estima un valor de AGa 25 °C de 4.2 kcal mol™".
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Figura 13. La proteina sTIM11. A) Estructura tridimensional de sTIM11, nétese la simetria de orden 4 de la proteina. B)
Alineamiento estructural del modelo de sTIM11 (rojo) con la estructura determinada experimentalmente (azul). C)
Alineamiento estructural de los 4 fragmentos repetitivos que conforman a sTIM11. D) Relaciones de las secuencias entre
sTIM11 y los barriles TIM naturales. Se muestran los agrupamientos por HHsearch contra la base de datos Astral SCOPe
2.04. Las conexiones entre los grupos estan mostradas con lineas grises. Modificado de Huang et 3/, 2016a.

De los datos mencionados, sobresalen dos interrogantes por contestar: 1) ja qué se debe el
comportamiento en la pretransicion de la curva de desplegamiento de la proteina? y 2) jpor qué la
proteina posee una baja estabilidad en comparacion con otros barriles TIM naturales (cuyos valores
estan entre 8-25 kcal mol™'; Rudolph et a/, 1992; Cipolla et a/, 2012)? En especial esta Ultima es
importante porque dicha proteina disenada se desea ocupar para el diseno de actividades
enzimaticas o sitios de union y al ser su estabilidad tan baja, el éxito en estos objetivos se reduce
considerablemente. Por estas dos razones, una de las perspectivas del trabajo (y que fue retomada

como se puede ver mas adelante en la seccion de objetivos) fue incrementar |a estabilidad de sTIM11T,
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es decir, realizar nuevos disenos utilizando a sTIM11 como base para generar nuevas proteinas con
el fin de que alguna de ellas fuera mas estable y sirviera como andamiaje para trabajos futuros de
diseno de actividades enzimaticas y/o sitios de union. Este diseno racional se basard algunos
principios fisicoquimicos que hemos aprendido de los estudios en barriles TIM naturales y, en

especifico, de lo que conocemos hasta el momento de |a Triosafosfato Isomerasa.

Figura 14. Caracterizacion estructural y fisicoquimica de sTIM11. A) Espectro de DC medido a 30 °C (linea continua), a 95
°C (linea discontinua) y a 30 °C después de desnaturalizar (linea punteada). B) Desplegamiento térmico seguido por
dicroismo circular. C) Desplegamiento quimico utilizando GdnHCl como agente desnaturalizante. Se muestran las curvas
sequidas por dicroismo circular (simbolos llenos) y fluorescencia (simbolos vacios). Modificado de Huang ez 4/, 2016a.
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JUSTIFICACION

La diversidad funcional que desempenan las proteinas en los seres vivos es impresionantemente alta.
Al saber que las proteinas son componentes esenciales de las células y que la vida es un escenario
multiple resultante de la actividad de las mismas, no es de extranar que la variedad de estas
macromoléculas posean la informacion necesaria para conocer los determinantes que han permitido
el mantenimiento y la evolucion de las muy diversas propiedades fisicoquimicas de las proteinas,
como lo son la estabilidad y el plegamiento de las mismas. ;Como han evolucionado las proteinas en
términos de sus propiedades termodindmicas? Esta prequnta esta en el centro de nuestros esfuerzos
cientificos y sobre el quehacer de los métodos bioinformaticos, bioquimicos y de biologia estructural

actuales.

Dentro de todas las arquitecturas moleculares descritas hasta hoy en dia, el arreglo
estructural (B/a)s (también conocido como barril TIM) es una topologia modelo para estudios que
intentan describir el paisaje conformacional de las proteinas, tanto por su amplia distribucion en la
naturaleza asi como por sus propiedades estructurales y fisicoquimicas que posee este tipo de
plegamiento. El conocimiento a profundidad del paisaje conformacional que engloba dichas
propiedades, asi como la relacion energético-estructural que existe entre éstas, tanto de proteinas
naturales como disenadas de novo, nos permitira comprender mejor los determinantes globales que
modulan la estabilidad y el plegamiento de los barriles TIM. Ademas, este conocimiento nos abre |as
puertas a un estudio evolutivo detallado de Ia relacion estructura-funcion y al diseno racional de

proteinas nuevas con funciones moleculares especificas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

« Conocer, explorar y caracterizar el paisaje conformacional de barriles TIM naturales y

disenados de novo.

Objetivos particulares: barriles TIM naturales

i Caracterizar los diferentes niveles estructurales de proteinas naturales bacterianas que

pertenecen a la familia de la Triosafosfato Isomerasa.

/i. ~ Conocer los parametros cinéticos de las TIMs tanto para sus sustratos naturales como para

uno de sus inhibidores.

/i Estudiar el desplegamiento de las enzimas utilizando diferentes agentes desnaturalizantes:

dilucion, agentes quimicos y temperatura.

/v.  Sugerir algunas propiedades de Ia Triosafosfato Isomerasa que son determinantes para que

el desplegamiento térmico esté bajo control cinético o control termodindmico.
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Objetivos particulares: barriles TIM disefados de novo

I

1.

v,

Generar una nueva serie de diseflos de novo con el fin de incrementar la estabilidad de la

proteina sTIM11.
Caracterizar el desplegamiento de los disenos utilizando temperatura y agentes quimicos.
Determinar la estructura tridimensional de los disenos mas exitosos.

Proponer nuevas secuencias tanto de barriles TIM naturales como disenados de novo para

analizar en un futuro.

Establecer una relacion energético-estructural de las proteinas naturales y disenadas para

conocer los determinantes que modulan |a estabilidad y el plegamiento de los barriles TIM.
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Esquema general de trabajo

ESQUEMA GENERAL DE TRABA)JO

Parte 1: Barriles TIM naturales
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Parte 2: Barriles TIM disenados de novo
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

Reactivos y soluciones utilizadas

Todos los reactivos utilizados fueron de la marca Sigma-Aldrich ® a excepcion de aquellos donde se

haga la aclaracion pertinente.

Parte 1: Barriles TIM naturales

En esta parte metodoldgica se incluirdn algunos métodos que fueron descritos ampliamente en la
tesis de maestria. De igual forma, se presentaran algunos resultados que en su momento eran
preliminares y que, durante el doctorado se mejord la calidad de los datos. También se presentaran
algunos pocos resultados obtenidos durante la maestria, con el fin de dar claridad y continuidad al

lector de la presente tesis.

Sobreexpresion de |a proteina

Los genes de las TIMs bacterianas seleccionadas durante el trabajo de maestria fueron previamente
subclonados en un vector de expresion pET-28b(+) (Novagen ®) con los sitios de restriccion Ndel en
el extremo 5’ y Xhol en el extremo 3’ en cada uno de ellos. Los genes subclonados se transformaron
en la cepa de expresion £scherichia coli BL21(DE3)pLysS (Thermo Fisher Scientific ®) mediante la
técnica de choque térmico. Para analizar la sobreexpresion de las proteinas, inicialmente se

realizaron pruebas ajustadas a un volumen pequeno con el fin de detectar si la proteina estaba siendo
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sobreexpresada, tal cual es reportado en Romero-Romero, 2013. Las pruebas de sobreexpresion se
analizaron en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y fueron tenidos con
una solucion al 0.1% de azul de coomassie G-250 (diluido en 50% de metanol y 10% de acido
acético), cargando tanto el sobrenadante como la pastilla después del centrifugado para observar si

la proteina se encontraba en la parte soluble o insoluble del extracto.

Purificacion de la proteina

La purificacion de las enzimas se realizo en volimenes grandes mediante el protocolo que incluye
primero una columna de afinidad HisTrap™ HP de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences ®) acoplada a
un sistema FPLC (GE Healthcare Life Sciences ®), después la remocion de la etiqueta de histidinas
con trombina mediante el kit Thrombin CleanCleave (Sigma-RAldrich ®), siguiendo de nuevo con la
columna de afinidad para retirar la parte no cortada por la trombina y finalmente se introdujo la
proteina en una columna de intercambio idnico Mono Q (Pharmacia Biotech ®). El protoloco de

purificacion completo se reporta en Romero-Romero, 2013 y Romero-Romero et g/, 2015.
Los amortiguadores utilizados fueron:
* Amortiguador A: NaH,P04 35 mM, Imidazol 35 mM, NaCl 300 mM, pH: 8.0.
e Amortiguador B: NaH,P04 35 mM, Imidazol 500 mM, NaCl 300 mM, pH: 8.0.
* Amortiguador C: Tris 50 mM, CaCl; 10 mM, pH 8.0.
* Amortiguador D: Trietanolamina 10 mM, EDTA TmM, DTT 1 mM, pH: 8.0.

* Amortiguador E: Trietanolamina 10 mM, EDTA TmM, DTT 1 mM, NaCl 1000 mM, pH: 8.0.
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Cuantificacion de la proteina

La concentracion de proteina se determind por su absorbancia a 280 nm. El coeficiente de
absortividad molar (£2s0) utilizado para la medicion fue un valor tedrico obtenido mediante el servidor
ProtParam (Gasteiger et a/, 2005) considerando la secuencia de proteina y las cisteinas en su forma
reducida (Pace et a/, 1995). Alternativamente, también se utilizo el método de cuantificacion por

acido bicinconinico (BCR) (Smith ef a/, 1985).

Mediciones espectroscépicas

Dicroismo Gircular

Los ensayos de Dicroismo Circular (DC) se realizaron en un espectropolarimetro Chirascan™ (Rpplied
Photophysics ®) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para el control de temperatura. El
espectro fue sequido de 180-260 nm de longitud de onda. La concentracion de proteina utilizada
para los espectros fue de 0.4 mg mL™" y se realizd en amortiguador de G (NaH2P04 10 mM, pH: 8.0)
3 una temperatura de 25 °C. Previamente se compararon los amortiguadores D y F para ver si su
utilizacion provocaba algin cambio en la proteina, pero como no se observaron diferencias, se
decidio utilizar en todos los experimentos el amortiguador F ya que es un amortiguador que permite
alcanzar longitudes de onda menores que el amortiguador D, el cual genera mas ruido en los

espectros.
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Fluorescencia Intrinseca

Las mediciones de fluorescencia intrinseca (IF) se realizaron en un espectrofluordmetro PC1 (ISS ®)
acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para controlar la temperatura. Los experimentos se
realizaron a 0.2 mg mL™" en un amortiguador G y a una temperatura de 25 °C. Se utilizd una longitud
de onda de excitacion de 295 nm y se midio la emision en el intervalo de 310 a 410 nm,
monitoreando la intensidad de fluorescencia cada 1 nm. El centro de masa espectral (CME) se calculd
mediante: CME = Y Al/Y Iy, donde I es la intensidad de fluorescencia para cada longitud de onda

).

Resolucion de la estructura tridimensional

La determinacion de la estructura tridimensional se realizé mediante la técnica de cristalografia de
proteinas con difraccion de rayos X en el laboratorio Nacional de Estructura de Macromoléculas del
Instituto de Quimica, UNAM en colaboracion con la Dra. Adela Rodriguez Romero. Como primer paso,
se analizaron las condiciones de cristalizacion de otras TIMs depositadas en el PDB. Como primeras
pruebas de cristalizacion, se eligieron 42 condiciones distintas de los kits Crystal Screen | y Il
(Hampton Research ®) para ensayar cada proteina, todas a una concentracion de 10 mg mL™' en
amortiguador H (Trietanolamina 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, 150 mM de NaCl, pH: 8.0). Todas
las pruebas se realizaron mediante el método de cristalizacion con difusion de vapor en gota
colgante. Cada condicion de cristalizacion se preparo utilizando 500 uL de la solucion cristalizante
en el pozo y una relacion de 1:1 de la proteina y la solucidn cristalizante en un portaobjetos
siliconizado; los pozos se sellaron con grasa de vacio y se incubaron en un cuarto de temperatura

controlada a 18 °C.

Después de 3 semanas de incubacion, se observaron las placas que contenian las pruebas de

cristalizacion y se eligieron un total de 12 condiciones donde se observd alguna formacion cristalina
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(esférulos, agujas, minicristales, maclas, etc.), las cuales se utilizaron para hacer una matriz con 7
concentraciones de proteina distintas: 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5 mg mL"'; ademas, en el pozo
de cristalizacion, se colocaron 200 pL de aceite mineral para disminuir |a velocidad de formacion de
cristales y favorecer su calidad. El método de cristalizacion y resto de las condiciones fueron las
mismas utilizadas en las primeras pruebas colocadas. En algunas proteinas donde se observo de
nuevo formacion cristalina pero sin tener la calidad necesaria para difractar, se probaron otras
matrices de cristalizacion, variando la concentracion de sales, agente precipitante y pH. Ademas, se
colocaron pruebas nuevas con soluciones ya ensayadas pero ahora con proteina recién purificada. Se
probaron los cristales con buena calidad para difractar y en aquellos que produjeron un buen patrén

de difraccion y a buena resolucion, se colecto el set completo de datos.

La colecta se realizd en un dnodo rotatorio Rigaku Micromax-007 HF (Rigaku ®) con una
longitud de onda de 1.54 A y con un detector Rigaku Raxis IV++ (Rigaku ®). Después de la colecta
de datos, se realizo la integracion, reduccion y escalamiento de los mismos utilizando los programas
XDS (Kabsch, 2010) y Scala, ubicado en la suite de CCP4 v.6.1.2 (Winn et g/, 2011). Todas las
estructuras fueron resueltas utilizando el método de reemplazo molecular y mediante el programa
Phaser (McCoy et 4/, 2007) de la suite de Phenix (Rdams et 4/, 2010). Las TIMs de 7hermotoga
maritima (ID PDB: 1B9B), 7hermus thermophilus (ID PDB: 1YYR), Mycobacterium tuberculosis (ID
PDB: 3TA6) y Geobacillus stearothermophilus (ID PDB: 1BTM) se usaron como el modelo de partida
para la sustitucion del reemplazo molecular para GoTIM (Z-score de la funcion de traslacion (TFZ):
42.3 y probabilidad de ganancia log (LLG): 1360.2), O/TIM (TFZ: 32.8 y LLG: 1104.3), ScTIM (TFZ:
45.6 y LLG: 3064.9) y (pTIM (TFZ: 21.3 y LLG: 755.8), respectivamente. Los ciclos de afinamiento
se efectuaron con el programa phenix.refine (Rdams et a/, 2010). El modelo de la proteina se
construyé con COOT (Emsley y Cowtan, 2004) utilizando los mapas Fo-Fc y 2Fo-Fc. Al finalizar de
construir el modelo de la proteina, se validd en el servidor del PDB (Bernstein ef a/, 1977) y
MolProbity (Davis et a/, 2007). Tras obtener una validacion correcta, se deposito la estructura en |a

base de datos de proteinas (Bernstein et a/, 1977), obteniendo un cddigo PDB para cada estructura.
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Todas las figuras fueron producidas utilizando el visualizador molecular PyMOL v1.5.0.4

(Schrodinger, LLC).

Determinacion del estado de oligomerizacion

El estado de oligomerizacion se determind mediante experimentos de cromatografia de exclusion
molecular con una columna analitica Superdex 75 HR 10/30 (GE Healthcare Life Sciences ®)
acoplada a un sistema FPLC (GE Healthcare Life Sciences ®). Previamente al corrimiento
cromatografico de las TIMs, se realizé una curva de calibracion con las siguientes proteinas: albimina
(Peso molecular (PM): 66.3 kDa, Radio de Stokes (Rs): 33.9 A), ovoalbumina (PM: 43.5 kDa, Rs: 30.2
ﬁ), anhidrasa carbonica (PM: 28.8 kDa, Rs: 23.6 ﬁ), lisozima (PM: 14.3 kDa, Rs: 20.0 ﬁ), ribonucleasa
(PM: 13.7 kDa, Rs: 19.3 A) y citocromo C (PM: 11.7 kD3, Rs: 17.0 A). Se graficaron: 1) el volumen de
elucion contra el Rs (figura 15a) y 2) el volumen de elucion contra el logaritmo del PM (figura 15b);
ambas series de datos se ajustaron a una regresion lineal y a partir de éstas se obtuvieron los valores

necesarios para la determinacion del estado oligomérico.
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Figura 15. Determinacion del estado oligomérico de las proteinas. A) Dependencia de |a tasa de migracidn con el Radio de
Stokes de los estandares de calibracion utilizados para la determinacion del estado de oligomerizacion. Valor de R?:
0.994. B) Dependencia de la tasa de migracion con el logaritmo del peso molecular de los estandares de calibracién
utilizados para la determinacién del estado de oligomerizacién. Valor de R?: 0.975. Amortiguador de equilibrio y elucién:
G.
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Para el caso de las TIMs bacterianas se utilizd el amortiguador D. La concentracion de
proteina en los experimentos fue de 0.01, 0.1 y 0.5 mg mL" y se realizaron 3 repeticiones para cada
una de ellas, las cuales posteriormente se promediaron. Los Rs y PM se determinaron por la
interpolacion de los volimenes de elucion a la curva de calibracion realizada previamente con las 6
proteinas con Rs y PM conocidos. La determinacion del estado oligomérico se realizo dividiendo el
PM experimental sobre el PM tedrico y el nimero resultante redondeado fue la cantidad de

monomeros asociados de la enzima.

Determinacion de la actividad enzimatica y los pardmetros cinéticos

La medicion de la actividad catalitica para sequir los pasos de purificacion se determind mediante un
ensayo acoplado en la direccion G3P hacia DHAP (Gémez-Puyou ef 4/, 1995). En la transformacion
de G3P a DHAP por parte de la TIM, se acopla la reduccion del DHAP hacia glicerol-3-fosfato
catalizada por la a-glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (aGDH). La sequnda reaccion implica la
oxidacion de una molécula de NADH hacia NAD*, este Ultimo no absorbe a 340 nm por lo que se
observa una disminucion en la absorbancia. Asi, por cada G3P transformado, se oxida un NADH. El
ADO min' que se obtiene es posteriormente transformado a umol de DHAP formado por minuto y
miligramo de TIM utilizada en el ensayo usando un coeficiente de absortividad molar a 340 nm (&340)

de 6220 M cm™' para el NADH. En la figura 16 se muestra los pasos de la reaccion acoplada:

Figura 16. Reaccion acoplada en direccion G3P a DHAP. La reaccion es monitoreada por el decaimiento en la absorbancia
del NADH.
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La reaccion se llevo a cabo en una mezcla de reaccion con: 1 mM de G3P, 0.2 mM de NADH
y 0.9 U de aGDH en amortiquador F (100 mM de trietanolamina, 10 mM de EDTA, 1 mM DTT pH:
8.0). La actividad se monitored espectrofotométricamente, siguiendo la disminucion de la
absorbancia del NADH a 340 mm, a una temperatura de 25 °C. Las mediciones se realizaron en un
espectrofotometro Beckman DU7500 termorregulado (Beckman Coulter ®). La concentracion de
proteina que se utilizd para los ensayos fue de 5 ng mL'. Los resultados se expresaron como

actividad especifica con unidades de umol min™' mg™.

Parala medicion de los pardmetros cinéticos, se utilizaron las mismas condiciones anteriores

pero variando la concentracion de sustrato (G3P) en el intervalo de 0.1 a 3 mM.

Determinacion de la afinidad al PGH

Durante la catalisis se sabe que la reaccion de la enzima es acompanada por un intermediario
enediolato, lo cual ha sido dilucidado usando andlogos del estado de transicion como el PGH y el
PGR. Los experimentos de afinidad al PGH se realizaron mediante Calorimetria de Titulacion
Isotérmica en un calorimetro Microcal VP-ITC (Malvern Instruments ®) a una temperatura de 25 °C y
en colaboracion con la M. en C. Jessica Diaz. Las muestras se equilibraron en el amortiquador F (pH:
7.4) mediante didlisis y la solucion fue desgasificada antes de llenar la celda. En la celda del
calorimetro se colocaron cada una de las TIMs en concentraciones de 0.15 mM. En |3 jeringa, se
coloco el PGH a concentraciones entre 3 y 6 mM. La titulacion consistio de una inyeccion preliminar
de 1 uL de la solucion de PGH seguida de 45 inyecciones mas (3 ul, 5 uL y 10 pl). Para determinar
el calor de dilucion del PGH, se realizo la titulacion sélo con el amortiguador F en la celda y bajo los
mismos pardmetros de inyeccion. Para el calculo del A, de unidn, los experimentos se hicieron bajo

las mismas condiciones pero a 5 temperaturas distintas: 15, 20, 25, 30 y 35 °C.
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Disociacion por dilucion

Para determinar la constante de disociacion aparente de las enzimas Ay se realizaron experimentos
de estabilidad a la dilucion a 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Las enzimas se incubaron a 15 diferentes
concentraciones de proteina en el intervalo de 500 a 0.007 pg mL" (2 x 104 - 2.8 x 107 M,
aproximadamente). Tras 24 horas de incubacion a cada una de las temperaturas, se midio |a actividad
catalitica de cada dilucion a una concentracion final de TIM de 5 ng mL™" en la celda de reaccidn. Las
condiciones para la medicion fueron: 0.2 mM de NADH, 2 mM de G3P y 0.9 U de aGDH en
amortiguador F. Con la pendiente asociada al proceso, se calculd la actividad catalitica y se normalizo
al valor maximo de actividad de acuerdo a cada enzima ensayada, graficando ésta contra la
concentracion de proteina utilizada en la incubacion. Para comprobar la reversibilidad del proceso,
se midio la actividad catalitica de las TIMs bacterianas a una concentracion en la cual estamos
sequros de que es un dimero activo (100 pg mL™"). Posteriormente, se diluyd la proteina hasta una
concentracion de 100 ng mL™" en la cual estamos sequros de que la enzima ya no es activa debido a
la disociacion de la enzima. Después de confirmar la inactivacion de las muestras, se concentrd Ia
proteina hasta llegar de nuevo a una concentracion en la cual previamente sabiamos que era un
dimero activo. Asi, si comparamos |a actividad al inicio del experimento y después de concentrar la
proteina diluida, podemos saber si la proteina se volvid a asociar y recuperd su actividad, por lo que
el proceso seria reversible completamente. Una falta de recuperacion de la actividad sugiere Ia
irreversibilidad del proceso de dilucion. Los experimentos se realizaron a una concentracion de TIM
diluida de 100 ng mL™" en un amortiguador E volumen de 1.5 L, con el fin de que, al concentrar 3000

veces la proteina (=500 pL de volumen final), se lleque a una concentracion de 100 ug mL™".
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Desplegamiento proteico mediante urea

Los experimentos se realizaron a una concentracion de proteina de 0.2 mg mL™" en el amortiguador
G con temperatura constante de 25 °C. Las muestras se desnaturalizaron a distintas concentraciones
de urea (0 a 6 M) y se midio el cambio de la senal de la IF. Las mediciones se realizaron en un
espectrofluorémetro PC1 (ISS ®) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para controlar Ia
temperatura. Las muestras se excitaron a 295 nm y se midio la senal de fluorescencia de 300 a 450
nm. Para cada muestra se realizaron 5 repeticiones y los valores fueron promediados y
posteriormente se restd la senal del amortiquador en cada condicion. A la par, se realizaron
experimentos de renaturalizacion de las proteinas para ver |a reversibilidad del proceso. Para este
tipo de experimentos se incubaron las muestras a las mismas concentraciones de urea utilizadas en
los experimentos de desplegamiento, pero en esta ocasion se partio de proteina desnaturalizada a 6
M de urea e incubada previamente durante 12 horas a 25 °C. Tanto las muestras desnaturalizadas
como renaturalizadas se incubaron durante 3 dias y se realizaron mediciones intermedias a tiempos

de1,2,3,6,12, 24,48y 72 horas para determinar el tiempo de equilibrio.

Desplegamiento proteico mediante temperatura

Dicroismo Gircular

La desnaturalizacion por temperatura de las TIMs bacterianas sequida por DC se realizd en un
espectropolarimetro Chirascan™ (Applied Photophysics ®) acoplado a un sistema Peltier
(PolyScience ®) para el control de temperatura y se determind siguiendo el cambio en la senal de
elipticidad a 195 y 222 nm como funcion de la temperatura. El proceso se monitored tanto al calentar

la proteina como al enfriar la misma desde 20 °C hasta 90 °C con la misma tasa de calentamiento. La
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concentracion de proteina fue de 0.4 mg mL "y se probaron velocidades de barrido de 30, 60, 90,
120, 150 y 180 K h'en un amortiguador G. Antes y después de cada desnaturalizacion se obtuvo
un espectro de DC para observar el cambio en |a senal provocado por el proceso de desnaturalizacion

(180-260 nm y en las mismas condiciones explicadas previamente).

Calorimetria Diferencial de Barrido

El proceso de desnaturalizacion térmica en las TIMs bacterianas también se siquid por DSC,
utilizando el calorimetro capilar VP-Capillary DSC (Microcal ®) del Laboratorio de Biofisicoquimica de
la Facultad de Quimica, UNAM en colaboracion con el Dr. Miguel Costas Basin. Primero se probd si
el proceso de desplegamiento térmico era reversible, para lo cual se calentd la proteina hasta el final
de la transicidn a una velocidad de barrido de 90 K h™' (previamente se hizo una corrida hasta 90 °C
para determinar la temperatura de transicion de cada proteina). Después de la primera traza, se
enfrid la proteina dejando un tiempo de equilibrio de 20 minutos a 20 °C y posteriormente se
recolectaron una sequnda y tercera trazas para determinar la reversibilidad del proceso. La

concentracion de proteina fue de 0.4 mg mL™' en amortiguador G.

Para los experimentos de variacion de la velocidad de barrido, se siquio el proceso de
desnaturalizacion térmica de 20-90 °C con 6 velocidades de barrido (30, 60, 90, 120, 150 y 180 K
h') y una concentracion de proteina de 0.4 mg mL™" en amortiguador G. En algunas proteinas (las
que presentaron un desplegamiento térmico irreversible) se realizaron trazas calorimétricas en
presencia de concentraciones variables de urea (0-2.0 M). Las corridas se realizaron a una velocidad

de barrido de 90 K h™' y la concentracion de proteina fue de 0.4 mg mL™" en amortiguador G.

Para las proteinas que presentaron un desplegamiento térmico reversible, se realizaron
experimentos en el intervalo de 20-90 °C a una misma velocidad de barrido (30 K h'") y variando la

concentracion de proteina de 0.2-2.0 mg mL' en amortiguador G.
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Analisis de secuencia y estructurales

El alineamiento de secuencias se realizd con MAFFT (Katoh y Standley, 2013) y visualmente se
modificd con Jalview (Waterhouse ez a/, 2009). El porcentaje de identidad de las secuencias se
calculd con el servidor SIAS (Reche, 2013). Se seleccionaron 19 estructuras diméricas para una
comparacion estructural; para todas estas estructuras se conocia la naturaleza de su desplegamiento
térmico (incluyendo las estudiadas en este trabajo). Las caracteristicas de estas estructuras
tridimensionales se resumen en |3 tabla 6. Los alineamientos estructurales se realizaron utilizando
UCSF Chimera (Pettersen et &/, 2004) y PyMOL v1.5.0.4 (Schrodinger, LLC). Los valores de RMSD
se calcularon con una matriz de distancia utilizando GRASP (Nicholls ef 4/, 1991). La asignacion y
composicion de los elementos de estructura secundaria se determind con STRIDE (Heinig y
Frishman, 2004). Los factores B se determinaron a partir de los datos cristalograficos reportados en
cada archivo PDB. Los volimenes y cavidades moleculares se calcularon con el software 3V (Voss y
Gerstein, 2010) y el software MOLE v2.13.9.6 (Berka ef 4/, 2012) usando una ruta de exploracion
aleatoria y una sonda de radio de 1.5 A. Las cavidades que tenfan mas del 70% de la superficie
hidrofdbica se clasificaron como cavidades hidrofdbicas. La carga de los tineles y poros se calcularon

como la suma de los residuos cargados (Arg, Lys, His: +1; Asp, Glu: -1).
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Conformacion de las asas del

Organismo Clave PI%B Res‘zléu)dén Grupo espacial aslij:wi:tiidca sitio activo Referencia
Subunidad A | Subunidad B
Clostridium perfringens (pTIM 4Y8F 1.54 C121 Mondémero Abierto Abierto Este trabajo
Deinococcus radiodurans DOrTIM 4Y90 2.10 R32 Tetramero Abierto Abierto Este trabajo
Entamoeba histolytica EATIM 1M6) 1.50 P2;2,2 Dimero Abierto Abierto Rodriguez-Romero et a/., 2002
Escherichia coli EcTIM 4K6A 1.80 P212124 Dimero Abierto Abierto Misanov eta/., 2013
Gallus gallus GgTIM 1TPH 1.80 P2y2,24 Dimero Cerrado Cerrado Zhang etal., 1994
Gemmata obscuriglobus GoTIM 4Y96 1.58 P6522 Dimero Cerrado Abierto Este trabajo
Geobacillus stearotermophilus GsTIM 1BTM 2.80 P2;2,2 Dimero Cerrado Cerrado Delboni eta/., 1995
Giardia lamblia GITIM 2DP3 2.10 1222 Mondmero Cerrado Abierto Reyes-Vivas et a/., 2007
Homo sapiens HsTIM 2JK2 1.70 P2y2,24 Dimero Abierto Abierto Rodriguez-Rlmazan et a/., 2008
Leishmania mexicana [mTIM 1AMK 1.83 121 Mondmero Cerrado Cerrado Williams eta/., 1999
Moritella marina MmTIM 1AW2 2.65 P12;1 Dimero Abierto Abierto Alvarez etal., 1998
Mycobacterium tuberculosis MtTIM 3TA6 1.41 121 Dimero Abierto Abierto Connor eta/., 2011
Oryctolagus cuniculus OcTIM 1R2R 1.50 P2y2124 Dimero Abierto Abierto Aparicio eta/., 2003
Plasmodium falciparum PFTIM 1YDV 2.20 €121 Dimero Abierto Abierto Velanker eta/., 1997
Saccharomyces cerevisiae VtTIM 1NFO 1.60 P2y2724 Dimero Abierto Cerrado Jogl etal., 2003
Streptomyces coelicolor ScTIM 4Y9A 2.30 P4, Dimero Abierto Abierto Este trabajo
Trichomonas vaginalis TvTIM 3QSR 2.05 P22,24 Monémero Abierto Abierto Lara-Gonzdlez eta/., 2014
Trypanosoma brucer THTIM 5TIM 1.83 P2y2,24 Dimero Abierto Cerrado Wierenga eta/., 1991
Trypanosoma cruzi 7cTIM 1TCD 1.83 P2y2724 Dimero Cerrado Abierto Maldonado eta/., 1998
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El drea de superficie accesible (ASA) y la diferencia en el drea de superficie accesible al plegar
y ensamblar la proteina se calcularon con el software PDBePISA v1.51 (Krissinel y Henrick, 2007),
Travel Depth (Coleman y Sharp, 2006) y NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993) usando un radio de
sonda de 1.5 A. Los cambios en ASA de la disociacion de los mondmeros se calcularon mediante un
modelo de disociacion de cuerpo rigido. Para el estado desplegado, la accesibilidad se calculd
utilizando un péptido extendido de Gly-X-Gly con el programa VADAR (Willard et a/, 2003). Con el
programa PDBePISA v1.51 (Krissinel y Henrick, 2007) se estimaron: 1) la energia libre de formacion
del oligdmero, 2) la ganancia energética otorgada por la solvatacion al formarse el dimero, 3) el area
de la intercara, 4) el area hidrofobica de la intercara, 5) los puentes de hidrégeno y salinos a través
de laintercara y 6) el ASA antes y después de |la formacion del oligdmero asumiendo un proceso de
cuerpo rigido. Los enlaces de hidrogeno entre los atomos de las proteinas se calcularon utilizando las
rutinas HBPLUS (McDonald y Thornton, 1994) y VADAR con sus pardmetros por defecto para
distancias y anqulos. Cuando dos dtomos de carga opuesta se observaron dentro de 4 A fueron

asignados a un puente salino y cuantificados para todas las proteinas.

Parte 2: Barriles TIM disenados de novo

Diseno de las proteinas

Los barriles TIM de novo se disenaron utilizando distintos algoritmos de Rosetta, una suite de
protocolos para modelo y disefio molecular (Rohl ez a/, 2004; https://www.rosettacommons.org/).
Todas las proteinas fueron disenadas usando a sTIM11-SS como molde (variante de la sTIM11 que
no posee cisteinas) con el fin de incrementar la estabilidad de |a proteina molde y asi utilizar alquno
de los disefios como andamiaje para trabajos futuros de diseno de funciones moleculares especificas.

El script utilizado para realizar el diseno de los barriles TIM sigue y ejecuta los pasos ordenados por
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el algoritmo indicado en la figura 17. De forma general, el algoritmo selecciona primero |a simetria
con la que disenara a las proteinas. Una vez que sabe si serd una proteina con simetria de orden 2, 4
0 asimétrica, elige la cantidad de residuos que mutard (dependiendo si es un cuarto, la mitad o toda
la proteina). Después, ejecuta un algoritmo de simulated annealing o recocido simulado, el cual es
un algoritmo de blsqueda meta-heuristica con el fin de encontrar una buena aproximacion al valor
optimo de una funcion en un espacio de bisqueda grande. Para el caso del diseno, lo que busca este
paso es realizar una minimizacion de energia de la proteina que sera el molde de los disenos.
Posteriormente, realiza un disefo rapido por capas para reempacar el nicleo hidrofdbico de Ia
proteina (en una o varias cavidades seleccionadas), minimizar las restricciones de cadena principal y
cadenas laterales y, posteriormente, comparar cada uno de los disenos con el diseno original,
checando para esto el valor de RMSD entre ambas proteinas (para el caso de las ReTIMs, el corte fue
<0.7 A). Después, depura y filtra los resultados para quedarse con aquellos disefios a los que, con
las mutaciones sugeridas, se les logré incrementar el empaquetamiento y mantener |a topologia de
referencia (en este caso, un barril TIM). La seleccion siguiente se realiza con una puntuacion de
energia, la cual consiste en elegir a los disenos con el valor mas negativo de energia y que tengan el
RMSD mas bajo posible (ubicados abajo a la izquierda en la grafica construida de puntuacion de
energia vs. RMSD). Los disenos que pasan el filtro entran a un paso posterior de forward folding,
que se encarga de predecir de forma ab /nitio la estructura tridimensional de los disenos para saber
si la proteina sugerida se plegara de la forma esperada. Finalmente, se analizan los disenos en un
visualizador de proteinas y se seleccionan los candidatos a caracterizar experimentalmente con base
a criterios de preferencia personal, ya que la cantidad final de secuencias propuestas generalmente

es grande (mayor a 200) y no es posible probar todos ellos.
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Figura 17. Algoritmo utilizado para el disefio de los barriles TIM. Algoritmo proporcionado por Daniel Silva del laboratorio
de David Baker, Universidad de Washington.
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Tras cada ciclo del algoritmo mostrado anteriormente, los resultados finales se analizaron
individualmente y los modelos se visualizaron para asi elegir los candidatos mas prometedores en
cada ronda de disenos y realizar su caracterizacion fisicoquimica. Metodoldgicamente, los disenos
de las proteinas se dividieron en 5 grupos principales, todos siquiendo una simetria de orden 4 (es

decir, 4 repeticiones de la misma secuencia Ba-Bay):

1. Disenos con mutaciones Unicamente en el nicleo interno del barril. Esto se realizd porque
en |a estructura tridimensional de sTIM11-SS se observa una cavidad grande en el centro del
barril y por lo tanto se deseo llenar este hueco con el fin de aumentar la estabilidad al

incrementar el empaquetamiento de |a proteina.

2. Disenos con mutaciones en el nicleo periférico A. Dicha cavidad se observa en la intercara
de la hélice 1 y la hebra beta 8 y fue un blanco de los disefos al sequir la misma filosofia de
rellenar el espacio, incrementar el empaquetamiento de la proteina y aumentar su

estabilidad.

3. Disenos con mutaciones en el nlcleo periférico B. Esta cavidad es un espacio grande que se
observa entre la intercara de la primera hélice alfa y la primera hebra beta. El principio de

diseno es el mismo que en los dos casos anteriores.

4. Disenos con mutaciones en sitios especificos. Se exploraron algunas mutaciones puntuales

que el programa sugirio durante el proceso de diseno.

5. Disenos con mezclas de los grupos anteriores. Se mezclaron los mejores disenos de cada
grupo y se armo una coleccion de proteinas disenadas con el fin de ver la contribucion de

cada region en |a estabilidad de los barriles TIM.
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Sobreexpresion de |a proteina

Los genes de los barriles TIM disenados de novo fueron insertados en un vector de expresion pET-
29b (Novagen ®) mediante alguna de las dos formas siguientes: 1) utilizando gBlocks™ (Integrated
DNA Technologies ®) con el protocolo proporcionado por el fabricante o 2) subclonando los genes
con los sitios de restriccion /del en el extremo 5’ y Xhol en el extremo 3’ mediante una sintesis
comercial en GenScript ®. Las caracteristicas del vector de expresion utilizado son: 1) requlacion por
/ad lo que permite que pueda ser inducido por un inductor gratuito como el Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), provocando la transcripcion por la ARN polimerasa del fago T7; 2)
seleccion de las células transformantes mediante la resistencia al antibidtico kanamicina; 3)
insercion de una etiqueta de histidinas en la region C-terminal de la proteina de interés; y 4)
presencia de una secuencia de reconocimiento para trombina (proteasa) en el extremo N-terminal de
la region de expresion, lo que permite retirar posteriormente |a etiqueta de histidinas si se desea. La
insercion de la secuencia de histidinas facilita la deteccion y posterior purificacion de la proteina

sobreexpresada (ver mas adelante).

Los genes subclonados se transformaron en la cepa de expresion £ co/i BL21(DE3)pLysS
(Thermo Fisher Scientific ®) mediante la técnica de choque térmico. Para analizar la sobreexpresion
de las proteinas, inicialmente se realizaron pruebas ajustadas a un volumen pequeno con el fin de
detectar si la proteina estaba siendo sobreexpresada. Las cepas se ensayaron con protocolos de
sobreexpresion estandares que consistieron en inocular 10 mL de medio LB (suplementado con
kanamicina a 30 mg mL") con una colonia de bacteria transformada, crecida previamente en medio
solido, e incubar toda la noche a 37 °C con agitacion a 250 rpm. A partir de este cultivo, se inocularon
100 pL a otro tubo de 10 mL de medio LB (suplementado con kanamicina a 30 mg mL™") y se creci6
a37°Cy 250 rpm hasta alcanzar una DOsgode ~0.6. En sequida, el cultivo se indujo con 0.8 mM de
IPTG y se incubd durante 4 horas a 37 °C y 250 rpm. Se coseché 1 mL del cultivo mediante

centrifugacion a 13000 rpm por 15 minutos y las células fueron resuspendidas en liquido para
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sonicacion (Tris base 100 mM, KCI 150 mM, EDTA 1 mM, pH: 7.7) para posteriormente romperse por
sonicacion en frio con un procesador ultrasénico Cole-Parmer @ (3 ciclos de 10 sequndos a 30% de
amplitud con intervalos de descanso de 10 segundos cada uno). Al terminar la sonicacion, las células
se centrifugaron a 15000 rpm por 15 minutos a 4 °C para recuperar la proteina ubicada en el
sobrenadante. Las pruebas se analizaron en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes y fueron tefidos con una solucion al 0.1% de azul de coomassie G-250 (diluido en
50% de metanol y 10% de acido acético), cargando tanto el sobrenadante como la pastilla después
del centrifugado para observar si la proteina se encontraba en la parte soluble o insoluble del

extracto.

Purificacion de la proteina

La purificacion de las enzimas se realizo en volimenes grandes mediante el protocolo siguiente: a
partir de una colonia transformada se inocularon 10 mL de medio LB (suplementado con kanamicina
a30mgmL") yseincubd toda la noche a 37 °C con agitacion a 250 rpm. A partir de este cultivo, se
inoculd T mL a dos matraces de 1 L que contenian 500 mL de medio LB (suplementado con
kanamicinaa 30 mg mL"), respectivamente, y se incubd a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOsoo
de ~0.6-0.8. Posteriormente, los cultivos se indujeron con 0.8 mM de IPTG y se incubaron durante
16 horas a 37 °C y 250 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 rpm por 20
minutos, y se resuspendieron en el amortiguador A. Posteriormente, las células se rompieron por
sonicacion en frio con un procesador ultrasonico Cole-Parmer ® (16 ciclos de 45 sequndos a 30% de
amplitud con intervalos de descanso de 45 sequndos cada uno) y se centrifugaron a 15000 rpm por

40 minutos a 4 °C para recuperar la proteina ubicada en el sobrenadante.

El sobrenadante recuperado, previamente filtrado con filtros de 0.45 um, se paso a una

columna de afinidad HisTrap™ HP de 5 mL (GE Healthcare Life Sciences ®) acoplada a un sistema
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FPLC (GE Healthcare Life Sciences ®) y equilibrada previamente con amortiguador A. La columna se
lavd con 60 mL de amortiquador A y la proteina se eluyo con un gradiente lineal de 100 mL de
amortiguador B (gradiente de 0.5 mM de imidazol por cada mililitro de elucidn). Las fracciones que
presentaron una senal de UV a 280 nm mayor a 200 mURA, se colectaron y concentraron para el paso
posterior. La proteina colectada se dializé contra el amortiguador G mas NaCl 150 mM durante toda
la noche y se introdujo a una columna de exclusion molecular Superdex 75 grado preparativo (GE
Healthcare Life Sciences ®) acoplada a un sistema FPLC (GE Healthcare Life Sciences ®) y equilibrada
previamente con amortiguador G. Se utilizd una elusion isocratica con el mismo amortiquador
presente en la proteina. Las fracciones que presentaron una pureza y concentracion de proteina alta,
se mezclaron y almacenaron a 4 °C para la utilizacion en experimentos posteriores. En cada paso de
la purificacion se obtuvieron alicuotas del proceso para cuantificar la cantidad de proteina, se
construyeron las tablas de purificacion correspondientes y se identifico el rendimiento final de la

purificacion.

Mediciones espectroscépicas

Dicroismo Gircular

Los ensayos de DC se realizaron bajo las mismas condiciones en que se estudiaron los barriles TIM

naturales.
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Desplegamiento proteico mediante hidrocloruro de guanidinio

Los experimentos se realizaron a una concentracion de proteina de 0.2 mg mL™" en el amortiguador
G con temperatura constante siempre de 25 °C. Las muestras se desnaturalizaron a distintas
concentraciones de GdnHCI (0 a 4 M) y se midiod el cambio de la senal de la IF. Las mediciones se
realizaron en un espectrofluorémetro PCT (ISS ®) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para
controlar la temperatura. Las muestras se excitaron a 295 nm y se midio la senal de fluorescencia de
300 a 400 nm. Para cada muestra se realizaron 5 repeticiones y los valores fueron promediados y
posteriormente se restd la senal del amortiquador en cada condicion. A la par, se realizaron
experimentos de renaturalizacion de las proteinas, esto para ver la reversibilidad del proceso y, en
caso de que existiera, entonces era posible determinar parametros termodinamicos. Para este tipo
de experimentos se incubaron las muestras a las mismas concentraciones de urea utilizadas en los
experimentos de desplegamiento, pero en esta ocasion se partio de proteina desnaturalizada a 4 M
de GdnHCl e incubada previamente durante 12 horas a 25 °C. Tanto las muestras desnaturalizadas
como renaturalizadas se incubaron durante 3 dias y se realizaron mediciones intermedias a tiempos

de1,2,3,6,12, 24,48y 72 horas para determinar el tiempo de equilibrio.

Desplegamiento proteico mediante temperatura

Dicroismo Gircular

La desnaturalizacion por temperatura de los barriles TIM disenados sequida por DC se realizo bajo las

mismas condiciones en que se estudiaron los barriles TIM naturales.
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Calorimetria Diferencial de Barrido

El proceso de desnaturalizacion térmica también se siquio por DSC, utilizando la misma metodologia
utilizada para los barriles TIM naturales, a excepcion de que en algunas proteinas se alcanzd una

mayor temperatura de desnaturalizacion.

Resolucidn de la estructura tridimensional

La determinacion de la estructura tridimensional se realizé mediante la técnica de cristalografia de
proteinas con difraccion de rayos X en el laboratorio de la Dra. Birte Hocker de la Universidad de
Bayreuth, Alemania. Como primer paso, se analizaron las condiciones de cristalizacion de otras TIMs
depositadas en el PDB. Se colocaron pruebas de cristalizacion para los disefos mas interesantes y
exitosos a una concentracion de 10 mg mL "y utilizando 7 distintos kits de Qiagen ®: JCSG Core |,
JCSG Core |1, JCSG Core Ill, JCSG Core 1V, JCSG +, Classics | y Classics Il. En total se colocaron 672
pruebas de cristalizacion por proteina y fueron puestas en incubacion a 20 °C en una placa de 96
pozos con la técnica de gota sedente y todas ellas son inspeccionadas cada 3 dias para ver la posible
formacion de cristales. Para todas las condiciones de cristalizacion, la proteina previamente se dializd

en amortiquador G y se centrifugd la muestra a 15 000 rpm durante 30 minutos.

Para las condiciones exitosas donde se observo presencia de cristales, éstos fueron
congelados en presencia de una solucion crioprotectora compuesta por la misma condicion de
cristalizacion mas glicerol al 30%. Los cristales se enviaron al Sincrotron de Suiza (Swiss Light
Source) del Instituto Paul Scherrer. Para los cristales que presentaron buena calidad de difraccion,
se colecto el set completo de datos. La colecta se realizo en la linea PXII del sincrotron suizo
utilizando una longitud de onda de 1.0 A y con un detector PILATUS 6M (25 Hz) (Dectris ®). Después
de la colecta de datos, se realizo la integracion, reduccion y escalamiento de los datos utilizando la

misma metodologia utilizada para los TIMs bacterianas. La estructura fue resuelta mediante
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reemplazo molecular y mediante el programa Phaser (McCoy et g/, 2007) de la suite de Phenix
(Rdams et 4/, 2010) utilizando el modelo de ReTIM18 arrojado por Rosetta durante el proceso de
diseno de la proteina (TFZ:92.3 y LLG: 5391.3). El afinamiento, construccidn y validacion se hizo de

la misma forma que para los barriles TIM naturales.

Parte 3: Analisis y ajuste de los datos

Pardmetros cinéticos. Los datos experimentales (velocidades iniciales, 16), procedentes de las
mediciones de actividad catalitica a diferentes concentraciones de sustrato, se ajustaron a una
regresion no lineal con un modelo cinético de Michaelis-Menten para obtener los pardmetros

cinéticos Am U hmax (ecuacion 4):

= Vo351

max

Para el calculo de la eficiencia catalitica, se modifico el valor de la An obtenida considerando
que solo el 4% del G3P en solucion tiene el sustrato aldehido no hidratado, Gnica forma que la TIM

es capaz de catalizar (relacion 1:25) (Trentham ef a/, 1969).

Afinidad al PGH. La constante de union (Az), el cambio de la entalpia de union (AHg) y la
estequiometria (77) se determinaron por un ajuste no linear de los datos normalizados a un modelo

de unidn con sitios idénticos e independientes (ecuacion 5):

2
0:/7/\4fAHbl/0 - X1 - X o] M
) 2 nM,  nk.M, nM, nkK.M, ) nM,
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donde Qes el calor total de intercambio hasta la adicion 7 X¢y Mrson las concentraciones de

ligando y proteinas totales y 5 es el volumen de la celda de reaccion.

Para el analisis de datos se utilizaron los programas Microcal Origin (Microcal ITC tutorial
guide v7.0) y AFFINImeter (http://www.affinimeter.com/). Los resultados obtenidos por ambas

herramientas son comparables y no presentaron discrepancias significativas.

Desplegamiento proteico mediante dilucion. La actividad catalitica normalizada se graficd en contra
de la concentracion de proteina utilizada en la incubacion. La fraccion de enzima dimeérica (4) se
expreso en funcion de la concentracion de proteina (A7) (en moles de dimero) a una temperatura (25

°C) por medio de la ecuacion 6 (Cisneros-Armas, 2003):

Km5(7)+4'05 _\//{d/’s(r)z +8/{d/‘5(7_)’05 (6)
W)= 4p

c

Como se observo la disociacion por dilucion a temperatura constante (15-35 °C), la A fue |a
variable independiente y se dejo la As(constante de disociacion) como pardmetro de ajuste. Esto
permitio calcular el A Ggisa cada temperatura por medio de la ecuacion 7 (Najera et a/, 2003):

AG,

i (7)

o =—RTINK

dis(T)

Desplegamiento proteico mediante urea. Los datos de los barriles TIM naturales se ajustaron a un
modelo de dos estados reversible N, = 2D (utilizando el maximo de emision de |a proteina nativa:

~320 para todas las TIMs) (ecuacion 8):

-1+ 1+(8P€ *exp(—WD

AG +(m*u)j (8)

f =

D

4P *exp(— o7
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donde AGes la energia libre de desnaturalizacion en ausencia de urea, mes la pendiente de
la transicion, Ares la proteina total en el ensayo expresada en moles de dimero, Res la constante de

los gases y 7es |la temperatura expresada en K.

Para el desplegamiento quimico de ApTIM, los datos experimentales se ajustaron a un
modelo de 3 estados con intermediario monomeérico: N = 2D’ = 2D, donde D’ es un intermediario

monomeérico parcialmente plegado y M es el monémero desplegado (ecuacion 9):

2

RT RT

f =
7 . (AG +(m *U)j (%)
4P[ exp —_— ~asoc  \Tasoc T/

RT

1 1 (m._ *uv)
- . + " + 8p(*exp —_ 9gsoc  gsoc 7
exD[—AGﬂ@ (7, U)J exp(—AGm ey U)J R

donde AGprges laenergia libre de del proceso de plegamiento de los mondmeros en ausencia
de urea, mpleg €5 13 pendiente de la transicion del plegamiento, AGssoc €s 13 energia libre de del
proceso de asociacion de los monomeros plegados en ausencia de urea, masoc €5 la pendiente de la
transicion en esa parte de la curva, Pces la proteina total en el ensayo expresada en moles de dimero,

Res la constante de los gases y 7es la temperatura expresada en K.

Para el caso de los barriles TIM disenados de novo, los datos se ajustaron a una ecuacion de

dos estados clasica.

Desnaturalizacion térmica sequida por DSC para 1as transiciones irreversibles y célculo de los valores
de m cinética en urea y m al equilibrio. La forma de las transiciones calorimétricas se describe
adecuadamente por el modelo de dos estados irreversible: N = F (Sanchez-Ruiz, 1992; Lyubarev y
Kurganov, 1998), donde N es la proteina dimérica nativa y F es el estado final incapaz de replegarse

de nuevo a una forma nativa. La conversion cinética de N a F es descrita por una constante de primer
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orden (4) que cambia con la temperatura de acuerdo a la ecuacion de Arrhenius (Arrhenius, 1889)

(ecuacion 10):
E(T T
k=exp| —&| =——— (10)
g /?[r r*j

donde 7*es la temperatura a la cual 4=1 min' y £z es la energia de activacion del estado
nativo al estado de transicion. La capacidad calorifica aparente (corregida por |a linea base quimica)

en el modelo de dos estados irreversible estad dada por (ecuaciones 11 y 12):

AHE
[pﬁpp — s exp(x)*EXP[_eXp(X)] (1)
R
3
x=—2_(T-T 12
A’TWZ( o "

donde 7, es la temperatura correspondiente al maximo de la transicion, 7es la temperatura
en cada punto de la endoterma y A/ es la entalpia de desplegamiento (considerada como constante).
Las energias de activacion fueron obtenidas siguiendo tres procedimientos. En el primero, las trazas
de DSC fueron ajustadas utilizando las ecuaciones 11y 12 para cada velocidad de barrido empleada,
obteniendo valores individuales de £ (uno para cada velocidad de barrido). En el sequndo, la £4fue
obtenida de la pendiente de los graficos de Arrhenius (Ink contra 1/T), empleando todas las
velocidades de barrido. Finalmente, la £4también puede ser obtenida de una prueba de consistencia,

evaluando el efecto de la velocidad de barrido (1) en la 7, (Costas et a/, 2009) (ecuacion 13):

v
In| — =constante ——Z- (13)
7, RT,
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Los valores de la m cinética en urea (/77) fueron usados como una medida de la exposicién de
la proteina (u, consecuentemente, el grado de desplegamiento) al solvente en el estado de transicion
(Rodriguez-Larrea et 3/, 2006). Ellos fueron obtenidos usando la ecuacion 14:
£
dln| —=£
£, dar AT
=—-1rf —a _ —/?Tm _— (14)
T d[urea] d[urea}

mi

Los valores de la mde urea al equilibrio (/7. fueron calculados usando una correlacion entre
la meq y el ARSA calculado con los datos estructurales (Myers et a/, 1995). Esta correlacion fue
obtenida a través de una correlacion para 45 proteinas en donde se grafico el cambio del area
accesible al solvente (AASA) en el desplegamiento con la /q calculada (cal mol™" M); la relacion
linear estuvo dada por me; = 368 + (0.11*AASA), donde el valor de AASA utilizado fue un promedio
del calculo para otras TIMs reportadas previamente (393 + 555 A2). El grado fraccional de exposicion
al solvente en el estado de transicion se calculd del cociente entre 777/ 7q. El ndmero de residuos
desplegados en el £7se obtuvo con la relacion: Nres*(7/ meq), Nres es el nimero de residuos de la

proteina.

Desnaturalizacion térmica sequida por DC y DSC para las transiciones reversibles. La entalpia del
estado nativo al estado desplegado de van't Hoff, AH,, de los barriles TIM naturales se obtuvo a
partir de un ajuste de la dependencia de la constante de equilibrio con respecto a la temperatura
considerando un modelo de dos estados reversible (N, = 2D), donde N; representa al estado
dimérico nativo y D indica el monémero desnaturalizado. La constante de equilibrio fue calculada
con: Keg= (217P)/(1-1y), usando la fraccion de proteina desnaturalizada (7) obtenida con los datos

de DC (ecuacion 15):
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AH, (1T
. (y/v"'m/vr)"'(gg"'mpr)ew /?H£7_7m)

(15)
’ A, (11
1+exp S s
p\T T

donde yy + myTy yp + mpTson las ecuaciones del ajuste de las zonas pre y post transicion
a una recta (y= ordenada al origen, /7= pendiente y 7= temperatura en K) y 7»es la temperaturaa la
cual se tiene el 50% de los estados nativos y desplegados, respectivamente. El valor de AGen cada

punto se calculd por la ecuacion 16:

AG,

n =—RTInK_ (16)

Para el caso de los barriles TIM disenados de novo, se utilizaron las mismas ecuaciones pero
la constante de equilibrio fue calculada utilizando un modelo de dos estados sencillo N = D: Az =

f5/(1-1p), usando la fraccion de proteina desnaturalizada (/7) obtenida con los datos de DC.

Las endotermas de DSC fueron ajustadas a un modelo de dos estados usando (Microcal DSC

tutorial quide v5.0) (ecuacion 17):

C,(T)=8,+BT +£(T)AC, +AH@’ET) 1-77) (17)

donde Bpy £;son constantes de la pretransicion, nes el nimero de subunidades presentes
en la macromolécula (1 para los barriles TIM disenados de novoy 2 para los barriles TIM naturales) y
f(T) es la fraccion de proteina en el estado monomérico. Con esta ecuacion se obtienen los

parametros AH; AC, and 7, La entalpia de van't Hoff fue calculada mediante AHy =
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4RT1/7Cp1/2/ AHey donde Ti es la temperatura donde la fraccion de proteina nativa y
desnaturalizada es igual al 50% y (72 es la capacidad calorifica experimental evaluada a esa
temperatura. De esta forma, el modelo ajustado para los barriles TIM naturales fue un modelo de dos
estados con disociacidon para una proteina dimérica (N2 = 2D) y para el caso de los barriles TIM

disenados de novo, los datos se ajustaron a un modelo de dos estados simple N = D.

El cambio de entalpia (A~ fue también calculado de la dependencia de la 7,,con respecto a
la concentracion de proteina de acuerdo a Ia ecuacion de Takahashi-Sturtevant (Takahashi-
Sturtevant, 1981) (ecuacion 18):

RT

m

donde bes una constante y 7, es la temperatura correspondiente a una proporcion de 50%

de los estados nativos y desplegados.

Las capacidades calorificas experimentales para cada una de las 10 concentraciones de
proteina ensayadas en los experimentos de DSC fueron convertidas en capacidades calorificas
absolutas utilizando el programa Microcal DSC (Microcal DSC tutorial quide v5.0). La capacidad
calorifica absoluta para los estados nativo ((p) y desplegado (Gp) fueron ajustados a una linea recta
y el cambio en la capacidad calorifica en el desplegamiento fue evaluado a la 7, mediante A(, = G
- Coi(y posteriormente promediados todos los valores para cada concentracion de proteina). El A(,
también fue obtenido como un pardmetro ajustado usando el modelo de dos estados con disociacion
para una proteina dimérica (ecuacion 17). Finalmente, los valores de A (,predichos fueron obtenidos
mediante las ecuaciones paramétricas correspondientes, correlaciones basadas en la secuencia
aminoacidica y los cambios en la capacidad calorifica (ecuacion 2; Milardi ef a/, 1997; Robertson y

Murphy, 1997) y correlaciones que involucran el AASA estructural y los cambios en la capacidad
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calorifica que sucede en el proceso de desplegamiento (ecuacion 3; Murphy y Freire, 1992; Spolar y

Record, 1994; Makhatadze y Privalov, 1995; Myers et a/, 1995; Madan y Sharp, 20071).

Curva de estabilidad. Las curvas de estabilidad, A G(7), fueron calculadas usando los pardmetros A H

(AHe), AGpy Thobtenidos de la ecuacion 17 y la ecuacion de Gibbs-Helmholtz (ecuacion 19):

AG(T)=D\H 1—71 ~AC| 7 -T+TIn| - (19

m m

El maximo de estabilidad ocurre a la temperatura 7sdonde dAAG/d7=0=ASYyAHrs=AG(Ts).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parte 1: El paisaje conformacional de barriles TIM naturales

Al inicio de esta seccion con el fin de dar claridad y continuidad de los resultados, se presentaran
algunos datos que se obtuvieron durante la maestria y otros que en su momento eran preliminares
y que durante el doctorado se mejord la calidad de los resultados; todos estos abarcan parte de los

primeros 5 incisos de las siguientes secciones, el resto son producto de la investigacion doctoral.

Sobreexpresion de las BacTIMs

Para observar la sobreexpresion de las proteinas, inicialmente se realizaron pruebas en volumen
pequeno. Tras |a realizacion de éstas, se encontro que 5 de las 6 proteinas se sobreexpresaron de
manera correcta y su peso corresponde al esperado de acuerdo a la secuencia aminoacidica (figura

18).

Figura 18. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% con las pruebas de sobreexpresion para las BacTIMs. 1) Control sin
transformar, 2) control sin inducir, 3) TIM de Saccharomyces cerevisige (yfTIM), 4) sobreexpresion de O/TIM, 5)
sobreexpresion de NpTIM, 6) sobreexpresion de GoTIM, 7) sobreexpresion de (pTIM, 8) sobreexpresion de ScTIM, 9)
extracto total después de inducir la cepa que contiene el gen codificante de ATIM donde se observa la falta de
sobreexpresion.
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Como se puede ver, no fue posible sobreexpresar a AVTIM en estas condiciones (figura 18),
por lo que se disenaron diversos protocolos de sobreexpresion. Se realizaron un total de 137 pruebas
de sobreexpresion modificando la temperatura de crecimiento, la concentracion de IPTG para
inducir, el tiempo de induccion, la densidad optica del cultivo al momento de la induccion y el uso 8
cepas diferentes de £ coli para la sobreexpresion. En ninguno de los casos se obtuvo una
sobreexpresion visible de la proteina. Debido a la falta de éxito en la sobreexpresion de ATIM, se
decidio cambiar el gen a otro vector de expresion. La eleccion fue el pET-22a (Novagen ®) que tiene
los mismos sitios de multiclonacion que el vector usado previamente, por lo cual se utilizaron las
mismas enzimas de restriccion para liberar el fragmento, la Unica diferencia es que el vector
presente, no coloca una etiqueta de histidinas como lo hace el pET-28b(+). Se mandaron a secuenciar
ambas construcciones y tras el resultado positivo de |a secuencia y sabiendo que el gen de interés se
encontraba en |a posicion correcta (en los dos vectores), se probd la sobreexpresion de la enzima, la
cual se logrd sobreexpresar aunque ésta se depositaba en cuerpos de inclusion (figura 19). Al saber
esto, se prosiguio a tratar de solubilizar la proteina, para esto, se probaron varios métodos de
desnaturalizacion-renaturalizacion sin tener éxito en ninguno de ellos. Por estas razones, se decidio
dejar a un lado la purificacion de esta enzima y dedicar el trabajo a las otras cinco proteinas que se

podian purificar en buena cantidad y de forma homogénea.

Figura 19. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% con las pruebas de sobreexpresidn para AVTIM. 1) Marcador de peso
molecular (OrTIM), 2) sobrenadante del control sin inducir, 3) pastilla del control sin inducir, 4) pastilla de la
sobreexpresion de AVTIM, 5) sobrenadante de la sobreexpresion de AVTIM.
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El comportamiento descrito para AVTIM nos indica que probablemente la enzima es toxica
para el crecimiento celular, ya que se observd en las diversas pruebas que el crecimiento al parecer
se detiene y decae considerablemente comparado con controles sin inducir y con sistemas que
producen TIM sobreexpresadas. Como posible explicacion para el comportamiento de esta TIM, se
realizo el analisis del indice de inestabilidad para las secuencias de todas las TIMs bacterianas
estudiadas. El analisis se hizo mediante el método de composicion de dipéptidos (Guruprasad et a/,
1990), obteniendo una matriz de 400 dimensiones y cuya sumatoria nos da un valor que es
indicativo del indice de inestabilidad. Dicho indice de inestabilidad se basa en una valoracion
totalmente paramétrica, resultado de una coleccion de enzimas estables e inestables comprobadas
experimentalmente, con las que construye un indice basado en la secuencia aminoacidica y se
califica posteriormente a la proteina de interés, con base en qué tan semejante o no es a una proteina
clasificada como estable, o bien qué tanto se parece a una inestable; valores menores a 40 indican
una probabilidad alta para que |a proteina sea estable, mientras que una magnitud por arriba de 40
sugiere que la proteina es inestable. Se encontré que de las 6 TIMs bacterianas elegidas, sdlo AVTIM
tuvo un indice superior a 40, lo que indica que la proteina es clasificada como inestable. En el resto
de las TIMs bacterianas se obtuvieron indices de inestabilidad bajos (O/TIM: 26.5, NpTIM: 33.3,
GoTIM: 341, (pTIM: 21.2 y ScTIM: 15.3). Ademas, curiosamente si se realiza el andlisis de Ia
secuencia clonada en los dos vectores distintos donde se subclond el gen (pET-28b(+) y pET-22a),
se encuentra que para la secuencia en pET-28b(+) arroja un indice de inestabilidad de 47.6, mientras
que para la secuencia en pET-22a, el indice es de 41.3, tal vez esta diferencia haga que en el primer
vector no hayamos podido sobreexpresar la enzima contrario al sequndo en el cual si obtuvimos
sobreexpresion aunque la enzima forma cuerpos de inclusion. Por Gltimo, también se realizo una
busqueda de proteinas parecidas a la secuencia de AvTIM en la base de datos BLAST (Madden et 4/,
1996) con el fin de encontrar semejanzas con otras proteinas de £ coli que probablemente
estuvieran generando el comportamiento andmalo observado para esta TIM. Como se esperaba, los

puntajes mas altos de identidad fueron para Triosafosfato Isomerasas, sin embargo, en la lista de
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resultados existe una sequnda proteina con un valor alto de identidad (66%), Ia
Exodesoxiribonucleasa V (RecB), encargada de hidrolizar cadenas dobles de ADN fordneo como
mecanismo de defensa para la bacteria. Se sabe que cuando el complejo de exodesoxiribonucleasa
eleva su concentracion en la célula, llega a un punto critico donde el crecimiento se detiene y la célula
muere debido a que se activan mecanismos de muerte celular que previenen la captacion extrema de
ADN foraneo (Seiki et a/, 2008; Pavankumar efa/, 2010). Con este panorama, se puede hipotetizar
que el parecido de AVTIM a RecB pudiera generar un fendmeno de toxicidad celular, ya que tal vez la
sobreexpresion de AVTIM provoque una disminucion del crecimiento celular y su posterior muerte
mediante mecanismos semejantes a los que activa RecB. En general, se cree que el comportamiento
anomalo de AVTIM pudiera estar relacionado al menos con estas dos causas, razon por la cual se
imposibilitd la purificacion de la enzima. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para
comprobar o descartar las hipdtesis mencionadas; por ejemplo, se puede utilizar otro sistema de

expresion que no contenga estas proteinas con las que tiene alta identidad AVTIM.

Purificacion de las BacTIMs

Los pasos de purificacion de las 5 enzimas se siquieron por cromatografia acoplada a FPLC. Un
ejemplo particular se muestra en las figura 20. Los resultados de cada paso de purificacion analizados
en geles de SDS-PAGE se senalan en |a figura 21. Ademas, también se muestra un ejemplo de Ia
tabla de purificacion que se construyd en todo el proceso realizado (tabla 7), en todos los casos se
observd un comportamiento similar; el rendimiento fue de aproximadamente 60 miligramos de

proteina purificada por litro de cultivo bacteriano.
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Figura 20. Cromatogramas de la purificacion de O/TIM. R) Cromatograma del primer paso de purificacion utilizando una
columna de afinidad. El pico a los 45-65 mL muestra la elucién de la proteina deseada con etiqueta de histidinas.
Amortiguador de elucién: amortiguador B. B) Cromatograma del sequndo paso de purificacion para O/TIM utilizando una
columna de afinidad. Se muestra el cromatograma al pasar la proteina después de realizar el corte con el kit de trombina.
El pico a los 9-20 mL muestra la elucidn de la proteina deseada sin etiqueta de histidinas. Amortiguador de elucidn:
amortiguador B. C) Cromatograma del tercer paso de purificacion para O/TIM utilizando una columna de intercambio
anionico. El pico a los 48-52 mL muestra la elucion de |a proteina deseada. Amortiguador de elucion: amortiguador E.

Figura 21. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% con los pasos de la purificacion de O/TIM. 1) Marcador de peso
molecular, 2) control sin inducir, 3) extracto total, 4) pastilla después de sonicar, 5) sobrenadante después de sonicar
(antes de meter a la columna de afinidad), 6) frente de elucion, 7) TIM con etiqueta de histidinas, 8) TIM después de
cortar con trombina (antes de meter a la columna de afinidad), 9) TIM sin etiqueta de histidinas (antes de meter a la
columna de intercambio anidnico), 10) TIM pura.
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Tabla 7. Tabla de purificacion para OrTIM.

e ., | Volumen Concent[acmn Protefna total | Actividad total | Actividad especifica Numer_o_de Rendimiento
Paso de purificacion (mL) proteina (ma) (umol min™) | (umol min"! mq™") veces purificada %)
(mg mL™") g 5 g ()
Antes de la primera
columna de afinidad 9.6 16.71 160.38 112650 702 1.00 100.00
(Sobrenadante)
Despuésdelacolumna | -, ¢ 6.61 4954 106513 2150 3.06 94.55
de afinidad (con HisTag) ’ ' ’ ' :
Después del corte
R 12.0 2.87 34.41 97914 2845 4.05 86.92
con trombina
Después de la sequnda
columna de afinidad 10.5 2.35 24.68 96454 3909 5.57 85.62
(sin HisTag)
Después de la columna
2.0 5.35 10.70 95854 8955 12.75 85.09
Mono Q

Como criterio de pureza para todas las proteinas estudiadas se realizo la electroforesis en gel
de poliacrilamida al 12% sobrecargado de proteina, con el fin de ver algin contaminante en Ia
muestra concentrada. En todas ellas se observo una Unica banda de proteina, lo que indico que
nuestras muestras estaban puras en un porcentaje mayor al 95%. Ademas, en el cromatograma del
ultimo paso de purificacion (columna Mono Q, figura 20c) se puede observar que la proteina eluye
en una sola fraccion, lo que nos indica indirectamente también que la proteina esta pura. También,
en la resolucion tridimensional de Ia estructura se pudo comprobar la pureza de |a proteina, ya que

se pudieron cristalizar las proteinas adecuadamente (ver mas adelante).

Nivel estructural secundario y terciario. propiedades espectroscopicas de las BacTIMs

En los espectros de DC de las BacTIMs se distinguen los minimos caracteristicos para proteinas que
poseen hélices a y hebras 3, con minimos en 220 y 210 nm y un maximo en 195 nm (figura 22a).
La deconvolucion de los espectros de DC realizada con los programas CONN (Bohm et a/, 1992),

CDPro (Sreerama y Woody et g/, 2004) y Dichroweb (Whitmore y Wallace, 2008) indica porcentajes
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de estructura secundaria similares entre todas las BacTIMs, lo que confirma su contenido de
estructura secundaria predicho para un barril TIM asi como su parecido topoldgico entre todas las
BacTIMs (tabla 8). Los espectros de fluorescencia, tanto en los datos crudos como en su forma
normalizada, muestra que las cinco TIMs bacterianas tienen una Amax de emision entre 325-330 nm
(figura 22b), lo cual nos indica que sus triptéfanos estan en un ambiente hidrofébico y ocultos del
solvente, lo que implica que la proteina estd correctamente plegada. Sin embargo, al comparar los
valores maximos de emision, podemos ver que hay diferencias considerables. Por ejemplo, el maximo
de intensidad de fluorescencia de ScTIM es 9 veces mayor que el de GoTIM, a pesar de que esta
ultima tiene un triptéfano de mas. Al analizar /7 s//icoun modelo de estas enzimas, los 2 triptofanos
conservados estdn en las asas 1y 6. Con esto, podemos especular que las diferencias en la senal
pueden deberse al apagamiento de alguno de los triptofanos de GoTIM en el estado nativo. De hecho,
para otras TIMs (G/TIM y 76TIM), se ha observado que el apagamiento de triptofanos es debido a dos
mecanismos principales: 1) interacciones con otros aminodcidos aromaticos debido a |a proximidad
y orientacion de los grupos indol y 2) transferencia de energia de residuos cargados que rodean los
triptofanos (Chanez-Cardenas et a/, 2002; Herndndez-Alcantara ef a/, 2008); probablemente en

GoTIM pudiera estar sucediendo alguno de estos dos mecanismos.
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Figura 22. Propiedades espectroscopicas de las BacTIMs. A) Espectro nativo de Dicroismo Circular. B) Espectros nativos
de fluorescencia intrinseca (datos crudos). El inserto muestra los datos normalizados. En todos los casos la temperatura

fue de 25 °C y en amortiguador G. Para los espectros de DC la concentracién de proteina fue de 0.4 mg mL™" y para los
espectros de FI fue de 0.2 mg mL™". O/TIM (-- ¥ =), NpTIM (-- m --), GOTIM (-- @ --), (pTIM (- & --), ScoTIM(-- A --).
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Contenido de estructura secundaria (%)
TiM Tipo Hélice a Hebra Giro B No repetitiva
Deconvolucion DC 333+09 16.3+0.7 16.2+0.3 343+1.1
brim Estructura tridimensional 437 21.0 ND 35.3
NpTIM Deconvolucion DC 36.1+0.6 15.1+0.5 16.3+0.2 32.6+0.8
Estructura tridimensional ND ND ND ND
Deconvolucion DC 314+17 16.8+0.8 15.8+0.5 35.1+0.5
GoTiM Estructura tridimensional 443 19.9 ND 35.8
STIM Deconvolucion DC 413+1.0 13.3+0.9 15.7+0.4 29.7+0.7
Estructura tridimensional 48.8 19.6 ND 31.6
CHTIM Deconvolucion DC 339+19 16.5+0.8 16.8+0.4 328+1.4
Estructura tridimensional 429 21.2 ND 36.00

ND: No determinado, ya sea por falta de estructura cristalografica o por falta de asignacién de ese tipo de estructura

secundaria en |a estructura tridimensional.

Nivel estructural terciario: estructura tridimensional de las BacTIMs

Con la finalidad de establecer una relacion energético-estructural entre los distintos niveles

estructurales de las BacTIMs y los datos termodinamicos de estabilidad y plegamiento que se

determinaron mas adelante, se determinaron las estructuras tridimensionales de las BacTIMs

mediante cristalizacion con difraccion de rayos X. Las condiciones exitosas de cristalizacion para las

enzimas se muestran en la tabla 9.

Las cuatro estructuras se depositaron en el PDB y en la tabla 10 se muestran sus estadisticas.

Como podemos observar, todas las proteinas se determinaron de forma adecuada, por lo que el

sistema de validacion del PDB no nos arrojo errores graves, solo algunos residuos fuera de las

regiones permitidas del mapa de Ramachandran, pero éstos estan construidos de acuerdo con I3

densidad electronica; uno de ellos es la lisina catalitica, la cual se ha visto que reqularmente se

encuentra fuera de las regiones favorecidas/permitidas del mapa de Ramachandran.
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Tabla 9. Condiciones exitosas de cristalizacion para las BacTIMs.

i Concentracion de
TIM Codigo PBD Resol.ucmn Condicién de cristalizacion , y
(R) proteina (mg mL™")
1.8 M Sulfato de Amonio, 0.1 M Citrato de sodio pH:
DrTiM 430 21 5.6, 0.2 M Tartrato de sodio 15
CoTIM Y96 158 0.2 M Tartrato de sodio-potasio, 0.1 M Citrato de sodio 8.5

tribasico pH: 5.6, 2 M Sulfato de amonio

0.2 M Acetato de Amonio, 0.1 M Acetato trihidratado
pTiM 4ver 1.54 de sodio pH: 4.6, 30% w/v de Polietilenglicol 4000 >3

ScTIM 4Y9A 2.3 0.1 M TRIS-HCI pH: 8.5, 2.0 M Sulfato de amonio 35

Los datos cristalograficos muestran un estado de asociacion dimérico, en concordancia con
los experimentos de cromatografia de exclusion molecular. La topologia candnica de un barril (B/a)s
es muy similar en todas las estructuras de las BacTIMs determinadas, con un RMSD menor a 1 A
entre ellas (figuras 23 y 24). La orientacion de los mondmeros con respecto a su contraparte en el
dimero es también similar; de hecho, esta es una propiedad conservada a través de todas las TIMs en
los distintos dominios de la vida. El llamado “lado catalitico” de los barriles TIMs esta formado por
ocho asas que conectan el carboxilo-terminal de las hebras-p con el amino-terminal de las a-hélices
(asas B-a). En las BacTIMs, al igual que todas las otras estructuras determinadas, estas asas proveen
los residuos cataliticos y la mayoria de las interacciones que estabilizan la intercara mondmero-
monomero. El otro lado del barril esta formado por las asas estabilizantes que conectan el carboxilo-
terminal de las a-hélices con el amino-terminal de las hebras-p (figura 24). Las propiedades
estructurales y su relacion con las propiedades termodindmicas se discutird en contexto de la
reversibilidad del proceso de desplegamiento en una seccion mas adelante cuando se retoman todos

los analisis pertinentes.
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Tabla 10. Estadisticas tras la colecta, integracién, reduccion, escalamiento y afinamiento de los datos para las BacTIMs.

Colecta de datos’
GoTIM OrTIM ScTIM CpTIM
PDB ID 4Y96 4Y90 4Y9A 4Y8F
Limites de resolucion (Fl) 36.36-1.58(1.64-1.58) | 36.13-2.09(2.17-2.09) | 43.03-2.29(2.37-2.29) | 37.59-1.54(1.59-1.54)
Grupo espacial P6s22 R32 P4 C121
Dimensiones de la celda unitaria
a, b, (H) 124.8,127.8,134.2 169.6, 169.6, 202.3 86.1,86.1,134.0 75.3,49.6,71.5
a B,y () 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 90.0 90.0, 120.0, 90.0
Contenido en la unidad asimétrica Dimero Tetramero Dimero Mondmero
Reflexiones totales 779530 (107888) 261090 (36321) 128420 (19245) 142402 (17348)
Reflexiones Unicas 81335(8192) 64962 (6342) 43475 (4241) 33930(3130)
Multiplicidad 9.6(9.0) 4.0(3.9) 3.0(3.1) 4.2(3.7)
Integridad (%) 99.3(97.1) 99.7 (98.6) 99.7 (98.1) 99.2(94.4)
I/ sigma (mean) 29.0(4.8) 11.0(2.9) 10.0 (3.0) 14.6(3.1)
R-merge (%) 4.1(48.7) 9.7 (46.4) 7.1(37.1) 6.2 (44.8)
CC1/2 (%) 99.7 (85.2) 98.3(67.8) 98.1(69.3) 98.9(70.6)
Estadisticas del afinamiento
GoTIM OrTIM ScTIM CpTIM
Ruork / Reiee (%) 17.8/20.1 13.8/186 23.1/282 14.8/18.1
Factor B promedio (A?) 249 259 358 16.6
Proteina 23.1 24.8 35.9 14.1
Ligando (crioprotector: glicerol) 32.8 493 NA 31.5
Solvente 35.2 33.2 327 295
NUmero de atomos 4446 8069 7943 2362
Proteina 3777 7142 7690 1977
Ligando 14 87 NA 11
Solvente 639 832 250 372
Residuos de proteina 500 976 1018 251
RMS (enlaces) (A) 0.007 0.011 0.009 0.010
RMS (3ngulos) () 111 1.30 1.33 1.24
Ramachandran favorecidos (%) 98.43 97.74 96.15 98.47
Ramachandran permitidos (%) 1.18 1.85 3.56 1.15
Ramachandran outliers (%) 0.39 0.41 0.30 0.38
Clashscore 1.83 1.25 5.41 1.76

2 Entre paréntesis se muestran las estadisticas para la capa de mas alta resolucion.

NA: No aplica.
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Figura 23. Estructuras tridimensionales de las BacTIMs. Se muestran los elementos de estructura secundaria remarcados
con diferente color en cada caso. En la parte derecha se muestra una vista inferior del barril y en la parte izquierda una
vista superior. A) O/TIM (PDB ID: 4Y90), B) G&TIM (PDB ID: 4Y96), C) (5TIM (PDB ID: 4Y8F), D) ScTIM (PDB ID: 4Y9R).
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A)

Figura 24. La estructura tridimensional de la TIM. R) Superposicion estructural de un mondmero de O/TIM (amarillo),
GOTIM (rojo), (pTIM (azul) y ScTIM (verde). B) Representacion de la estructura tridimensional del dimero de (pTIM. Las
asas del lado catalitico son mostradas en verde mientras que las asas de estabilidad se muestran en azul. Los residuos
cataliticos son mostrados en cian.

Nivel estructural cuaternario. estado oligomérico de las BacTIMs

Para conocer el estado oligomérico de las enzimas se realizaron experimentos de cromatografia de

exclusion molecular. En la figura 25 se muestra como ejemplo el cromatograma de elucion O/TIM a
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3 diferentes concentraciones de proteina (las demas TIMs bacterianas tuvieron un comportamiento
igual al mostrado en el ejemplo). A partir de la interpolacion de las curvas construidas con las
proteinas que sirvieron de calibracion se determind el radio de Stokes y los pesos moleculares
experimentales de las BacTIMs. La determinacion del estado oligomérico se realizé dividiendo el peso
molecular experimental sobre el peso molecular tedrico y el nimero resultante redondeado fue Ia
cantidad de mondmeros asociados de la enzima (tabla 11). Al igual que la mayoria de las TIMs
mesofilas reportadas, se encontrd que todas las BacTIMs se asocian en un estado dimérico. Se sabe
que la dimerizacion para la TIM es un evento clave que permite el plegamiento completo de los
mondmeros hasta el estado nativo y el correcto posicionamiento del sitio activo (Schliebs et 4/,
1997). Las causas por las cuales la TIM ha evolucionado hacia dimero, apuntan hacia razones
funcionales (Najera et a/, 2003), ademas de una cuestion de estabilidad (Mainfroid efa/, 1996a-b):
se hipotetiza que para el caso de dimeros que se pliegan en dos etapas, la dimerizacion sucedio
tempranamente en I3 evolucion debido quizd a una baja estabilidad inicial de los monomeros

(D'Alessio, 1999).

Figura 25. Cromatograma de elucion para O/TIM. Se observa que el volumen de elucidn corresponde a un estado de
asociacion dimérico. Los resultados detallados de los experimentos se encuentran en la tabla 11. Temperatura: 25 °C y
amortiguador D.10 pg mL" (-- m--), 100 ug mL" (-- @ --) y 500 pg mL" (-- A --).
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Tabla 11. Estado oligomérico de las TIMs bacterianas.

Peso molecular tedrico | Volumen de | Radio de Peso molecular Estado oligomérico
TIM : - . . i
(monémero) (Da) elucion (mL) | Stokes (R) | experimental (Da) | (monomeros calculados)
DrTIM 25593 9.13 31.56 53872 Dimero (2.1)
NpTIM 27053 9.16 31.38 53041 Dimero (2.0)
GoTIM 27025 9.10 31.73 54636 Dimero (2.0)
pTIM 27339 9.04 32.03 55993 Dimero (2.0)
ScoTIM 28018 9.07 31.88 55314 Dimero (2.0)

Estudio de la funcion de la TIM: parametros cinéticos de las BacTIM por un sustrato natural

Todo lo anteriormente explicado abarca el andlisis experimental de los cuatro niveles estructurales
de las proteinas: estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. A pesar de que estos niveles
ya nos hablan de la naturaleza de la proteina en muy diversos aspectos, una parte esencial de la
caracterizacion proteica es el como estos niveles estructurales se relacionan con |a funcion de la
proteina, y en el caso de una enzima, como lo es la TIM, con su actividad catalitica. Debido a esto, se
realizaron experimentos para medir la actividad de la enzima y determinar los pardmetros cinéticos.
Los datos experimentales de 3 lotes diferentes de proteinas a los cuales se les calcularon los
parametros cinéticos, se muestran en la figura 26 (curvas de cinética enzimatica) y tabla 12
(resultados de los parametros cinéticos). Los resultados reflejan una firma caracteristica de las TIMs:
enzima controlada por difusion (eficiencia catalitica =10° M- 7). Esta propiedad se aplica cuando
una enzima cataliza una reaccion quimica en forma tan eficiente, que el paso limitante de la
velocidad es el de difusion; ya sea el de sustrato hacia el sitio activo, o el del producto hacia el medio.
En el caso de la TIM su actividad estd cerca del limite del difusion, por lo que es un ejemplo de
catalizador perfecto, tal y como se esperaba que fuese desde un inicio. Los valores de A de las TIMs

analizadas son muy parecidas a algunas TIMs eucariontes reportadas hasta el momento y, aunque
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para NpTIM y GoTIM tienen una Mnax menor que las otras tres TIMs, presentan una An mas afin, por

lo que existe una compensacion en la enzima y |a eficiencia catalitica no se ve severamente alterada.

Figura 26. Cinética enzimatica de las BacTIMs. Los valores se determinaron a 25 °C, pH 8.0 y diferentes concentraciones
de G3P (0.1-3.0 mM); los datos se ajustaron a una regresion no lineal con una cinética tipo Michaelis-Menten. Las barras
de incertidumbre corresponden a los 3 diferentes lotes de proteina en los que se determinaron los pardmetros cinéticos.
DM (== ¥ =), NpTIM (- m --), GoTIM (-- @ --), (GTIM (- & --), ScoTIM (-~ A --).

Tabla 12. Parametros cinéticos de las TIMs bacterianas.

Eficiencia
V k k .

TIM KI*TI = _“_t1 C:t Catalitica

(mM) (umol min™" mg™) (min™") (s7) M)
DOrTIM 0.69+0.03 13313+ 181 (3.4 iO.O5)><105 5678 + 84 (2.0610.18)><108
NpTIM 0.51+0.04 3851 + 89 (1.05+0.03)x10° 1736+ 42 (8.63+0.29)x 10’
GoTIM 0.34+0.02 2901 +57 (7.8410.02))(104 1306 + 27 (9.51 10.14)><107
(pTIM 0.72+0.04 13930 + 272 (3.81+ 0.08)>(1O5 6348+ 127 (2.2410.10))(108
ScTIM 0.74£0.02 12137 +132 (3.4 iO.O4)><1O5 5668 + 62 (1.9310.06)><108

tRealizando la correccion en la Anal considerar que sdlo el 4% del G3P en solucidn tiene el sustrato aldehido no hidratado,
nica forma que la TIM es capaz de catalizar (relacion 1:25) (Trentham ez a/, 1969).
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Estudio de 1a funcion de la TIM: afinidad de las BacTIMs a un inhibidor

Como parte de una caracterizacion completa de |a estructura-funcion de la proteina, se efectuaron
estudios relacionados con el sitio activo de la enzima. Como se determinaron los parametros cinéticos
de las enzimas, se decidid estudiar el sitio activo utilizando algin inhibidor de la proteina.
Actualmente se sabe que el mecanismo catalitico de la enzima involucra un intermediario enediolato,
lo cual ha sido dilucidado usando analogos del estado de transicion como el fosfoglicolohidroxamato
(PGH) y el 4cido 2-fosfoglicdlico (PGR). Estudios previos han demostrado que la afinidad para el 2-
PG es variable, pudiéndose encontrar en un intervalo de 89 mM para MmTIM y de 0.0074 mM para
HsTIM. Sin embargo, poco se conoce sobre la afinidad al PGH y no se sabe si existe también esta

diversidad en la afinidad al inhibidor. Debido a esto, se eligid este inhibidor para realizar los estudios.

Los experimentos a 25 °C mostraron una estequiometria de 1:1 y los datos se ajustan bien
al modelo de un sitio de unién independiente por monémero (figura 27). Al comparar las constantes
de afinidad y entalpias de unidn, se encontrd que son diferentes entre especies (tabla 13). Ademas,
en el caso de NpTIM, incluso la firma termodindmica cambia: el TAS se vuelve positivo y el AH
disminuye, aunque se realiza una compensacion termodindmica y, al final, el AG es similar entre
todas las proteinas y la union es siempre controlada entalpicamente (figura 28). Posiblemente, al
determinar la estructura tridimensional se logre encontrar cudl es la causa de que la firma
termodinamica de union a PGH de ApTIM sea tan distinta a las de otras BacTIMs. Rlgunos factores
que pueden estar interviniendo son el ambiente de los aminoacidos que participan en la union, las
moléculas de agua involucradas en el proceso o el drea que se oculta/expone en el proceso de unidn
del inhibidor; todas estas causas se relacionan directamente con los parametros termodindmicos que

describen la union de una proteina con su ligando.

Como nos interesa realizar una relacion energético-estructural del proceso de union del
inhibidor al sitio activo y ver las diferencias entre distintos organismos, se realizaron experimentos

de ITC a diferentes temperaturas con el fin de obtener un A,y asi poder relacionar los cambios en
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el area expuesta al solvente durante el proceso de union del PGH al sitio activo con las estructuras
cristalograficas determinadas (ver mas adelante). Los experimentos se realizaron en las mismas
condiciones que los llevados a cabo a 25 °C pero variando la temperatura (figura 29a). Por problemas
de sintesis de PGH y estabilidad del equipo, hasta el momento la determinacion del A, se realizo
Unicamente para O/TIM, sin embargo como perspectiva se propone realizarlo con todas las proteinas.
En el caso de O/TIM, las isotermas se ajustaron bien al modelo propuesto anteriormente y de ellos se
obtuvieron los parametros de union. De estos, se regraficd el AH con respecto a la temperatura
ensayada y de esta grafica se obtuvo un valor de A, (-0.093 kcal mol”" K (figura 29b). El valor
obtenido estd en completa coincidencia con el determinado en estudios previos para yfTIM
realizados con titulacion fluorimétrica y Calorimetria de Titulacion Multitérmica: -0.105 kcal mol™
K. (Serratos et a/, 2011) para la TIM de levadura. Se espera relacionar dicho valor con el que se
calculara a través de las estructuras cristalograficas que se determinaran proximamente en presencia

de PGH.
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Figura 27. ITC de union de PGH para las BacTIMs. Termograma de union a 25 °C (panel superior). Isoterma a partir de la
integracion de los picos del termograma (panel inferior). Amortiguador F. A) O/TIM, B) NpTIM, C) GoTIM, D) (pTIM, E)
ScTIM.
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Tabla 13. Determinacion de los pardmetros termodinamicos de unién TIM-PGH usando ITC.

TIM N KM AG (kcal mol™") | AH (kcal mol™") |TAS (kcal mol™)|  Referencia
OrTIM 1 561x10° 6.5 -14.4 79 Este estudio
NpTIM 1 3.96x10" 6.3 4.1 2.2 Este estudio
GoTIM 0.98 2.07x10° 5.9 -10.9 5.1 Este estudio
pTIM 1 7.65x10" 6.7 9.4 2.8 Este estudio
ScTIM 1.1 6.01x10" 6.5 -13.1 6.6 Este estudio
ytTIM 0.96 1.71x 105 -7.1 -14.6 -7.4 Serratos eta/., 2011
METIM 1.24 1.30x10° 7.0 9.1 -16.1 Connor etal., 2011

Figura 28. Firma termodinamica de las BacTIM para la union de PGH. Se presentan los pardmetros termodinamicos
determinados a 25 °C y en comparacion a los reportados para V7/My MIM. (H) A G, (B A 1/ (R TA S
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Figura 29. Calculo del A, mediante ITC para O/TIM. A) Isotermas de unién de O/TIM a PGH. Se muestran las isotermas a
(--®--)15,(-- ®--) 20, (-- ® --) 25, (-- ® --) 30 y (-- ® --) 35 °C. Los simbolos representan los calores medidos durante
cada adicién normalizada por la cantidad de inhibidor afadido. Amortiguador F. B) Regrafico de los valores de la entalpia
con respecto a la temperatura. El valor del A(,se obtiene a través de la pendiente de la variacion lineal del AH con
respecto a la temperatura (linea punteada roja; -0.093 kcal mol" K). Los simbolos representan las entalpias de unién
calculadas a partir de la respectiva isoterma mostrada en el panel A junto con el error del ajuste para cada isoterma.

£/ desplegamiento de las BacTIMs. desplegamiento mediado por dilucion

Se sabe que el desplegamiento de la TIM estd asociado a la disociacion de los monomeros de la
enzima, es decir, que cuando se disocia la proteina, los mondmeros se despliegan. Ademas, debido
a que los mondmeros son inactivos, la pérdida del estado dimérico puede ser sequida mediante la
actividad enzimatica después de que la enzima es incubada a diferentes concentraciones de proteina;
con estos datos experimentales se puede calcular una constante de disociacion aparente (Agis) U ésta
es informativa sobre el desplegamiento de la enzima mediado por dilucion de la enzima. Para
estudiar el desplegamiento de las BacTIMs y calcular la constante de disociacion derivada de este
proceso, primero se analizo si el proceso era reversible o no, para asi saber si la constante calculada

era aparente o era una magnitud real. Para comprobar la reversibilidad del proceso, se midid la
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actividad catalitica de las TIMs bacterianas a una concentracion en Ia cual estamos seguros de que
es un dimero activo. Posteriormente, se diluye la proteina hasta una concentracion de 100 ng mL™!
en la cual estamos seguros de que |a enzima ya no es activa debido a que ésta ya se disocid y perdio
la actividad. Al asegurarnos sobre la pérdida de actividad, se concentra la proteina hasta llegar de
nuevo a una concentracion en la cual previamente sabiamos que era un dimero activo. Asi, si
comparamos la actividad al inicio del experimento y después de concentrar |a proteina diluida,
podemos saber si la proteina se volvid a asociar y recupero su actividad, por lo que el proceso seria
reversible completamente. Una falta de recuperacion de la actividad sugiere la irreversibilidad del
proceso de dilucion. La comparacion de Ia cantidad de proteina y actividad catalitica recuperada al
finalizar el experimento se puede observar en la figura 30. Como se puede ver, el proceso fue
reversible 190% para O/TIM, (pTIM y ScTIM y es irreversible para NpTIM y GoTIM, por lo que se
podran considerar como constantes de disociacion reales las de O/TIM, (pTIM y ScoTIM, mientras

que las de ApTIM y GoTIM seran consideradas como constantes de disociacion aparentes.

Figura 30. Experimentos de estabilidad a la dilucidn de las BacTIMs. R) Recuperacidn de |a proteina inicial tras concentrar
las distintas TIMs diluidas para los experimentos de estabilidad a la dilucién. B) Recuperacion de la actividad enzimatica
tras concentrar las distintas TIMs diluidas para los experimentos de estabilidad a la dilucion. En ambas graficas se indica
el comparativo de la cantidad de proteina inicial en el experimento (™™ y |a cantidad de proteina recuperada tras
concentrar las TIMs diluidas ().
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Para determinar la constante de disociacion (AGis) de las enzimas, se realizaron experimentos
de estabilidad a la dilucion a cinco temperaturas distintas: 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Se grafico la
actividad normalizada contra la concentracion de proteina utilizada en la incubacion de la cual
procedid cada muestra. Con la Agis calculada, se determind el AGyjsa cada temperatura ensayada. Las
curvas de estabilidad a la dilucion para cada proteina a las 5 distintas temperaturas se observan en
la figura 31 y los valores de las constantes de disociacion y del AGg;s calculado a partir de esas

constantes se pueden comparar en |a tabla 14.

Se sabe que la intercara del dimero de la TIM esta formada por interacciones no covalentes
entre los mondmeros; la constante de asociacion de las dos subunidades esta en el orden de 10°°-
107'® M (Lambeir et a/, 1987; Borchert et a/, 1993; Mainfroid et a/, 1996b; Landa eta/, 1997). Tras
estos experimentos realizados, el comportamiento de las TIMs bacterianas en estudios de estabilidad
a la dilucion es muy semejante en términos energéticos. Para todas ellas, los valores de la Ajis son
mayores a los reportados para otras TIMs silvestres (Mainfroid ef a/, 1996b; Cisneros-Armas, 2003;
Lopez-Velazquez et a/, 2004), los cudles estan entre 10 y 10'® M. A pesar de que la Adis para las
TIMs bacterianas fue mayor a la de otras TIMs silvestres, no consideramos que esta caracteristica
afecte en nuestros experimentos realizados, en especifico en la determinacion de los parametros
cinéticos (y otros experimentos dependientes de la actividad enzimética de las TIMs), ya que al
realizar la medicion de actividad enzimatica siempre se observaron trazos lineales, sin signos de
inactivacion, por lo que aunque las TIMs bacterianas tengan una Agis alta, la cinética de disociacion
es lenta, lo que permite hacer todos los experimentos sin modificar apreciablemente las poblaciones
monomeéricas y diméricas. Asimismo, |a estabilidad del dimero aumenta con la ocupacion de los sitios
activos (Garza-Ramos et a/, 1992; Jiménez et a/, 2003), una razon mas por la cual no se observa
inactivacion en las mediciones de actividad enzimatica. Todos los experimentos de estabilidad de las
BacTIMs se llevaron a cabo con concentraciones de proteina mayores a |a Agis, debido a esto, podemos

tener la certeza de que en todos los experimentos se trabajo con dimeros activos. Mas adelante se
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discutirdn y retomaran los valores de A Gg;s determinados por los experimentos de dilucion, esto

cuando se comparen todos los valores de energia libre de Gibbs obtenidos (quimico y temperatura).

Figura 31. Desplegamiento mediado por dilucion para las BacTIMs. Se indica la fraccion de dimeros activos en funcidn de
la concentracion de proteina a la que se hicieron. En simbolos se muestran los datos experimentales y en la linea
punteada, el ajuste realizado con la ecuacion 6. A) DTIM, B) GoTIM, C) NpTIM, D) (5TIM y E) ScTIM. 15 °C (-- m --), 20
°C(--®--),25°C(-- A --),30°C(--V¥ --),35°C(-- ¢ --).
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Tabla 14. Pardmetros termodinamicos derivados de los experimentos de dilucidn para las BacTIMs.

Temperatura (°C) DrTIM NpTIM GoTIM CpTIM ScoTIM
Kdis (M)
15 0.28+0.01 0.33+0.02 0.77+0.04 0.21+0.01 0.86+0.06
20 2.85+0.14 5.47 £0.34 10.92 +0.98 2.41+0.16 8.89+0.74
25 13.56+1.01 5.66+0.79 10.99+0.87 2.89+0.17 18.27 £0.98
30 288.13+14.16 5.88+0.62 11.17+£1.12 4.90+0.36 765.91 +£38.62
35 8204.66 £ 533.25 1169.24 +98.51 9338.02 £ 687.96 30.98+1.23 23192.61+1352.21

AG g (kcal mol™)

15 9.96£0.65 9.87 +0.51 9.38+0.42 10.13+£0.49 9.32+0.28
20 10.12+£0.63 9.74 +0.11 9.34+0.89 10.22+0.20 9.46 +0.37
25 9.37+0.25 9.89+0.61 9.49+0.22 10.29+0.69 9.19+0.93
30 7.69+0.15 10.03+0.18 9.64+0.34 10.14+0.77 7.10+0.52
35 5.76+0.12 6.95+0.32 5.68+0.74 9.18+0.39 5.12+0.49

£/ desplegamiento de las BacTIMs. desplegamiento mediado por urea

Con el fin de comparar la estabilidad de las BacTIMs con el resto de las TIMs estudiadas previamente,
ademds de determinar Ia via de plegamiento con un agente quimico desnaturalizante, se realizaron
los experimentos de desnaturalizacion utilizando a la urea como agente caotropico. En cuatro de ellas
(DrTIM, NpTIM, GoTIM y ScTIM) se observo que el proceso de desnaturalizacion es reversible, ya que
el espectro de fluorescencia se recupera al renaturalizar la proteina y es casi idéntico al de la proteina
nativa (figura 32a-d). No se pudieron realizar los experimentos a profundidad para (gTIM, ua que,
en todas las condiciones ensayadas, no se observo un cambio en la fluorescencia (figura 32e), debido
a esto se descarto la proteina para su caracterizacion utilizando este agente quimico; se propone

sequir este desplegamiento DC.
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Figura 32. Experimento de reversibilidad para el desplegamiento quimico de las BacTIMs. Se muestra la prueba de
reversibilidad siguiendo las propiedades espectroscopicas de la proteina nativa (tridngulos verdes), la proteina
desnaturalizada (cuadros rojos) y la proteina renaturalizada a casi 0.3 M de urea (circulos azules). A) O/TIM, B) NpTIM,
C) GoTIM, D) ScTIM y E) (pTIM. En todos los experimentos la cantidad de proteina utilizada fue de 0.8 M en
amortiguador G y la temperatura utilizada fue de 25 °C.
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Con las pruebas de reversibilidad exitosas, se determind el tiempo de equilibrio del
desplegamiento de las BacTIMs; en todos los casos, 24 horas fueron suficientes para no observar un
cambio con el tiempo en la senal espectroscopica y ese fue el tiempo que se utilizd en los
experimentos posteriores. Ensequida, se realizaron Ias curvas de desplegamiento para ajustar los
datos al modelo respectivo que describiera la via de plegamiento observada. Las curvas de
desplegamiento mediado por urea se muestran en la figura 33. En el caso de O/TIM, ScTIM y GoTIM
se observd que el desplegamiento es un proceso de dos estados sin intermediarios estables al
equilibrio en las condiciones estudiadas; para NpTIM se observa la presencia presuntiva de un
intermediario monomeérico (que se determino tras variar la cantidad de proteina en el experimento,
lo que provoca un movimiento a la derecha de la sequnda primera transicion). De estos experimentos
y ajustes, se obtuvieron los pardmetros termodinamicos reportados en la tabla 15. Mas adelante se
discutirdn y retomaran los valores de A G determinados por los experimentos de desplegamiento

quimico.

118



Resultados y discusion

Figura 33. Curvas de desplegamiento quimico de las BacTIMs. Se muestra la fraccion de proteina desnaturalizada obtenida
de los experimentos de desnaturalizacion por urea sequidos por fluorescencia intrinseca a 320 nm. La linea continua es
el ajuste a un modelo de dos estados (N, = 2D) para R) OrTIM, C) GoTIM y D) ScTIM y a un modelo de tres estados con
intermediario monomérico (N, = 2D’ = 2D) para B) NpTIM. En todos los experimentos la cantidad de proteina utilizada
fue de 0.8 0M en amortiguador G y la temperatura utilizada fue de 25 °C.
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Tabla 15. Pardmetros termodindmicos del desplegamiento quimico de las BacTIMs.

TIM AG (kcal mol™) Cn (M) m (kcal mol”" M)
OrTIM -9.18+0.51 0.93+0.04 -9.71+0.52
GoTIM -23.48 £1.15 2.39+0.08 -4.79+0.46
ScTIM -7.39+0.45 1.23+0.02 -5.78+0.35

Plegamiento -3.66+0.28 1.22+0.09 -1.2840.40
NpTIM Asociacion -15.55+1.06 3.11+£0.12 -7.82+1.09
Total -19.21+£1.74

Se sabe que la via de plegamiento no estd conservada evolutivamente en las TIMs,
presentando una diversidad en sus mecanismos. En el caso de O/TIM, GoTIM y ScTIM, se encontr
ser un proceso de dos estados, al igual que ha sido descrito para GsTIM, OcTIM, GgTIM, [LmTIM y
HsTIM. Para NpTIM se encontrd que su via de plegamiento es de tres estados con un intermediario
monomeérico, igual que habia sido descrito para la de yfTIM y EATIM. Se sabe que la primera etapa
del plegamiento de la TIM involucra la formacion de intermediarios monomeéricos, tal como se
observa en la via de plegamiento de NpTIM al equilibrio. Se han reportado este tipo de intermediarios
para la desnaturalizacion con GdnHCl de 7¢TIM (Chanez-Cardenas et a/, 2005), 76TIM (Chanez-
Cardenas et g/, 2002; Guzman-Luna y Garza-Ramos, 2012), yfTIM (Morgan et g/, 2000; N3jera et
al, 2003), £ATIM (Vazquez-Pérez y Fernandez-Velasco, 2007) y 7vTIM (Lara-Gonzélez et a/, 2014).
Algunas de las caracteristicas comunes a todos ellos son que conservan estructura residual, son
inactivos y expandidos. Posterior a la formacion de los mondmeros ocurre la asociacion y los
rearreglos estructurales necesarios para la consolidacion del estado nativo. Es interesante que Ia
diversidad de vias de plegamiento se conserva en enzimas derivadas de organismos bacterianos, lo
cual nos habla que probablemente la diversidad de habitats pueda estar relacionado con la via de
plegamiento que presenta una TIM en especifico o0 que esta diversidad también estuviera presente

en proteinas ancestrales pertenecientes a un origen comun de barriles TIM. Sin embargo, estudios
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de reconstruccion ancestral pudieran ayudarnos a responder algunas de estas hipdtesis sobre la

evolucion de las vias de plegamiento.
£/ desplegamiento de las BacTIMs: desplegamiento mediado por temperatura

Para la descripcion de los resultados se agruparan |as proteinas en dos grandes bloques: 1) aquellas
cuyo desplegamiento térmico fue irreversible (IrrevTIMs) y 2) aquellas que mostraron un

desplegamiento térmico reversible (RevTIMs).

BacTIMs con desplegamiento térmico irreversible: NoTIM y GoTIM

Los experimentos de desplegamiento térmico se siguieron por DC y DSC. En los experimentos de DC
no se recupera la senal espectroscopica después de calentar y enfriar la muestra (inserto figura 34a-
b); asimismo, la rampa de replegamiento no da ninguna senal que se parezca a la obtenida en el
proceso de desplegamiento (figura 34a-b). Ademas, en DSC no se observo transicion alguna después
de un sequndo ciclo de calentamiento (figura 34c-d). Al finalizar el experimento, en todos los casos
se observo agregacion de la proteina en la celda de DC. Para ambas proteinas no hubo recuperacion
de la actividad enzimatica después de calentar la muestra. Todos estos resultados son indicativos de
que después del primer ciclo de calentamiento, las enzimas no se repliegan al regresar a temperatura

ambiente, esto es, el proceso de desnaturalizacion térmica es irreversible.
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Figura 34. Desplegamiento térmico de las IrrevTIMs. Se muestran los experimentos sequidos por DC para A) ApTIM y B)
GoTIM. Se muestran los datos para 195 nm (cuadro) y 222 nm (circulos) y del proceso de desplegamiento (simbolos
cerrados) y replegamiento (simbolos abiertos); las lineas muestran el ajuste de los datos a una ecuacion de Boltzmann
con la que se estima un valor de 7. En los insertos se muestran los espectros de DC nativo a 25 °C (simbolos llenos) y
los espectros de DC después de haber calentado y enfriado la muestra a 25 °C (simbolos vacios). El los paneles inferiores
se muestran los experimentos de DSC para C) ApTIM y D) GoTIM. Se indica la primera endoterma (simbolos llenos) y la
sequnda endoterma después de calentar y enfriar la enzima (simbolos vacios). En todos los experimentos la
concentracion de proteina utilizada fue de 0.4 mg mL" en amortiguador G y la velocidad de barrido fue 90 K min™'.

Debido a la irreversibilidad en el desplegamiento, las trazas calorimétricas fueron bien
ajustadas a un modelo de dos estados irreversible (N = F, modelo de Lumry-Eyring) y se observo
que la 7 se incrementd 05 K cuando la velocidad de barrido fue incrementada de 30 a 180 K h',
indicando que el proceso esta bajo control cinético, un comportamiento cominmente observado en
las TIMs previamente estudiadas (figura 35a). Las siguientes evidencias indican que el

desplegamiento inducido por temperatura de estas proteinas puede ser descrito por el modelo
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irreversible de dos estados: 1) a todas las velocidades de barrido, los termogramas fueron bien
ajustados, dando valores de £z similares, 2) las graficas de Arrhenius fueron lineales (figura 35b), y
3) la prueba de consistencia de datos fue exitosa, es decir, se cumplié la ecuacion 13 (figura 35c).
Estas evidencias también implican que el estado de transicion cinéticamente relevante es dimérico.
La £z promedio obtenida de los tres métodos son 86 + 6 kcal mol™! para ApTIM y 171 + 12 kecal mol-
" para GoTIM (tabla 16). Estos valores son similares a los valores mas bajos y mas altos reportados
para la £z de las TIMs de eucariontes (78-185 kcal mol™', tabla 16). Una consecuencia de que la &5
de GoTIM sea del doble de NpTIM es que la tasa de desnaturalizacion en condiciones fisioldgicas para
GoTIM es muchos ordenes de magnitud mas lenta que para ApTIM, lo que indica una estabilidad
cinética mucho mayor para la primera. Ha sido propuesto que la estabilidad cinética es un parametro
clave para comprender el comportamiento de las proteinas, ya que juega un papel central en como
la evolucion ha logrado un balance entre funcion y estabilidad en escalas de tiempo bioldgicamente
relevantes. Al respecto, también se ha planteado que la estabilidad cinética estd intimamente
correlacionada con la flexibilidad térmica (Quezada ez a/, 2017), lo que sugiere que podria estudiarse
este aspecto en |as IrrevTIMs para ver si esta correlacion también aplica en dos enzimas procedentes

de un mismo dominio pero con estabilidades cinéticas muy diferentes.
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Figura 35. Analisis termodinamico para el desplegamiento térmico de las IrrevTIMs. A) Termogramas de DSC a 30 y 180
K h' (simbolos cerrados y abiertos, respectivamente). Las lineas muestran el mejor ajuste a un modelo de dos estados
irreversible. Otras velocidades de barrido (60, 90, 120 y 150 Kh™") fueron también realizadas, pero no son mostrados por
claridad. B) Grafico de Arrhenius de los datos obtenidos a 6 velocidades de barrido distintas. Las lineas muestran el mejor
ajuste a la ecuacion de Arrhenius (ecuacidn 10). C) Efecto de la velocidad de barrido sobre la 7, para el desplegamiento
de las IrrevTIMs. El inserto ilustra el calculo del cambio de la energia de activacion con respecto a la urea que esta
involucrado en la determinacidn de los valores de la m cinética. D) Efecto de la concentracidn de urea en la 7,. En todos
los experimentos la concentracion de proteina utilizada fue de 0.4 mg mL™" en amortiguador G para (-- m --) NpTIM y (--
e --) GOTIM.
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Tabla 16. Parametros termodinamicos del desplegamiento térmico de las IrrevTIMs.

IrrevTIMs TIMs eucariontes
Parametro termodinamico 5 5 5
NpTIM | GoTIM | G/TIM® | HsTIM® | LmTIM® | THTIM TcTIM
. . .y -1 . .
Ener-gm-d.e a(t|vamon(k(.al mol ') del promedio de los ajustes 88+ 11 171415 NR NR 7541 95+ 1 19342
individuales provenientes de las endotermas de DSC
Energfa de activacién (kcal mol ") del grafico de Arrhenius 88+4 17146 88+2 86+1 75+1 95+1 189+ 18
, . .y -1 . .
Energia deact\vacmn(kcalﬁ.]ol )de-la prueba de @nystenua 8245 17121 NR NR 83:9 10013 17133
llevada a cabo a varias velocidades de barrido
Energia de activacién promedio (kcal mol ™) 86+6 171411 NR NR 78+5 97+7 185+ 18
m(keal mol" M) 0.399 1.942 0.942 0.662 0.351 0.404 1.988
M eq (keal mol”! MVW) 6.681° 6.558 7174 7.192 7.361 7.253 7.331
mi/meq 0.06 0.29 0.13 0.09 0.05 0.06 0.27
Numero de residuos desplegados en el estado de transicion” 30 148 67 45 24 28 136

Se ha observado una relacion entre los valores my los cambios en el ASA (Myers et 4/, 1995).
Asi, los valores de 77 obtenido por los experimentos con urea pueden transformarse a grados
fraccionales de exposicidn al solvente en el £7mediante el cociente 77/ meq. El grado fraccionario de
exposicion de las proteinas al disolvente en el estado de transicidn (/77 /meq) se calculd a partir de
experimentos de DSC utilizando diferentes concentraciones de urea (figura 35d).Si se compara este
grado de exposicion al solvente entre NpTIM y GoTIM, se puede observar que el grado de exposicion
(0.06 y 0.29) son bajos, por lo cual el £rtiene caracteristicas semejantes al estado nativo en lo que
refiere a la exposicion al solvente, a pesar de esto, GoTIM muestra una mayor exposicion al solvente
que NpTIM (tabla 16).

La £xpuede servista como la diferencia de la entalpia entre el estado de transicion y el estado
nativo (Es=AH¥). Los valores de /77 pueden tomarse como un estimado del grado de desplegamiento
(o de ARSA) en la conversion del estado nativo al estado de transicion; el hecho de que se obtengan
valores mas altos de £ con valores de 777 bajos, indica que el balance energético en el estado de
transicion es diferente que en los estados nativos. Si calculamos |a entalpia en el £7multiplicando el

grado de exposicion al solvente por |a entalpia calculada del proceso de desplegamiento (tabla 16)
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(NpTIM: 0.06 x 117 keal™" mol™" = 7.02 kecal™' mol™"; GoTIM: 0.29 x 66 kcal" mol! = 16.82 kcal!
mol") podemos ver que estos valores comparados con la &z (NpTIM: 86 + 6 kcal™' mol! y GdTIM:
171 £ 11 kcal! mol”") son mucho més pequerios. Para explicar esta diferencia tan grande, hay que
considerar que claramente, el valor de la £4 experimental no puede ser explicado Unicamente en
términos del grado de desplegamiento en el £7 ua que existen contribuciones energéticas
adicionales (no presentes en el estado nativo) que necesitan involucrarse para la energética del
estado de transicion. Para otras TIMs reportadas, se ha visto que la contribucion de la barrera de
solvatacion asociada con interacciones parcialmente desfavorecidas del agua en el estado de
transicion puede ser una causa de esta diferencia (Costas et a/, 2009). Se sabe que las barreras
energéticas para una proteina en su proceso de plegamiento-desplegamiento son principalmente
determinadas por el tamano y la topologia. A pesar de esto, las diferencias en la funcion bioldgica
pueden requerir proteinas con el mismo tamano y topologia pero diferente barrera energética, tal
como se observa con estas IrrevTIMs. Al parecer los efectos de solvatacion pueden ser mecanismos
eficientes para la modulacion de estas barreras energéticas ya que evolutivamente pudieran estar
controlando las estabilidades cinéticas diferenciales en proteinas pertenecientes a una misma
familia. Por lo anterior, se hipotetiza que esta variacion en los efectos de solvatacion pudiera estar
sucediendo en NpTIM y GoTIM; se propone hacer un andlisis a profundidad con el fin de comprobar

o descartar esta posibilidad.

BacTlIMs con desplegamiento térmico reversible: DrTiM, CpTIM y ScTIM

Al igual que en las otras TIMs, el desplegamiento térmico se siquio por DC y DSC. Para los
experimentos espectroscopicos se observa una recuperacion mayor al 80% de la senal de DC (inserto
figura 36a-c) y una coincidencia de las trazas de ida y regreso en |as rampas de temperatura (figura
36a-c). De igual modo, se encontrd una recuperacion total de las endotermas de DSC después de un

segundo ciclo de desnaturalizacion y ambos termogramas se ajustaron correctamente a un modelo
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de dos estados con disociacion (N2 = 2D) (figura 37a-c). Tras calentar las muestras de proteina se
recupero la actividad enzimatica en un 82% para O/TIM, 81% para (pTIM y 88% para ScTIM.
Ademas, al variar la concentracion de proteina, se observa claramente una dependencia de la 7, con
esta variacion, tal cual se espera para una proteina dimérica cuyo desplegamiento esta al equilibrio
(inserto figura 37a-c). También, no se observa una dependencia de la 7,,con respecto a |a velocidad
de barrido, contrario a lo observado para las IrrevTIMs bacterianas (figura 38). En conjunto, todos
estos resultados son indicativos de que, para estas tres proteinas, el desplegamiento térmico es un
proceso reversible y esta al equilibrio, resultado nunca antes observado para una TIM. En las TIMs
estudiadas hasta antes del presente trabajo, el desplegamiento térmico es un proceso irreversible,
fuera del equilibrio o ambos (con presencia de histéresis), es decir, un proceso controlado
cinéticamente, lo cual ha impedido una caracterizacion energético-estructural detallada. Debido a la
histéresis y al alto grado de irreversibilidad del proceso, el uso de la temperatura como agente
desnaturalizante se habia limitado a Ia estimacion de la 7, de algunas TIMs y sus mutantes
(Mainfroid et a/, 1996b; Schliebs ez a/, 1996; Beaucamp et a/, 1997; Schliebs ez a/, 1997; Alvarez
et al, 1998; Alvarez et al, 1999; Gopal et a/, 1999; Sun y Sampson, 1999; Williams et a/, 1999;
Benitez-Cardoza et a/, 2001; Jiménez etal, 2003; Mathur et a/, 2006; Peimbert ez a/, 2008a; Téllez
et al, 2008; Costas et a/, 2009; Lara-Gonzalez et a/, 2014) y a la determinacion de algunos
pardmetros termodinamicos dependiendo de la TIM reportada (Mainfroid ez a/, 1996b; Benitez-

Cardoza et al, 20071; Téllez et a/, 2008; Costas et a/, 2009; Lara-Gonzalez et a/, 2014).

127



Resultados y discusion

Figura 36. Desplegamiento térmico de las RevTIMs sequido por CD. Se siguieron los datos de
desplegamiento/replegamiento (simbolos cerrados y abiertos, respectivamente) para A) O/TIM, B) (pTIM y C) ScTIM a
220 nm (cuadrados) y 195 nm (circulos) a 90 K min h™'. Las lineas muestran el mejor ajuste a un modelo de disociacion
de dimeros de dos estados (N2 = 2D). En los insertos se muestran los espectros de DC nativo a 25 °C (simbolos llenos) y
los espectros de DC después de haber calentado y enfriado la muestra a 25 °C (simbolos vacios). D) Graficos de van't Hoff
para los datos de desplegamiento y replegamiento (simbolos cerrados y abiertos, respectivamente) sequidos a 220 nm
(cuadrados) y 195 nm (circulos). Las lineas son los mejores ajustes a la ecuacidn de van'Hoff. Los valores de A A,y
derivados de estos analisis se indican en la tabla 16. En todos los paneles, la concentracion de proteina fue de 0.4 mg
mL' y en amortiguador G.
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Figura 37. Desplegamiento térmico de las RevTIMs seguido por DSC. La primera y sequnda endotermas (simbolos cerrados
y abiertos, respectivamente) se muestran para R) O/TIM, B) (pTIM y C) ScTIM. Las curvas continuas muestran el mejor
ajuste a un modelo de disociacion de dimeros de dos estados (N, = 2D). En todos los paneles, |a velocidad de barrido fue
de 90 K min" y la concentracién de proteina fue de 0.4 mg mL", a excepcién de los insertos donde se muestran
resultados variando la concentracion de proteina. El inserto indica los valores de 7, obtenidos por CD (rombos) y DSC
(cuadrados) en funcidn de la concentracion de TIM. D) Diagrama de Takahashi-Sturtevant para datos de CD y DSC
(diamantes y cuadrados, respectivamente). Las lineas muestran los mejores ajustes de los datos a la ecuacion 18.
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Figura 38. Dependencia de la 7, con respecto a la velocidad de barrido para las BacTIMs. En todos los casos la
concentracion de proteina utilizada fue de 0.4 mg mL™.

El valor obtenido de 7, para cada proteina (tablas 17 y 21) nos dejé con una amplia sorpresa,
ya que el valor de 46 °C para DrTIM, es de los mas bajos reportados hasta ahora para las TIMs, sélo
por arriba de la TIM de Moritella marina (41 °C). Este comportamiento es destacable, debido a que 0.
radiodurans es un organismo termotolerante y nuestro valor de 7, estd por debajo del intervalo de
las TIMs provenientes de organismos termofilos (=80 °C). Al respecto, se han reportado algunos
mecanismos que utiliza D. radiodurans para resistir a la temperatura y radiacion, entre los que
destacan: presencia de grandes concentraciones de cosolutos como la trehalosa, iones como el
manganeso, alteracion de la membrana celular con incorporacion de mayor ndmero de proteinas,
mayor presencia de chaperonas y proteinas para la reparacion de ADN (Battista, 1997; Daly et 4/,
2004; Daly, 2009). ScoTIM y NpTIM presentan valores dentro del intervalo de los reportados para la
TIM de organismos mesofilos (=55 °C). En cambio, para GoTIM y (pTIM presentaron los valores mas
altos de 7, por arriba de las TIMs de organismos mesofilos y muy cercanas a las 7,, de organismos
termofilos. Esto sugiere que tal vez dichos organismos se enfrentan a altas temperaturas en su

habitat natural, por lo que deben de desarrollar una mayor estabilidad térmica en sus estructuras
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proteicas (Somero, 1995). Entre las estrategias hasta ahora asociadas a Ia termoestabilidad de Ia
enzima, se encuentra el estado de oligomerizacion, ya que se ha visto que, en la mayoria de las TIMs
termofilas hasta ahora estudiadas, el estado de asociacion es tetramérico y no dimérico como lo
observado en TIMs mesdfilas (3 excepcion de GsTIM que es un dimero (Alvarez et a/, 1999) y de
GITIM que varia su estado de oligomerizacion entre dimero/tetrdmero de acuerdo con su ciclo de vida
(Lopez-Velazquez et a/, 2004; Reyes-Vivas et al, 2007)). Otra estrategia puede ser la reversibilidad
del proceso de desnaturalizacion térmica que se observa en algunas TIMs bacterianas, aunque se
desconoce si este mecanismo se encuentra diversificado en otros fila bacterianos o en especies del

mismo filo.

El desplegamiento térmico de O/TIM, ScTIM y (pTIM puede describirse bien mediante un
proceso de dos estados con disociacion; tanto las curvas de desplegamiento sequidas por DC (figura
36a-c) y DSC (figura 37a-c) estaban bien ajustadas a este modelo. Ademas, el cambio de entalpia del
estado nativo al estado desplegado (AH,4) calculado a partir del analisis de van't Hoff de los datos
de DC (figura 36d) y los obtenidos a partir de experimentos DSC fueron similares (tabla 17). También,
el grafico de Takahashi-Sturtevant construido con los datos tanto de DC como de DSC fue lineal
(fiqura 37d), lo que nos dice que en ambas técnicas vemos la misma naturaleza del proceso de
desplegamiento.

Finalmente, para evaluar si el desplegamiento térmico de estas proteinas es de dos estados,
se determind con el criterio calorimétrico, mediante el cociente entre el AH. (el obtenido por el
ajuste de las trazas a un modelo de dos estados con disociacion) y el AH,»determinado por el drea
bajo la curva y la ecuacion mostrada en la seccion de estrategia metodologica. Por tanto, la
comparacion de ambos cambios de entalpia no sélo nos dice si el modelo es 0 no de dos estados, sino
que ademas podemos determinar si existen diferentes unidades cooperativas de plegamiento. El
cociente de ambas entalpias obtenidas a la temperatura media de desnaturalizacion para una

proteina oligomeérica de nsubunidades, esta dado por la ecuacion 20 (Freire, 1989):
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AH , 2n
= (20)
AH_,  (n+]7)

Asi, para proteinas diméricas que siguen un mecanismo de una transicion simple
involucrando sélo dos especies (N y D), AHar/ AHw=1.33. En cambio, si el mecanismo es diferente,
dado que AH,y esta derivado de una suposicion incorrecta, se observa que AHc# AHw. A esto es a
lo que se le llama el “criterio calorimétrico” de evaluar si la transicion es o no de dos estados. Para el
caso de las RevTIMs, la relacion de las entalpias van't Hoff y calorimétricas obtenidas (tabla 17)
estuvo en excelente concordancia con la esperada para un proceso acoplado de

disociacion/desplegamiento.
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Tabla 17. Pardmetros termodindmicos del desplegamiento térmico de las RevTIMs.

Parametro fisicoquimico OrTIM ScTIM CpTIM
Temperatura media de desnaturalizacion (7 ) (°C)
Tn’ 44.6+0.1 453+0.2 58.3+0.1
Cambio de entalpia (AH) (kcal mol'1)
A H, por DC° 256+7 282+9 288+ 11
A H, por DSC° 26810 300 + 23 294+ 16
AH , por DSC? 1948 225+8 214412
Criterio calorimétrico 1284006 12320109 1374008
(AH y/AH )
A H'del grfico de Takahashi-Sturtevant 265+ 11 275+8 298 +15
Cambio en la capacidad calorifica (AC,) (kcal mol ™’ K")
A C ,experimental® 6.6+0.2 6.2+0.8 68+0.8
A € ajustado” 6.5+0.2 6.6+0.4 6.8+0.4
A C, promedio 6.6+04 6.4+0.6 6.8+0.5
A C,predicho basado en la secuencia aminoacidica
A C,Milardi etal., 1997 7.7 8.5 8.4
A €, Robertson y Murphy eta/., 1997 6.9 7.2 7.0
A C ,predicho basado en las relaciones estructurales de ARSA
A €, Murphy y Freire eta/., 1992 13.8 13.8 14.2
A C, Spolary Record, 1994 10.5 10.5 10.8
A (, Makhatadze y Privalov, 1995 17.0 17.0 17.5
A C,Muyersetal., 1995 9.6 9.6 10.0
A (,Robertson y Murphy eta/., 1997 7.9 7.9 8.4
A (,Madan y Sharp, 2001 8.9 9.1 9.6

2 Los errores son la desviacion estandar de los experimentos realizados a distintas concentraciones de proteina y
velocidades de barrido.

b AG, determinado del ajuste a un modelo de dos estados con disociacion tal cual se describe en el analisis de los datos.
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Descripcion fisicoguimica de 13 estabilidad de las RevTIMs: la curva de estabilidad

La reversibilidad y equilibrio en el proceso de desplegamiento permitid la estimacion de los
parametros fisicoquimicos 7, A,y AHde los experimentos de DSC (tabla 17). El A(, fue obtenido
de los termogramas de DSC a diferentes concentraciones de proteina, empleando un analisis
posterior de dos formas distintas: 1) el (, del estado nativo y desnaturalizado fue calculado de la
diferencia de las capacidades calorificas absolutas de dichos estados y 2) las endotermas fueron
ajustadas a un modelo de dos estados con disociacion y de dicho ajuste se obtiene un valor de A¢,
experimental. Estos valores estan en concordancia con los valores predichos por la secuencia
aminoacidica; sin embargo, los valores son mas bajos que los predichos por los cambios estructurales
de ASA, posiblemente porque el estado desplegado no es un estado desnaturalizado en su totalidad;

lo cual se ha observado en otras proteinas (Doyle et a/, 2013).

Usando Ia ecuacion correspondiente y los parametros termodindmicos determinados, las
curvas de estabilidad para las RevTIMs fueron calculadas, es decir, la dependencia del AG como
funcion de la temperatura (figura 39). Los valores de AG totales coinciden con los valores de AG
calculados de la transicion de los experimentos de DC (simbolos llenos de la figura 39). Los valores
de AGy;s obtenidos de los experimentos de dilucion llevados a cabo a diferentes temperaturas
también estan mostrados en Ia figura (simbolos vacios de la figura 39). A partir de estas curvas, se
obtuvieron los valores de la temperatura de estabilidad maxima y el valor de ésta para cada proteina

ademas de su temperatura de desnaturalizacion en frio, valores que se muestran en la tabla 18.

Como se puede ver, las curvas de estabilidad de estas proteinas son distintas entre si, lo que
nos habla de la naturaleza propia de cada una de ellas. Se sabe que la forma de la curva de estabilidad
puede ser modulada mediante cambios en la 7s(temperatura donde A $=0), el AH7s(valor de entalpia
enla 7s), y/o el A(, En este caso, Ia forma de Ia curva de estabilidad es principalmente debida a los
cambios en a 75y el AHrs ya que el A(yes casi idéntico entre las diferentes RevTIMs y contribuye

de forma igual en las curvas de estabilidad respectivas. AHrs puede ser cambiado por mutaciones
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puntuales y ha sido relacionado con un incremente en Ias interacciones estabilizantes en el estado
nativo. 7s originalmente no fue considerado una fuente de estabilizacion, en embargo,
recientemente ha sido reportado que cambios duales en AH7sy 7spueden incrementar la 7, (Hart et

al, 2014).

Figura 39. Curvas de estabilidad de barriles TIM naturales: DAIM, (pTIM y ScTIM. Las lineas sélidas son las curvas de
estabilidad construidas con los datos obtenidos de los experimentos de DSC y la ecuacidn de Gibbs-Helmholtz (ecuacion
19). Los simbolos abiertos indican los valores experimentales de AG obtenidos de los experimentos de dilucion y los
simbolos llenos indican los valores experimentales de AG obtenidos de la transicion de las rampas de desnaturalizacion
de DC. La franja morada, naranja y verde indican los rangos de la temperatura dptima de crecimiento de 0. radiodurans,
C. perfringensy S. coelicolor, respectivamente.
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Tabla 18. Valores de estabilidad a partir de las curvas construidas para O/TIM, (pTIM y ScoTIM.

Parametro OrTIM CpTIM ScoTIM
Temperatura de maxima estabilidad (°C) 11.05 23.65 14.85
AG de méxima estabilidad (kcal mol ) 12.55 13.57 9.89
AG a25°C (keal mol ™) 10.39 13.55 8.78
Temperatura de desnaturalizacion en frio (°C) -21.35 -10.25 -14.55

D. radiodurans, S. coelicolory C. perfringens son mesofilos, sin embargo, cuando sus curvas
de estabilidad son comparadas, existe una diferencia de 14 °C en la7, y de 4 kcal mol en su
estabilidad maxima. Lo anterior pudiera sugerir que, en caso de que la estabilidad sea un parametro
que esta bajo presion de seleccion natural, esta presion ha sido diferente para las 3 proteinas, por lo
que poseen valores de estabilidad y termoestabilidad completamente diferentes. Una comparacion
del intervalo de la temperatura dptima de crecimiento (TOC) (Murray, 1992; Bursy et 4/, 2008; Liy
McClane, 2006) con la curva de estabilidad indica que estas proteinas realizan su funcion a
temperaturas mas altas que la temperatura de maxima estabilidad (banda morada, naranja y verde
en la figura 39). Es interesante notar que una TOC incrementada estd acompanada de un incremento
de la7,, de tal forma que la estabilidad conformacional dentro de la TOC flucta en un rango muy

reducido (7-9 kcal mol™).

En busqueds de una posible relacion entre las propiedades moleculares y la reversibilidad en el

plegamiento

El origen molecular de |a reversibilidad del plegamiento de |as proteinas es desconocido. Por lo tanto,
COMO UN primero paso para avanzar en este conocimiento, es interesante establecer las relaciones

razonables entre la reversibilidad y los distintos niveles moleculares y estructurales de las proteinas.
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De esta forma, se exploraron las posibles relaciones en tres niveles distintos: 1) propiedades afines a
la secuencia aminoacidica y las relaciones filogenéticas, 2) propiedades relacionadas con los estados
estables (nativo, intermediarios, desnaturalizado) y 3) propiedades fisicoquimicas de la transicion
desplegamiento/replegamiento. Para fines de la comparacion, se dividieron las TIMs en dos grandes
grupos: aquellas que presentan un desplegamiento reversible (O/TIM, (pTIM y ScTIM) fueron
llamadas RevTIMs y aquellas que su desplegamiento térmico es irreversible, que incluyo tanto a

NpTIM y GoTIM como otras 17 TIMs que se habian estudiado previamente (tabla 6 y apéndice C).

Propiedades relacionadas con la secuencia y 13s relaciones filogenéticas.

Se compararon las secuencias aminoacidicas de los dos grupos de TIMs (RevTIMs vs. IrrevTIMs) y se
encontro que el porcentaje de identidad varian entre 40 y 98%, sin embargo, no hay diferencias
significativas entre los dos grupos, es decir, que exista un porcentaje de identidad mayor o menor
entre las RevTIMs o de la misma forma pero con las IrrevTIM (tabla 19). Tampoco de observd relacion
con la abundancia particular de un grupo de aminoacidos en especifico (tabla 20). De iqual forma, no
se encontrd una region particular que pudiera diferenciar a las RevTIMs con respecto a las IrrevTIMs
(fiqura 40). En cuanto a las propiedades globales de la secuencia, el grupo de las RevTIMs tiende a
tener un punto isoeléctrico mas bajo que las IrrevTIMs, grupos que se logran separar de forma
estadisticamente significativa si se analizan con esta propiedad (tabla 21). Como posible relacion con
la reversibilidad, es sabido que Ia reversibilidad incrementa cuando el pH experimental esta lejos del
punto isoeléctrico de la proteina (Trivedi et a/, 1997; Shiraki et a/, 2002); esta caracteristica se
relacionard mas adelante con otras dos propiedades numeéricas de las secciones que se discutiran a

continuacion.
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Porcentaje de identidad

Valores de RMSD

IrrevTIMs RevTIMs
EATIM | GgTIM | GITIM | GSTIM | HSTIM | LmTIM |MmTIM | MtTIM | OcTIM | PFTIM | SSTIM | 7HTIM | TcTIM | 7sTIM | 7vTIM | V£TIM | NpTIM | GoTIM | OrTIM | ScTIM | CpTIM
EcTIM | - 151 | 130 | 153 | 148 | 139 | 1.13 | 1.24 | 110 | 150 | 1.27 141 | 148 1.24 | 1.08 149 | 137 | 136 | 146
EATIM | 41 | - 083 | 150 | 116 | 097 | 1.09 | 165 | 1.15 | 093 | 1.04 082 | 1.07 0.90 | 1.21 151 | 1.20 | 0.87 | 1.07
GgTIM | 45 50 | --- 1.01 | 092 | 040 | 065 | 1.20 | 1.05 | 0.34 | 0.85 061 | 073 0.62 | 0.68 136 | 1.00 | 087 | 1.22
GITIM | 40 43 44 | - 121 | 1.01 | 1.05 | 1.09 | 1.37 | 0.98 | 1.30 110 | 0.88 1.04 | 1.12 086 | 149 | 145 | 152
GsTIM | 39 4 39 38 | - 099 | 149 | 151 | 120 | 094 | 1.30 113 | 1.30 111 | 124 133 | 1.07 | 088 | 0.78
HsTIM | 44 49 90 45 L1 p— 093 | 126 | 1.06 | 022 | 096 | ND | 069 | 079 | ND | 064 | 087 | ND | 113 | 1.29 | 091 | 1.17
LmTIM | 42 51 50 46 43 50 | - 116 | 113 | 091 | 0.84 046 | 051 1.03 | 0.92 146 | 1.05 | 123 | 139
MmTIM| 65 4 40 35 M 40 38 | - 142 | 133 | 1.36 140 | 117 117 | 0.99 131 | 139 | 144 | 1.26
e METIM | 41 36 37 38 43 37 38 4| - 101 | 093 111 | 1.25 115 | 1.10 149 | 061 | 070 | 1.40
% 0cTIM | 44 49 89 45 38 98 50 40 37 | - 1.10 076 | 087 063 | 0.86 114 | 133 | 092 | 1.11
= PFTIM | 39 44 43 40 37 42 45 38 35 42 | - 087 | 093 1.07 | 1.01 152 | 1.0 | 1.01 | 1.42
SsTIM | 43 48 87 44 37 93 49 39 35 93 L D
THTIM | 42 43 51 44 40 52 69 38 38 51 43 39 | - 0.47 0.89 | 0.98 1.48 | 1.07 | 096 | 1.35
ND ND
TeTIM | 42 45 50 46 4 52 68 39 39 51 43 50 74 | - 091 | 0.88 138 | 149 | 117 | 148
TsTIM | 49 48 61 47 39 59 46 39 38 59 4 58 47 50 | - ND
TVIIM | 40 44 48 M 43 47 43 40 39 47 38 46 42 42 48 | - 1.02 115 | 1.01 | 0.89 | 0.95
ND
VETIM | 44 43 53 48 38 52 46 42 39 52 42 51 48 46 49 46 | - 149 | 127 | 115 | 1.47
NpTIM | 39 38 37 33 47 36 36 43 40 36 33 35 34 32 34 38 35 | - ND
GoTIM | 46 4 46 39 45 45 39 43 44 45 40 43 4 40 45 39 40 38 | - 125 | 143 | 144
| oM |38 34 38 36 4 38 37 39 48 37 33 37 37 39 38 39 37 40 40 | - 076 | 135
>
E ScTIM | 42 40 38 38 48 37 40 40 65 37 34 36 37 38 40 43 37 46 45 49 | ---- 0.94
(3]
= CoTIM | 45 42 M 38 55 40 42 44 4 40 40 40 40 40 4 43 40 48 44 42 52 | -
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Tabla 20. Composicion aminoacidica de las RevTIMs e IrrevTIMs.

Resultados y discusion

Propiedad estructural OrTIM ScTIM (pTIM Pésvr;lleai: Iprrrl:vm'l'elijll:
Composicion aminoacidica (%)
Alanina (A) 17.0 13.6 12.4 14.3+£2.0 12.0£3.1
Cisteina (C) 1.2 1.6 2.4 1.7+05 1.5+04
Acido aspartico (D) 4.9 7.4 4.8 57+1.2 44+14
Acido glutamico (E) 8.1 7.4 9.6 8.3+0.9 72+13
Fenilalanina (F) 0.4 1.6 2.8 1.6+1.0 32+09
Glicina (G) 10.9 8.9 7.2 9.0+1.5 88+1.4
Histidina (H) 2.0 3.1 2.0 24+0.5 2.3+0.6
Isoleucina (I) 32 5.0 8.0 54+1.9 69+1.2
Lisina (K) 3.6 7.0 7.6 6.1+1.7 6.9+1.8
Leucina (L) 10.1 8.5 4.8 7.8+2.2 7.1+1.3
Metionina (M) 1.6 1.9 3.2 22+0.7 1.6+0.7
Asparagina (N) 32 2.3 4.8 34+1.0 40+1.2
Prolina (P) 4.0 2.3 2.8 3.1+0.7 35+09
Glutamina (Q) 2.8 3.9 3.6 34404 4.0+1.1
Arginina (R) 49 35 28 37409 36+0.8
Serina (S) 4.9 39 2.4 3.7+£1.0 51+1.1
Treonina (T) 45 43 7.2 53+13 5.1+0.9
Valina (V) 8.9 9.7 8.8 9.1+04 9.2+1.1
Triptéfano (W) 1.2 08 08 0.9+0.2 1.5£0.5
Tirosina (Y) 2.4 35 2.4 2.8+0.5 20+£0.6
Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos (%)

Cargados (DEHKR) 235 283 26.7 26.2+2.0 244+19
Positivamente cargados (HKR) 10.5 13.6 12.4 12112 127+1.3
Negativamente cargados (DE) 13.0 14.7 14.3 14.0+0.8 11.6+1.4

Alifaticos (AGILPV) 54.3 48.1 43.8 48.7+4.3 47.5+3.3

Aromaticos (FHWY) 6.1 8.9 8.0 7.7+1.2 9.0+£0.8

Polares (DEKNQR) 27.5 31.4 33.1 30.7+2.3 30.1+£2.4

Polares neutros (CNQSTY) 19.0 19.4 22.7 204+1.7 21.8+2.7

No polares neutros (AFGILMPVW) 57.5 52.3 50.6 53.5+2.9 53.8+2.9
Hidrofébicos (CFILMVW) 26.7 29.1 30.7 288+1.6 31.0+£1.4
Pequenos (ACGSTV) 47.4 41.9 40.2 43.2+3.1 41.8+3.0
Medianos (DEHILMNPQ) 40.1 41.9 43.4 41.8+1.4 41.0+2.9
Grandes (FKRWY) 12.6 16.3 16.3 15.1+1.8 17.2+2.1
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Figura 40. Alineamiento de las secuencias de las TIM usadas para la comparacion. Los residuos conservados se muestran
en la linea consenso y representados de azul claro a oscuro de acuerdo al incremento de conservacion. En cuadros rojos
se muestran los residuos (tanto internos como vecinos) involucrados en la formacion de la cavidad mas grande de las

estructuras.
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Tabla 21. Pardmetros fisicoquimicos de las RevTIMs e IrrevTIMs.

TIM pl? Vt.)lumen -d:b T»(°0)° Referencia?
cavidades(R>)
EhTIM® 6.1 3777 40.5/56.3 Téllez etal., 2008
MmTIM 4.8 2927 41.0 Alvarez eta/., 1998
EcTIM 5.6 4667 54.0 Alvarez eta/., 1998
MtTIM 5.9 3087 55.0 Mathur et a/., 2006
NpTIM 5.0 ND 55.2 Este trabajo
THTIM 9.1 3780 55.8 Costas eta/., 2009
OcTIM 7.1 3485 56.0 Sun etal., 1995
G/ITIM 7.1 3920 57.5 Enriquez-Flores et a/., 2007
ytTIM 5.8 3699 59.1 Benitez-Cardoza et a/., 2001
7cTIM 8.6 3414 59.2 Costas eta/., 2009
7sTIM 6.6 ND 62.3 Jiménez etal., 2003
=
E LmTIM 8.2 3531 62.5 Costas eta/., 2009
o
£ HsTIM 6.5 3259 63.1 Aquirre eta/., 2014
SsTIM 7.1 ND 63.9 Jiménez etal/., 2003
PFTIM 6.1 4452 65.0 Ray eta/., 1999
GoTIM 6.3 4010 65.6 Este trabajo
wTiM® 5.6 3383 67.1 Lara-Gonzlez etal., 2014
GgTIM 6.7 3518 67.2 Shi et al., 2008
GsTIM 5.2 2503 76.0 Alvarez etal., 1999
Promedio () 6.5 3651 59.3
AN
u+o 7.7 4165 67.8
u-o 5.3 3137 50.7
" OrTIM 49 2134 44.6 Este trabajo
=
E ScTIM 5.2 2921 453 Este trabajo
=3
(pTIM 5.0 2241 58.3 Este trabajo

?Determinado con el software Protparam (Gasteiger et a/, 2005).
b El volumen de las cavidades fue calculado sin considerar las moléculas de agua.
¢ Los experimentos reportados estdn en un rango de concentraciones entre 0.2 y 0.5 mg mL" y a una velocidad de
barrido de 60 K h™', a excepcion de 7vTIM donde es 120 Kh'.
d Los valores dela 7,, fueron obtenidos de estas referencias.

¢ Los valores corresponden a la disociacion del dimero y desplegamiento del mondmero.
f Las abreviaturas de las enzimas se encuentran en un apéndice al inicio del texto.
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Sobre las relaciones filogenéticas, S. coelicolor y C. perfringens pertenecen a los fila
Actinobacteria y Firmicutes, respectivamente. Ambos fila son del grupo Posibacteria, mientras que
D. radiodurans pertenece al filo Deinococcus-Thermus, parte del grupo Eobacteria, un grupo
distante. Debido a esto, la reversibilidad parece no estar restringida a un grupo filogenético en

particular.

Propiedades relacionadas con los estados estables.

Se analizaron las propiedades de los estados estables de ambos grupos de proteinas. Primero, se
observd que las IrrevTIMs muestran espectros de DC en el estado desnaturalizado que estan
asociados a agregacion irreversible (figura 41). En contraste, el espectro para las RevTIMs no muestra
evidente estructura secundaria residual en el estado desnaturalizado, lo cual contrasta con lo
observado para la TIM de levadura, donde si se observa claramente un espectro con estructura
residual y los autores reconocen el hecho como una posible causa de la histéresis que sufre la
proteina en su proceso de replegamiento (Benitez-Cardoza et 4/, 2002). Debido a esto, es posible
que la ausencia o la poca estructura residual en el estado desnaturalizado puedan estar relacionado

con la reversibilidad.
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Figura 41. Espectro de Dicroismo Circular desnaturalizado. En todos los casos la temperatura fue de 90 °C y en
amortiguador G. La concentracion de proteina fue de 0.4 mg mL". D/TIM (- ¥ --), NpTIM (-- m --), GoTIM (-- @ --),
CoTIM (- & =), ScoTIM(—- A --).

Cuando se compararon |as propiedades estructurales de los dos grupos, no se encontraron
diferencias significativas en la cadena principal del estado nativo de las proteinas comparadas, ya
que el RMSD es menor a 1.5 A (tabla 19). Respecto a las caracteristicas estructurales de los
monomeros, no se encontraron diferencias cuando las interacciones intramondmeros (puentes de
hidrégeno y sal) fueron comparadas; tampoco se observa diferencia entre los elementos de
estructura secundaria (tabla 22). Lo mismo ocurre cuando se compara la intercara del dimero y
también en el drea accesible al solvente que se esconde en la dimerizacion (tabla 23). En resumen,
en todas las propiedades estructurales involucradas con interacciones estabilizantes no se encuentra

una relacion clara con la reversibilidad.
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Tabla 22. Elementos de estructura secundaria e interacciones estabilizantes de las RevTIMs e IrrevTIMs.

Propiedad estructural OrTIM ScTIM CpTIM P;:V?T;i: :)rrrc:evm'lfgl:/ilz
Elementos de estructura secundaria (%)

a-hélices 44 48 43 45.0+2.2 449+2.1

Hebra-B 21 20 21 20.7+0.5 21.8+1.0

Estructura no repetitiva 35 32 36 343+17 33.3+1.8

Interacciones estabilizantes

Total de puentes de hidrdgeno en el oligdmero 490 503 510 501+8 521+24
Puentes de hidrogeno en laintercara 27 19 24 23+3 28+5
Total de puentes salinos en el oligdmero 37 50 44 44 +5 3447
Puentes salinos en la intercara 2 2 12 5+5 6+3

Tabla 23. Propiedades estructurales utilizadas para la comparacion de las RevTIMs e IrrevTIMs.

Propiedad estructural DOrTiM ScTIM CpTIM P;:V:T;i: E‘;Z:’n_;‘:jlz
ASA total del oligomero plegado (A7) 18107 19475 19947 19176 + 780 19040 + 629
ASA hidrofébica del oligomero plegado (B) 10389 11367 11481 11079 + 490 11498 + 600
% Hidrofobicidad” 57.4 58.4 57.6 57.8+0.4 60.4+13
ARSA total escondida en el plegamiento del monémero (A7) 25222 26550 26679 26151 +658 27056 + 740
AASA hidrofdbica escondida en el plegamiento del monémero (A7) 18367 19465 19269 19034 +478 19552 + 375
% Hidrofobicidad” 72.8 733 722 72.8+0.5 72319
ARSA total escondida del mondmero plegado en la asociacién (%) 3113 3425 3467 3335+158 3275+ 207
ARSA hidrofébica escondida del monémero plegado en la asociacién (A%) 2131 2286 2339 2252 +89 2005 + 354
% Hidrofobicidad” 68.5 66.7 67.5 67.6+0.7 61.2+28
ARSA total del monémero desplegado en la asociacién () 53558 53524 56826 55636 + 1474 57388 + 1365
ARSA hidrofébica del monémero desplegado en la asociacién (A%) 38864 41217 40878 40320+ 1038 41110835
% Hidrofobicidad” 72.6 77.0 71.9 73.8+2.3 71.6+2.1
AASAgissoc / AAS Aot (%) 5.8 6.4 6.1 6.1+£0.3 5.7+04
AASAgissoc hydrophod / ARASAtot hydrophob (%) 5.5 55 5.7 5.6+0.1 4.8+0.7
Volumen molecular del oligdmero (i) 62052 67188 69885 66375:3249 | 67339+2221
Numero de cavidades en el oligémero (sin solvente) 10 1 9 10+1 16+3
Volumen total de las cavidades en el oligomero (A°) (sin sovente) 2134 2921 2241 2432 +349 3651+498
Volumen total de la cavidad mas grande en el oligomero (A°) 324 683 290 432+178 1001 + 209
Volumen total de las cavidades en el oligdmero (A°) (con solvente) 928 1335 1008 1090+ 176 1908 + 366

2% hidrofobicidad = (ASA hidrofdbica en el oligdmero / ASA total del oligdmero) * 100%.

b % hidrofobicidad = (ARSA hidrofébica oculta en el plegamiento del mondmero /ARSA total oculta en el plegamiento
del monémero) * 100%.

% hidrofobicidad = (AASA hidrofdbica en el mondémero plegado oculta en la dimerizacidn /AASA total en el mondmero
plegado oculta en |a dimerizacion) * 100%.

d 9% hidrofobicidad = (AASA hidrofébica en el mondmero desplegado oculta en la dimerizacién /0ASA total en el
monomero desplegado oculta en la dimerizacion) * 100%.
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La Unica diferencia detectada hasta el momento entre los estados nativos de las RevTIMs y
las IrrevTIMs estd relacionada con las cavidades internas. Las RevTIMs muestran un menor nimero
de cavidades, su volumen es aproximadamente 40% menor que el encontrado en las IrrevTIMs (tabla
23y figura 42). El tamano de la cavidad mayor (figura 43), localizada en la intercara entre las hebras
B 4-6 y las hélices a 4-6 (residuos 90-120, 145-160 y 195-200), es la mayor responsable de la
diferencia en el volumen entre los dos grupos de TIMs. Hasta el momento no se ha reportado
previamente alguna relacion entre el volumen de las cavidades y la reversibilidad en el
desplegamiento térmico, porlo que el tema se deberd explorar a mayor profundidad. Ademas, resulta
interesante investigar si el tema de Ias cavidades también correlaciona con la reversibilidad en otras
proteinas con topologia distinta a los barriles TIM e, incluso, para familias de proteinas con distinto
origen evolutivo, ya que hasta ahora no tenemos conocimiento de que se hayan correlacionado estas

dos propiedades propuestas en el presente trabajo.

Asimismo, en relacion con el bajo punto isoeléctrico y el bajo volumen de cavidades que
presentan las RevTIMs, un andlisis estructural de todas las cavidades reveld que no existe una
relacion especifica entre estos dos pardmetros; es decir, con respecto a que las cavidades de las
RevTIMs contengan residuos mas acidos que las IrrevTIMs, o que la composicion aminoacidica de las
cavidades entre ambos grupos sea distinta de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de los
residuos. Al parecer, |a diferencia en los puntos isoeléctricos otorgada por los aminoacidos acidos se
encuentra distribuida en residuos de diferentes partes de la proteina y no especificamente
involucrados en la formacion cavidades. Se propone hacer un analisis mas exhaustivo para ver si
existen algunas diferencias claras entre las RevTIMs e IrrevTIMs en relacion con las cavidades y el
punto isoeléctrico; por ejemplo, estudiar el papel de ambas propiedades mediante mutagénesis sitio-
dirigida en cavidades importantes y/o regiones especificas de la proteina y con residuos de distinta

naturaleza fisicoquimica (acidos, basicos, neutros polares, neutros apolares, etcétera).
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Por ultimo, se ha sido sugerido que el volumen de las cavidades internas tiene influencia en
la estabilidad y la cinética de desplegamiento de las proteinas (Silva y Weber, 1993; Roche et 4/,
2013); sin embargo, hasta ahora no hay evidente relacion reportada entre el volumen de las

cavidades y la reversibilidad, por lo que es un campo de estudio para el futuro.

A)

Figura 42. Cavidades internas en la estructura tridimensional de las BacTIMs. La estructura y cavidades mostradas son de:
A) GoTIM, un ejemplo de IrrevTIM y B) (pTIM, un ejemplo de RevTIM. El volumen total de las cavidades en el oligémero
es 4010 A®y 2241 A%, respectivamente.
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Figura 43. Comparacion estructural entre RevTIMs e IrrevTIMs. R) GoTIM y B) (pTIM para distinguir la presencia de
cavidades y el volumen presente en éstas. En rojo se indican los aminodcidos presentes en la cavidad principal de la
proteina.

Propiedades fisicoguimicas de /a transicion desplegamiento/replegamiento.

Al comparar los valores de la 7, para las TIMs estudiadas, se encontrd que de forma general las
RevTIMs muestran una 7, baja en comparacion con las IrrevTIMs. Sin embargo, es de notar que para
(pTIM no se muestra asi y no aplica esta relacion establecida (tabla 21). Las posibles razones de que
las RevTIMs muestren una 7, baja es que es mas comun encontrar transiciones reversibles en
proteinas que poseen un valor de 7, bajo ya que a altas temperaturas (>75 °C) y largos tiempos de
desnaturalizacion (de forma general mayor a 10 minutos) se promueven las modificaciones quimicas
de los aminodacidos (como la desaminacion, descarboxilacion y descomposicion) y esto evita un

replegamiento favorable (Creighton, 1996; Fersht, 1999).

Con respecto a la estabilidad termodindmica, los valores de AGgs obtenidos de los
experimentos de dilucion son muy similares en ambos grupos de TIMs y esto sugiere que la

estabilidad de la intercara no correlaciona con la reversibilidad (barras blancas, figura 44). La
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inconsistencia de los valores de disociacion entre experimentos de dilucion y los obtenidos mediante
desplegamiento quimico pudieran deberse a que en los trabajos previamente reportados, en ningun
caso se probd la reversibilidad del proceso de dilucion, por lo que los valores previamente son

aparentes.

Al comparar la estabilidad total del dimero esto es, el valor de A Gsora 25 °C entre dichas TIMs,
se observa que los valores para las TIMs bacterianas cuyo desplegamiento térmico es reversible son
mas bajos, casi de la mitad, en comparacion con las TIMs que se despliegan irreversiblemente (figura
44). Debido a esto, es razonable considerar que existe una relacion entre reversibilidad y baja
estabilidad conformacional. En estos momentos desconocemos las causas que subyacen a este
comportamiento, pero creemos que esta baja estabilidad pudiera ser una de las razones de la
reversibilidad en el proceso de desnaturalizacion térmica, es decir, proponemos un “pago
fisicoguimico” que otorgan estas proteinas para tener reversibilidad en su proceso de

desplegamiento térmico.
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Figura 44. AGtotal y de asociacion de las TIMs bacterianas y de otras TIMs eucariontes reportadas hasta el momento. Las
barras rojas y naranjas indican el AGtotal a 25 °C, las barras azules son el AGa 25 °C y las barras blancas muestran el
AGderivado de experimentos de dilucion.

Se puede observar que la naturaleza del agente desnaturalizante y la técnica empleada no
cambia la tendencia de ese pago fisicoquimico propuesto. Aun con estas discrepancias en el AG
maximo de estabilidad, se puede observar que el valor de estabilidad a 25 °C tiene un componente
mayoritario que corresponde al AGde asociacion, como se explicd anteriormente (alrededor del 80-
95%), por lo cual el plegamiento de los mondmeros contribuye en menor porcentaje en |a estabilidad
de la proteina (menos del 20% del total), caracteristica que se mantiene en esta familia de proteinas.
Es indudable que la estabilidad conformacional se incrementa en gran medida durante el proceso de
oligomerizacion, ya que la estabilidad del mondmero es mucho menor cuando se compara con la
energia del dimero. A partir de los datos disponibles en la literatura, se estima que el AG total

promedio del proceso es aproximadamente de 20-25 kcal mol™, que corresponde al 100% de la
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energia libre total del proceso. Por otro lado, la estabilidad del mondmero corresponde Unicamente
al 15% de la energia total. La baja estabilidad del intermediario monomeérico es quiza una de las

principales razones de la ausencia de catalisis en el monomero aislado (Saab-Rincdn ez s/, 2001).

El desplegamiento térmico al equilibrio para las RevTIMs es bien descrito por un mecanismo
de dos estados y la mayoria de las IrrevTIMs estudiadas muestran una transicion cooperativa descrita
por un Unico valor de 7, por lo tanto, parece ser que no hay intermediarios estables o
significativamente poblados involucrados en |a reversibilidad del plegamiento. Sin embargo, es bien
sabido que las propiedades de agregacion de los intermediarios transientes juegan un rol importante
en determinar la reversibilidad de las transiciones de plegamiento. Al respecto, el intermediario
monomeérico observado en el desplegamiento térmico de £ATIM se despliega irreversiblemente
(Téllez et a/, 2008). Del mismo modo, la evidencia de intermediarios cinéticos se encontrd en el
desplegamiento térmico altamente irreversible de 7¢TIM (Mixcoha-Hernandez et a/, 2007); de esta
forma, es probable que la presencia de intermediarios en |a via de plegamiento pudiera favorecer la
irreversibilidad del proceso y por tanto vale la pena explorar la posibilidad de un desplegamiento

térmico de dos estados y la reversibilidad.

Existen dos escenarios extremos para un proceso de disociacion; en el caso de cuerpo rigido,
la disociacion de las subunidades se realiza sin el desplegamiento de los mondmeros; en el otro
extremo, la disociacion estd acoplada con el desplegamiento. Sea cual sea el mecanismo que sucede
en la TIM, la reversibilidad es cominmente asociada con la cooperatividad del proceso de
disociacion/desplegamiento. Por ejemplo, si los monémeros de la TIM fueran aislados de un dimero
nativo por un mecanismo de cuerpo rigido, cada uno de ellos debiera exponer un area de
aproximadamente 1645 A3 de la cual cerca del 70% de esta area es hidrofébica, incrementando las
posibilidades de agregacion; por lo tanto, la presencia de intermediarios monomeéricos estables
podria reducir la reversibilidad, reafirmando lo que previamente se planted sobre los intermediarios.

Los analisis estructurales para varias TIMs muestran que la asociacion de los monémeros para formar
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un dimero nativo contempla alrededor de 5-6% del total del ARSA calculado para el proceso donde
los monomeros desplegados forman un dimero plegado. De las parametrizaciones estructurales se
estimd que, para un cuerpo rigido, la disociacion contribuye entre un 5-6% del total del A(,. En
contraste, los valores experimentales muestran que la disociacion contribuye alrededor del 75% de
la estabilidad del dimero, ademas, la disociacion representa el 55% del total de cambio de entalpia.
Todo esto permite concluir que la disociacion del dimero no es un proceso de cuerpo rigido (Téllez et
al, 2008) y por lo tanto existe un acoplamiento de la disociacion y el desplegamiento de los

monomeros, tal cual se ha visto experimentalmente en algunos casos.

En conformidad con lo anterior, O/TIM, (pTIM y ScTIM muestran un comportamiento
extremadamente cooperativo en el desplegamiento, esto es, su desplegamiento térmico es un
proceso de dos estados donde los mondmeros no son estables por si mismos; esto concuerda con
que el AGgisy AGrrsean similares en estas proteinas. Por todo esto, es probable que la reversibilidad
pueda relacionar con un comportamiento de dos estados. No obstante, debe ser notado que el
desplegamiento térmico para las IrrevTIMs muestra una transicion simple, por lo tanto, una
cooperatividad extrema por si misma no es suficiente para determinar la reversibilidad del

plegamiento.

Busqueda de nuevas secuencias para estudiar

Por Ultimo, se llevd a cabo la busqueda de nuevas secuencias para el andlisis de las causas que
subyacen a Ia reversibilidad en el desplegamiento térmico. Sabemos que sobre las relaciones
filogenéticas, S. coelicolor y C. perfringens pertenecen a los fila Actinobacteria y Firmicutes,
respectivamente. Ambos fila son del grupo Posibacteria, mientras que 0. radiodurans pertenece al
filo Deinococcus-Thermus, parte del grupo Eobacteria, un grupo distante. Por eso, la reversibilidad

parece no estar restringida a un grupo filogenético en particular. Debido a esto, realizamos una

152



Resultados y discusion

busqueda para encontrar nuevos candidatos potenciales a estudiar. Uno de los acercamientos
iniciales fue ubicar otras proteinas filogenéticamente cercanas a los grupos donde se encontraron
TIMs reversibles (en especial al grupo Posibacteria donde se encuentran S. coelicolor y C.
perfringens) tanto parecidas como distintas (alta y baja identidad) para tener una poblacion mas
grande que nos sirva para analizar las propiedades que hemos propuesto que se podrian relacionar
con la reversibilidad. Ademas, esto estaria complementado con la reconstruccion de proteinas
ancestrales en estos fila bacterianos para ver si somos capaces de encontrar una relacion evolutiva
de la reversibilidad en estos grupos de bacterias. Hasta ahora se tienen recolectadas 1430 secuencias
que nos ayudara en el caso de que decidamos continuar con esta sequnda opcion y realizar el analisis

de nuevas proteinas existentes y la caracterizacion de algunos ancestros de las TIMs bacterianas.

La busqueda se realizo utilizando el protocolo Rd.HMM publicado previamente (Martinez-
Castilla y Rodriguez-Sotres, 2010). Para esto, se pusieron dos anzuelos: ScTIM como ejemplo de
RevTIM y GoTIM como ejemplo de IrrevTIM. Ambas estructuras se rasuraron y se quitaron iones,
moléculas de agua y dobles conformaciones de aminoacidos (si es que tenian). Posteriormente, se
utilizo Rosetta para residenar las secuencias con el fin de Gnicamente mantener la cadena principal
de Ca y cambiar todo el resto. De este rediseno se obtuvieron 150 archivos con coordenadas que
cumplieran con esta caracteristica. Para comprobar que el rediseno fuera correcto, se alinearon
algunos pdbs y se observo que en efecto, el RMSD entre las estructuras fue de 0 A, lo que indica que
todas mantienen la misma topologia. Ademas, se alinearon algunas secuencias y de la misma forma
se observd que la secuencia era completamente variable, sin conservar regiones claras, lo que

indicaba que el rediseno si explord un espacio conformacional grande (datos no mostrados).

Después, con estos archivos generados se construyo el modelo de Markov para asi realizar la
busqueda en la base de datos de secuencias. Se utilizé la base de datos Uniref90 (actualizada a julio

de 2016) que contiene secuencias que presentan un porcentaje de identidad menor al 90%. Con el
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modelo construido se buscaron los resultados para cada anzuelo. Se seleccionaron los primeros 100

resultados para analizar y ubicar las secuencias en un contexto filogenético.

Se observd que en el caso de GoTIM, da resultados de especies no estudiadas previamente y
presentes en al menos 4 fila diferentes. Ademas, en toda la lista de resultados no se encuentran las
3 enzimas que son reversibles. Para ScTIM se encontrd una cosa interesante: en los primeros
resultados se encuentran organismos pertenecientes al mismo género (Streptomyces) pero mas
debajo de la lista aparece Clostridium perfringensy una especie de Deinococcus, lo cual es relevante
porque al parecer se pueden encontrar resultados de TIMs que son reversibles en el desplegamiento
térmico. Esto es, cuando se pone de anzuelo una RevTIM, aparecen otros miembros que sabemos
que son RevTIMs; mientras cuando se pone un anzuelo de IrrevTIM, no se obtiene ninguna RevTIM,
por lo que pareciera que el método es efectivo para encontrar nuevos candidatos a estudiar. Queda
analizar a profundidad los resultados y ver las secuencias en un contexto filogenético para ver si es
posible observar alguna region en donde aparezcan la mayor cantidad de secuencias. Ademds, de las
secuencias obtenidas, del grupo de RevTIMs todas cumplen con el criterio de tener un punto
isoeléctrico bajo (u=5.2 + 0.3) por lo que al parecer, los determinantes propuestos pudieran

relacionar efectivamente con la reversibilidad en el desplegamiento térmico.

Discusion final sobre el plegamiento de los barriles TIM naturales

De toda la discusion anterior acerca de las posibles causas de la reversibilidad, parece ser que hay un
balance delicado entre las diversas contribuciones que permiten la reversibilidad en el
desplegamiento térmico de las enzimas oligoméricas y, en especifico, de los barriles TIM. Todas estas
correlaciones entre |as propiedades moleculares y la reversibilidad fueron obtenidas del analisis de

la estabilidad y la estructura de un nimero limitado de proteinas. Claramente, son necesarios mas
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datos cuantitativos procedentes de una caracterizacion fisicoquimica de proteinas procedentes de

fila no explorados.

Bajo este fin de tener mas informacion del tema y con la perspectiva de comprobar si las 5
propiedades propuestas en realidad se relacionan con la reversibilidad, seleccionamos dos TIMs
bacterianas mas para analizar, una que correspondiera, bajo nuestros criterios propuestos, a una
RevTIM yotra a una IrrevTIM. Los criterios para la seleccion fue que las propiedades que se pudieran
predecir con los datos hasta el momento reportados estuvieran claramente dentro de alguno de los
dos grupos, como lo son el punto y el volumen de cavidades; debido a esto se eligieron proteinas con
la estructura tridimensional determinada. Ademas, para poner a prueba también la idea de Ia
temperatura dptima de crecimiento y su relacion con |a estabilidad, se seleccionaron una proteina
termofila y una psicrofila. Para el grupo de las IrrevTIM, se selecciond la TIM del organismo termofilo
Thermus thermophilus (TfTIM), cuyo punto isoeléctrico es de 5.54 y su volumen de cavidades
calculado a partir de la estructura tridimensional es de 3224 3. Para el caso de las RevTIMs, se
selecciond la TIM del organismo psicrofilo Moritella marina (MmTIM), con un punto isoeléctrico de
4.8 y volumen de cavidades estimado de 2927 A3. Las caracteristicas fisiolgicas y bioquimicas de
ambas especies se encuentran en el apéndice B). La razon de la eleccion de la proteina fue porque
cuando se analizaron todas las propiedades asociadas a la reversibilidad, se encontré que una
constante fue que MmTIM siempre se encontraba en la seccion de las propiedades que
caracterizaban a las proteinas con desplegamiento térmico reversible aunque su desplegamiento
habia sido reportado como irreversible (Alvarez, et a/, 1998). En otras palabras, en nuestras
predicciones, MmTIM deberia estar dentro del grupo de las RevTIMs (figura 45). Debido a esto,
decidimos solicitar la sintesis del gen codificante para esta proteina en la misma compania donde se
pidieron las otras BacTIMs y, con éste, caracterizar el desplegamiento de la enzima con mayor

profundidad, para comprobar o descartar nuestra hipotesis de la reversibilidad.
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Figura 45. Grafica 3D que muestra |a relacion de las 3 propiedades cuantitativas elegidas que se relacionan con la
reversibilidad. En rojo se muestra el grupo de las IrrevTIMs, en azul estan indicadas las RevTIMs y en verde estd indicada
MmTIM. Nétese que el punto verde se encuentra en el grupo de las RevTIMs.

Las proteinas se subclonaron en un vector pET-28b(+) como todas las BacTIMs y se
trabajaron bajo las mismas condiciones. Después de purificarlas, se caracterizo el desplegamiento
térmico de las dos enzimas. En el caso de MmTIM, contrario a lo reportado previamente, se encontro
que el desplegamiento es reversible y que, bajo las condiciones experimentales ocupadas, el sistema
esta en equilibrio. Lo anterior se puede observar porque se recupera el espectro de DC una vez que
se calienta y se enfria la muestra, lo que indica que la enzima se replegd (figura 46a). Ademas, las
rampas de temperatura coinciden la ida con el regreso del experimento y muestran valores de 7, casi
idénticos (rampa desplegamiento: 36.9 °C; rampa replegamiento: 36.8 °C) (figura 46b), indicando
que el proceso esta en equilibrio. También, los experimentos mediante DSC muestran una
reversibilidad mayor al 85% (figura 46¢), comprobando que el proceso de desplegamiento térmico
es reversible; las trazas calorimétricas se ajustan correctamente a un modelo de dos estados con

disociacion (N2 = 2D), lo que permiti¢ obtener los parametros termodindmicos necesarios (A, AH
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y 7 para construir la curva de estabilidad de la enzima (figura 66) y realizar la caracterizacion
completa. La caracterizacion fisicoquimica encontrd que la 7, de MmTIM es baja (33.8 °C) ysuAGa
25 °Ces de tan s6lo 2 kcal mol™!, presentando una curva de estabilidad completamente pequeria, con
una estabilidad marginal, la mas baja que hasta ahora tenemos conocida para una TIM. Con este
resultado, se confirma que MmTIM en realidad si es parte del grupo de las RevTIMs, a pesar de que
estaba reportada como IrrevTIM; tal vez la proteina utilizada no era fresca y por tanto ya estaba
danada, lo que provocaria que la desnaturalizacion térmica fuera irreversible. Por todo lo anterior, se
obtiene una cuarta proteina con desplegamiento térmico reversible u, lo mas importante, reafirma
las 5 propiedades que encontramos que correlacionan con la reversibilidad: 1) la proteina tiene un
bajo punto isoeléctrico (4.8), 2) la proteina tiene baja 7, (= 34 °(), 3) el estado desplegado indica
poca estructura residual (figura 45a), 4) la proteina presenta pequeno volumen en las cavidades

internas (2927 A%) y 5) la estabilidad de proteina es reducida AGas«= 2 kcal mol .
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Figura 46. Desplegamiento térmico de MmTIM. R) Espectros de DC: nativo (--m --), desnaturalizado (-- A --) y nativo
después de desnaturalizar (-- @ --). B) Desplegamiento inducido por temperatura: nativo a desplegado (-- ® --) y
desplegado a nativo (-- m --). C) Desnaturalizacion mediante DSC: primera endoterma (--m --) y sequnda endoterma (--

e --). Las lineas continuas muestran el mejor ajuste a un modelo de disociacion de dimeros de dos
estados (N2 = 2D).

Posteriormente, se analizd el desplegamiento térmico de 7/TIM. Al inicio, en una rampa
normal de temperatura que fue de los 20-97 °C, no se observd transicion alguna (figura 47c¢). Debido
a esto, se tratd de estudiar el desplegamiento agregandole a la enzima un poco de urea (3 M), sin
embargo, tampoco se observo transicion en presencia de este agente caotrdpico. Debido a esto, se
prosiquio a realizar el desplegamiento térmico en presencia de GndHCI. De esta forma, se realizaron

desnaturalizaciones térmicas en presenciade 3,4, 5, 6 y 7 M de GndHCl. En todas ellas se observaron
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transiciones simples, altamente cooperativas (figura 47c) e irreversibles (fiqgura 47a).
Posteriormente, de cada traza se obtuvo un valor de 7,;aparente y se graficaron en dependencia de
la concentracion de desnaturalizante para asi obtener un valor extrapolado a 0 M de concentracion
de desnaturalizante (figura 47d). El valor obtenido fue de 101.93 °C con una R? de la recta de 0.9928.
Cabe aclarar que siempre se partio de proteina nativa, como se puede observar al comparar los
espectros de DC en cada concentracion de GndHCl y que son idénticos a la proteina nativa, al menos
en el rango de longitud de onda observado (260-212 nm), ya que a menores longitudes de onda, el
buffer con GndHCl ya imprime gran cantidad de ruido en la muestra (figura 47b). El valor de 7,
obtenido es el mas alto reportado para una TIM, incluso, para la mayoria de las proteinas estudiadas
hasta el momento. Con estos datos, se prosiguio a realizar experimentos de desnaturalizacion
térmica mediante DSC. En todos los casos la transicion fue irreversible (figura 47e) corroborando lo
observado en los experimentos de DC. Ademas, la 7, calculada fue de 101.62 °C, lo que estd en
completa coincidencia con los valores extrapolados con los experimentos de DC en presencia de
GdnHCI. Las trazas a distintas velocidades de barrido se ajustaron al modelo de dos estados
irreversible N = F (figura 47f) y se observd que hay un desplazamiento de la 7, al aumentar la
velocidad de barrido (= 5 °C), lo que comprueba que el desplegamiento térmico de esta enzima estd
controlado cinéticamente (figura 47f). Ademas, de estos ajustes se calculd la energia de activacion
(132 kcal mol"), comparandolos con los de las otras TIMs reportadas y se puede observar que el valor
estd en el rango para las otras TIMs, asemejando energéticamente las barreras cinéticas que estan
presentes en el proceso. De lo anterior, parece ser que las 5 propiedades propuestas si relacionan
con la reversibilidad, en embargo, habrd que estudiar mas a fondo para determinar en qué proporcion

y de qué forma estan correlacionadas entre ellas (si es que lo estan).
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Figura 47. Desplegamiento térmico de 7¢TIM. R) Espectros de DC: nativo (--m --), desnaturalizado (-- A --) y “nativo”
después de desnaturalizar (-- e --). B) Espectros de DC: proteina nativa (0 M de GndHCl) a 25 °C (curva azul), proteina
desnaturalizada a 90 °C y 7 M de GndHCl (curva roja), proteina con 3, 4, 5, 6 y 7 M GndHCI (curvas verde, naranja,
morada, magenta y amarilla, respectivamente). C) Las curvas presentan cantidades de GndHCl incrementadas: 0 M
(proteina nativa; curva roja), 3 M (curva gris), 4 M (curva amarilla), 5 M (curva magenta), 6 M (curva verde) y 7 M (curva
azul). D) Dependencia de la 7, con respecto a la concentracion de GndHCI. Se muestra la recta de ajuste a los datos para
la extrapolacion de una 7, a 0 M de desnaturalizante (R? 0.9928). E) Desnaturalizacion mediante DSC: primera
endoterma (curva roja) y sequnda endoterma (curva azul). F) Desnaturalizacion mediante DSC: endotermaa 30 Kh™' (--
m --) y endoterma a 180 K hr' (-- @ --).Las lineas continuas muestran el mejor ajuste a un modelo de dos estados
irreversible (N 2> F).
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Una perspectiva clara para obtener una descripcion detallada y atomistica del proceso de
plegamiento/desplegamiento de la TIM es el uso de dindmica molecular, ya que esta metodologia es
una herramienta invaluable para conocer las interacciones moleculares con un detalle atomistico
muy fino. Dentro de esta rama, en especifico la dinamica molecular dirigida ha sido exitosamente
utilizada para la estimacion de los pardmetros de proteina-ligando (Li eza/, 2011) y la energética de
la interaccion proteina-proteina (Cheung et a/, 2015). El acercamiento de la dindmica molecular
aplicada al estudio del desplegamiento /77 si/icoes un drea prometedora (Abriata y Dal Peraro, 2015)
y podra dar informacion de los cambios conformacionales que toman lugar durante la disociacion del
dimero y el desplegamiento de los mondmeros, asi como su rol en Ia reversibilidad del proceso.
Ademads, una caracterizacion cinética del desplegamiento térmico de las RevTIMs deberia traer mas

informacion con respecto a la via de desplegamiento y sus propiedades fisicoquimicas.

Los resultados aqui presentados muestran que el desplegamiento térmico de una misma
topologia dada, como lo es el barril TIM, puede exhibir un control cinético o termodinamico en su
plegamiento. Ha sido sugerido que la estabilidad cinética es mas fuertemente seleccionada por la
evolucion que la estabilidad termodindmica porque la primera facilita procesos de alteracion
irreversibles incluso cuando se mantiene una alta estabilidad termodinamica (Sanchez-Ruiz, 2010).
La estabilidad y la reversibilidad son biotecnolégicamente relevantes ya que el modular |a estabilidad
de proteinas utilizadas en diversos procesos podria traer grandes beneficios tanto industriales como
econdmicos (como el de la estabilizacion de enzimas Utiles en la industria alimentaria, la produccion
de compuestos quimicos o la estabilizacion de farmacos proteicos). Debido a esto, el estudiar a
profundidad estos procesos nos arrojaran informacion acerca de céomo podemos modificar
racionalmente las propiedades fisicoquimicas de las proteinas y, en especifico, de los barriles TIM,

quienes presentan una alta relevancia en el mundo proteico.
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Para todos los organismos vivos, desde bacterias a mamiferos, la temperatura es
probablemente el agente de estrés mas comun y natural a nivel molecular; de hecho, la vida a
"temperatura constante” es un evento evolutivo reciente (Lindquist, 1986; Muga y Moro, 2008).
Diversos mecanismos moleculares, como el sistema de chaperoninas, han evolucionado para ayudar
a las células a lidiar con el estrés por temperatura (Gething y Sambrook, 1992; Ryabova et 4/, 2013;
Bozaykut efa/, 2014). Sin embargo, la TIM no ha sido identificada como un sustrato para el sistema
GroEL, aunque los barriles TIM son sustratos comunes del sistema de chaperoninas en £ co//(Kerner

etal, 2005).

Los barriles TIM oligoméricos son frecuentes en las células y debido a esto, |a reversibilidad
en su proceso de plegamiento/desplegamiento pudiera ser una ventaja evolutiva, ya que esta
propiedad reduce tanto la probabilidad de agregacion irreversible no productiva asi como la carga de
trabajo de la maquinaria celular de degradacion y del sistema de chaperoninas. Sin embargo,
investigaciones con mayor detalle son necesarias para comprobar esto, ya que aun permanece

incierto si la reversibilidad tiene una relevancia bioldgica especifica en ambientes celulares /7 vivo.

Debido a todo lo anteriormente discutido, que una topologia tan comun, como lo es el barril
TIM, pueda desplegarse y replegarse sin la ayuda de la maquinaria celular es una caracteristica
bioldgicamente relevante que requiere de mayor analisis. La conclusion de que las tres proteinas
reversibles proceden de organismos de diferentes fila sugiere que la reversibilidad en el
desplegamiento térmico puede ser mas comun de lo que se conoce actualmente y, por tanto, es un
campo para sequir estudiandolo en el futuro y del cual puede obtenerse informacion global sobre la

estabilidad y el plegamiento de las proteinas.

162



Resultados y discusion

Parte 2: El paisaje conformacional de barriles TIM disefados de novo

En busqueda de incrementar la estabilidad de sTIM11: disenio de nuevos barriles TIM

Una vez descritas las propiedades de los barriles TIM naturales, esto es, “modelados por la
evolucion”, nos adentramos al estudio de los barriles TIM “modelados /7 sifico.” Desde |a perspectiva
del diseno, sTIM11 es sin duda una proteina interesante ya que es el primer barril TIM disenado de
novo. Esta proteina presenta, sin embargo, alqgunos inconvenientes desde la perspectiva del
plegamiento y la estabilidad. En primer lugar, sTIM11 fue disefada con dos cisteinas posicionadas
para formar un puente disulfuro, aunque en la estructura cristalografica este puente no se observa.
Las cisteinas libres pueden dar lugar a puentes disulfuro intercadena, los cuales complican la
interpretacion de los estudios de estabilidad y disminuyen la reversibilidad en los procesos de
desplegamiento/replegamiento. Por otra parte, la cisteina es un nucledfilo interesante para su
introduccion en sitios activos. El objetivo central de esta parte del trabajo es modificar la secuencia
de sTIM11 para aumentar su estabilidad, para posteriormente utilizar a la proteina como plataforma
para el diseno de enzimas; de esta manera, decidimos trabajar tomando como base a sSTIM11-SS (que
podria llamarse como ReTIMQ), una version de sTIM11 sin cisteinas, en la cual la simetria de orden
4 se conserva (ver figura 13). De manera interesante, sTIM11-SS presenta una 7, mucho menor que
sTIM11, lo cual implica que aun sin formar el puente disulfuro, las cisteinas estabilizan al estado

nativo de la molécula.

Al observar la estructura de sTIM11 es posible observar algunas cavidades grandes, las cuales
se encuentran principalmente en el ndcleo interior del barril formado por las hebras B y el nicleo
periférico formado por la cara exterior de las hebras B y la cara interna de las hélices a. De esta
manerg, los disefos se realizaron incrementando el empaquetamiento en distintas regiones del barril
(figura 48) e introduciendo de forma racional algunas interacciones estabilizantes como puentes

salinos o disulfuro.
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Figura 48. Regiones de sTIM11 que fueron redisefiadas para aumentar la estabilidad. A) Region del ndcleo interno, B)
nucleo periférico Ay C) nticleo periférico B.

Todas las proteinas disenadas se nombraron con el prefijo “ReTIM"” (de TIM redisenada)
sequido del nimero consecutivo de disefio experimental analizado (la ReTIMO fue sTIM11-SS, la
proteina madre de todos los disenos). El tamano de todas las proteinas disenadas es de 184 residuos
(a excepcion de ReTIM 15 y 16, las cuales tienen 185 y 188 residuos, respectivamente), al igual que
STIMT1 ysTIM11-SS. A continuacion se muestran los disenos que se obtuvieron en cada grupo y el

listado de las mutaciones para cada ReTIM (tabla 25; para mayor detalle revisar el apéndice C y D):

1. Disenos con mutaciones Unicamente en el nucleo interno del barril: de este grupo

surgieron las variantes ReTIM1, ReTIM2, ReTIM3 y ReTIM4.

2. Disenos con mutaciones en el nucleo periférico A: este grupo contiene a3 ReTIMS5,

ReTIM6 y ReTIM?7.

3. Disenos con mutaciones en el ntcleo periférico B: este grupo contiene a ReTIM8, ReTIM9
y ReTIM10.
4, Disenos con mutaciones en sitios especificos:
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e ReTIM11: esta variante consiste en probar el efecto de una metionina en Ia
posicion en la que se encontraba la cisteina original de sTIM11.

e ReTIM12 y ReTIM13: variantes con dos mutaciones para colocar prolinas: K2P y
W27P. Estos disenos fueron realizados para comprobar el efecto de las prolinas
sugeridas en varios de los disenos que realizo Rosetta.

e ReTIM14: variante con una mutacion en A45R, con el fin de generar un puente
salino entre las hebras B pares y la siguiente hélice a non.

e ReTIM15 y ReTIM16: variantes para la formacion de nuevos puentes disulfuros.

Disenos quimeras de los grupos anteriores. Como se podra ver mas adelante, ReTIM1 fue
el diseno mas exitoso del primer grupo, ReTIM6 del sequndo y ReTIM8 del tercero
(aunque también se integraron algunas otras ReTIMs como la 7, 12 y 14, las cuales no
habian sido posible sobreexpresar). Por esta razon, se combinaron estas proteinas con

otras variantes obteniendo las quimeras indicadas en la tabla 24.

Tabla 24. Quimeras de ReTIMs.

ReTIM Tipo Componentes de la quimera
ReTIM17 Doble ReTIM1 + ReTIM8
ReTIM18 Doble ReTIM6 + ReTIM8
ReTIM19 Doble ReTIM7 + ReTIM8
ReTIM20 Doble ReTIM11 + ReTIM8
ReTIM21 Doble ReTIM12 + ReTIM8
ReTIM22 Doble ReTIM14 + ReTIM8
ReTIM23 Doble ReTIM1 + ReTIM6
ReTIM24 Triple ReTIM1 + ReTIM6 + ReTIM8
ReTIM25 Cuadruple ReTIM1 + ReTIM6 + ReTIM8 + ReTIM14
ReTIM26 Triple ReTIM1 + ReTIM8 + ReTIM14
ReTIM27 Triple ReTIM6 + ReTIM8 + ReTIM14
ReTIM28 Triple ReTIM1 + ReTIM6 + ReTIM14
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Nimero de mutaciones

Protefna Num.ero e | ShciE en unidad repetitiva Mutaciones Tipo de mutacion*
residuos (orden)
(total)
sTIM11 184 Pseudo 4 2(2) 08C, v181C Generacion de un puente disulfuro
sTIM11-SS (ReTIMO) 184 4 NA Proteina silvestre NA
A21V, R231, W34V, A38G, A67W, SC/CP-NP/SC/CP-NP/A-NP/SC/NP-R/
ReTIMI 184 2 208) R691, R8OV, ABAG, 186V CP-NP /CP-NP/SC/SC
A21V, R230Q, W34V, A38G, 142M, SC/CP-NCP/A-NP/SC/SC/CP-NP/
et e 2 lle2) A67M, R69I1, R8OV, ABAG, I86F, 188V CP-NP /SC/NP-A/SC
A21M, R23V, W34V, A38G, 1408, 142L, SC/CP-NP/A-NP/SC/SC/sSC/sC/
ReTIM3 184 2 12(24) A67L, RE9K, R8OV, ABAG, I86T, 188V CP-NP/SC/CP-NP/SC
ReTIMA .~ . g A21M, R23F, W34V, A38G, 140L, 142V, SC/CP-A/R-NP/SC/SC/SC/SC/
€ (22) AG67L, R69I, R8OV, ABAG, I88L CP-NP /CP-NP /SC /SC
ReTIM5 184 4 4(16) E15L, K31R, W34V, A38G CN-NP/SC/RA-NP/SC
NCP-NP / CN-NP / NCP-CP / CP-NCP /
ReTIM6 184 4 6(24) Q111, E15L, T18K, K310Q, W34L, A38G
A-NP/SC
NCP-NP /CN-NP / NCP-CP / NCP-CN
ReTIM7 184 4 6(24) Q111, E15L, T18K, Q31D, W34R, A38G / / / /
A-CP/SC
ReTIM8 184 4 7(28) K2V, A5M, W6L, Y22V, D291, W34V, A38G TS/ RRP /DRI
A-NP/SC
CP-NCP/A-NCP /A-NP /NCP-NP /
ReTIM9 184 4 6(24) K2P, W6Q, Y221, D29Y, W34V, A38G CN-CP/B-NP/SC
K2S, Wél, Y22V, S24M, D29K,
ReTIM10 184 4 7(28) W34V, A38G CP-NCP /A-NP/RA-NP/CN-CP /A-NP /SC
ReTIM11 184 4 3(12) 08M, W34V, A38G NCP-NP /A-NP /SC
ReTIM12 184 4 3(12) K2P, W34V, A38G CP-NCP/A-NP/SC
ReTIM13 184 4 3(12) W27P, W34V, A38G A-NCP/RA-NP/SC
ReTIM14 184 4 3(12) W34V, A38G, A45R A-NP /SC/NP-CP
D1C, W34V, A38G, CN-NCP/R-NP/SC/
ReTIM15 185 4 3(012+1) insercion N-terminal: D Generacion de un puente disulfuro
D1A, W34V, A38G, CN-NP/RA-NP/SC/
SIS s 4 3(2:) insercion N-terminal: DCAR Generacion de un puente disulfuro
K2V, A5M, W6L, A21V, Y22V, R23I, CP-NP/SC/A-NP/SC/A-NP/
ReTIM17 D291, W34V, A38G, K48V, A51TM, CP-NP/CN-NP/RA-NP/SC/CP-NP/
184 2 19(38)
(ReTIM1 + ReTIM8) W52L, A67W, Y68V, R69I, D751, SC/A-NP/NP-A/RA-NP/CP-NP/
R8OV, AB4G, 186V CN-NP/CP-NP /SC/SC
ReTIM18 184 4 11 (44) K2V, A5M, WeL, Q111, T18K, Y22V, CP-NP/SC/RA-NP/NCP-NP/NP-CP /R-NP /
(ReTIM6 + ReTIM8) D291, K310, W34L, A38G, K48V CN-NP / CP-NCP/R-NP /SC/CP-NP
ReTIM19 184 4 11 (44) K2V, A5M, W6L, Q111, E15L, T18K, CP-NP /SC/RA-NP/NCP-NP /CN-NP/
(ReTIM7 + ReTIM8) Y22V, D291, K31D, W34R, A38G NP-CP/A-NP/CN-NP/CP-CN /A-CP/ SC
ReTIM20 184 4 936) K2V, A5M, W6L, Q8M, Y22V, D291, CP-NP/SC/RA-NP/NCP-NP/A-NP /
(ReTIM11 + ReTIM8) W34V, A38G, A45R CN-NP/RA-NP/SC/NP-CP
ReTIM21 CP-NCP/SC/RA-NP/A-NP/CN-NP/
(RETIM12 + ReTIME) 184 4 7(28) K2P, ASM, W6L, Y22V, D291, W34V, A38G AN/ S
ReTIM22 K2V, A5M, WeL, Y22V, D291, W34V, CP-NP /SC/A-NPA9:F25 /A-NP /CN-NP /
184 4 8(32)

(ReTIM14 + ReTIMS8)

A38G, A45R

A-NP/SC/NP-CP
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Nimero de mutaciones

Protefna Num.ero e | ShcifE en unidad repetitiva Mutaciones Tipo de mutacion*
residuos (orden)
(total)
- o st ma e s eia | REICRE R T
® TIMel +ReTIM6) 184 2 17 (34) W34L, A38G, Q571, E61L, A67W, T64K, NP-A/ NP-CP/ CP-NP / CP-NCP /
e e - - - -
R69I, K77Q, W8O0L, A84G, 186V A-NP/SC/SC
K2V ASM. WEL 0111 E15L T18K CP-NP /SC/RA-NP/NCP-NP /CN-NP /
! ! e ! ’ NP-CP/SC/RA-NP/CP-NP /CN-NP /
A21V, Y22V, R231, D291, K31Q, W34L,
ReTIM24 CP-NCP/R-NP /SC/CP-NP/SC/
184 2 27 (54) A38G, K48V, A5TM, W52L, Q571, E61L,
(ReTIM1 + ReTIM6 + ReTIM8) A-NP /NCP-NP /CN-NP /NP-CP /
T64K, A67W, Y68V, R69I, D751, K77Q, NP-A/A-NP/CP-NP/CN-NP/
WL, (G, 8 CP-NCP /A-NP /SC/SC
K2V, ASM, WeL, 0111, E15L, T18K, CP-NP /SC/RA-NP/NCP-NP /CN-NP/
NP-CP/SC/A-NP/CP-NP/CN-NP/
ReTIM25 A21V, Y22V, R231, D291, K31Q, W34L, CP-NCP/A-NP /SC/NP-CP / CP-NP /SC /
(ReTIM1 + ReTIM6 + 184 2 29(58) A38G, A45R, K48V, ASTM, W52L, Q571, A-NP/NCP-NP /CN-NP/NP-CP / NP-A /
ReTIM8 + ReTIM14) E6Lé;gt%g?:g::s‘\ggfzgODR75I, A-NP/ CP-NP / CN-NP /
h ! ! ! CP-NCP/A-NP /SC/SC/NP-CP
K2V, A5M, W6L, A21V, Y22V, R23I, CP-NP/SC/A-NP/SC/A-NP/CP-NP/
ReTIM26 184 2 2142) D291, W34V, A38G, A45R, K48V, CN-NP /RA-NP/SC/NP-CP /CP-NP /SC/
(ReTIM1 + ReTIM8 + ReTIM14) AS5TM, W52L, A67W, Y68V, R69I, A-NP/NP-A/RA-NP/CP-NP /CN-NP /
D751, W80V, AB4G, 186V, A90R A-NP/SC/SC/NP-CP
T I T I I
(ReTIM6 + ReTIM8 + ReTIM14) D291, K310, W34L, A38G, A45R, K48V NP-CP / CP-NP
Q111, ET5L, T18K, A21V, R23I, NCP-NP /CN-NP/NP-CP /SC/CP-NP /
ReTIM28 184 ) 19(38) K31Q, W34L, A38G, A45R, Q571, CP-NCP/A-NP/SC/NP-CP/ NCP-NP/

(ReTIM1 +ReTIM6 + ReTIM14)

E61L, AG7W, T64K, R69I, K77Q,
WB80L, ABAG, 186V, AS0R

CN-NP/NP-A/NP-CP/CP-NP/
CP-NCP /A-NP/SC/SC/NP-CP

Para mayor detalle revisar el apéndice C y D.
*: El tipo de mutacion se indica con respecto a la proteina base. Por ejemplo: “CP-NP” es una mutacion que cambié un
aminoacido cargado positivamente a un aminoacido no polar.

NA: No aplica.

SC: Sin cambio en polaridad.
NCP: Polar no cargado.

NP: No polar.

CP: Cargado positivamente.
CN: Cargado negativamente.

A: Aromatico.
NP: No polar.
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Sobreexpresion de las ReTIMs

De los 28 disefos seleccionados, no fue posible subclonar la ReTIM7, ReTIM11, ReTIM12, ReTIM14
y ReTIM16 por cuestiones metodoldgicas que no se lograron resolver. Sin embargo, como se puede
ver en los disenos, estas mutaciones se incluyeron en las ReTIMs que presentan mezclas de disenos.
Para observar la sobreexpresion de las proteinas, inicialmente se realizaron pruebas en volumen
pequeno. Tras la realizacion de éstas, se encontrd que 22 de las 23 proteinas se sobreexpresaron de
manera correcta y su peso corresponde al esperado de acuerdo a la secuencia aminoacidica (figura
49). Para ReTIM19 no se logrd sobreexpresar la proteina con las condiciones establecidas ni
modificando los protocolos y variando temperatura de induccion y 5 cepas de £ co//distintas. Debido
a esto, todos los resultados siguientes serdn Unicamente abarcando las 22 proteinas que se lograron

sobreexpresar.
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Figura 49. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12 % con las pruebas de sobreexpresion de las ReTIMs. Gel A: 1) marcador
de peso molecular, 2) ReTIM1, 3) ReTIM2, 4) ReTIM3, 5) ReTIM4, 6) ReTIMS, 7) ReTIMS8, 8) ReTIM9, 9) ReTIM10, 10)
ReTIM13. Gel B: 1) marcador de peso molecular, 2) ReTIM15, 3) ReTIM17, 4) ReTIM18, 5) ReTIM19, 6) ReTIM20, 7)
ReTIM21, 8) ReTIM22, 9) sTIM11. Gel C: 1) marcador de peso molecular, 2) ReTIM6, 3) ReTIM13, 4) ReTIM23, 5)
ReTIM24, 6) ReTIM25, 7) ReTIM26, 8) ReTIM27, 9) ReTIM28.
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Se sabe que la estabilidad de |a proteina es uno de los aspectos importantes en la produccion
de éstas de forma recombinante. Se ha observado que las proteinas plegadas adecuadamente son
estables durante la expresion y la purificacion; caso contrario sucede con algunas de las proteinas
que son inestables y se producen en una cantidad insuficiente (Bilgimol e# o/, 2015). Diversos
aspectos que afectan a la estabilidad proteica son la secuencia de aminoacidos de la proteina, la
construccion génicaenlaque seinserta el gen, el estrés quimico de la célula huésped, las condiciones
de expresion, entre otras muchas. De esta forma, la falta de sobreexpresion puede tener su causa en
términos de estabilidad, ya que se ha sugerido que proteinas poco estables tienen a degradarse
rapidamente para evitar la formacion de agregacion no-productiva en la célula. Hay casos en que la
secuencia de aminoacidos de una proteina en si misma es propensa a la degradacion. Ciertos
aminoacidos como Arg, Lys, Leu, Phe, Tyr y Trp en la region N-terminal pueden conducir a la
degradacion de la proteina (Hosur et g/, 2014). Reemplazar estos aminoacidos con aminoacidos
compatibles puede mejorar en gran medida Ia estabilidad de la macromolécula. De igual forma, se
sabe que expresar proteinas con etiquetas o proteinas de fusion en muchos casos puede evitar la
degradacion proteolitica y aumentar la estabilidad (Bilgimol ez 4/, 2015). A futuro, podrian aplicarse
algunas de estas estrategias cuando se tengan problemas de sobreexpresion, ya que es claro que la

estabilidad de la proteina influye directamente en la sobreexpresion de la misma.

Purificacion de las ReTIMs

Las 22 proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad y exclusion molecular en
columna acopladas a FPLC. Como ejemplo se muestra la purificacion de ReTIM1 en las figura 50. Los
resultados de las 22 proteinas purificadas analizadas en geles de SDS-PAGE se senalan en la figura
51. En todas las proteinas se observo el mismo patron cromatografico y de pureza al final de la

purificacion, lo Unico que varié ampliamente fue el rendimiento de la purificacion, el cual estuvo
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entre 6-55 miligramos de proteina purificada por litro de cultivo bacteriano, dependiendo de la
ReTIM de la que se trate. Las proteinas purificadas se almacenaron para realizar los experimentos
que se describirdn a continuacion. En todos los casos, el estado estructural cuaternario fue

monomeérico (con base en experimentos de cromatografia de exclusion molecular).

Figura 50. Cromatogramas de la purificacion de ReTIM1. R) Cromatograma del primer paso de purificacion utilizando una
columna de afinidad. El pico a los 60-80 mL muestra la elucion de la proteina deseada con etiqueta de histidinas.
Amortiguador de elucién: amortiguador B. B) Cromatograma del sequndo paso de purificacion para O/TIM utilizando una
columna de exclusion molecular. El pico a los 125-160 mL muestra la elucién de la proteina purificada. Amortiguador de
elucién: amortiguador G mas NaCl 150 mL.

Figura 51. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12 % con las ReTIMs purificadas. En todos los casos se muestra la proteina
pura tras el paso final de purificacion. Gel A: 1) ReTIM1, 2) ReTIM2, 3) ReTIM3, 4) ReTIM4, 5) ReTIM5, 6) ReTIM6. Gel
B: 1) ReTIM8, 2) ReTIM9, 3) ReTIM10, 4) ReTIM13, 5) ReTIM15, 6) ReTIM17, 7) ReTIM18. Gel C: 1) ReTIM20, 2)
ReTIM21, 3) ReTIM22, 4) ReTIM23, 5) ReTIM24, 6) ReTIM25, 7) ReTIM26, 8) ReTIM27, 9) ReTIM28.
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Propiedades espectroscopicas de las ReTIMs: espectro de dicroismo circular

Para comprobar que las proteinas estaban plegadas adecuadamente, se obtuvo el espectro de DC
para todas las ReTIMs, encontrando que las proteinas presentan dos minimos caracteristicos a 208
y 222 nm, propios de estructuras tridimensionales que contienen a-hélices y hebras-B. En la figura
52 se muestran los espectros de DC para algunas ReTIMs (los disefios mas exitosos, como se verd
mas adelante). Para la mayoria de las ReTIMs se observo un espectro tipico para proteinas plegadas,
pero para 4 de ellas (ReTIM2, ReTIM5, ReTIM13 y ReTIM15; datos no mostrados) se observd un
espectro con los mismos minimos pero con una senal disminuida de dicroismo y con un cambio ligero
en la forma, lo cual nos habla que tal vez la proteina esta plegada pero no del todo compacta (esto se

comprueba con los datos de desnaturalizacion que se presentaran en las secciones siguientes).

Figura 52. Espectro nativo de dicroismo circular para algunas ReTIMs.
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Propiedades fisicoguimicas de los diserios del nicleo interno: ReTIM1-4

Estas proteinas son variantes del nucleo interno. A diferencia de su diseno original, estas
macromoléculas tienen simetria de orden 2, ya que no fue posible generar disefios con orden 4 que
satisficieran las restricciones geomeétricas en las proteinas (tabla 25). Una vision estructural del

modelo y de Ia ubicacion de las mutaciones se presenta en la figura 53.

A) B)

Figura 53. Modelos estructurales de las ReTIM1-4. A) ReTIM1, B) ReTIM2, () ReTIM3, D) ReTIM4. Las mutaciones se
encuentran marcadas en rojo y se indican en la tabla 25.

En esta seccion de los barriles TIM disenados de novo, definimos a un disefio como exitoso
si mejora una o varias de las propiedades fisicoquimicas que posee la proteina madre: cambio en la
entalpia calorimétrica (A#), termoestabilidad (7,), estabilidad conformacional a 25 °C (AG), o
cooperatividad. Los cambios en estos parametros serdn los que nos guie para seleccionar a los

mejores disenos de los que no lo son.
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Con base en lo anterior, el desplegamiento térmico para estas proteinas fue sequido por DC
y DSC. Como se puede ver en las figura 54a-b, aln se observa el mismo comportamiento en la
pretransicion en sTIM11; ademas, |a cooperatividad de Ias proteinas es baja (observado en ambas
técnicas). Si se comparan los valores con |a proteina base (tabla 26), se puede concluir que estos
disenos no fueron totalmente exitosos, sdlo ReTIM1 parece ser el mejor candidato para sequir
estudiando, ya que al comparar con sTIM11-SS, las demas proteinas no tienen una mayor 7, y el
area de la endoterma es muy pequena (es decir, un A/ pequeno) y una baja cooperatividad. Es
interesante que en este grupo de disenos se encuentran proteinas con desplegamiento térmico
reversible e irreversible (tabla 26), a pesar de compartir una misma topologia y todas partir de una
proteina madre cuyo desplegamiento térmico es reversible. Adelante se discutird en conjunto las
implicaciones de la reversibilidad en el desplegamiento térmico de los barriles TIM disenados de
novo. Cuando se analiza el desplegamiento quimico de las proteinas y los datos se ajustan a un
modelo de dos estados (figura 54c), se puede ver que |a estabilidad a temperatura ambiente no se ve
incrementada significativamente en ninguna de ellas, siendo de nuevo ReTIM1 el mejor
representante de este grupo, al poseer un ligero incremento del AG en comparacion con sTIM1T,
pasandode 4.2 a 4.7 kcal mol™' (tabla 26). Por todas estas razones, se eligid a ReTIM1 como el disefo
exitoso de este grupo de proteinas y fue una de las que se usaron para realizar las quimeras de

disenos.
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Figura 54. Caracterizacion fisicoquimica de las ReTIM1-4. A) Desplegamiento térmico sequido por DC. B) Desplegamiento
térmico sequido por DSC. C) Desplegamiento quimico usando GdnHCl y sequido por CD; la linea punteada representa el
ajuste de los datos a un modelo de dos estados reversible (N = D).

Tabla 26. Parametros termodindmicos de las ReTIM1-4.

Desplegamiento térmico Desplegamiento quimico
Proteina AH AC o AG 25°C
T (°0) (keal moI'I) (keal mollil k) Reversibilidad (keal mo|'1) Cm (M)

ReTIM1 70.6 22.9 NA No 4.7 2.1
ReTIM2 41.2 ND NA No 1.6 0.7
ReTIM3 45.7 3.8 ND Si ND ND
ReTIM4 55.2 13.2 ND Si 3.6 1.6
STIMT1 79.8 93.7 2.13 Si 4.2 2.1
sTIMT1-SS 64.5 71.2 1.66 Si ND ND

ND: parametro no determinado hasta el momento.
NA: este parametro no se puede determinar debido a que el desplegamiento térmico es irreversible.
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Propiedades fisicoguimicas de los diserios del nicleo periférico A: ReTIM5-7

Estas proteinas estan enfocadas en variantes para llenar una cavidad inferior que se encuentra en el
barril. Aligual que su diseno original, estas macromoléculas tienen simetria de orden 4. Los modelos

estructurales y la ubicacion de las mutaciones se presentan en la figura 55.

R) B)

Figura 55. Modelos estructurales de las ReTIM5-7. R) ReTIM5, B) ReTIM6, C) ReTIM7. Las mutaciones se encuentran
marcadas en rojo y se indican en la tabla 25.

Para ReTIM7 no fue posible sublclonar el gen con el kit de Gibson Assembly, por lo que
Unicamente se pudo trabajar con ReTIM5 y ReTIM6. Para ReTIM5, los resultados de
desnaturalizacion térmica no son alentadores ya que la cooperatividad es baja (figura 53a), el AHde
la endoterma es pequeno (figura 56b y tabla 27) y, aunque la estabilidad ante un agente quimico no
pudo ser determinada (debido a la poca proteina sobreexpresada), no parece ser un buen candidato

para sequir siendo estudiada por su baja termoestabilidad. Para el caso de ReTIM6 se obtuvieron
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resultados completamente diferentes. Para esta proteina la termoestabilidad (7,) se incremento
hasta 93.6 °Cy, aunque el AHes menoral de sTIM11 y no existe reversibilidad en el desplegamiento
térmico, es una buena candidata para sequir estudidndola, ya que es el disefno mas exitoso de este
grupo de proteinas. Por esta razon, esta proteina fue elegida como el disefio exitoso de este grupo y
fue considerada para las mezclas de disenos. Debido a problemas de rendimiento en la purificacion,
no se pudo realizar la caracterizacion detallada del desplegamiento de estas proteinas, sin embargo,

se espera hacer en un futuro proximo.

Figura 56. Caracterizacion fisicoquimica de la ReTIM5 y ReTIM6. R) Desplegamiento térmico seguido por DC. B)
Desplegamiento térmico sequido por DSC.

Tabla 27. Pardmetros termodinamicos de la ReTIM5 y ReTIM6.

Desplegamiento térmico Desplegamiento quimico
Proteina 7. (°0) A ACr | peversibilidad | 0 25°C C.y (M)
(kcal mol™) | (kcal mol™" K™) (kcal mol™)
ReTIM5 48.3 16.2 NA No ND ND
ReTIM6 93.2 64.7 NA No ND ND
sTIM11 79.8 93.7 2.13 Si 4.2 2.1
sTIM11-SS 64.5 71.2 1.66 Si ND ND

ND: parametro no determinado hasta el momento.
NA: este parametro no se puede determinar debido a que el desplegamiento térmico es irreversible.
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Propiedades fisicoguimicas de los diserios del ndcleo periférico B: ReTIM8-10

Estas proteinas estan enfocadas en variantes para rellenar una cavidad superior que se encuentra en
el barril. Al igual que su diseno original, estas macromoléculas tienen simetria de orden 4. Los

modelos estructurales y la ubicacion de las mutaciones se presentan en la figura 57.

R) B)

Figura 57. Modelos estructurales de las ReTIM8-10. R) ReTIM8, B) ReTIM9, C) ReTIM10. Las mutaciones se encuentran
marcadas en rojo y se indican en la tabla 25.

Sobre la caracterizacion de las proteinas, cuando se observan sus curvas de desnaturalizacion
sequidas por DC, se puede notar que se ven mucho mejor que Ias proteinas anteriores en términos
de forma de la rampa (ya no se observa la pendiente en |a pretransicion) y de termoestabilidad (figura
58a); aunque si se comparan sus endotermas por calorimetria se encuentra que alin siguen teniendo
una entalpia pequena y el ancho de las mismas indica que la cooperatividad de Ia proteina estd
disminuida (figura 58b). De todas estas, ReTIM8 es el mejor candidato para sequir siendo

caracterizado tanto por valor de 7, (10 °C mas que sTIM11-SS), entalpia y reversibilidad parcial en
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el desplegamiento térmico (tabla 28). Ademas, cuando se comparan los resultados de
desnaturalizacion quimica (figura 58c), se puede observar que la estabilidad de ReTIM18 3 25 °C se

incremento ligeramente con respecto a sTIM11.

Figura 58. Caracterizacion fisicoquimica de las ReTIM8-10. R) Desplegamiento térmico seguido por DC. B)
Desplegamiento térmico sequido por DSC. C) Desplegamiento quimico usando GdnHCl y seguido por CD; la linea
punteada representa el ajuste de los datos a un modelo de dos estados reversible (N = D).
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Tabla 28. Pardmetros termodinamicos de las ReTIM8-10.

Desplegamiento térmico Desplegamiento quimico
Proteina Tm (°0) AH I A(‘f] . |Reversibilidad AG 25 F1 C (M)
(kcal mol™") | (kcal mol™ K ™) (kcal mol™")

ReTIM8 75.7 65.2 ND Parcialmente 473 2.2
ReTIM9 59.9 8.7 NA No 1.6 1.2
ReTIM10 741 26.4 ND Parcialmente 2.1 1.4
sTIM11 79.8 93.7 2.13 Si 4.2 2.1
sTIMT1-SS 64.5 71.2 1.66 Si ND ND

ND: parametro no determinado hasta el momento.
NA: este parametro no se puede determinar debido a que el desplegamiento térmico es irreversible.
Reversibilidad parcial se refiere a una recuperacion de la endoterma entre 50-75%.

Propiedades fisicoguimicas de los disernos con mutaciones puntuales: ReTIM11-16

Este grupo de proteinas incluye disenos con mutaciones en posiciones especificas para probar
distintas contribuciones de estos residuos en la estabilidad de la proteina. Los modelos estructurales

con las mutaciones realizadas son los siguientes (figura 59).
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Figura 59. Modelos estructurales de las ReTIM11-16. A) ReTIM11, B) ReTIM12, C) ReTIM13, D) ReTIM14, E) ReTIM15, F)
ReTIM16. Las mutaciones se encuentran marcadas en rojo y se indican en la tabla 25.

La caracterizacion de estas proteinas se limita a ReTIM13 y ReTIM15, ya que para el resto
(ReTIM11-14) se tuvo problemas con el subclonado de los genes y no fue posible sobreexpresarlas.
Para estas dos proteinas, no se observa un desplegamiento cooperativo y con entalpia comparable
con alguno de los disenos previos (figura 60 y tabla 29); ademas, la proteina es tan poco estable que
en poco tiempo (un par de dias) se agrega irreversiblemente, por lo que no fue posible caracterizar el
desplegamiento quimico de ambas proteinas. Estas variantes tienen pocas mutaciones y cuando se
analizan los cambios que se hicieron, podemos darnos cuenta de que mutar los triptéfanos 27 y 34
en el barril tiene una consecuencia muy grande en la estabilidad de la proteina, por lo que estos
residuos no deben ser tocados en el disefo o al menos no deben ser mutados a aminodcidos no
polares como se hizo en estas proteinas. Debido a todo esto, estos dos candidatos fueron descartados

para un analisis fisicoquimico posterior. Para los que hubo problemas de subclonado de genes, se
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consideraron estos disenos para las mezclas que se incluyen en el UGltimo grupo de proteinas

disenadas.

Figura 60. Caracterizacion fisicoquimica de la ReTIM13 y ReTIM15. R) Desplegamiento térmico seguido por DC. B)
Desplegamiento térmico sequido por DSC.

Tabla 29. Pardmetros termodindmicos de la ReTIM3 y ReTIM15.

Desplegamiento térmico Desplegamiento quimico
Proteina 7, (°0) A A Reversibilidad | % 2% C.y (M)
(kcal mol™) | (kcal mol™" K) (kcal mol™)
ReTIM13 40.1 ND ND No ND ND
ReTIM15 45.2 ND ND No ND ND
sTIM11 79.8 93.7 2.13 Si 4.2 2.1
sTIM11-SS 64.5 71.2 1.66 Si ND ND

ND: parametro no determinado hasta el momento.

NA: este parametro no se puede determinar debido a que el desplegamiento térmico es irreversible.
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Propiedades fisicoguimicas de los diserios quimeras: ReTIM17-28

En este Ultimo grupo de proteinas se incluyen quimeras de los disenos anteriores, todas teniendo
como base la proteina ReTIM8, el mejor candidato de la primera ronda de disenos. La localizacion de

las mutaciones en cada una de |as quimeras se muestra en |a figura 61.

A) B) 0
D) E) F)
G) H) 1)
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Figura 61. Modelos estructurales de las ReTIM17-28. A) ReTIM17, B) ReTIM18, C) ReTIM19, D) ReTIM20, E) ReTIM21, F)
ReTIM22, G) ReTIM23, H) ReTIM24, 1) ReTIM25, J) ReTIM26, K) ReTIM27, L) ReTIM28. Las mutaciones se encuentran
marcadas en rojo y se indican en la tabla 25.

La caracterizacion fisicoquimica de este grupo de proteinas resultd interesante. Por un lado,
en las rampas de temperatura sequidas por DC (figura 62a) se observa un comportamiento
completamente distinto que la proteina “madre” (ReTIMO: sTIM11-SS). En varios de los disefos no
se observa la pre-transicion con una pendiente grande indicativa de que el estado nativo se
desplegaba antes de la transicion principal y/o tenia una cooperatividad baja. Ademas, en las
proteinas ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24, se observa una transicion altamente cooperativa y con
valores de una 7, mayores a 90 °C (figura 62b y tabla 30), 40 grados mayor a la de la proteina madre
sTIM11-SS (ReTIMO). Aunado a esto, el AA para su desplegamiento es de los mas altos encontrados
en todas las rondas de los disenos (tabla 30). Sobre este pardmetro, el disefio de ReTIM24 (quimera
de ReTIM17 y ReTIM18) resulta prometedor, ya que presenta la mayor 7, y, en nuestro
conocimiento, de las mas altas reportadas para una proteina; ademas, el valor de A~ (114 kcal mol-
") es casi exacto al valor esperado (128 kcal mol™') para una proteina de ese tamario de acuerdo a las
parametrizaciones de Robertson y Murphy, 1997. Por todas estas razones, los 3 mejores disenos de
todo este proceso fueron ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24. Cuando se compara la estabilidad
utilizando un agente quimico desnaturalizante (figura 62c), se puede observar que, aunque para
varios de los disenos |a estabilidad se mantiene iqual o se ve ligeramente reducida, para ReTIM17 se

incrementa |a estabilidad en un 50% pasando de 4.2 kcal/mol a 6.5 kcal/mol con respectoa sTIM11.
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Para los disenos ReTIM23-28 no se han obtenido los valores de estabilidad utilizando un agente
quimico, pero estos experimentos ya se encuentran en proceso; es interesante obtenerlos ya que los
valores nos comprobaran si los 3 disenos mencionados fueron exitosos, logrando el objetivo de
incrementar la estabilidad del barril TIM para utilizarlo en futuras aplicaciones de funcionalizacion

molecular.

Figura 62. Caracterizacion fisicoquimica de las ReTIM17-28. RA) Desplegamiento térmico seguido por DC. B)
Desplegamiento térmico sequido por DSC. C) Desplegamiento quimico usando GdnHCl y seguido por CD; la linea
punteada representa el ajuste de los datos a un modelo de dos estados reversible (N = D).
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Tabla 30. Pardmetros termodinamicos de las ReTIM17-28.

Desplegamiento térmico Desplegamiento quimico
Proteina Tm (°0) AH . M”_ . |Reversibilidad A“Soﬂ Cm (M)
(kcal mol™) | (kcal mol™" K™) (kcal mol™)

ReTIM17 107.2 80.4 0.95 Si 6.5 3.8
ReTIM18 92.9 76.6 ND Parcialmente 4.1 3.0
ReTIM20 49.5 ND NA No ND ND
ReTIM21 69.1 50.8 ND Si 2.1 1.3
ReTIM22 75.1 42.9 1.67 Si 4.7 2.1
ReTIM23 93.9 63.1 NA No ND ND
ReTIM24 117.3 114.3 ND Si ND ND
ReTIM25 106.1 30.93 NA No ND ND
ReTIM26 106.2 32.7 ND Si ND ND
ReTIM27 105.8 30.9 NA No ND ND
ReTIM28 50.2 ND NA No ND ND
STIM11 79.8 93.7 2.13 Si 4.2 2.1
sTIM11-SS 64.5 71.2 1.66 Si ND ND

ND: parametro no determinado hasta el momento.
NA: este parametro no se puede determinar debido a que el desplegamiento térmico es irreversible.
Reversibilidad parcial se refiere a una recuperacion de la endoterma entre 50-75%.

Descripcion fisicoguimica de la estabilidad de las ReTIMs: la curva de estabilidad

Se determind la curva de estabilidad para los disenos que presentaron reversibilidad en el
desplegamiento térmico y cuya estabilidad (AG a 25 °C) fuera mayor o iqual a la de la proteina
STIMT1 (no se tiene comparacion de los valores de AGa 25 °C para sTIM11-SS porque no se han
realizado estos experimentos). Bajo estos criterios, las proteinas seleccionadas fueron: ReTIM17,
ReTIM22, ReTIM24, sTIM11 y sTIM11-SS (las dos ultimas con fines de comparacion). Para todas
ellas se realizaron experimentos de DSC a varias concentraciones de proteina y los datos
experimentales se ajustaron a un modelo de dos estados simple (N = D) (los experimentos no se
realizaron para ReTIM24 debido a problemas metodoldgicos con el calorimetro, pero se realizaran

proximamente para completar el trabajo). Del ajuste de los datos se obtuvieron los pardmetros
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fisicoquimicos 7, A,y AH (tabla 31). Vale resaltar que para todos los disenos, tanto el A, como
el AH son mas bajos que los estimados para una proteina de ese tamano (184 residuos: A(= 2.6
kcal mol™" y AH= 128.4 kcal mol™"); sin embargo, para ReTIM24 se tiene calculada una entalpia
mayor, por lo que resulta interesante saber si este diseno cumple ya con todos los parametros
“ideales” para una proteina de esa cantidad de residuos; si es asi, habremos avanzado en el objetivo

y podriamos aventurarnos a funcionalizar |a proteina disefada.

Usando Ia ecuacion correspondiente y los pardmetros termodindmicos determinados (tabla
31), las curvas de estabilidad, es decir, la dependencia del AG con la temperatura para las ReTIMs y
sTIMs fueron calculadas (figura 63). A partir de estas curvas, se obtuvieron los valores de la
temperatura de estabilidad méaxima, el valor de AG a esta temperatura y el valor de la 7, en frio,

valores que se muestran en la tabla 31.

Como se puede observar en la figura 63, las curvas de estabilidad de estas proteinas son
distintas entre si, a pesar de que todos ellos son barriles TIM disefados con el esqueleto fijo (el de
sTIM11-SS). Se puede ver claramente que las proteinas presentan diferente dependencia del AGcon
respecto a la temperatura. La curva de estabilidad puede ser modulada mediante cambios en la 7
(temperatura donde A $=0), el AHrs(valor de entalpia en 13 75), y/o el A, en el caso de los barriles
TIM disenados, la forma de la curva de estabilidad es tan distinta entre ellas porque los tres
parametros cambian importantemente en las distintas ReTIMs; caso contrario ocurre con los barriles
TIM naturales, donde sélo los dos primeros parametros termodinamicos cambian y el A(, permanece

casi constante.
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Tabla 31. Parametros termodinamicos para el desplegamiento de ReTIM17, ReTIM22, sTIM11 ysTIM11-SS.

Parametro ReTIM17 ReTIM22 STIM11 STIM11-5S
fisicoquimico
7, en calor (°C) 107.3+0.2 74.2+0.2 79.8+0.3 645+0.3
7, en frio (°C) 324 112 1.2 143
AH
1 80.4+0.7 559+15 93.7+0.9 71.2+45
(kcal mol ™)
AC,
I 1.1+0.03 1.2+0.11 2.2+0.03 1.5+0.09
(kcal mol™ K™)
AG s
Lo 6.5+ 0.6 47402 42 ND
(kcal mol™") (quimico)
AG 55
(kcal mol™) 6.9 3.5 4.6 4.7
(temperatura)
AG de maxima
estabilidad 7.9 3.6 5.6 44
(kcal mol ™)
Temperatura de
maxima estabilidad 393 293 37.6 233
(°0)
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Figura 63. Curvas de estabilidad de barriles TIM disefiados de novo: ReTIM17, ReTIM22, sTIM11 y sTIM11-SS. Las lineas
sdlidas son las curvas de estabilidad construidas con los datos obtenidos de los experimentos de DSC y la ecuacion de
Gibbs-Helmholtz (ecuacion 19). Las curvas de estabilidad de los barriles TIM disenados de novose comparan con la curva
de estabilidad de un barril TIM natural (CpTIM).

Estructura tridimensional de las ReTIMs

Con la finalidad de establecer una relacion energético-estructural entre los parametros
termodindmicos observados en las ReTIMs y los componentes estructurales disenados en los barriles
TIM, se intentd determinar la estructura tridimensional de los disefos mas exitosos de cada grupo:
ReTIM1, ReTIM6, ReTIM8, ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24. De todas las condiciones exploradas,
hasta el momento hemos obtenido una condicion exitosa de cristalizacion que permitid obtener
datos de difraccion de alta calidad para la ReTIM18. Las condiciones de cristalizacion para esta
proteina fueron tartrato de Sodio-Potasio 0.2 M, Polietilenglicol 3350 20% w/v y la proteina

cristalizé a una concentracion de 10 mg mL™".
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El cristal se difractd en el sincrotron de Suiza (Swiss Lightsource SLS) y se resolvio la
estructura como se explica en |a estrategia metodologica. En la tabla 32 se muestran las estadisticas
cristalograficas. Como se puede observar, la estructura determinada alta calidad y las estadisticas

son confiables para ésta, por lo que esta lista para depositarse en el PDB cuando sea necesario.

Los datos cristalograficos muestran un estado de asociacion monomérico, en concordancia
con lo esperado para toda esta familia de barriles TIM disenados. La topologia candnica de un barril
(Bla)s es idéntica en el barril disenado (figura 643) y, si se compara con la proteina sTIM11-SS, su
RMSD es de 1.4 A, lo cual nos indica de que si hubo ciertos cambios locales entre ambas proteinas
(figura 64b), tal como se esperaba ya que sus propiedades fisicoquimicas son diferentes. En cambio,
cuando la proteina se compara con el modelo que arroja Rosetta tras el diseno, podemos ver que el
RMSD es mas bajo (0.87 A; figura 64c), lo que confirma que el programa para algunos sistemas es
capaz de disenar con una precision casi a nivel atomico, tal cual se habia visto para otras proteinas
previamente disenadas con esta herramienta (Kuhlman et a/, 2003; Huang et g/, 2014; Joh et 4/,
2014; Koga et al, 2012; Smadbeck et a/, 2014; Bellows-Paterson et a/, 2012; Khoury et a/, 2014;
Correia et a/, 2014; Huang et a/, 2016). En los casos en que esto no sucede, es decir, cuando el
diseno no se parece a la estructura real que adquiere la proteina, consideramos que la razon recae en
que basicamente alin no comprendemos a profundidad las reglas o principios que fundamentan la
estructura-funcion-estabilidad de las proteinas. Sin embargo, trabajos como estos aportan

conocimiento al campo para mejorar |a tasa de éxito de |as proteinas disenadas.

Buscamos determinar la estructura tridimensional de las otras ReTIMs (1, 6, 8, 17 y 24), por
lo que actualmente ya se tienen pruebas de cristalizacion preliminares para ellas como se puede ver
en la figura 65. Estamos en la etapa de optimizar tales condiciones para obtener cristales con buena
calidad de difraccion. Se espera que pronto se puedan obtener las otras estructuras para asi realizar

una completa comparacion energético-estructural entre los barriles TIM disenados de novo.
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Tabla 32. Estadisticas tras la colecta, integracién, reduccion, escalamiento y afinamiento de los datos para ReTIM18.

Colecta de datos’

PDBID Por asignar
Limites de resolucion (A) 44.79 - 1.64(1.74-1.64)
Grupo espacial P3(2) (145)

Dimensiones de la celda unitaria

ab.c (A 51.72,51.72,63.97
o By () 90.0, 90.0, 120.0
Contenido en la unidad asimétrica Mondmero
Reflexiones totales 79664
Reflexiones Unicas 23407 (2279)
Multiplicidad 3.4
Integridad (%) 99.5(98.5)
|/ sigma (mean) 14.27 (1.74)
R-merge (%) 5.1(58.2)
CC1/2 (%) 98.3(74.7)

Estadisticas del afinamiento

Ruork / Riree (%) 18.5/21.0

Factor B promedio (A%) 33.8
Proteina 32.5

Ligando (calcio y crioprotector: glicerol) 456
Solvente 46.0

Nimero de dtomos 3242
Proteina 1464

Ligando 7

Solvente 150
Residuos de proteina 181
RMS (enlaces) () 0.006

RMS (dngulos) (°) 0.8
Ramachandran favorecidos (%) 99.44
Ramachandran permitidos (%) 0.56
Ramachandran outliers (%) 0.00
Clashscore 3.95

3 Entre paréntesis se muestran las estadisticas para la capa de mas alta resolucion.
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Figura 64. Estructura tridimensional de ReTIM18. A) Vista superior (izquierda) y lateral (derecha) del barril TIM disenado;
los elementos de estructura secundaria estdn presentados con colores diferentes. B) Rlineamiento estructural de
ReTIM18 con sTIM11-SS (RMSD: 1.4 A). €) Alineamiento estructural de ReTIM18 con el modelo arrojado por Rosetta
tras el disefio inicial (RMSD: 0.87 ).
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Figura 65. Pruebas de cristalizacion de las ReTIMs. Se muestran algunas gotas donde se han obtenido estructuras
cristalinas para las proteinas ensayadas (ReTIMs 1, 6, 8, 17 y 24).

Discusion final sobre el plegamiento de los barriles TIM disenados de novo

Los resultados presentados muestran claramente varios aspectos que es necesario resaltar. Por una
parte, al iqual que en los barriles TIM naturales se observan dos familias de proteinas: las que se
despliegan térmicamente de forma irreversible y las que se pliegan reversiblemente. Es interesante
senalar que para algunos casos existen disenos que se repliegan parcialmente, como ReTIM8, y que
al mezclarse con otro conjunto de mutaciones provoca que la proteina resultante se
desplieque/repliegue reversiblemente. Si bien desconocemos la causa de este comportamiento,
resulta interesante analizarlo a profundidad en un futuro. Una gran ventaja del diseno por regiones,
es que permite explorar la posibilidad de estabilizar la proteina de manera sistematica, esto es,
creando disenos que incorporen en una mMisma secuencia mutaciones que probaron ser estabilizantes

por separado.

Cabe resaltar que un diseno racional de proteinas, como el que se realizd, permite saber

especificamente qué regiones promueven una mayor estabilidad en |as proteinas disenadas y cudles
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tienen efectos negativos. Igualmente, la propiedad de los disenos de ser simétricos permite que el
efecto de las mutaciones también sea aditivo, porque estdn presentes de forma repetitiva. Al
respecto, los disenos que presentan mutaciones en la cavidad superior del barril (ReTIM8-10 y sus
quimeras) al parecer son los mas efectivos para estabilizar a sTIM11-SS, debido a que creemos que
las mutaciones tienen un efecto considerable en cdmo se conforman estructuralmente las asas
superiores del barril, ya que justamente esas regiones son las mas desordenadas y moviles en
STIM11-SS, cuestion que ya no se observa en la estructura de ReTIM18. Debido a esto, posiblemente
las mutaciones en la parte superior del barril son las que mas contribuyen a estabilizar la proteina

por su efecto en cémo se estructuran las asas que conectan las distintas regiones del barril.

Conjuntamente, algo importante que se debe analizar en un futuro es si los disenos “no
exitosos” nos pueden dar informacion de qué regiones no deben de modificarse en la proteina o qué
mutaciones no deben realizarse. Hasta el momento, aunque no es clara una tendencia que divida a
los disefos exitosos de los que no lo fueron, si se puede observar que los disenos exitosos de la
primera ronda realizada, es decir, ReTIM1, ReTIM6 y ReTIM8, presentan mayor numero de
mutaciones a aminoacidos no polares, a diferencia de los disenos mas inestables o no cooperativos
en los cuales no se cambid la naturaleza fisicoquimica del aminodcido. Al parecer, el cambiar Ia
polaridad del residuo a uno no polar da mayores beneficios que mutarlo por otro de la misma
naturaleza fisicoquimica. La razon de esto es porque dichas mutaciones pueden estar incrementando
el empaquetamiento de |a proteina y esto tiene un efecto directo en los pardmetros fisicoquimicos
asociados como la entalpia o el cambio en |a capacidad calorifica. De igual forma, con los disenos
fallidos como ReTIM13, 15y 16 se puede observar que mutar los triptdfanos 27 y 34 tiene un efecto
negativo en |a estabilidad de la proteina, por lo que esos residuos no deben ser tocados durante las
rondas de disenos posteriores. Vale hacer notar que esas dos mutaciones estan en algunos otros
disenos, pero ahi no se ve un efecto deletéreo considerable tal vez porque la mezcla con otras

mutaciones ayuda a compensar las consecuencias de esa mutacion.
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En la siguiente seccion se analizard lo referente a las curvas de estabilidad, ya que estas son
relevantes cuando se comparan con barriles TIM naturales. Con el conocimiento que hemos obtenido
fuimos capaces de modificar la curva de estabilidad de estos disefios, obteniendo 3 disenos
prometedores para utilizarse como andamiaje para los estudios de funcionalizacion de los barriles
TIM disenados. Como plan para funcionalizar los barriles, se planean tres vertientes principales.
Primero, se desea generar un sitio de union a fosfato ya que casi todos los barriles TIM naturales
tienen uno, por lo que seria interesante imitar esos sitios de union pero con proteinas nuevas.
Sequndo, también se quiere disenar un sitio de union a ATP; esto tiene dos razones de fondo. Por un
lado, de las 6 clases de actividades enzimaticas que estan descritas, los barriles TIM catalizan 5 de
ellas, la Unica que no se ha descrito en un barril TIM es |a actividad de ligasa. Ademas, se sabe que
todas las ligasas utilizan ATP, por lo que un primer paso para que un barril disefado tenga actividad
de ligasa es que éste una ATP. Asimismo, no existe un barril TIM natural que una a esta molécula,
por lo cual es un reto novedoso en el mundo del diseno de proteinas. Finalmente, también se planea
a futuro disenar una enzima con alguno de los barriles, una posibilidad es colocarle actividad de
Triosafosfato Isomerasa, ya que conocemos bien el sistema y como todos los barriles disenados son
monomeéricos, seria novedoso tener un barril con actividad TIM pero sin tener que ser un oligdmero

obligado como lo son todas las Triosafostato Isomerasas naturales.

También es importante senalar que otra posibilidad en este ambito del diseno de proteinas
es haber primero disefado la funcion deseada y, posteriormente, estabilizar la proteina. Sin
embargo, consideramos que esta estrategia presenta dos problemas: primero, |a estabilidad del barril
madre (sTIM11-SS) es muy baja, lo cual reduciria considerablemente la tasa de éxito en el diseno;
sequndo, todo el proceso Gnicamente serviria para el diseno de esa actividad en especifico, mientras
que en la estrategia que sequimos, el barril estabilizado puede ser utilizado para disenar diversas

cosas, como sitios de union a un ligando, actividad enzimatica, etc.
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A continuacion, se dara una discusion general sobre las propiedades fisicoquimicas de los
paisajes conformacionales de los barriles TIM tanto naturales como disenados y sobre como estas
propiedades que hemos determinado nos pueden ayudar a3 modular la estabilidad y el plegamiento
de Ias proteinas, ya sea en mecanismos de diseno racional , en el mejoramiento de |as caracteristicas
de las proteinas que existen actualmente en la naturaleza (como enzimas con propiedades
biotecnoldgicas interesantes o farmacos proteicos que se distribuyen comercialmente) o en el

entendimiento de como estas propiedades han evolucionado hasta lo que son hoy en dia.
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Parte 3: Lo que hemos aprendido sobre el paisaje conformacional de los barriles TIM. Una comparacion

entre barriles TIM naturales y disenados de novo

El universo proteico es de gran complejidad. Muchas proteinas poseen una elevada masa molecular,
forman complejos con otras biomoléculas, sufren cambios al llevar a cabo su actividad, poseen
estabilidades distintas, etc. En casi todas de ellas, la adquisicion de su estructura nativa es de vital
importancia. Uno de los retos mas importantes a los que se enfrenta la bioquimica actual consiste
en discernir de qué modo una cadena polipeptidica recién sintetizada adquiere su estructura
tridimensional y funcional y como la estabilidad de esta estructura nativa ha sido modulada por la

evolucion.

El estudio del plegamiento de proteinas ha evolucionado durante los Gltimos 50 anos para
convertirse en un campo de investigacion maduro (Dill y MacCallum, 2012). Aunque el plegamiento
y la estabilidad de diversas proteinas se ha estudiado a resolucion atémica y se han disenado diversas
proteinas (Feng et a/, 2005; Koga et s/, 2012), nuestra comprension actual de la relacidn secuencia
2 estructura & estabilidad de las proteinas esta limitada por la informacion disponible en estos
diferentes niveles. El nimero actual de secuencias de proteinas depositadas en el GenBank (= 108)
es varios ordenes de magnitud mayor que el nimero de estructuras depositadas en el PDB (= 10°).
Del mismo modo, el nimero de proteinas de estructuras tridimensionales en el PDB es mucho mayor

que su numero en la Base de Datos de Estabilidad de Proteinas (= 10%).

La comprension de los fundamentos energéticos que subuyacen la formacion de ciertas
topologias, como lo es el barril TIM, no sélo ayuda a la construccion de nuevas proteinas sino que
también al mejoramiento de la prediccion de la estructura terciaria a partir de la secuencia
aminoacidica. Actualmente los métodos informaticos no son precisos y adecuados para el calculo de
la energia asociada a los procesos de plegamiento y estabilidad de las proteinas; sin embargo, poco

a poco el conocimiento acumulado ha posibilitado |a realizacion de multiples trabajos de diseno e
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ingenieria de proteinas. Es justamente el conocimiento acumulado y la realizacion de estudios
comparativos permite mejorar los calculos termodindmicos que se hacen al respecto, ya que el diseno
racional de proteinas requiere un conocimiento cuantitativo de las contribuciones e interacciones

que estabilizan a estas macromoléculas.

Para entender los cambios en la estabilidad de una familia de proteinas, basicamente se
siguen tres aproximaciones: 1) comparar proteinas con distintas topologias para encontrar
propiedades comunes o diferentes entre éstas que aumentan |a estabilidad, 2) comparar una misma
proteina pero proveniente de organismos diferentes, los cuales se enfocan en comparar los cambios
en |as proteina hechas a lo largo de la evolucion y bajo la presion de seleccion distinta que sufre cada
organismo y 3) utilizar mutagénesis dirigida en una proteina particular para ver los efectos de los
cambios de residuos en posiciones especificas sobre |a estabilidad global de la proteina. Sea cual sea
el camino elegido, el procedimiento exige analizar variaciones en la proteina y determinar los
cambios que suceden en su estabilidad, esto mediante experimentos de desplegamiento con
temperatura, agentes quimicos, presion o pH. El cruce de estas aproximaciones entre proteinas
naturales y proteinas disenadas es que justamente los calculos hechos en proteinas naturales nos
sirven para predecir las contribuciones de interacciones especificas que podrian suceder en los
disenos realizados /7 silico, posteriormente se comprueban estas predicciones al trabajar las

proteinas experimentalmente.

Uno de los primeros trabajos donde se comparan las curvas de estabilidad de distintas
proteinas (en este caso, con diferente topologia y tamano, como lo son la lisozima, RNAsa,
mioglobina, quimiotripsina y citocromo C) fue el realizado por Privalov y colaboradores en 1974. En
el estudio se pueden notar varias propiedades de las curvas: 1) la diferencia de las energias libres
molares no difiere mucho aunque son proteinas muy diferentes, 2) la diferencia en estabilidad es de
s6lo unas 5 kcal mol™, 3) la diferencia de AG alcanza valores maximos a temperaturas donde las

diferencias de entalpia y entropia son muy pequenas (Privalov y Khechinashvili, 1974). Con todo lo
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anterior se puede concluir que a pesar de presentar topologias diferentes, en alqgunas proteinas los
pardmetros termodindmicos se han mantenido casi idénticos a pesar de presiones selectivas

diferentes en el ambiente de los organismos y/o funciones moleculares de las proteinas.

Anos mas tarde, Nojima y colaboradores en 1977 realizaron el primer estudio comparativo
entre una misma proteina pero procedente de organismos mesdfilos y termofilos, la fosfoglicerato
cinasa. Comparando distintas fosfoglicerato cinasas, ellos proponen tres mecanismos de
termoestabilidad, los cuales siguen vigentes. El primero involucra Unicamente un aumento en el
cambio de entalpia, lo que hace una curva mds alta y, por tanto, con una estabilidad maxima y 7,
mayores. El sequndo mecanismo implica un aumento en el nicleo hidrofébico de la proteina, lo que
tiene efecto directo en el A,y por tanto un aumento en |a 7,, aunque no en la estabilidad maxima
de la proteina. Por Ultimo, el tercer mecanismo propuesto es Unicamente un incremento en la 7, lo
que hace a una proteina mas termoestable pero con la misma estabilidad maxima, aunque

desplazada a temperaturas mayores (Nojima et a/, 1977). Estos mecanismos se han visto

involucrados en numerosas proteinas estudiadas a lo largo de varios anos.

El efecto de mutaciones puntuales en la estabilidad de una proteina especifica ha sido
estudiado en algunos trabajos. Un ejemplo representativo es el estudio a profundidad que se ha
hecho de la nucleasa de Staphylococus aureus por el grupo de Stites desde 1985. Ellos han mutado
aproximadamente 58 residuos de la proteina en diversas publicaciones y han encontrado que el
efecto principal de todas mutaciones radica en los cambios de A(, los cuales tienen efectos
completamente distintos en el maximo de estabilidad y la 7, de las proteinas mutantes. Ellos han
logrado modular la estabilidad de la proteina Unicamente cambiando el nicleo hidrofébico de ésta y,
por lo tanto, cambiando las curvas de estabilidad de acuerdo a cada mutacion que se realiza (Shortle
et al, 1990; Green et g/, 1992; Byrne et a/, 1995; Stites et a/, 1995; Schwehm y Stites, 1998;
Chen y Stites, 2001a-c; Holder et a/, 2001; Byrne y Stites, 2007; Talla-Singh y Stites, 2008).
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Trabajos como éste demuestran que cambios en un pardmetro pueden ser suficientes para tener un

efecto grande en |a estabilidad global de las proteinas.

Pasando a trabajos mas recientes, un estudio comparativo para entender la evolucion de la
estabilidad y los parametros termodindmicos de las proteinas es el trabajo de Hart en 2014. En este
trabajo se utiliza un método comparativo filogenético en el estudio de la termoestabilidad de la
ribonucleasa H1. Los autores senalan que si bien existe una correlacion estadistica entre el
incremento en la 7, y los ambientes de alta temperatura, los pardmetros fisicoquimicos que
determinan la 7, (como lo son el A(, el AH y la 75 no correlacionan estadisticamente con el
ambiente de vida para organismos mesofilos o termofilos, por lo que se puede concluir que los
mecanismos de estabilizacion no fueron moldeados por la seleccion natural sino, probablemente,
por cambios neutrales, es decir, por cambios evolutivos a nivel molecular causados por la deriva

génica (Hart et a/, 2014).

Hasta antes de este estudio, las curvas de estabilidad determinadas para barriles TIM
abarcaban sélo un estudio realizado por Cipolla y colaboradores en 2012, quienes analizan la
correlacion entre la estabilidad térmica y el ambiente y temperatura fisioldgica de a-amilasas
derivadas de organismo mesofilos y termofilos. Los autores reportan que existe un compromiso entre
los requerimientos para tener un estado nativo estable y una dindmica estructural apropiada que
permita la funcion a temperaturas ambientales y fisioldgicas (Cipolla et a/, 2012). Desde una
perspectiva evolutiva, las variaciones adaptativas de la estabilidad (reflejadas en la curva de
estabilidad) parecen estar restringidas a cambios en el AHy la 7, de la misma forma que se observa

en las curvas de estabilidad de las BacTIMs.

En el presente trabajo donde se comparan las curvas de estabilidad de barriles TIM naturales
y disenados de novose puede notar que la forma como se modulan las curvas de estabilidad de estas
proteinas es distinta. El cambio en la curva de estabilidad para las BacTIMs es principalmente debida

a los cambios en 13 75y el AH7s, ya que el A, es casi idéntico entre las diferentes TIMs bacterianas;
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lo mismo sucede en la familia de las a-amilasas previamente reportada. En cambio, para los barriles
TIM disenados, sus curvas de estabilidad estan moduladas por 75, AH7sy A, observando que existen
grandes cambios entre ellos y que, por lo tanto, no hay un parametro que permanezca constante

entre todos los disenos (figura 66).

Figura 66. Curvas de estabilidad comparadas entre barriles TIM naturales y disefiados de novo. Se muestran las curvas
agrupadas en 3 bloques: barriles TIM naturales de las BacTIMs, barriles TIM naturales de las a-amilasas y barriles TIM
disenados. AHA: a-amilasa de Pseuvdoalteromonas haloplanktis —psicrofilo-, DMA: a-amilasa de Drosophila
melanogaster -mesofilo ectotérmico-, PPA: a-amilasa de Sus scrofa -mesdfilo endotérmico-, TFA: a-amilasa de
Thermobifida fusca -termofilo-.
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Los resultados presentados en este trabajo confirman la idea de que a pesar de haber
estudiado el plegamiento de las proteinas por mas de 50 anos, aun existen muchas preguntas por
contestar. Las pautas que determinan el tipo de control en el desplegamiento (termodindamico o
cinético) y la reversibilidad del mismo son practicamente desconocidas por lo que estudios como el
reportado en esta tesis pueden acercarnos a tener una vision mas amplia sobre el tema. Lo que hasta
ahora conocemos es la punta de un iceberg cuya base dia tras dia vamos descubriendo. Es probable
que las investigaciones futuras permitiran comprender cémo modular de forma racional la
estabilidad de las proteinas y, con esto, disenar proteinas con funciones moleculares novedosas y

con alguna aplicacion biomédica y/o biotecnoldgica.

Por ultimo, quisiera terminar el escrito dejando una prequnta abierta: jpara qué nos sirve
aprender a modular Ia curva de estabilidad? La respuesta a esta pregunta no es dnica ni definitiva.
Ademas de las posibles aplicaciones que esto tendria en la modificacion de proteinas naturales o
disenadas para trabajar bajo condiciones ambientales especificas, el poder modular racionalmente
una curva de estabilidad de una proteina comprobaria que somos capaces de lo que hasta ahora no
podemos: comprender las bases moleculares de la estabilidad proteica; es decir, el modular una curva
de estabilidad demostraria que en verdad entendemos los principios termodinamicos que subyacen

a la estructura, funcion y estabilidad de estas maravillosas macromoléculas [lamadas proteinas.
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CONCLUSIONES

Los barriles TIM naturales bacterianos caracterizados en este estudio poseen propiedades
estructurales, cataliticas, espectroscopicas e hidrodinamicas compatibles con barriles TIM
plegados nativamente y similares a otras Triosafosfato Isomerasas silvestres previamente

estudiadas.

El desplegamiento térmico de las TIMs bacterianas se agrupan en dos bloques: para NpTIM
y GoTIM el proceso es irreversible, controlado cinéticamente, y para O/TIM, ScTIM y (pTIM
es un proceso reversible bajo control termodinamico, un fendmeno nunca antes observado

para una TIM.

Los valores de energia de activacion para ApTIM y GoTIM se encuentran entre los reportados
previamente para otras TIMs eucariontes y es diferente entre ambas proteinas, lo que se

refleja en una estabilidad cinética mayor para GoTIM con respecto a NpTIM,

La estabilidad conformacional a 25 °C (AG) para O/TIM, ScTIM y (pTIM es de la mitad en
comparacion con ApTIM, GoTIM y todas las otras TIMs estudiadas anteriormente. Esta
caracteristica pudiera ser un “pago fisicoquimico” que otorgan las proteinas para tener

reversibilidad en su proceso de desplegamiento térmico.
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La forma de la curva de estabilidad para O/TIM, ScTIM y (pTIM es principalmente debida a

los cambios en la 75y el AHrs, ya que el A(yes casiidéntico entre |as diferentes RevTIMs.

Cinco propiedades correlacionan con la reversibilidad en el desplegamiento térmico de los
barriles TIM naturales estudiados: 1) bajo punto isoeléctrico, 2) ausencia o baja cantidad de
estructura secundaria residual en el estado desplegado, 3) pequeno volumen en las cavidades

internas del estado nativo, 4) baja 7,y 5) baja estabilidad conformacional.

Dado que los tres barriles TIM naturales con desplegamiento térmico reversible provienen de
organismos de diferentes fila, esto sugiere que la reversibilidad en el proceso puede ser mas

comun de lo que se conoce actualmente.

Debido a que los barriles TIM oligoméricos son frecuentes en las células, |a reversibilidad en
su desplegamiento pudiera ser una ventaja evolutiva al reducir la probabilidad de agregacion

irreversible no productiva y la carga de la maquinaria celular del sistema de chaperonas.

Se disefiaron un total de 28 barriles TIM de novo con el fin de incrementar la estabilidad de
sTIM11. Los disefios mas exitosos de cada grupo fueron: ReTIM1, ReTIM6, ReTIMS,
ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24.

204



X,

X,

Xl

XV,

Conclusiones

Para la familia de barriles TIM disenados también existen proteinas con desplegamiento

térmico reversible e irreversible.

De los disenos exitosos, tres de ellos cumplieron el objetivo de incrementar la estabilidad de
sTIM11: ReTIM17, ReTIM18 y ReTIM24, quienes poseen los pardmetros fisicoquimicos (7,
AH, AC,y AG) mas altos obtenidos y cercanos a los estimados paramétricamente para una
proteina de 184 residuos. De ellos, ReTIM17 posee una estabilidad conformacional mayor

en un 50% con respecto de sTIMT1.

Para el caso de los barriles disenados, 75, AHrsy A(, cambian considerablemente entre las
distintas ReTIMs, a diferencia de los barriles TIM naturales donde sdlo los primeros dos
pardmetros son los que cambian entre las BacTIMs. El cambio en estos parametros tiene un

efecto especifico en la forma de las curvas de estabilidad de las proteinas estudiadas.

Los resultados presentados en este trabajo indican que para distintos miembros, ya sea
naturales o disenados, de una familia que poseen una misma topologia, en este caso el barril

(B/a)s 0 barril TIM, el desplegamiento puede estar bajo control cinético o termodindmico.

Debido a todo esto, es interesante encontrar que una topologia tan comun, como lo es el
barril TIM, pueda desplegarse/replegarse como propuso Anfinsen en 1973, es decir, sin Ia

ayuda de la maquinaria celular.
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Resolver las estructuras tridimensionales de las TIMs bacterianas en presencia de PGH.

Determinar el A, de unidn a PGH para las TIMs bacterianas y proponer una relacion
energético-estructural que expliquen las diferencias en las firmas termodinamicas del

proceso.

Estudiar el desplegamiento quimico de las BacTIMs mediante otras técnicas

espectroscopicas, hidrodindmicas y cataliticas.

Explorar a mayor profundidad las cinco propiedades propuestas que correlacionan con la
reversibilidad en el desplegamiento, por ejemplo, estudiar el papel de las cavidades en el

proceso mediante mutagénesis dirigida.
Caracterizar cinéticamente el desplegamiento térmico de las BacTIMs.

Estudiar la evolucion de la estabilidad de los barriles TIM naturales mediante métodos de

reconstruccion ancestral.
Completar la caracterizacion fisicoquimica de los barriles TIM disenados de novo.

Funcionalizar molecularmente alguno de los barriles TIM disenados mas exitosos: por

ejemplo, disenar un sitio de union a fosfato o ATP en alguna de las ReTIMs disenadas.

Caracterizar otras proteinas, tanto barriles TIM naturales como disenados, con el objetivo de
aumentar el nimero de miembros en cada grupo con un comportamiento diferencial en su

desplegamiento térmico.

Realizar estudios de dindmica molecular para estudiar el desplegamiento de los barriles TIM.
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Origen y evolucion del dominio Bacteria

Las relaciones filogenéticas de los seres vivos son motivo de controversia y no hay un acuerdo general
entre los diferentes autores. En la figura 67 se muestra un esquema de Ia historia evolutiva de los
seres vivos basado en las ideas de Cavalier-Smith (Cavalier-Smith, 2006a-b). Sequn este autor, la raiz
del arbol se situaria entre las bacterias gramnegativas, que serian los organismos mas antiguos
(existiendo desde hace 3, 500 millones de anos), mientras que Archaea y Eukarya serian

relativamente recientes (de hace sélo 900 millones anos).

El siguiente cladograma muestra mas en detalle los supertaxones a los que pertenecen las
bacterias y senala ademas las relaciones entre los distintos grupos bacterianos, de acuerdo con las

ideas de Cavalier-Smith (fiqura 67) (Cavalier-Smith, 2006).

Figura 67. Cladograma que muestra la relacion genética entre los distintos grupos bacterianos y su relacion con los
dominios Archaea y Eukarya. Se detallan los 3 supertaxones y los taxones incluidos en cada uno de ellos (modificado de:
Cavalier-Smith, 2006a-b).
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tobacteria (Chlorobacteria + Hadobacterig): [A] Bacteria gramnegativa con pared de
peptidoglicano; membrana externa carente de lipopolisacaridos; carencia de flagelos y endosporas;
movilidad por deslizamiento bacterial; biologia celular completamente desarrollada; presencia de
citocromo ¢, clorosomas y fotosintesis anoxigénica. [B] Surgimiento de Omp85 (un componente del
mecanismo de insercion de proteinas en la membrana externa); desarrollo de cuatro nuevas
catalasas; presencia de citocromo b; realizacion de fotosintesis oxigénica, que podria haberse
desarrollado en el antecesor comin de Hadobacteria y Cyanobacteria, aunque los primeros son

actualmente no fotosintéticos.

Glycobacteria (Cyanobacteria + Gracilicutes + Eurybacteria): [C] Surgimiento de la revolucion
glicobacteriana: bacteria gramnegativa con pared de peptidoglicano; membrana externa con
insercion de moléculas complejas de lipopolisacaridos; presencia de hopanoides (agentes reforzantes
de las membranas), acido diaminopimélico, TolC y TonB en la pared de peptidoglicano. [D]
Produccion de ficobilisomas (estructuras de antena fotosintéticas presentes Unicamente en
cianobacterias y en ciertas algas). [E] Origen de los flagelos. [F] Cuatro inserciones en diversas
proteinas: un aminodcido en Hsp60 y FtsZ y un dominio en las ARN polimerasas $ y . [G] Formacion

de endosporas.

Posibacteria (Endobacteria + Actinobacterig): [H] Bacteria grampositiva: hipertrofia de Ia
pared de peptidoglicano, pérdida de la membrana externa y origen de enzimas sortasas para enlazar
las proteinas periplasmaticas a la pared celular y asi evitar su pérdida. [I] Produccion de glicerol 1-P
deshidrogenasa (enzima que forma el glicerolfosfato de imagen especular al encontrado en los éter
fosfolipidos bacterianos y eucariotas y caracteristico de las arqueas). [J]] Origen de los proteasomas;

produccion de fosfatidilinositol.

Neomura (Archaea + Eukarya): [K] Surgimiento de la revolucion Neomura: el peptidoglicano
y las lipoproteinas son sustituidos por glicoproteinas. [L] Produccién de ADN girasa inversa (que

induce un superenrollamiento positivo en el ADN para aumentar su estabilidad térmica); presencia
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de lipidos éter isoprenoides en la membrana citoplasmatica. [M] Surgimiento de la fagotrofia;

adquisicion de mitocondrias; cambio en la estructura general de la célula.

El esquema anterior se basa en la estructura celular de los distintos seres vivos enfatizando
en la envoltura celular (membrana citoplasmatica, pared celular y membrana externa). Sequn este
criterio, el dominio Bacteria contiene organismos con dos tipos distintos de organizacion basica,
gramnegativa y grampositiva, donde también podemos subdividir a las gramnegativas en dos

subgrupos en funcion de la composicion de la membrana externa (Pearson et 4/, 2009).

Bajo esta clasificacion, se agrupan las bacterias en tres grandes supertaxones: Eobacteria,
Glycobacteria y Posibacteria. Las Eobacterias y Glycobacterias a su vez se clasifican en un
supergrupo, llamado Negibacteria (bacterias gramnegativas) quienes presentan dos membranas
lipidicas distintas, entre las que se localiza la pared celular, mientras que el resto de los organismos
presentan una Unica membrana lipidica. La hipotesis del citoplasma fuera describe un posible modelo
para la aparicion de las dos membranas en estas primeras bacterias. Dentro de este grupo podemos
distinguir dos subgrupos. Los subgrupos Eobacteria y Glycobacteria se distinguen por la composicion
de la membrana externa: los primeros presentan solo simples fosfolipidos mientras que los sequndos

presentan insercion de moléculas complejas de lipopolisacaridos (Puighd ef a/, 2010).

El tercer supertaxon, las Posibacterias (bacterias grampositivas), presentan una uUnica
membrana y una pared de peptidoglicano mucho mas gruesa. Se considera que las posibacterias
proceden de las Negibacterias, y no al revés, porque las primeras presentan caracteristicas
moleculares y ultraestructurales mas avanzadas. La pérdida de la membrana externa podria deberse
a la hipertrofia de la pared celular, que aumenta la resistencia de estos organismos, pero impide la
transferencia de lipidos para formar la membrana externa. Estos organismos fueron probablemente

los primeros que colonizaron el suelo (Dagan et a/, 2010).
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Archaea y Eukarya eventualmente tuvieron como origen una Posibacteria, a través de un
organismo Neomura que sustituyd la pared celular de peptidoglicano por otra de glicoproteina. A
continuacion, y casi inmediatamente, las arqueas se adaptaron a ambientes calientes y 3cidos,
reemplazando los lipidos acilo éster de las bacterias por lipidos prenil éter, y usando las
glicoproteinas como una nueva pared rigida. Los eucariontes, en cambio, usaron la nueva superficie
de proteinas como una capa flexible para desarrollar la fagocitosis, lo que los Ilevd en Ultima
instancia, a profundos cambios en la estructura de la célula (Cavalier-Smith, 2006a; Lake et 4/,

2009).

Filogenia y taxonomia del dominio Bacteria

Los fila bacterianos que se incluyen en el esquema evolutivo actualmente aceptado del dominio

Bacteria, son los siguientes (Cavalier-Smith, 2006a-b; Cicarelli et a/, 2006):

e Supertaxon Eobacteria

0 Taxon Chlorobacteria

»  Filo Chloroflexi (bacterias verdes no del azufre). Pequeno filo de bacterias
que realizan |a fotosintesis anoxigénica mediante bacterioclorofila, por lo
que no producen oxigeno. Su via de fijacion del carbono también difiere de
la de otras bacterias fotosintéticas. Son aerobias facultativas y tipicamente

filamentosas.

*  Filo Thermomicrobia. Pequeno filo de termafilos quimioheterdtrofos.
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0 Taxon Hadobacteria

e Filo Deinococcus-Thermus. Grupo de quimiorganotrofos extremofilos
altamente resistentes. Unas especies soportan el calor y el frio extremo,
mientras que otras son resistentes a la radiacion y a un gran nimero de

sustancias toxicas.

*  Supertaxon Glycobacteria

0 Taxon-Filo Cyanobacteria (algas verde-azuladas). El grupo mas importante de
bacterias fotosintéticas. Presentan clorofila y realizan la fotosintesis oxigénica. Son

unicelulares o coloniales filamentosas.
0 Taxon Gracilicutes

e Filo Spirochaetes. Bacterias quimioheterotrofas con forma alargada
tipicamente enrollada en espiral que se desplazan mediante rotacion.

Muchas producen enfermedades.

»  Filo Chlorobi (bacterias verdes del azufre). Es un pequeno filo de bacterias
fototrofas mediante bacterioclorofila y anaerobias obligadas. Una especie

es termofila y vive en fuentes hidrotermales.

»  Filo Bacteroidetes. Un extenso filo de bacterias con amplia distribucion en
el medio ambiente. Es un grupo heterogéneo que incluye aerobios obligados

o0 anaerobios obligados, comensales, parasitos y formas de vida libre.

* Filo Fibrobacteres. Pequeno filo que incluye muchas de las bacterias

estomacales que permiten |la degradacion de la celulosa en los rumiantes.
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Filo Proteobacteria. Es un grupo muy diverso y el sequndo mas extenso
entre las bacterias. Casi todas son heterdtrofas y muchas causantes de
enfermedades, pero los rizobios son simbiontes al realizar la fijacion de

nitrdgeno y las bacterias purpuras son fototrofas con bacterioclorofila.

Filo Aquificae. Un pequeno grupo de bacterias quimiolitotrofas, termofilas
o hipertermofilas. Se les encuentra en manantiales calientes, pozos

sulfurosos y fuentes hidrotermales ocednicas.
Filo Deferribacteres. Grupo de bacterias acuaticas anaerobias.

Filo Chrysiogenetes. Comprende una sola especie de quimiolitoautétrofo.
Tiene una bioquimica y una forma de vida Unicas: en vez de respirar oxigeno,

respira arseniato.

Filo Acidobacteria. Pequeno filo de bacterias acidofilas comunes en el suelo.

Incluye una bacteria fototrofa usando bacterioclorofila.

Filo  Planctomycetes. Bacterias principalmente acudticas aerobias
encontradas en agua dulce, salobre y marina. Su ciclo bioldgico implica la

alternancia entre células sésiles y flageladas. Se reproducen por gemacion.

Filo Chlamydiae. Un pequeno grupo de parasitos intracelulares obligados de

las células eucariotas.

Filo Lentisphaerae. Pequeno grupo de bacterias recientemente descubiertas

en aguas marinas y habitats terrestres anaerobios.

Filo Verrucomicrobia. Comprende bacterias terrestres, acuaticas y algunas

asociadas con huéspedes eucariotas.
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0 Taxon Eurybacteria

*  Filo Fusobacteria. Comprende un soélo género de bacterias heterdtrofas
anaerobias causantes de infecciones en humanos. Constituyen uno de los

principales tipos de flora del aparato digestivo.

e Filo Thermotogae. Un filo de hipertermofilos, anaerobios obligados,

heterotrofos fermentativos.

Supertaxon Posibacteria

0 Taxon Endobacteria

e Filo Dictyoglomi. Comprende una sola especie de hipertermdfilo,

quimioorganotrofo y aerobio.

e Filo Firmicutes. Es el grupo mas extenso y comprende a las bacterias Gram
positivas con contenido GC bajo. Se encuentran en diversos habitats,
incluyendo algunos patdgenos notables. Una de las familias, Heliobacteria,

obtiene su energia a través de la fotosintesis.

0 Taxon-filo Actinobacteria. Un extenso filo de bacterias Gram positivas de contenido

GC alto. Son comunes en el suelo aunque algunas habitan en plantas y animales,

incluyendo algunos patégenos.
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Algunas caracteristicas de las especies seleccionadas para analizar su TIM se describen a

continuacion:

1. Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans (antes Micrococcus radiodurans) es un microorganismo quimiorganotrofo
extremofilo altamente resistente a la radiacion, solo es superado en resistencia a la radiacion por la

arquea 7hermococcus gammatolerans.

Esta bacteria pertenece al supertaxon Eobacteria, filo: Deinococcus-Thermus, orden:
Deinococcales, familia: Deinococcaceae y género: Deinococcus (Brenner et a/, 2005). D. radiodurans
estd relacionada directamente con miembros de Chloroflexi, que en conjunto a este filo, se

consideran las bacterias mas primitivas (Cavalier-Smith, 2006a).

Figura 68. Micrografia de la bacteria Deinococcus radiodurans. Técnica: microscopia electrdnica de transmision con
modificacion de color por computadora. Fuente: http://www.emsl.pnl.gov

D. radiodurans tine como grampositiva, pero la composicion de la pared (y el nimero de

membranas) es del tipo de gramnegativas; la razon de esta tincion “anormal” se debe a que la
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composicion quimica de su pared es distinta, lo que provoca la captacion del primer colorante, y
aunque la capa de peptidoglicano es delgada, su composicion permite la fijacion de dicho colorante
y su observacion como grampositiva, a pesar de que morfoldgicamente parezca mas una bacteria

gramnegativa (figura 68).

Algunas propiedades estructurales y fisioldgicas de este microorganismo son: su membrana
externa carece de lipopolisacaridos, posee la proteina Omp85 (un componente clave en la evolucion
bacteriana, ya que indica que esta bacteria posee el mecanismo de insercion de proteinas en I3
membrana externa. La bacteria carece de flagelos y endosporas y su movilidad es realizada por

deslizamiento (tipo gliding).

D. radiodurans presenta citocromo ¢, clorosomas y realiza fotosintesis anoxigénica. Otra
caracteristica relevante del microorganismo es su alta resistencia a la radiacion: mientras que una
dosis de 10 Gy es suficiente para matar a un ser humano, y una dosis de 60 Gy es capaz de matar
todas células en una colonia de & coli, D. radiodurans puede resistir una dosis instantanea de hasta
5000 Gy sin pérdida de viabilidad, y dosis de hasta 15000 Gy con un 37% de pérdida de viabilidad.
Ademas, puede sobrevivir en condiciones de calor, frio, deshidratacion, vacio y acido (Mattimore y
Battista, 1996). La bacteria se ha utilizado en biorremediacion para consumir y digerir disolventes y

metales pesados, incluso en espacios altamente radiactivos (Brim et a/, 2000).
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2. Nostoc punctiforme

Es una bacteria gramnegativa cocoide de color verdoso; forma colonias esféricas compuestas de
filamentos (tricomas). Pertenece al supertaxon Glicobacteria, filo: Cianobacteria, orden: Nostocales,
familia: Nostocacea y género: Nostoc (Brenner ez a/, 2005). Sus colonias son esféricas de superficie
lisa sobre el agar, de aspecto mucilaginoso y de color desde verde oliva a verde oscuro casi negro. Al
microscopio se observan masas densas de filamentos envueltos en una vaina. Células casi esféricas
con un didmetro medio 4.3 um, con heterocistos sobresaliendo de esas masas, semiesféricos y con

un didmetro de 4.2 um y una longitud de 3um (figura 69) (Rbbot ez a/, 1989).

Figura 69. Micrografia de un filamento de la bacteria Nostoc punctiforme. Técnica: microscopia de contraste de fases.
Fuente: http://www.ccala.butbn.cas.cz

Algunas caracteristicas de esta bacteria son: contiene clorofilas tipo a y b, asi como
ficobilisomas, es capaz de realizar fotosintesis oxigénica, lo cual permitid la formacion de una
atmosfera oxidante. Presenta ademas los heterocistes, que contienen la maquinaria de fijacion del
nitrogeno. Evolutivamente, son los primeros organismos después de la revolucion glicobacteriana
que dio surgimiento a las bacterias gramnegativas con pared de peptidoglicano, ademas se cree que
dio origen por endosimbiosis a los plastos. Sumembrana externa presenta inserciones de moléculas
complejas de lipopolisacaridos ademas de hopanoides (agentes reforzantes de las membranas)

(Cavalier-Smith, 2006a-b).
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3. Gemmata obscuriglobus

Es una bacteria perteneciente al supertaxon Glicobacteria, filo: Planctomycetes, orden:
Planctomycetacia, familia: Planctomycetaceae y género: Gemmata. Tienen forma de ovoide que se
une a una especie de talloy se reproduce por gemacion. El ciclo bioldgico implica la alternancia entre

células sésiles y flageladas (Brenner et a/, 2005).

Figura 70. Micrografia de la bacteria Gemmata obscuriglobus. Técnica: microscopia electronica de transmision con
modificacion de color por computadora -en verde se muestran algunos compartimentos asociados a membranas
internas y en morado se indica el ADN bacteriano-. Fuente: http://www.emsl.pnl.gov

Entre sus caracteristicas metabodlicas y estructurales relevantes se encuentran:
estructuralmente contiene una region del ADN que estd separado del resto de la célula por dos
membranas nucleares (figura 70), ademas hay otros dos compartimientos separados por
membranas: riboplasma (o pirelulosoma) que contiene ribosomas con las proteinas asociadas y
parifoplasma que no contiene ribosomas. Carece de mureina en su pared celular, en su lugar, las
paredes se componen de una glicoproteina rica en glutamato y lipidos Ilamados “ladderanos”.
Algunos genes esenciales de |a bacteria no se organizan en operones, posee genes que son similares
a los que poseen los organismos eucariontes como |a integrina alfa-V. Todas estas caracteristicas la

hacen interesante en cuanto a su relevancia evolutiva (Fuerst y Weeb, 1991).
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4. Rzotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa quimiorganotrofica. Pertenece al supertaxon
Glicobacteria, filo: Proteobacteria, clase: Gammaproteobacteria, orden: Pseudomonadales, familia:

Pseudomonadaceae, género: Azotobacter (Brenner ef 4/, 2005).

Figura 71. Micrografia de la bacteria Azotobacter vinelandii en estado quiste. Técnica: microscopia electronica de
transmision. Fuente: http://www.emsl.pnl.gov

Se reproduce por fision binaria, vive en suelos y en sistemas de agua dulce y salada, presenta
células ovoides y grandes de 1,5 a 2 um de diametro, pleomorficas, variando su morfologia desde
bacilos hasta cocos. A. vinelandii es poliploide (posee varias copias de su cromosoma) (Wong y Yao,

1994).

Las capacidades metabdlicas y genéticas por las que A. vinelandii ha sido y es objeto de
estudio son: fija nitrdgeno atmosférico en presencia de oxigeno por tres sistemas diferentes de
nitrogenasas. Posee mecanismos de proteccion de I3 nitrogenasa. Posee una alta capacidad
respiratoria que en condiciones diazotroficas o de fijacion de nitrogeno es hasta 10 veces mas alta
que la de £ coli. Produce dos polimeros de uso industrial: el polisacarido extracelular alginato y el
poliésterintracelular polihidroxibutirato. Sufre un proceso de diferenciacion morfoldgica para formar
quistes resistentes a la desecacion (figura 71). Evolutivamente es de las primeras bacterias con

flagelos y proteinas transportadoras en membrana (http://www.azotobacter.org/).
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5. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es una bacteria anaerdbica grampositiva, inmovil y formadora de esporas
(figura 72) que se encuentra en los intestinos de los seres humanos y de varios animales
homeotermos, en el suelo, en el agua, en los alimentos (sobre todo en las carnes que no estan bien
cocinadas), entre otros. Pertenece al supertaxdn Posibacteria, filo: Firmicutes, clase: Clostridia,

orden: Costridiales, familia: Clostridiaceae y género: Clostridium (Brenner et 4/, 2005).

Figura 72. Micrografia de la bacteria Clostridium perfringens. Técnica: microscopia electrénica de barrido con
modificacion de color por computadora —en rosa se indican los bacilos bacterianos y en amarillo se indica el biofilm
producido por las bacterias-. Fuente: www.emsl.pnl.gov

Esta bacteria produce toxinas que pueden causar enfermedades como la enteritis necrotica
o la gangrena gaseosa. En la gangrena qaseosa, (lostridium perfringens provoca destruccion en los
tejidos infectados si persiste. Esto es provocado por la liberacion de exoenzimas especificos que
atacan a las moléculas constituyentes de los tejidos de animales: fosfolipasas, hemolisinas,
colagenasas, proteasas, que provocan la putrefaccion del tejido acompanada de una produccion de
gas, Y de ahi su nombre ("gaseosa") (Brook, 2007). Evolutivamente es de las primeras bacterias
donde existe hipertrofia de |a pared de peptidoglicano y pérdida de la membrana externa, generando

al grupo de las grampositivas, ademas forma endosporas (Wells y Wilkins, 1996).
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6. Streptomyces coelicor

Streptomyces coelicor es una bacteria perteneciente al género mas extenso de actinobacterias. Se
encuentra predominantemente en suelos y en la vegetacion descompuesta. Se distinguen por el olor
a "tierra himeda” que desprenden, resultado de la produccion de un metabolito volatil, la geosmina.
Pertenece al supertaxon Posibacteria, filo: Actinobacteria, orden: Actinomycetales, suborden:
Streptomycineae, familia: Streptomycetaceae y género: Streptomuyces (Brenner ef 4/, 2005). El
genoma completo de S. coelicolorA3, fue publicado en 2002. En esa fecha era el genoma bacteriano

mas grande conocido (Bentley ef a/, 2002).

Figura 73. Micrografia de la bacteria Streptomyces coelicolor. Técnica: microscopia electronica de barrido -se puede
identificar la morfologia cocdcea caracteristica de la bacteria y los filamentos producidos por las mismas-. Fuente:
http://www jic.ac.uk

Esta bacteria presenta caracteristicas de coco grampositivo, aerobio, no mavil, no productor
de esporas. Su crecimiento es en colonias filamentosas y ciclo celular lento (figura 73; Brenner et 4/,
2005). Estructuralmente su ADN tiene contenido de G-C alto y un Unico cromosoma lineal (Bentley
et a/, 2002). Evolutivamente, son las primeras bacterias que presentan proteosomas y sintesis de
fosfatidilinositol. Pertenece al grupo de bacterias que son ancestros del organismo Neomura, origen
de los eucariontes y arqueas. Biotecnoldgicamente se utiliza para la produccion de metabolitos
secundarios como antibidticos e inmunosupresores, ademas se ha utilizado como un organismo para

la expresion de proteinas en sistemas heterélogos (Watve ef g/, 2001).
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7. Moritella marina

Moritella marina, antes llamada Vibrio marinus, es un anaerdbico facultativo gramnegativo con una
morfologia de bacilos curvados o rectos. La bacteria es movil por flagelos polares, es convexa, opaca,
de color crema, halofila y no pigmentada (figura 74). Su crecimiento 6ptimo es a bajas temperaturas,
inferiores a los 17 grados (Felter et a/, 1969). El nombre Vibrio deriva de los descubrimientos del
médico italiano Filippo Pacini, que en 1854 aisld microorganismos del intestino de pacientes con

colera, los que Ilamé “vibriones”, por su motilidad.

Figura 74. Micrografia de la bacteria Moritella marina. Se puede notar la presencia de su flagelo polar, lo cual le permite
movilidad. Fuente: http://deskuenvis.nic

Bioquimicamente se caracterizan por dar positivo en las pruebas de la catalasa y de la
oxidasa, también dan negativo en la adenina dihidrolasa, y positivo en la ornitina descarboxilasa.
Vibrio cholerae concretamente es sacarosa y manitol positivo y nitrato reductasa positivo (Brenner
et al, 2005). Su metabolismo es fermentativo; pueden fermentar, entre otros sustratos, la glucosa
y ademas no forma esporas en su ciclo de vida. Soporta bien los medios alcalinos, asi como las

concentraciones salinas (Brook, 2007).
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8. Thermus thermophilus

Thermus thermophilus es una eubacteria gramnegativa utilizada en una gran variedad de
aplicaciones en biotecnologia, incluyéndolo como organismo modelo en la manipulacion genética,
genomica estructural y biologia de sistemas. La bacteria es un termofilo extremo, con una
temperatura de crecimiento optimo a una temperatura de unos 65 °C. 7hermus thermophilus fue
aislado originalmente en un ambiente de fumarolas hidrotermales en Japdn por Tairo Oshima y
Kazutomo Imahori (figura 75; Oshima e Imahori, 1974). También se ha visto que el organismo es
importante en la degradacion de materia organica en |a fase termogénica del compostaje (Beffa et

al, 1996).

La maquinaria bioldgica de estos organismos tiene una estabilidad superior a otros
organismos debido al medio ambiente en que tienen que vivir. En general, los termofilos son
anaerobios que pueden vivir en el ambiente caliente con baja solubilidad de oxigeno debido a la
temperatura, con la excepcion de 7hermus, que son quimioorganotroficos aerdbicos (Brenner ef a/,
2005). Una de las aplicaciones de este microorganismo es que su rTth ADN polimerasa es una
polimerasa recombinante de ADN termoestable con una actividad 6ptima a 70-80 °C, utilizada en
algunas aplicaciones de la PCR. La enzima posee una eficiente actividad como transcriptasa inversa

en presencia de manganeso (Myers y Gelfand, 1991).

Figura 75. Micrografia de la bacteria 7hermus thermophilus. Se puede notar la forma alargada de sus células, caracteristica
de esta especie. Fuente: http://www.thermus.org
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APENDICE C

A continuacion se presentan las secuencias de las proteinas estudiadas en el presente trabajo:

1. Barriles TIM naturales:

>Azotobactervinelandii
MKRKQVIGNWKMNGDLAANRRLLDELLPSLAALDGVELAVCPPFPYLAQVAALLEGSGVALGAQNLNVAAKGAFTGEVSAGMLG
ELGCRYVLVGHSERRSLYGECDETVAEKFAVALRAGLVPVLCVGETLAQRRQGRTEALVSAQLQAVLRRSGIEGLAAGVIAYEPVWAI
GNGETASPEQAQAVHRHIRDLLAQHDPARGVATPILYGGSVKADNAAALFAQPDIDGGLIGGASLEAAAFAARICQAAAR

>Clostridiumperfringens
MRTPIIAGNWKMHYTIDEAVKLVEELKPLVKDAKCEVVVCPTFVCLDAVKKAVEGTNIKVGAQNMHFEEKGAFTGEIARPRMLEAMNI
DYVIIGHSERREYFNETDETCNKKVKAAFAHNLTPILCCGETLEQRENGTTNDVIKAQITADLEGLTKEQAEKVVIAYEPIWAIGTGKTA
TSDOQANETIAARIRAMVAEMFGQEVADKVRIQYGGSVKPNTIAREQMAKSDIDGALVGGASLVAARDFAQIVNY

>Deinococcusradiodurans
MQTLLALNWKMNKTPTEARSWAEELTTKYAPAEGVDLAVLAPALDLSALAANLPAGIAFGGQDVSAHESGAYTGEISAAMLKDAG
ASCVWVGHSERREYHDESDATVAAKARQAQANGLLPIVCVGENLDVRERGEHVPQTLAQLRGSLEGVGADVVVAYEPVWAIGTGKT
ATADDAEELAAAIRGALREQYGARAEGIRVLYGGSVKPENIAEICGKPNVNGALVGGASLKVPDVLGMLDALR

>Entamoebahistolytica
MSARKFWGGNWKCNGTLASIETLTKGVAASVDAELAKKVEVIVGVPFIYIPKVQQILAGEANGANILVSAENAWTKSGAYTGEVHV
GMLVDCQVPYVILGHSERRQIFHESNEQVAEKVKVAIDAGLKVIACIGETEAQRIANQTEEVVAAQLKAINNAISKEAWKNIILAYEPV
WAIGTGKTATPDQAQEVHQYIRKWMTENISKEVAEATRIQYGGSYNPANCNELAKKADIDGFLVGGASLDAAKFKTIINSVSEKF

>Escherichiacoli
MRHPLVMGNWKLNGSRHMVHELVSNLRKELAGVAGCAVAIAPPEMYIDMAKREAEGSHIMLGAQNVDLNLSGAFTGETSAAML
KDIGAQYIIIGHSERRTYHKESDELIAKKFAVLKEQGLTPVLCIGETERENEAGKTEEVCARQIDAVLKTQGAARAFEGAVIAYEPVWAIG
TGKSATPAQAQAVHKFIRDHIAKVDANIAEQVIIQYGGSYVNASNAAELFAQPDIDGALVGGASLKADAFAVIVKAAREAAKQA

>Gallusgallus
MAPRKFFVGGNWKMNGDKKSLGELIHTLNGAKLSADTEVVCGAPSIYLDFARQKLDAKIGVARQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIG
ARWVILGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKAIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKT
ATPQQAQEVHEKLRGWLKSHVSDAVAQSTRIYGGSVTGGNCKELASQHDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKH
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>Gemmataobscuriglobus
MPTRKKFVAGNWKMNTTLAEAKALGAAVAKGVTDDRVTVAVFPPYPWLTAVGEVLKGSPVALGAQDVSSEKKGAFTGEVSPAML
LETGCKYALIGHSERRHIIGESETFINHKVHTALEEGLSVLCMGETLAERERGLQERVFQRQVYAARCAGLTDEQFGRIVIAYEPVWAI
GTGKVATPEQARQEAHAFVRSKLRLLYGDKIADSTPIVYGGSVTPDNTVGLMSQPDVDGALVGGASLKADSFLAIVKAAG

>Geobacillusstearothermophilus
MRKPIIAGNWKMHKTLAEAVQFVEDVKGHVPPADEVISVWCAPFLFLDRLVQARDGTDLKIGAQTMHFADQGAYTGEVSPVMLKDL
GVTYVILGHSERRQMFAETDETVNKKVLAAFTRGLIPIICCGESLEEREAGQTNAVVASQVEKALAGLTPEQVKQAVIAYEPIWAIGTG
KSSTPEDANSVCGHIRSVVSRLFGPEAAEAIRIQYGGSVKPDNIRDFLAQQQIDGPLVGGASLEPASFLOLVEAGRHE
>Giardiaintestinalis
MPARRPFIGGNFKCNGSLDFIKSHVAARIAAHKIPDSVDVVIAPSAVHLSTAIAANTSKQLRIARQNVYLEGNGAWTGETSVEMLQD
MGLKHVIVGHSERRRIMGETDEQSAKKAKRALEKGMTVIFCVGETLDERKANRTMEVNIAQLEALGKELGESKMLWKEWIAYEPY
WSIGTGVVATPEQAEEVHVGLRKWFAEKVCAEGAQHIRIIYGGSANGSNCEKLGQCPNIDGFLVGGASLKPEFMTMIDILTKTRT

>Helicobacterpylori
MTKIAMANFKSAMPIFKSHAYLKELEKTLKPQHFDRVFVFPDFFGLLPNSFLHFTLGVONAYPRDCGAFTGEITSKHLEELKIHTLLIG
HSERRTLLKESPSFLKEKFDFFKSKNFKIVYCIGEELTTREKGFKAVKEFLSEQLENIDLNYPNLWAYEPIWAIGTKKSASLEDIYLTHG
FLKQILNQKTPLLYGGSVNTQNAKEILGIDSVDGLLIGSASWELENFKTIISFL

>Homosapiens
MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVAARQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKD
CGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTG
KTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ

>Leishmaniamexicana
MSAKPQPIARRANWKCNGTTASIEKLVQVFNEHTISHDVQCVVAPTFVHIPLVQAKLRNPKYVISAENAIAKSGAFTGEVSMPILKDIG
VHWVILGHSERRTYYGETDEIVAQKVSEACKQGFMVIACIGETLQQREANQTAKVVLSQTSAIARKLTKDAWNQVVLAYEPVWAIGT
GKVATPEQAQEVHLLLRKWVSENIGTDVAAKLRILYGGSVNAANAATLYAKPDINGFLVGGASLKPEFRDIIDATR

>Moritellamarina
MRHPVVMGNWKLNGSKEMVVDLLNGLNAELEGVTGYDVAVAPPALFVDLAERTLTEAGSAIILGAQNTDLNNSGAFTGDMSPAM
LKEFGATHIIIGHSERREYHAESDEFVAKKFAFLKENGLTPVLCIGESDAQNEAGETMAVCARQLDAVINTQGVEALEGAIIAYEPIWA
IGTGKAATAEDAQRIHAQIRAHIAEKSEAVAKNWIQYGGSVKPENAAAYFAQPDIDGALVGGAALDAKSFAAIAKARAEAKA

>Mycobacteriumtuberculosis
MSRKPLIAGNWKMNLNHYEAIALVQKIAFSLPDKYYDRVDVAVIPPFTDLRSVQTLVDGDKLRLTYGAQDLSPHDSGAYTGDVSGAF
LAKLGCSYVWGHSERRTYHNEDDALVAAKAATALKHGLTPIVCIGEHLDVREAGNHVAHNIEQLRGSLVGLLAEQIGSVVIAYEPVW
AIGTGRVASAADAQEVCAAIRKELASLASPRIADTVRVLYGGSVNAKNVGDIVAQDDVDGGLVGGASLDGEHFATLARIAAGGPLP

>Nostocpunctiforme
MRKIVIAGNWKMFKTQARETQEFLQGFLPHLEETPQGREVILCPPFTDLSVLSKTLHGSLIQLGAQNIHWEEFGAYTGEISGPMLTESG
VRFVIVGHSERRQYFGETDATVNLRLRTAQRFGLTPILCVGETKQQRDAGETESLIALQLDKGLVDIDQNNLVIAYEPIWAIGTGETCE
AVEANRIIGLIRSQLSNPNVSIQYGGSVKPNNIDEIMAQPEIDGVLVGGASLEPESFARIVNFHLY
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>Qryctolaguscuniculus
MAPSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNAARKVPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVARQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKD
CGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGOKVAHALSEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTG
KTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ

>Plasmodiumfalciparum
MARKYFVARNWKCNGTLESIKSLTNSFNNLDFDPSKLDVVVFPVSVHYDHTRKLLQSKFSTGIQNVSKFGNGSYTGEVSAEIAKDLNI
EYVIIGHFERRKYFHETDEDVREKLQASLKNNLKAVVCFGESLEQREQNKTIEVITKQVKAFVDLIDNFDNVILAYEPLWAIGTGKTATP
EQAQLVHKEIRKIVKDTCGEKQANQIRILYGGSVNTENCSSLIQQEDIDGFLVGNASLKESFVDIIKSAM

>Saccharomycescerevisiae
MARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNTASIPENVEVICPPATYLDYSVSLVKKPQVTVGAQNAYLKASGAFTGENSVDQIKDVGA
KWVILGHSERRSYFHEDDKFIADKTKFALGQGYGVILCIGETLEEKKAGKTLDVVERQLNAVLEEVKDWTNVVVAYEPVWAIGTGLAA
TPEDAQDIHASIRKFLASKLGDKAASELRILYGGSANGSNAVTFKDKADVDGFLVGGASLKPEFVDIINSRN

>Streptomycescoelicolor
MTTRTPLMAGNWKMNLNHLEAIAHVQKLAFALADKDYDAVEVAVLAPFTDLRSVQTLYDGDKLKIKYGAQDISAHDGGAYTGEIS
GPMLAKLKCTYVAVGHSERRQYHAETDEIVNAKVKAAYKHGLTPILCVGEELDVREAGNHVEHTLAQVEGGLKDLAREQARESWVIAY
EPVWAIGTGKVCGADDAQEVCAARIRGKLAELYSQELADKVRIQYGGSVKSGNVAEIMAKPDIDGALVGGASLDSDEFVKIVRFRDQ

>Susscrofa
MAPARKFFVGGNWKMNGRKNNLGELINTLNAAKLPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVARQNCYKVANGAFTGEIGPGMIK
DLGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNVKDWNKVVLAYEPVWAIGT
GKTATPQQAQEVHEKLRGWLKTHVPEAVAHSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFRVSGASLKPEFVDIINAK

>Taeniasolium
MTRKLFVGGNWKMNGSYSHINTFFDTLQKADTDPNADIVIGVPACYLKYAQDKAPKGIKIARENCYKVGSGAFTGEISTEMIKDCGC
EWVILGHSERRHIFGESNELIGEKVKHALDSGLNVIPCIGELLSEREAGKTNDVCFAQMDAIAKNVPSKEAWDKVVIAYEPVWAIGTG
KTATPAQAQEVHKVVRDWIRKHVDAGIADKVRILYGGSVTASNAKDLGTQPDVDGFLVGGASLKPDFITIINARR

>Thermusthermophilus
MRRVLVAGNWKMHKTPSEARVWFAELKRLLPPLQSEAAVLPAFPILPVAKEVLAETQVGYGAQDVSAHKEGAYTGEVSARMLSDL
GCRYAIVGHSERRRYHGETDALVAEKAKRLLEEGITPILCVGEPLEVREKGEAVPYTLRQLRGSLEGVEPPGPEALVIAYEPVWAIGTG
KNATPEDAEAMHQEIRKALSERYGEAFASRVRILYGGSVNPKNFADLLSMPNVDGGLVGGASLELESFLALLRIAG

>Trichomonasvaginalis(lle45var)
MRTFFVGGNWKANPKTVEEAEKLIEMLNGAKVEGNVEVVVAAPFIFLPTLQQKLRKDWKVSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSFGI
EWTILGHSERRDILKEDDEFLAAKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTGKY
ASTQDAQEMCKVIRDILARKVGADIANKVRILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEPGFINIVNSNVHSK

>Trichomonasvaginalis(Val45var)
MRTFFVGGNWKANPKTVQEAEKLVEMLNGAKVEGNVEVVWAAPFVFLPTLQQKLRKDWKVSAENVFTKPNGAFTGEVTVPMIKSF
GIEWTILGHSERRDILKEDDEFLAARKAKFALENGMKIIYCCGEHLSEREAGKASEFVSAQIEKMIPAIPAGKWDDVVIAYEPIWAIGTG
KVASTQDAQEMCKVIRDILAAKVGADIANKVRILYGGSVKPNNCNELAACPDVDGFLVGGASLEAGFINIVNSNVHSK
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>Trypanosomabrucei
MSKPQPIAARANWKCNGSQQSLSELIDLENSTSINHDVQCWASTFVHLAMTKERLSHPKFVIARQNAIAKSGAFTGEVSLPILKDFG
VNWIVLGHSERRAYYGETNEIVADKVARAVASGFMVIACIGETLQERESGRTAVVVLTQIAAIAKKLKKADWAKVVIAYEPVWAIGTG
KVATPQQAQEAHALIRSWVSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVNGFLVGGASLKPEFVDIIKATQ

>Trypanosomacruzi
MASKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIETLNAATFDHDVQCVVAPTFLHIPMTKARLTNPKFQIAAQNAITRSGAFTGEVSLQILKDY
GIKWVVLGHSERRLYYGETNEIVAEKVAQACAAGFHVIVCVGETNEEREAGRTAAWLTQLAAVAQKLSKERWAHVVIAYEPVWAIG
TGKVATPQQAQEVHELLRRWVRSKLGADIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDINGFLVGGASLKPEFVEIIEATK

2. Barriles TIM disefados de novo:

>sTIM11
DKDEAWKCVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEARWKKGADILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGA
DILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKE
AWKKGADILICDAT

>sTIM11-SS
DKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGA
DILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKE
AWKKGADILIVDAT

>ReTIM1
DKDEAWKQVEQLRREGATQIVYISDDWRDLKEAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIWYISDDWRDLKEAVKKGGDV
LIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIVYISDDWRDLKEAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIWYISDDWRDLKEAVK
KGGDVLIVDAT

>ReTIM2
DKDEAWKQVEQLRREGATQIVYQSDDWRDLKEAVKKGGDILMYDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIMYISDDWRDLKEARVKKGGD
FLVWDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIVYQSDDWRDLKEAVKKGGDILMVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIMYISDDWRDLKE
AVKKGGDFLVVDAT

>ReTIM3
DKDEAWKQVEQLRREGATQIMYVSDDWRDLKEAVKKGGDSLLYDATDKDEAWKQVEQLRREGATQILYKSDDWRDLKEAVKKGGD
TLVVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIMYVSDDWRDLKEAVKKGGDSLLYDATDKDEAWKQVEQLRREGATQILYKSDDWRDLKE
AVKKGGDTLVVDAT

>ReTIM4
DKDEAWKQVEQLRREGATQIMYFSDDWRDLKEARVKKGGDLLVWDATDKDEAWKQVEQLRREGATQILYISDDWRDLKEARVKKGGDI
LLVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIMYFSDDWRDLKEARVKKGGDLLVVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQILYISDDWRDLKERY
KKGGDILLVDAT
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Apéndice C

>ReTIM5
DKDEAWKQVEQLRRLGATQIAYRSDDWRDLREAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRRLGATQIAYRSDDWRDLREAVKKGGDI
LIVDATDKDEAWKQVEQLRRLGATQIAYRSDDWRDLREAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRRLGATQIAYRSDDWRDLREAY
KKGGDILIVDAT

>ReTIM6
DKDEAWKQVEILRRLGAKQIARYRSDDWRDLQEALKKGADILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLOEALKKGADILI
VDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLQEALKKGADILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLQEALKK
GADILIVDAT

>ReTIM7
DKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLDEARKKGADILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLDEARKKGADIL
IVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLDEARKKGADILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIAYRSDDWRDLDEARKK
GADILIVDAT

>ReTIM8
DVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILI
VDATDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKERVKKG
GDILIVDAT

>ReTIM9
DPDEAQKQVEQLRREGATQIAIRSDDWRYLKEAVKKGGDILIVDATDPDEAQKQVEQLRREGATQIAIRSDDWRYLKEAVKKGGDILI
VDATDPDEAQKQVEQLRREGATQIARIRSDDWRYLKEAVKKGGDILIVDATDPDEAQKQVEQLRREGATQIAIRSDDWRYLKEAVKKG
GDILIVDAT

>ReTIM10
DSDEAIKQVEQLRREGATQIAVRMDDWRKLKEAVKKGGDILIVDATDSDEAIKQVEQLRREGATQIAVRMDDWRKLKEAVKKGGDILI
VDATDSDEAIKQVEQLRREGATQIAVRMDDWRKLKERVKKGGDILIVDATDSDEAIKQVEQLRREGATQIAVRMDDWRKLKEAVKK
GGDILIVDAT

>ReTIM11
DDKDEAWKMVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDKDEAWKMVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKERWKKG
ADILIVDATDKDEAWKMVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDKDEAWKMVEQLRREGATQIAYRSDDWRDL
KEAWKKGADILIVDAT

>ReTIM12
DPDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDPDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGA
DILIVDATDPDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATDPDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKE
AWKKGADILIVDAT

>ReTIM13
DKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDPRDLKEAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDPRDLKEAVKKGGDIL
IVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDPRDLKEAVKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDPRDLKEAVKK
GGDILIVDAT
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Apéndice C

>ReTIM14
DKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDRTDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGA
DILIVDRTDKDEAWKQVEQLRREGATQIARYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDRTDKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKE
AWKKGADILIVDRT

>ReTIM15
DCKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAVKKGGDILIVDATCKDEAWKQVEQLRREGATQIARYRSDDWRDLKEAVKKGG
DILIVDATCKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAVKKGGDILIVDATCKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKERA
VKKGGDILIVDTPC

>ReTIM16
DCAARRKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATAKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWRDLKEAW
KKGADILIVDATAKDEAWKQVEQLRREGATQIARYRSDDWRDLKEAWKKGADILIVDATAKDEAWKQVEQLRREGATQIAYRSDDWR
DLKEAWKKGADILIVDATVDATC

>ReTIM17
DVDEMLKQVEQLRREGATQIVVISDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEQLRREGATQIWVISDDWRILKEAVKKGGDVLIV
DATDVDEMLKQVEQLRREGATQIVVISDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEQLRREGATQIWVISDDWRILKEAVKKGGD
VLIVDAT

>ReTIM18
DVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILOEALKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDILIV
DATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDI
LIVDAT

>ReTIM19
DVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILDEARKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILDEARKKGGDILIV
DATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILDEARKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILDEARRKKGGD
ILIVDAT

>ReTIM20
DVDEMLKMVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDRTDVDEMLKMVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILI
VDRTDVDEMLKMVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDRTDVDEMLKMVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKG
GDILIVDRT

>ReTIM21
DPDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDPDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILI
VDATDPDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDATDPDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKG
GDILIVDAT

>ReTIM22
DVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILI
VDRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKEAVKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIAVRSDDWRILKERVKKG
GDILIVDRT

247



Apéndice C

>ReTIM23
DKDEAWKQVEILRRLGAKQIVYISDDWRDLQEALKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIWYISDDWRDLQEALKKGGDVLI
VDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIVYISDDWRDLQEALKKGGDILIVDATDKDEAWKQVEILRRLGAKQIWYISDDWRDLOEALKKG
GDVLIVDAT

>ReTIM24
DVDEMLKQVEILRRLGAKQIVVISDDWRILOEALKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIWVISDDWRILQEALKKGGDVLIVD
ATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIVVISDDWRILQEALKKGGDILIVDATDVDEMLKQVEILRRLGAKQIWVISDDWRILQEALKKGGDVLI
VDAT

>ReTIM25
DVDEMLKQVEILRRLGAKQIVVISDDWRILQEALKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIWVISDDWRILQEALKKGGDVLIVD
RTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIVVISDDWRILQEALKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIWVISDDWRILQEALKKGGDVLI
VDRT

>ReTIM26
DVDEMLKQVEQLRREGATQIVVISDDWRILKEAVKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIWVISDDWRILKERVKKGGDVLIV
DRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIVVISDDWRILKERVKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEQLRREGATQIWVISDDWRILKEAVKKGGD
VLIVDRT

>ReTIM27
DVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDILIV
DRTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILQEALKKGGDILIVDRTDVDEMLKQVEILRRLGAKQIAVRSDDWRILOEALKKGGDI
LIVDRT

>ReTIM28
DKDEAWKQVEILRRLGAKQIVYISDDWRDLQEALKKGGDILIVDRTDKDEAWKQVEILRRLGAKQIWYISDDWRDLQEALKKGGDVLI
VDRTDKDEAWKQVEILRRLGAKQIVYISDDWRDLQEALKKGGDILIVDRTDKDEAWKQVEILRRLGAKQIWYISDDWRDLQEALKKG
GDVLIVDRT
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Heélices alfa
Estructura no repetitiva
Hebras beta

il
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A
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E
E
E
E
4
E
L
L
L
£
E
E
E
E
E
E
E
E
E
L
L
E
E
E
L
L
L
E
L
L

Proteina
sTIM11
STIM11-SS (ReTIM0)
ReTIM1
ReTIM2
ReTIM3
ReTIM4
ReTIM5
ReTIM6
ReTIM7
ReTIM8
ReTIM9
ReTIM10
ReTIM11
ReTIM12
ReTIM13
ReTIM14
ReTIM15
ReTIM16
ReTIM17 (ReTIM1 + ReTIM8)
ReTIM18 (ReTIM6 + ReTIM8)
ReTIM19 (ReTIM7 + ReTIM8)
ReTIM20 (ReTIM11 + ReTIM8)
ReTIM21 (ReTIM12 + ReTIM8)
ReTIM22 (ReTIM14 + ReTIM8)
ReTIM23 (ReTIM1 + ReTIM6)
ReTIM24 (ReTIM1 + ReTIMG + ReTIM8)
ReTIM25 (ReTIM24 + ReTIM14)
ReTIM26 (ReTIM17 + ReTIM14)
ReTIM27 (ReTIM18 + ReTIM14)
ReTIM28 (ReTIM23 + ReTIM14)

Nota: sdlo se muestra la secuencia de la mitad del barril ya que, como las proteinas disefiadas son simétricas, con esa
parte se puede reconstruir la secuencia total para cada una de las ReTIMs.
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1. Introduction

Reversibility and two state behaviour in the
thermal unfolding of oligomeric TIM barrel
proteinsti

Sergio Romero-Romero,® Miguel Costas,” Adela Rodriguez-Romero® and
D. Alejandro Fernadndez-Velasco*®

Temperature is one of the main variables that modulate protein function and stability. Thermodynamic studies
of oligomeric proteins, the dominant protein natural form, have been often hampered because irreversible
aggregation and/or slow reactions are common. There are no reports on the reversible equilibrium thermal
unfolding of proteins composed of (B/a)g barrel subunits, albeit this “TIM barrel” topology is one of the most
abundant and versatile in nature. We studied the eponymous TIM barrel, triosephosphate isomerase (TIM),
belonging to five species of different bacterial taxa. All of them were found to be catalytically efficient dimers.
The three-dimensional structure of four enzymes was solved at high/medium resolution. Irreversibility and
kinetic control were observed in the thermal unfolding of two TIMs, while for the other three the thermal
unfolding was found to follow a two-state equilibrium reversible process. Shifts in the global stability
curves of these three proteins are related to the organismal temperature range of optimal growth and
modulated by variations in maximum stability temperature and in the enthalpy change at that temperature.
Reversibility appears to correlate with the low isoelectric point, the absence of a residual structure in the
unfolded state, small cavity volume in the native state, low conformational stability and a low melting
temperature. Furthermore, the strong coupling between dimer dissociation and monomer unfolding may
reduce aggregation and favour reversibility. It is therefore very thought-provoking to find that a common
topological ensemble, such as the TIM barrel, can unfold/refold in the Anfinsen way, i.e. without the help
of the cellular machinery.

deposited in the Protein Data Bank (PDB)° (~10°). Likewise, the
number of protein three-dimensional structures in the PDB is much

The study of protein-folding has evolved during the last 50 years to
become a mature research field." Although the folding pathway of
several proteins is being studied at atomic resolution and several
de novo proteins have been designed,”™ our current understanding
of the sequence/structure/stability relationship of proteins is limited
by the information available in these different levels. The current
number of protein sequences deposited in the GenBank® (~10°) is
several orders of magnitude higher than the number of structures
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bigger than their number in the Protein Stability Database” (~10°).

The evaluation of protein stability requires the use of a
perturbant. Temperature and chaotropes such as guanidine
hydrochloride (GndHCI) and urea are the main perturbants
employed.® The characterization of the thermal unfolding
transition gives a full description of the thermodynamic parameters
that govern protein stability.”'® Irrespective of the perturbant used
to promote unfolding, the two prerequisites for the estimation of
thermodynamic parameters are the reversibility of the process and
that the system reaches equilibrium. These experimental require-
ments have limited the number of available data, particularly for
medium and large monomeric and oligomeric proteins.'* Although
our current understanding of protein folding is based on small,
single domain, monomeric and marginally stable systems,"” oligo-
mers account for at least 80% of the proteins in living cells.'®
One of the most common protein architectures, found mainly
in oligomers but also in monomeric proteins, is the TIM barrel
fold, observed in 10% of the proteins deposited in the PDB.**
This (B/a)s fold is composed of eight B strands that form a

Phys. Chem. Chem. Phys., 2015, 17, 20699-20714 | 20699
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central B barrel surrounded by eight o helices. This common
architecture has been found in many different proteins with
various functions.""® The Gnd-HCl and urea-induced unfolding of
several monomeric TIM barrels has been studied in detail;'”™° in
contrast, there are only three reports on the reversible temperature-
induced unfolding of monomeric TIM barrels>***> and none
describing an oligomeric TIM barrel. The only oligomeric TIM
barrel with a reversible chaotrope-induced unfolding transition
so far characterized is triosephosphate isomerase, the first
protein where the TIM barrel fold was found.>*3®

Triosephosphate isomerase (E. C. 5.3.1.1) (TIM) is a key glycolytic
enzyme that catalyzes the isomerization of glyceraldehyde-3-
phosphate (GAP) and dihydroxyacetone phosphate (DHAP).***
TIM is an obligated homooligomer, with monomers structured
in the canonical (B/a)g barrel. The three-dimensional structures
and catalytic properties of TIM from different species are quite
similar.*"** In contrast, the unfolding pathway of TIM from
different organisms is very diverse. Chaotrope-induced unfolding
transitions have been described by models which increase in
complexity from two-state to multistate reactions that involve
monomeric and/or dimeric intermediates.>*® Regarding thermal
unfolding, eighteen TIMs, mainly from eukaryotes, as diverse as
Amoebozoa, Euglenozoa, Ascomycota and Chordata, have been
studied. Even though full thermodynamic characterization has
been hampered by irreversible aggregation and/or the presence
of hysteresis in all of them,***%%37°3 the activation parameters
that describe the kinetic control of five eukaryotic TIMs have
been reported.’*”

Although species from the bacterial domain are abundant and
widely distributed under a variety of environmental conditions,
bacterial TIMs have been much less studied than eukaryotic TIMs
despite their biomedical or biotechnological importance. In this
work, we characterized the structure, catalytic properties, associa-
tion state and temperature-induced unfolding of five bacterial
TIMs representatives of different supertaxa or clades that comprise
different stages of bacterial evolution.>* They were the TIMs of
Deinococcus radiodurans (DrTIM) from Hadobacteria, of Nostoc
punctiforme (NpTIM) from Cyanobacteria, of Gemmata obscuriglobus
(GoTIM) from Gracilicutes, of Clostridium perfiingens (CpTIM) from
Endobacteria and of Streptomyces coelicolor (ScTIM) from Actino-
bacteria (Fig. S1, ESIt). Here, we studied their thermal unfolding
finding that two of them present kinetic control whereas for the
other three, the presence of reversible transitions allowed an
equilibrium thermodynamic analysis. Furthermore, the three-
dimensional structures of four of these enzymes were solved
at high/medium resolution and a structural analysis was per-
formed to explore the possible relation between molecular level
properties and reversibility.

2. Results and discussion
2.1 Biochemical characterization

The five recombinant proteins characterized in this work were
purified to homogeneity with high yields (see Materials and
methods). Their far UV-circular dichroism (CD) native spectra
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showed minima at 210 and 220 nm (Fig. S2, ESI}), a character-
istic feature of P/o proteins. Amax and SCM of their intrinsic
fluorescence spectra are (Table 1 and Fig. S3, ESIi) in the range
found in many native proteins.>> As previously observed in other
wild type TIMs, catalytic activity measurements were well-fitted by
the Michaelis-Menten equation and catalytic efficiency values were
near the diffusion-limited behaviour (Table 1). Size Exclusion
Chromatography (SEC) experiments indicate that BacTIMs show
Stoke’s radius expected for a compact dimer (Table 1); however, at
a lower protein concentration (in the 0.5-5.0 pM range), catalytic
activity decreased in a concentration dependent way, the signature
of a dissociation process to inactive monomers (Fig. 1). For DrTIM,
ScTIM and CpTIM dissociation was a reversible process; in
contrast, for GoTIM and NpTIM activity was not recovered after
the samples were concentrated (Fig. 1). From these experiments
the dimer dissociation constants were calculated. The obtained
values (30 to 180 nM; Table 1) are similar to those reported for
eukaryotic TIMs (EukTIMs).”®®°

2.2 Kinetic control in the thermal unfolding of NpTIM and
GoTIM

The temperature-induced unfolding of BacTIMs was then studied.
The native CD spectra of NpTIM and GoTIM were not recovered
after heating the samples to 75 °C and cooling back to 25 °C,
protein aggregation in the CD cell was observed, and there was
no recovery of enzyme activity. Hence, the temperature-induced
unfolding of these two proteins is irreversible. Differential
scanning calorimetry (DSC) was then used to determine the
activation parameters that describe the thermal unfolding
process. DSC traces showed an increase in melting temperature
(Tm) with a scan rate (Fig. 2a, and Fig. S4, ESI) and no
endotherm was observed in a second heating run, showing
that NpTIM and GoTIM display kinetic control. The following
evidence indicates that the temperature-induced unfolding of
these proteins can be described by the two-state irreversible
model: (i) at all scanning rates, the thermograms were well-
fitted (Fig. 2a), giving similar activation energy (E,) values
(Table S1, ESI}), (ii) the Arrhenius plots were linear (Fig. 2b),
and (iii) the data consistency test was successful, i.e. eqn (5) was
fulfilled (Fig. 2c). This evidence also implies that the kinetically
relevant transition state is dimeric. The average E, values
obtained from the three methods are 360 + 25 kJ mol " for
NpTIM and 715 + 46 k] mol " for GoTIM (Table S1, ESI}). These
values are similar to the lower and higher values reported for
E, of EukTIMs (325-774 kJ mol™"; Table S1, ESI}). A conse-
quence of E, for GoTIM being twice that of NpTIM is that the
denaturation rate under physiological conditions for GoTIM is
many orders of magnitude slower than for NpTIM, indicating a
much higher kinetic stability for the former. The fractional
degree of exposure of the proteins to the solvent in the transi-
tion state (mi/meq) was calculated from DSC experiments using
different concentrations of urea (Fig. 2d). The values obtained
for NpTIM and GoTIM (0.06 and 0.29 respectively) indicate that
the transition state for thermal unfolding is native-like in both
proteins (Table S1, ESI).
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Fig. 2 Irreversible thermal unfolding of NoTIM and GoTIM. (a) DSC thermograms at 0.5 and 3.0 K min~* (closed and open symbols, respectively). Lines
show the best fit to the two-state irreversible model (egn (3) and (4)). Other scan rates (1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 K min~2) were also assayed but are not shown
for clarity. (b) Arrhenius plot from data obtained at six scan rates varying from 0.5 to 3.0 K min~. The lines are the best fit to the Arrhenius equation
(egn (2)). (c) Effect of the scan rate on T,, for the unfolding of NpTIM and GoTIM. Lines represent the best fits to eqn (5). (d) Effect of urea concentration
on T The slopes of the linear fits provide the value of dT,,/d[urea] used in egn (6). The inset illustrates the calculation of the derivative d In(Ea/RT)/
dlureal that is also involved in the calculation of kinetic m* values. Protein concentration in all panels was 15 puM.

2.4 The global stability curve of DrTIM, ScTIM and CpTIM

The reversibility and equilibrium conditions found in the
temperature-induced unfolding of DrTIM, ScTIM and CpTIM
allowed the estimation of AH, T,, and change in heat capacity
of unfolding (ACp) from DSC measurements (Tables 1 and 2).
AC, was obtained from the DSC thermograms at different
TIM concentrations. To this end, two different procedures
were employed: (i) C, for the native and unfolded state
was calculated from the difference of absolute heat capacity
in the native and unfolded state (see Material and methods)
and (ii) DSC traces were fitted to an equation that includes AC,
as a fitting parameter (eqn (8)). The average AC, values
obtained using these methods were 27.6 + 1.7 for DrTIM,
26.8 4+ 2.5 for ScTIM and 28.5 + 2.1 k] mol™" for CpTIM
(Table 2). These values are in accordance with the AC, values
predicted from the number of amino acids of these TIMs;®
they are, however, much lower than the AC,, values predicted
from other parameterizations, as previously reported for other
dimeric systems."!

20702 | Phys. Chem. Chem. Phys., 2015, 17, 20699-20714

Using eqn (10), the global stability curves, ie. AG(T) for
the coupled dissociation/unfolding (AG) as a function of
temperature, were calculated and are shown in Fig. 5. AG
values near Ty, obtained from CD experiments (solid symbols
in Fig. 5), are in excellent agreement with the stability curve
generated using DSC data. AGgss values obtained from dilution
experiments carried out at different temperatures are also
shown (open symbols in Fig. 5). D. radiodurans, S. coelicolor
and C. perfringens are mesophiles, however, when the stability
curves of their TIMs are compared, a 14 degree difference in T,
and a 17 kJ mol ! difference in AG,,; were found. Changes in T
(the temperature where AS = 0), AHys (enthalpy change at Ts),
and/or AC,, modulate the shape of the stability curve.”” In the
present case, these differences are mainly due to changes in
AHyg and Ts (Fig. 5). AHys can be changed by mutation and has
been related to an increase in stabilizing interactions in the native
state; Ts was originally not considered a source of stabilization,
however, recently it has been reported that changes in both AHrg
and Ts can increase Ty,.’° A comparison of the temperature
range of optimal growth (TOG)”””° in relation to the stability
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Fig. 3 Reversible thermal unfolding of DrTIM, ScTIM and CpTIM followed by CD. Unfolding/refolding data (closed and open symbols, respectively) for
DrTIM (a), SCcTIM (b), and CpTIM (c) were followed at 220 nm (squares) and 195 nm (circles) at 1.0 K min~?. Lines show the best fit to a two-state dimer
dissociation model (N, = 2U; eqgn (7)). The inset shows the CD spectra of native TIM at 25 °C (closed symbols) and refolded TIM after a heating cycle
(open symbols). (d) van't Hoff plots of unfolding and refolding data (closed and open symbols, respectively) followed at 220 nm (squares) and 195 nm
(circles). Lines are the best fits to egn (7). AH, values derived from these fittings are reported in Table 2. In all panels, protein concentration was 15 uM.

curve indicates that these proteins function at temperatures
higher than their maximal stability (purple, orange and green
stripes in Fig. 5). It is interesting to note that an increase in
Tm is accompanied by an increase in TOG, in such a way that
conformational stability within the TOG fluctuates in a narrow
range (24.3 to 39.8 kJ mol ).

2.5 Three-dimensional structure of BacTIMs

In order to correlate the thermodynamic and structural properties of
BacTIMs, crystallization assays were performed with all of them.
Good quality crystals were obtained for GoTIM, DrTIM, ScTIM and
CpTIM, and their structure was therefore solved at high/medium
resolution by X-ray crystallography. Data collection and refinement
statistics are shown in Table S2, ESL# Crystallographic data show a
dimeric association state, in agreement with SEC experiments
(Table 1). The canonical (Bo)g topology of the barrel is very similar
in all the structure of the BacTIMs determined in this work (Fig. 6a).
The orientation of the monomers with respect to each other in the
dimer is also similar; in fact, it is fairly conserved among TIMs from
the three domains of life. The so-called “catalytic side” of TIM
barrels is formed by eight loops that connect the carboxyl-terminal

This journal is © the Owner Societies 2015

end of the B-strands with the amino-terminal end of the a-helix.
In BacTIMs, as well as in all previously reported TIM structures,
these loops provide the catalytic residues and most of the
interactions that stabilize the monomer-monomer interface.
The other side of the barrel is formed by the “stability loops”
that connect the carboxyl-terminal end of the a-helices with the
amino-terminal end of the B-strands (Fig. 6b). The correlation
between the structure and thermodynamics will be discussed
below in the context of the reversibility in the folding process.

2.6 On the possible relation between molecular properties
and reversibility

The molecular origin of the reversibility of protein folding is not
known. Hence, as a first step to advance towards that knowledge,
it is interesting to establish reasonably supported relations
between reversibility and the molecular level properties of the
protein. Here, we explored such possible relations at three levels:
(i) sequence-related properties and their phylogenetic relations,
(ii) the structural properties of the stable states, and (iii) the
physicochemical properties of the unfolding/refolding transition
between them. To this end, the three reversible TIMs reported
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Fig. 4 Reversible thermal unfolding of DrTIM, ScTIM and CpTIM followed by DSC. The first and second endotherms (closed and open symbols,
respectively) are shown for DrTIM (a), SCTIM (b), and CpTIM (c). Continuous curves show the best fit to a two-state dimer dissociation model (N, = 2U;
egn (8)). In all panels, the scan rate was 1.5 K min~* and protein concentration is 15 pM. The inset shows the T, values obtained by CD (diamonds) and

DSC (squares) as a function of TIM concentration at a scan rate of 1.5 K min
respectively). The lines are the best fit to egn (9).

in this work, herein named “RevTIMs”, were compared with
the 19 dimeric TIMs that show irreversible thermal unfolding,
henceforth called “IrrevIIMs”. Note that for three IrrevIIMs
there is no structure available.

(i) Sequence-related properties and phylogenetic relations.
The identity among the sequence of the three RevTIMs is
between 40% and 52%. The sequence identity among the three
RevTIMs is similar to those between RevIIMs and IrrevIIMs
(Table S3, ESI#). There are no significant differences in the
abundance of a particular group of amino acids between both
groups (Table S4, ESIf). There is also no particular region in
the sequence that is different amongst RevIIMs and IrrevIIMs
(Fig. S6, ESIt). Regarding the global properties of the sequence,
RevTIMs tend to have a lower pl than IrrevIIMs (Table 3); in
accordance with this, it is known that reversibility increases when
the experimental pH is far away from the pl of the protein.®"** 1t
should be noted, however, that some IrrevTIMs such as TIM from
Moritella marina (MmTIM), NpTIM and TIM from Geobacillus
stearothermophilus (GsTIM) show a pl similar to that of RevTIMs.
Nevertheless, the three RevIIMs present pl values outside the
u + o range determined for the IrrevIIMs (Table 3). Concerning the
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. (d) Takahashi-Sturtevant plot for CD and DSC data (diamonds and squares,

phylogenetic relation between the species where RevIIMs come
from, S. coelicolor and C. perfringens belong to the Actinobacteria
and Firmicutes, respectively. Both phyla form the Posibacteria group,
whereas D. radiodurans belongs to the Deinococcus-Thermus
phylum that forms part of the distant Eobacteria group (Fig. S1,
ESI#). Therefore reversibility does not seem to be restricted to a
particular phylogenetic group.

(if) Structural properties of stable states. The properties of the
unfolded state may be involved in reversibility. NpTIM and GoTIM,
the two IrrevTIMs reported here, show the spectra observed when
thermal unfolding is associated with irreversible aggregation and
is consequently not suitable for an estimation of the residual
structure; Y¢TIM, which presents under some conditions a rever-
sible thermal unfolding transition with a marked hysteresis,
shows high temperature CD spectra with evidence of the residual
structure.”’” In contrast, the CD spectra of the thermally-induced
unfolded states of RevIIMs do not show evidence of the secondary
structure (Fig. S5, ESL). Therefore, it is possible that the absence
of a residual structure may be related to reversibility. There are no
significant differences in the backbone trace of the native state
of RevTIMs and IrrevTIMs (Fig. 6a). The length of the secondary
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Table 2 Thermodynamic parameters of reversible thermal unfolding of DrTIM, ScTIM and CpTIM

Physicochemical parameter DrTIM ScTIM CpTIM
Enthalpy change (AH,y) (kJ mol ™)

AH,;; by DC 1071 £+ 29 1178 £ 38 1205 + 46
AH,3; by DSC 1121 + 42 1255 £+ 96 1230 £+ 67
AH_, by DSC 811 + 34 941 + 33 895 + 50
Calorimetric criterion® (AH,p/AH ) 1.38 £ 0.06 1.33 £ 0.09 1.37 £+ 0.08
AH' from a Takahashi-Sturtevant plot 1108 + 46 1150 + 33 1247 £ 63
Heat capacity change (AC) (kJ mol ' K™)

Experimental AC, 27.6 £ 0.9 25.9 £ 3.4 28.5 & 3.4
Fitted ACPb 27.2 £ 0.9 27.6 £ 1.7 28.5 + 1.7
Average AC, 27.6 £ 1.7 26.8 £ 2.5 28.5 & 2.1
Predicted AC}, based on amino acidic sequence

AC,, by ref. 68 32.2 35.6 35.2

AC, by ref. 69 28.9 30.1 29.3
Predicted AC}, based on AASA correlations

AC,, by ref. 70 57.8 57.8 59.4

AC'p by ref. 71 43.9 43.9 45.2

ACp by ref. 72 71.1 71.1 73.2

ACP by ref. 73 40.2 40.2 41.8

AC’p by ref. 69 33.1 33.1 35.2

AC,, by ref. 74 37.1 38.1 40.2

¢ Errors are the standard deviation of different experiments at different protein concentrations and/or scan rates. Calculated with DSC values.

? AC,, obtained from DSC experiments fitted to eqn (8).

Fig. 5 Stability curves of DrTIM, ScTIM and CpTIM. Solid lines are the
stability curves constructed with data obtained by DSC and the Gibbs—
Helmholtz equation (egn (10)) (Data used: DrTIM (purple): AH = 811 kJ mol ™,
AC, =276 kImol™* K™ and T, = 317.4 K; SCTIM (orange): AH = 941 kI mol ™,
AC, =268 kImol™ K™ and T, = 318.5 K; CpTIM (green): AH = 895 kI mol ™,
AC,=285kJ mol™t K~ and T, = 331 K). Open symbols indicate experimental
AG values obtained by CD in the transition (Fig. 3a—c) and closed symbols
show the dissociation AG obtained from dilution experiments (Fig. 1) carried
out at different temperatures (288.15 to 308.15 K). Purple, orange and green
stripes are the temperature ranges of optimal growth (TOG) of D. radiodurans,
S. coelicolor and C. perfringens, respectively.””~”°

structure elements and the conformation of loops are very
similar (Table S5, ESI), and the average RMSD values among
RevTIMs and IrrevTIMs are also indistinguishable (0.2-1.5 A;
Table S3, ESI). It should be emphasized that, the four structures
determined in this work, as well as most of the fifteen structures
used for comparison, were crystallized without ligands; conse-
quently, most of them show the catalytic loop 6 in the “open”

This journal is © the Owner Societies 2015

Fig. 6 The three-dimensional structure of TIM. (a) Structural superposi-
tion of the monomer of GoTIM (red), DrTIM (yellow), ScTIM (green), and
CpTIM (blue). (b) Ribbon representation of the 3D structure of the CpTIM
dimer. Loops from the catalytic side are shown in green whereas stability
loops are shown in blue. Catalytic residues are shown in cyan sticks.

conformation (Table S6, ESIf). Regarding the structural features
of the monomers, no differences were found when the inter-
actions within the monomer were compared (Table S5, ESIL).
Likewise, when the dimer interface of RevIIMs and IrrevTIMs
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Table 3 Isoelectric point, cavity volume and melting temperature for
IrrevTIMs and RevTIMs

TIM pI Cavity volume® (A*) T,° (°C) Ref.?
IrrevTIMs

EhTIM® 6.1 3777 40.5/56.3 51
MmTIM 4.8 3927 41.0 44

EcTIM 5.6 4667 54.0 44

MtTIM 5.9 3087 55.0 49

NpTIM 5.0 ND 55.2 This work
ThTIM 9.1 3780 55.8 52

OcTIM 7.1 3485 56.0 43

GITIM 7.1 3920 57.5 50

YiTIM 5.8 3699 59.1 47

TcTIM 8.6 3414 59.2 52

TsTIM 6.6 ND 62.3 48
LmTIM 8.2 3531 62.5 52

HsTIM 6.5 3259 63.1 53

SsTIM 7.1 ND 63.9 48

PfTIM 6.1 4452 65.0 46

GoTIM 6.3 4010 65.6 This work
TYTIM 5.6 3383 67.1 38

GgTIM 6.7 3518 67.2 36

GSTIM 5.2 2503 76.0 45

Mean (u) 6.5 3651 59.3

Standard deviation (o) 1.2 514 8.5

L+o 7.7 4165 67.8

nw-o 5.3 3137 50.7

RevTIMs

DrTIM 4.9 2134 44.6 This work
ScTIM 5.2 2921 45.3 This work
CpTIM 5.0 2241 58.3 This work

“ Determined by ProtParam software.*® ” Cavity volume in the native
state was calculated without water molecules as described in Materials
and methods. ¢ Value reported in experiments at pH 7.4 with protein
concentration of ~10-15 uM and scan rate of 1.0 K min™", except
for TVTIM in which the scan rate used was 2.0 K min~'. ¢ T, values
were obtained from these references. ¢ The values reported correspond
to dimer dissociation and monomer unfolding.” Reported Ty, of the
dimeric Ile45 variant. Abbreviations: CpTIM, TIM from Clostridium
perfringens; DrTIM, TIM from Deinococcus radiodurans; EcTIM, TIM
from Escherichia coli; EWTIM, TIM from Entamoeba histolytica; GgTIM,
TIM from Gallus gallus; GoTIM, TIM from Gemmata obscuriglobus;
GITIM, TIM from Giardia lamblia; GSTIM, TIM from Bacillus stearother-
mophilus; HSTIM, TIM from Homo sapiens; LmTIM, TIM from Leishma-
nia mexicana; MmTIM, TIM from Moritella marina; MtTIM, TIM from
Mycobacterium tuberculosis; NpTIM, TIM from Nostoc punctiforme;
OcTIM, TIM from Oryctolagus cuniculus; PfTIM, TIM from Plasmodium
falciparum; ScTIM, TIM from Streptomyces coelicolor; SSTIM, TIM from
Sus scrofa; ThTIM, TIM from Trypanosoma brucei; TcTIM, TIM from
Trypanosoma cruzi; TsTIM, TIM from Taenia solium; TvTIM, TIM
from Trichomonas vaginalis; Y¢tTIM, TIM from Saccharomyces cerevisiae.

was compared, no differences in the number of hydrogen bonds
or salt bridges between the monomers were found (Table S5,
ESIf). The total surface buried upon association and its hydro-
phobic content were also similar (Table 4).

The only structural difference between the native state of
RevTIMs and IrrevTIMs so far detected relates to cavities. RevIIMs
show a lower number of cavities; their volume is approximately
40% lower than that of IrrevIIMs (Tables 3 and 4). The native
structure of the three RevIIMs has cavity volume values outside
the u £ o interval determined for the IrrevTIMs (Table 3). The size
of the biggest cavity, located at the interface between -strands 5-7
and a-helices 5-6 (comprising residues 90-120, 145-160 and
195-200; Fig. S6, ESI¥), is the main responsible of the cavity
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volume difference between RevIIMs and IrrevTIMs (Table 4 and
Fig. 7). There are no previous reports on the relation between
cavity volume in the native state and reversibility in unfolding
transitions; however, it has been suggested that internal cavity
volume influences the stability and the unfolding kinetics
of proteins.”>%%

(iii) Physicochemical properties of the unfolding/refolding
transition. It is more likely to find reversible thermal unfolding
in proteins that exhibit a low T,,, because high temperatures
promote the chemical modification of amino acid side chains.
In agreement, DrTIM and ScTIM present some of the lower T;,s
reported to date. It is worth noting that, however, T}, of CpTIM
is higher than eight TIMs that show irreversible thermal
unfolding (Table 3). In fact, CpTIM is the only RevTIM whose
Ty is within the pu + ¢ interval determined for IrrevIIMs
(Table 3). Regarding thermodynamic stability, AGg;ss Obtained
from dilution experiments is very similar in both RevIIMs and
IrrevIIMs (white bars in Fig. 8), and this suggests that the
stability of the interface does not correlate with reversibility.
Concerning the overall stability of the dimer, AGy, for IrrevTIMs
is higher than the AG,. values of RevIIMs (compare orange
and red bars in Fig. 8) and consequently, it is possible that
reversibility is related to a lower AG. It should be noted,
however, that AG,, for IrrevTIMs was obtained from chemical
unfolding experiments whereas AG., for the reversible ones
was obtained using temperature as a perturbant. Despite this, it
is reasonable to consider a correlation between reversibility and
low conformation stability.

The equilibrium thermal unfolding of all RevTIMs can be well
described with a two state model (Fig. 3a-c and 4a-c), and most
of the studied IrrevIIMs show a single cooperative transition
described by a single Ty, value (Table 3); hence, it seems that
there are no stable and/or populated equilibrium intermediates
involved. Nevertheless, it is likely that the aggregation properties
of transient intermediates play a role in determining the rever-
sibility of folding transitions. In this regard, the monomeric
intermediate observed in the thermal unfolding of EATIM unfolds
irreversibly.>* Likewise, evidence for kinetic intermediates was
found in the highly irreversible temperature-induced unfolding of
TcTIM.*® Consequently, it is worthwhile to explore a possible
relation between two state unfolding and reversibility. At 25 °C,
DrTIM and ScTIM show that AGi,: &~ AGgiss Whereas for CpTIM
AGiss is ®75% of AG,,, (compare white and red bars in Fig. 8).
AGi from temperature-induced unfolding experiments has not
been obtained previously for IrrevIIMs; however when AG. has
been obtained using urea or GndHCI as a perturbant, AGg;ss Was
also found to be a major component of AG,,; (compare blue and
orange bars in Fig. 8). It is worth stressing that in previous
reports,”®® reversibility has not been tested in the dilution
experiments used to obtain AGg;ss. This, and the different nature
of chemical unfolding and dilution, may explain why these values
are not always similar to AGg;ss obtained from urea and GndHCl-
induced unfolding experiments (compare white and blue bars
in Fig. 8). However, it seems that irrespectively of the pertur-
bant, the dissociation event is the main component of the
conformational stability of TIM.**™®

This journal is © the Owner Societies 2015


http://dx.doi.org/10.1039/c5cp01599e

Published on 08 July 2015. Downloaded by FAC DE QUIMICA on 05/08/2015 19:14:12.

PCCP

Table 4 Structural features used for comparison between IrrevTIMs and RevTIMs

View Article Online

Paper

Structural property DrTIM ScTIM CpTIM Average RevITMs Average IrrevIIMs
Total ASA of the folded oligomer (A% 18107 19475 19947 19176 + 780 19 040 £ 629
Hydrophobic ASA of the folded oligomer (A%) 10389 11367 11481 11079 + 490 11498 + 600
% Hydrophobicity” 57.4 58.4 57.6 57.8 £ 0.4 60.4 £ 1.3
Total AASA buried on folding of the monomer (A%) 25222 26550 26679 26151 £ 658 27056 £ 740
Hydrophobic AASA buried on folding of the monomer (A%) 18367 19465 19269 19034 + 478 19552 + 375
% Hydrophob1c1ty 72.8 73.3 72.2 72.8 £ 0.5 72.3 £ 1.9
Total AASA of the folded monomer buried on assembly (A%) 3113 3425 3467 3335 + 158 3275 + 207
Hydrophobic AASA of the folded monomer buried on assembly (%) 2131 2286 2339 2252 + 89 2005 + 354
% Hydrophobicity® 68.5 66.7 67.5 67.6 £ 0.7 61.2 £ 2.8
Total AASA of the unfolded monomer on assembly (A%) 53558 53524 56 826 55636 + 1474 57388 + 1365
Hydrophobic AASA of the unfolded monomer on assembly (A%) 38864 41217 40878 40320 + 1038 41110 + 835
% HydrophObICIty 72.6 77.0 71.9 73.8 £2.3 71.6 £ 2.1
AASAgissoc/ AASAor (%) 5.8 6.4 6.1 6.1+ 0.3 5.7 £ 0.4
AASAdissoc hydrophob! AASAtot hydrophob (A) 5.5 5.5 5.7 5.6 £ 0.1 4.8+ 0.7
Molecular volume of the oligomer (A% 62052 67188 69 885 66375 £ 3249 67339 + 2221
Number of cavities in ohgomer (w1th0ut solvent) 10 11 9 10+1 16 + 3
Total volume of cavities in oligomer (A%) (without solvent) 2134 2921 2241 2432 + 349 3651 + 498
Total volume of the biggest cavity in the oligomer (A%) 324 683 290 432 + 178 1001 + 209
Total volume of cavities in oligomer (A%) (with solvent) 928 1335 1008 1090 + 176 1908 + 366

“ Errors are the standard deviation from averaged values of all structures in each group. % Hydrophobicity =
(hydrophobic AASA buried on folding of the monomer/total AASA buried on folding of

total ASA of the oligomer) x 100%. ° % Hydrophobicity =

(hydrophobic ASA of the oligomer/

the monomer) x 100%. © % Hydrophobicity = (hydrophobic AASA of the folded monomer buried on assembly/total AASA of the folded monomer

buried on assembly) x 100%. ¢ % Hydrophobicity =
monomer on assembly) x 100%.

Fig. 7 Internal cavities in the three-dimensional structure of TIM. The
structure and cavities are shown for: (a) GOTIM, an example of an IrrevTIM,
and (b) CpTIM, an example of a RevTIM. Total volume of cavities in
oligomers of GoTIM and CpTIM is 4010 A® and 2241 A3, respectively.

There are two extreme scenarios for a dissociation process;
in the rigid body case, subunit dissociation takes place without the
unfolding of the monomers; on the other extreme, dissociation is
coupled to complete monomer unfolding (two state behaviour).
Reversibility is likely related to the cooperativity of the folding
process. For example, if TIM monomers were isolated from the

This journal is © the Owner Societies 2015

(hydrophobic AASA of the unfolded monomer on assembly/total AASA of the unfolded

Fig. 8 Comparison of the reported free energies for different TIMs. Red
and orange bars indicate AGt at 25 °C, blue bars are AGg;ss at 25 °C and
white bars represent AGgss values derived from dilution experiments
previously reported®®~%° and determined in this work. Data for HsTIM,
GsTIM, OcTIM, LmTIM and YtTIM were obtained from urea or guanidinium
hydrochloride experiments,?>~> whereas data for DrTIM, ScTIM and
CpTIM are from the DSC experiments in this work.

native dimer in a rigid body scenario, each of them would
expose a surface area of 1645 A” (Table 4), nearly 70% of this
area is hydrophobic, increasing the chances of aggregation;
therefore, the presence of stable monomeric intermediates
would likely reduce reversibility. Analysis of the structural data
for TIM from several species shows that the association of the
monomers to form the native dimer accounts for ~ 5-6% of the
overall AASA calculated in going from the unfolded monomers
to the folded dimer (Table 4). From structure-based parameter-
izations, we estimate that for the rigid body case, dissociation
would contribute a similar 5-6% of the total AC,, (Table 2). In
contrast, the available experimental data for the chaotrope-
induced three state unfolding of TIM from several organisms
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show that the dissociation step accounts for ~75% of the overall
conformational stability of the dimer.** Likewise, dissociation
represents 55% of the total enthalpy change; this has led to the
conclusion that dimer dissociation leads to extensive unfolding
of the monomers, i.e. dissociation is not a rigid body process.>*
In accordance, folding and association are strongly coupled in
thermally unfolded Y#TIM.*” DrTIM, ScTIM and CpTIM show the
extreme cooperative behaviour, that is, their thermal unfolding
is a two state equilibrium process where isolated monomers
are not stable at all. In agreement, AGgiss and AG, are similar
for these proteins (Fig. 5 and 8). It is then tempting to correlate
reversibility with two state behaviour. Nevertheless, it should be
pointed out that the temperature-induced unfolding of many
IrrevIIMs shows a single transition; therefore, extreme coopera-
tivity does not by itself determine reversibility.

From the above discussion about the possible correlations
between reversibility and the molecular level properties of TIM,
it appears that there is a delicate balance between several
contributions whose concerted interplay is necessary to achieve
thermal reversibility in oligomeric enzymes. All the correlations
between molecular level properties and reversibility proposed
in this work were obtained from the analysis of the stability
and structure of a limited number of proteins. Clearly, more
quantitative data, such as the physicochemical characterization
of TIMs from yet unexplored branches of the tree of life, are
needed to further assess the findings in this work. A clear avenue
to obtain a more detailed atomic description of the unfolding
and dissociation of TIM is the use of molecular dynamics. This
methodology is a valuable tool to evaluate intermolecular
interactions at the finest level of detail.*” Steered molecular
dynamics have been successfully used for the estimation of
protein-ligand®® and protein-protein energetics;*® the optimi-
zation of this and other methodologies for the analysis of
protein—protein interactions is a current focus of research.’
It is likely that the molecular dynamics approach, applied to the
in silico unfolding of RevIIMs and IrrevIIMs, will be able to
dissect the location of conformational changes taking place
upon dimer dissociation and monomer unfolding, as well as
the role of their coupling in reversibility. In addition, the
kinetic characterization of the thermal unfolding of RevIIMs
should bring more information regarding the unfolding path-
way followed by these proteins.

3. Conclusions

The results presented in this work show that the thermal
unfolding of a given protein architecture, such as the TIM
barrel, can exhibit kinetic or thermodynamic control. NpTIM
and GoTIM show kinetic control and their unfolding activation
energies are in the low and high range of those determined for
EukTIMs. It has been suggested that kinetic stability is more
strongly selected by evolution than thermodynamic stability
because the former facilitates irreversible alteration processes
even when a high thermodynamic stability is maintained.’*
Notably, DrTIM, ScTIM and CpTIM presented thermodynamic
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control and reversible thermal unfolding. Stability and reversibility
are biotechnologically relevant;”>** however, the reasons underlying
the reversibility of the unfolding process are not understood.
In this work we found no correlation between this behaviour
and the composition or the gross structural properties of
TIM; however, low pl, the absence of residual structure in the
unfolded state, a small cavity volume in the native state, low
conformational stability and low T;,, may be involved. It is very
possible that reversibility is encoded in the folding pathway.
In this respect, one of the main conclusions derived from the
characterization of the folding mechanism of monomeric TIM
barrels is the presence of intermediates that have been related
to the folding of particular B/o modules within the barrel. In
contrast, the dimeric TIM barrels studied in this work show two
state thermal unfolding. It is therefore possible that extreme
cooperativity and reversibility are related.

For all living organisms from bacteria to mammals, tempera-
ture is probably the most common and natural stress agent
at the molecular level. In fact, life at “constant temperature” is a
recent evolutionary event.”*%> Molecular mechanisms such as
the chaperonin system have evolved to help the cells to deal with
temperature stress.”®®® TIM has not been identified as a GroEL
substrate, albeit TIM barrels are common substrates of the
chaperonin system in E. coli.”® Because oligomeric TIM barrels
are frequent in cells, reversibility in their folding/unfolding
process is an evolutive advantage because it reduces the chance
of non-productive irreversible aggregation and the load of the
cellular chaperonin machinery. That such a common topological
ensemble can unfold and refold without the help of the cellular
machinery is indeed biologically relevant. Furthermore, the finding
that the three reversible proteins come from organisms from
different phyla suggests that reversibility in thermal unfolding
may be more common than what is currently known.

4. Materials and methods

4.1 Enzymes and biochemicals

a-Glycerol-phosphate dehydrogenase (GDH) was purchased from
Roche. All other reagents were of analytical grade from Sigma-
Aldrich. The water used was distilled and deionized.

4.2 Selection of species and sequences

From the phylogenetic tree published by Ciccarelli and cols'®® and
the phylogenetic classification proposed by Cavalier-Smith,>* we
selected six representative species with evolutionary significance
and biomedical or biotechnological importance belonging to six
different phyla (different bacteria paraphyletic supertaxa; Fig. S1,
ESIi): Deinococcus radiodurans (DrTIM; phylum: Deinococcus-
Thermus), Nostoc punctiforme (NpTIM; phylum: Cyanobacteria),
Gemmata obscuriglobus (GoTIM; phylum: Planctomycetes),
Azotobacter vinelandii (AvTIM; phylum: Proteobacteria), Clostridium
perfringens (CpTIM; phylum: Firmicutes), and Streptomyces
coelicolor (ScTIM; phylum: Actinobacteria). TIM sequences of
these species were extracted from GenBank® and annotated with
their identification number: DrTIM (GI: 653293168), NpTIM
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(GL: 186684444), GoTIM (GI: 497733394), AVTIM (GI: 226946590),
CpTIM (GI: 18310284), and ScTIM (GI: 490074698).

4.3 Cloning, expression, and purification of BacTIMs

The nucleotide sequence of the gene coding for BacTIMs was
optimized for their expression in E. coli, synthesized and cloned
in the pBluescript-1I-SK(—) plasmid (Agilent Technologies) by
Epoch Life Science (Missouri City, TX-USA). BacTIM genes were
subcloned into the pET28b(+) vector (Novagen) using the term-
inal restriction sites for Ndel and Xhol. The genes were expressed
in E. coli strain BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) transformed with the
BacTIM-pET28b(+) plasmids. To this end, 1 L of the Luria broth
(LB) medium supplemented with 30 mg mL~' kanamycin was
inoculated with a 1 mL preculture and incubated at 37 °C and
250 rpm. After an ODg, of 0.6-0.8 was reached, overexpression
was induced by adding 0.8 mM IPTG; growth was continued by
16 hours. After incubation, cells were harvested by centrifugation
(Thermo/SLA-3000, 15 min, 8000 rpm, 4 °C), suspended in buffer
A (35 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl and 5 mM imidazole, pH 8.0),
lysed by sonication (Cole Parmer Ultrasonic Processor, 10 cycles
in 45 s intervals, 30% pulse, 0 °C) and centrifuged again (Sorvall/
SS-34, 20 min, 13000 rpm, 4 °C). Affinity chromatography was
then performed using a Waters AP-2 column containing 30 mL of
Protino-NiTED resin (Machererl-Nagel), coupled to an Akta system
(GE Healthcare). The supernatant was loaded into the column
previously equilibrated with buffer A and the nonbound fraction
was washed with 110 mL of buffer A. Bound protein was eluted
with a linear gradient of 5-500 mM Imidazole. BacTIM-containing
fractions were pooled and dialyzed against 50 mM tris (hydro-
xymethyl) aminomethane (TRIS), 10 mM CaCl, (pH 8.0). His-tag
was removed with the Thrombin CleanCleave kit (Sigma-Aldrich)
using the manufacturer’s protocol. Cleaved and not cleaved
proteins were separated by a second affinity chromatography
step. Unbound fractions were pooled, dialyzed against buffer B
(10 mM triethanolamine (TEA), 1 mM ethylenediaminetetra-
acetate (EDTA), and 1 mM dithiothreitol (DTT), pH 8.0), and
finally purified using a MonoQ column HR 10/10 (GE Healthcare).
The sample was eluted with a linear gradient of 0-500 mM NaCl
in buffer B. BacTIMs, 99% pure according to SDS-PAGE (12.5%
acrylamide), were stored at 4 °C until use. After His-tag removal,
&35 milligrams of protein were obtained per liter of culture. We
were unable to express AVTIM in pET28b(+). Although several
vectors were assayed, expression was only observed in pET22a.
Irrespectively of the expression conditions, the protein was always
found in inclusion bodies, numerous refolding protocols were
assayed without success. Interestingly, of the six sequences studied
in this work, the AVTIM sequence was the only predicted by the
stability index as an unstable protein.'* Some measurements were
carried out in 10 mM phosphate pH 8.0 (buffer C). Protein
concentration, estimated from the absorbance at 280 nm (and the
absorption coefficient calculated from the amino acid sequence) or
using the Bicinchoninic acid assay, gave similar results.

4.4 Activity assays

Catalytic activity in the GAP to DHAP direction was determined
by a coupled assay with GDH.’" The reaction cell contained
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1 mL of buffer D (100 mM TEA, 10 mM EDTA and 1 mM DTT,
pH 8.0) with 2 mM GAP (except when catalytic constants were
determined), 20 pug of GDH, and 0.2 mM NADH. Catalytic assays
started with 0.27 nM BacTIM. NADH absorbance changes at
340 nm were followed in a Beckman DU7500 spectrophoto-
meter at 25 °C. For the determination of catalytic constants, the
concentration of GAP ranged between 0.1 and 3 mM. Changes
in NADH absorbance were linear with time, indicating that no
dimer dissociation took place during activity assays.

4.5 Hydrodynamic measurements

Size-exclusion-chromatography experiments were performed
on a Superdex 75 HR 10/30 column, equilibrated with buffer
B, coupled to an Akta System (GE Healthcare). The elution
volume was independent of protein concentration in the tested
range (0.4-20 uM). Stokes-radii were calculated from elution
volumes and a calibration curve constructed using six different
proteins (albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, lysozyme,
ribonuclease and cytochrome C).'%*

4.6 Stability to dilution experiments

The stability of the dimer was estimated from dilution experiments.
BacTIMs were incubated for 24 hours at several temperatures
(15 to 35 °C) and different concentrations (0.4 nM to 18 pM) in
buffer D. Subsequently activity was determined at the incuba-
tion temperature with 0.27 nM BacTIM. For reversibility tests
1.5 L of 2 nM BacTIM were incubated at 25 °C for 24 hours
and then concentrated to 4 uM (x0.75 mL) using Millipore
Centricon centrifugal filter devices (10000 MWCO). Thereafter
catalytic activity was measured and this was normalized (fy)
with the bigger activity value obtained.

4.7 Spectroscopic properties

Circular dichroism (CD) experiments were carried out in buffer
C in a Chirascan Spectropolarimeter (Applied Photophysics;
Leatherhead, Surrey-UK) equipped with a Peltier device. CD spectra
(180-250 nm wavelength range) were obtained with 20 uM BacTIM
at 25 °C. Fluorescence measurements were made on a PC1 ISS
Spectrofluorometer (Champaign, IL-USA) equipped with a Peltier
and a water-jacketed cell holder for temperature control. The raw
data were converted to molar ellipticity ([0]) using the formula;'%
[0] = 6/(I x C x N,)where 0 is ellipticity in millidegrees, [ is the
cell path length in millimeters, C is the molar concentration of
protein and N; is the number of residues. Intrinsic fluorescence
spectra of 8 uM BacTIM were determined in buffer C at 25 °C
with 2 nm bandwidth slits with excitation at 295 nm and
emission in the 310-410 nm range. The wavelength of maximal
emission (Amay) and fluorescence spectral center of mass (SCM)
were calculated from intensity data (I;) obtained at different
wavelengths: SCM = Y AL/ 1.

4.8 Thermal transitions monitored by circular dichroism (CD)
spectroscopy

Thermal unfolding and refolding transitions were followed
using buffer C by monitoring ellipticity at 195 and 222 nm as

a function of temperature at a heating rate of 1.0 K min~".
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Actual temperatures within the cell were registered with the
external probe of the cell holder. Protein concentration ranged
from 0.4 to 15 pM. 1.0 or 0.1 cm path-length cells were used
accordingly. The changes in the CD signal were analyzed after
normalization of the transition curves to the fraction of unfolded
molecules (fp) by: fo = [ Yobs — (yn + muT)J[(yp + mpT) — (e + mnT)],
where y.ps is the experimental observed DC signal at a given
temperature and ( yy + mnT) and ( yp + mpT) are the fitting equations
to straight lines representing the pre and post transition regions
(native and unfolded states), respectively.

4.9 Thermal transitions monitored by differential scanning
calorimetry (DSC)

DSC experiments were done in a VP-Capillary DSC system
(MicroCal, GE Healthcare). Protein concentration varied from
8 to 80 uM, and scan rates from 0.5 to 3.0 K min~'. Protein
solutions were prepared by exhaustive dialysis in buffer C and
then degassed at room temperature. Buffer-buffer traces were
subtracted from sample endotherms. For all proteins, a reheating
run was carried out to determine the reversibility or irreversibility
of the process. To verify that irreversibility was not the result of
a too high final scanning temperature, first scans were also
performed heating near the T},,. When irreversibility was observed,
DSC traces were also obtained in the presence of urea (up to 2 M,
where activity assays indicated the proteins remain in its dimer
native state). Urea concentrations were determined from refractive
index measurements. The Origin software package (MicroCal) was
used for data analysis, calculation of unfolding enthalpies and
AC,, determination.

4.10 Crystallization and data collection

All proteins were dialyzed in buffer B containing 100 mM NacCl.
The hanging-drop vapor diffusion method was used to screen
the crystallization conditions contained in the HR Crystal
Screen I and II kits (Hampton Research). Crystals were obtained
at 18 °C after incubating drops of proteins with the precipitant
solutions in a 1:1 ratio. Crystallization conditions for the four
BacTIMs were: for GoTIM 0.2 M potassium sodium tartrate,
0.1 M sodium citrate tribasic pH 5.6 and 2 M ammonium sulfate;
for DrTIM 1.8 M ammonium sulfate, 0.1 M sodium citrate tribasic
PH 5.6 and 0.2 M potassium sodium tartrate; for ScTIM 0.1 M
TRIS hydrochloride pH 8.5 and 2.0 M ammonium sulfate; and for
CpTIM 0.2 M ammonium acetate, 0.1 M sodium acetate pH 4.6
and 30% w/v polyethylene glycol (PEG) 4000. For crystals obtained
under conditions without PEG, a 30% w/v glycerol solution was
used as a cryoprotectant. Diffraction data were collected at 100 K
with an oscillation of 0.5° per frame on an R-AXIS IV++ image
plate detector (Rigaku, The Woodlands, TX) with X-rays (wave-
length: 1.5418 A) generated by a Rigaku MicroMax-007 HF
rotating anode (Rigaku, The Woodlands, TX). All data sets were
integrated using XDS'** and scaled with SCALA in the CCP4
program suite v.6.1.2."%

4.11 Structure determination and refinement

All structures were solved by the molecular replacement method
with PHASER in the PHENIX software suite.'’® Thermotoga maritima
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TIM (PDB ID: 1B9B), Thermus thermophilus TIM (PDB ID: 1YYA),
Mycobacterium tuberculosis TIM (PDB ID: 3TA6) and Geobacillus
stearothermophilus TIM (PDB ID: 1BTM) were used as the
starting model for molecular replacement phasing of GoTIM
(TFZ: 42.3 and log-likelihood gain: 1360.2), D*TIM (TFZ: 32.8 and
LLG: 1104.3), ScTIM (TFZ: 45.6 and LLG: 3064.96) and CpTIM (TFZ:
21.3 and LLG: 755.8), respectively. For all the structures, refinement
was done with phenix.refine’® and the models were improved by
iteratively model rebuilding in COOT.'”” The final tridimensional
structures were validated with MolProbity"®® and using the Protein
Data Bank (PDB) validation server.” The coordinates and structure
factors of GoTIM, DrTIM, ScTIM and CpTIM have been deposited
in the PDB under accession codes 4Y96, 4Y90, 4Y9A and 4YSF,
respectively. Table S2, ESIf summarizes data collection and refine-
ment statistics. The figures were produced using the PyMOL
Molecular Graphics System, v1.7.2.'%°

4.12 Sequence and structural analysis

The sequence alignment was performed with MAFFT''® and
visually modified with Jalview.''! Sequence identity percentage
was calculated with SIAS server."'” Nineteen dimeric structures
for which their thermal unfolding have been studied (including
those studied in this work) were selected for a structural com-
parison; the characteristics of these three-dimensional struc-
tures are summarized in Table S6, ESLi Structural alignments
were performed using UCSF Chimera'"® and PyMOL Molecular
Graphics System, v1.7.2.'°® RMSD values were calculated with a
distance matrix using GRASP.'"* The assignment and composi-
tion of secondary structure elements were determined with
STRIDE."*®> Molecular volumes and cavities were calculated with
the 3V software suite’'® and MOLE v2.13.9.6 software'"” using a
random exploration path and a probe radius of 1.5 A. A cavity
was defined as an empty space buried inside the protein
structure. The accessible surface area (ASA) and the difference
in accessible surface area upon protein folding and assembly
were calculated with PDBePISA v1.51,"'® Travel Depth'* and
NACCESS software'?® using a probe radius of 1.5 A. Changes in
ASA upon dissociation were calculated for a rigid body dissocia-
tion. For the unfolded state, accessibility was calculated using an
extended Gly-X-Gly peptide with VADAR.'*' Hydrogen bonds
between protein atoms were calculated using the HBPLUS'*?
and VADAR routines with their default parameters for distances
and angles. When two atoms of opposite charge were observed
within 4 A they were assigned to a salt bridge.

4.13 Data treatment and fitting

(i) Dissociation constant from the stability to dilution
experiments. To obtain the dissociation constant for the dimer,
Kuiss, the normalized catalytic activity, fi(7), was plotted against
protein concentration, P., and fitted to:

o Kdiss(T) + 4Pc - \/Kdiss(T)2 + 8Kdiss(T)Pc (1)
B 4p,

IN(T)
(i) Activation energy from the irreversible DSC transitions

and kinetic and equilibrium urea m values. The shape of the
calorimetric transitions is adequately described by the two-state
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123,124 where N is the dimeric native

irreversible model (N — F)
protein, F is the final state (unable to fold back to the native
protein). The kinetic conversion from N to F is described by a
first-order rate constant (k) that changes with temperature

according to the Arrhenius equation:

o[BG

where T* is the temperature at which k= 1 min~", and E, is the
activation energy from the native state to the transition state.
The apparent heat capacity (corrected for the chemical baseline)
in the two-state irreversible model is given by:

AHE
CQPP == /;exp(X) x exp[— exp(x)] (3)
m
E
X (T = Ty) @)

where T, is the temperature corresponding to the maximum
of the transition, T is the temperature at each point of the
endotherm and AH is the unfolding enthalpy (consider a
constant). The activation energies were obtained following
three procedures. In the first, the DSC traces were fitted using
eqn (3) and (4) at each of the employed scan rates, producing
individual E, values (one for each scan rate). In the second
procedure, E, is obtained from the slope of Arrhenius plots,
i.e. Inkvs. 1/T, employing all scan rates. Finally, E, can also be
derived from a data consistency test, evaluating the effect of the
scanning rate () on Tp,:>>
In (TLmz) = constant — RE—;m (5)

Kinetic urea m values (m*) were used as a measure of exposure
to the solvent (and, consequently, degree of unfolding) in the
transition state.'*® They were obtained using:

dIn (E)
mt = E(JEL)—RR _ \RTw) (6)

" Ty \d[urea] d[urea]

The equilibrium m values (m.q) were calculated using a
correlation between mq and AASA.”?

(iii) Enthalpy changes from the reversible CD and DSC
transitions. The enthalpies from the native state to unfolded
state, AH,y, were obtained from a fit of the temperature depen-
dence of the equilibrium constant within the two-state reversible
model,"*® K.q = (2/p2P.)/(1 — f»), using the protein unfolded
fraction ( fp) from CD data:

R \T T,
AHu (1 1
x| 2R (- )]
m

where T, is the temperature corresponding to the 50% native
and unfolded states.
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The DSC endotherms were fitted to the equilibrium two-

state model with dimer dissociation using (Microcal DSC data
analysis tutorial guide v5.0):

%HU=%+BJ+ﬂTMQ+A??q)I<ﬂ? @)
)

where B, and B; are constants and f(7) is the protein fraction
in the monomer state, producing AH,,j, ACy,, and Tr,. The van’t
Hoff enthalpy AH,y = 4RTy),°Cpyjo/AHy with Ty, being the
temperature where the fraction of native and unfolded proteins
is 50%, and Cp/, the experimental heat capacity value at that
temperature.

The enthalpy change AH' was also calculated from the depen-
dence of T}, on protein concentration according to the Takahashi-
Sturtevant equation:'*’

AH'
RTm

InP.=b— 9)
with b being a constant, and T, is the temperature corresponding
to the 50% native and unfolded states.

(iv) Experimental, fitted and predicted heat capacity changes
from the reversible DSC transitions. The experimental heat
capacities for each protein concentration (ten of them) were
converted into absolute heat capacities (Microcal DSC data
analysis tutorial guide v5.0). The absolute heat capacity for
the native state (C,n) and unfolded state (C,p) were fitted to
straight lines and AC}, = C,p — Cpy evaluated at Ty, (and then
averaged). AC, was also obtained as a fitted parameter using
the equilibrium two-state model with dimer dissociation
(eqn (8)). Finally, predicted AC, values can be obtained from
reported parametric equations, namely correlations based on
the amino acidic sequence and heat capacity changes,’®®® and
correlations between AASA and heat capacity changes.

(v) Global stability curve. Stability curves, AG(T), were calcu-
lated using AH(AH.,), ACp, and T,,, obtained from eqn (8) and the
Gibbs-Helmholtz equation:*?'>°

AGuquH<L-%)—Aq<nn—T+Tm<£J> (10)

70-74

Maximal stability occurs at a temperature Ts where dAG/dT =
0 =AS and AHTS = AG(Ts).
Abbreviations

BacTIM Bacterial TIMs
CD Circular dichroism

CpTIM TIM from Clostridium perfringens
DrTIM TIM from Deinococcus radiodurans
DSC Differential scanning calorimetry
E, Activation energy

EukTIMs Eukaryotic TIMs

GoTIM TIM from Gemmata obscuriglobus
Gnd-HCl Guanidinium hydrochloride
IrrevIIMs  TIMs with irreversible unfolding
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NpTIM TIM from Nostoc punctiforme
RevTIMs TIMs with reversible unfolding
ScTIM TIM from Streptomyces coelicolor
TIM Triosephosphate isomerase

Tm Midpoint of thermal unfolding
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Note added in proof

In our description of monomeric TIM barrels with reversible thermal
unfolding, we missed a-amylase, a system where an excellent
discussion about protein adaptation to extreme temperatures
has been published.'*°
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Fig. S1. Phylogenetic representations of BacTIMs. (a) Cladogram of bacterial supertaxa (according to ref. 1)
showing the species from which the indicated TIM sequence was studied. (b) Phylogenetic tree showing the
TIMs studied in this work (modified from ref. 2). For AvTIM phylum (y-Proteobacteria) only an approximate

location in the phylogenetic tree is shown.
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Fig. S2. Far-UV CD spectra of BacTIMs at 25 °C. Data shown are the average of five scans recorded using a
protein concentration of 15 pM in buffer C (10 mM NaH,PO, pH 8.0).
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Fig. S3. Intrinsic tryptophan fluorescence spectra of BacTIMs. The spectra shown are the average of five
scans recorded using a protein concentration of 15 pM at 25 °C in buffer C (10 mM NaH,PO. pH 8.0). The

excitation wavelength was 295 nm. The inset shows normalized data.
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Fig. S4. Dependence of the T, with respect to scan rate for BacTIMs. In all experiments, protein

concentration was 15 pM.
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Fig. S5. Far-UV CD spectra of BacTIMs at 80 °C. Data shown are the average of five scans recorded using a
protein concentration of 15 uM in buffer C (10 mM NaH;PO, pH 8.0).
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Fig. S6. Sequence alignment of diverse TIMs used for comparison. The conserved residues in these TIMs are
shown on the consensus line and represented from blue light to dark in accordance to increase conservation.
In red squares are shown the residues (both internal and boundary) involved in the formation of the biggest
cavity in these structures, except for NpTIM, SsTIM and TsTIM for which there is not structural data

reported.
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Table S1. Thermodynamic parameters for the irreversible thermal unfolding of NpTIM and GoTIM.

Bacterial TIMs Eukaryotic TIMs

Thermodynamic parameter
NpTIM  GoTIM GITIM® HsTIM2 LmTIM? TbTIM® TcTIMP

Activation free energy (kJ mol™) from
average of individual fits to DSC thermograms 368+46 716 +63 NR NR 3125 3975 809 +7
(Egs. (3) and (4))

Activation free energy (kJ mol™) from

Arrhenius plot (Eq. (2)) 368+17 716+25 3677 361+4 315+3 3985 793 +18

Activation free energy (kJ mol™) from

consistency test using several scanning rates 343+21 715+88 NR NR 347+39 420+£55 715+137
(Eq. (3))
Activation free energy average (kJ mol™) 360+25 715%46 NR NR 325+21 40629 774£75
m*(kJ mol™* M) 1.67 8.12 3.94 2.77 1.47 1.69 8.32
Meq (kI mol™ M) 27.95¢ 27.77 30.02 30.09 30.80 30.35 30.67
M*/ Meg 0.06 0.29 0.13 0.09 0.05 0.06 0.27

Number of residues unfolded

in the transition state® 30 148 67 45 24 28 136

2 From Ref. 18. ® From Ref. 19. ¢ Because the structure of NpTIM is not known, the AASA value used for the calculation of meq is the average of AASA from all

three-dimensional structures employed for structural comparison (57388 + 1365 AZ; Table 4). d calculed from: N/(m*/meg), where N is the total number of

residues in the dimeric protein, and m*/meq is the degree of unfolding as estimated from the urea m values. NR: value not reported.
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Table S2. Data collection and refinement statistics of GoTIM, DrTIM, ScTIM and CpTIM.

Data collection?

PDB ID
Resolution range (A)
Space group
Unit cell dimensions
a, b c (A
a’ B’ Y’ (0)
Total reflections
Unique reflections

GoTIM
4Y96

36.36-1.58 (1.64-1.58)

P6522

124.8,127.8, 134.2
90.0, 90.0, 120.0
779530 (107888)

81335 (8192)

DrTIM
4Y90

36.13-2.09 (2.17-2.09)

R32

169.6, 169.6, 202.3
90.0, 90.0, 120.0
261090 (36321)

64962 (6342)

ScTIM

4Y9A
43.03-2.29 (2.37-2.29)
P4y

86.1, 86.1, 134.0

90.0, 90.0, 90.0

128420 (19245)
43475 (4241)

CpTIM

4Y8F
37.59-1.54 (1.59-1.54)
c121

75.3, 49.6, 71.5

90.0, 120.0, 90.0

142402 (17348)
33930 (3130)

Multiplicity 9.6 (9.0) 4.0 (3.9) 3.0(3.1) 4.2 (3.7)
Completeness (%) 99.3(97.1) 99.7 (98.6) 99.7 (98.1) 99.2 (94.4)
Mean | / sigma (I) 29.0 (4.8) 11.0 (2.9) 10.0 (3.0) 14.6 (3.1)

R-merge 0.040 (0.487) 0.097 (0.464) 0.071 (0.371) 0.062 (0.448)
Refinenment statistics
GoTIM DrTIM ScTIM CpTIM
Rwork / Riree (%0) 17.8/20.1 13.8/18.6 23.1/28.2 14.8/18.1

Average B-value (A% 24.9 25.9 35.8 16.6
Protein 23.1 24.8 35.9 14.1

Ligand 32.8 49.3 315

Solvent 35.2 33.2 32.7 29.5
Number of atoms 4446 8069 7943 2362
Protein 3777 7142 7690 1977

Ligand 14 87 11

Water 639 832 250 372

Protein residues 500 976 1018 251
RMS (bonds) (A) 0.007 0.011 0.009 0.010
RMS (angles) (°) 1.11 1.30 1.33 1.24
Ramachandran favored (%) 98.43 97.74 96.15 98.47
Ramachandran allowed (%) 1.18 1.85 3.56 1.15
Ramachandran outliers (%) 0.39 0.41 0.30 0.38
Clashcore 1.83 1.25 5.41 1.76

2 Statistics for the highest-resolution shell are shown in parentheses.
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Table S3. Matrix with identity sequence percentage (below) and average RMSD values (top) for IrrevTIMs and RevTIMs.2

151 1.30 1.53

0.83 1.50 1.16 0.97 1.09

1.01 0.92 0.40 0.65

1.21 1.01 1.05

B oo
w [ os

41 40 38
43 37 38
38 98 50
37 42 45
37 93 49
40 52 69
41 52 68
39 59 46
43 47 43
38 52 46
47 36 36
45 45 39
41 38 37
48 37 40
55 40 42

1.65
1.20
1.09
151
1.26
1.16

41
40
38
39
38
39
39
40
42
43
43
39
40
44

1.15
1.05
1.37
1.20
1.06
1.13
1.42

0.93
0.34
0.98
0.94
0.22
0.91
133
111

1.04
0.85
1.30
1.30
0.96
0.84
1.36
0.93

7 Y 1o

35
35
38
39
38
39
39
40
44
48
65
41

42
93
51
51
59
47
52
36
45
37
37
40

42
43
43
4
38
42
33
40
33
34
40

ND

39
50
58
46
51
35
43
37
36
40

0.82
0.61
1.10
113
0.69
0.46
1.40
111
0.76
0.87

34

41
37
37
40

1.07
0.73
0.88
1.30
0.79
0.51
117
1.25
0.87
0.93

32
40
39
38
40

ND

34
45
38
40
41

0.90
0.62
1.04
111
0.64
1.03
117
115
0.63
1.07

38
39
39
43
43

121
0.68
112
1.24
0.87
0.92
0.99
1.10
0.86
1.01

0.98
0.88

1.02

35
40
37
37
40

ND

151
1.36
0.86
1.33
ND 1.13
1.46
131
1.49
114
1.52

1.48
ND
1.38

ND
1.15

ND
1.49

38

40 40 - 0.76 1.35

46 45
48 44

1.20
1.00
1.49
1.07
1.29
1.05
1.39
0.61
113
1.10

1.07
1.49

1.01
1.27

1.25

49
42

ND

0.87 1.07
0.87 1.22
1.45 1.52
0.88 0.78
0.91 117
1.23 1.39
144 1.26
0.70 1.40
0.92 111
1.01 1.42
0.96 1.35
117 1.48
0.89 0.95
1.15 1.47
143 1.44

0.94

52

@ ND: average RMSD value not determined because there is no structural data for NpTIM, SsTIM and TSTIM.
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Table S4. Amino acidic composition used in the sequence comparison of IrrevTIMs and
RevTIMs.

Average Average

Structural property DrTIM  ScTIM  CpTIM RevTIMs IrrevTIMs

Amino acid composition (%0)

Alanine (A) 17.0 13.6 12.4 143+20 120+£3.1
Cysteine (C) 1.2 1.6 2.4 1.7+05 15+04
Aspartic acid (D) 4.9 7.4 4.8 57+1.2 44+14
Glutamic acid (E) 8.1 74 9.6 8.3+£0.9 72+13
Phenylalanine (F) 0.4 1.6 2.8 16+1.0 3.2+0.9
Glycine (G) 10.9 8.9 7.2 9.0+£15 88+14
Histidine (H) 2.0 3.1 2.0 24+05 2.3+0.6
Isoleucine (1) 3.2 5.0 8.0 54+1.9 69+1.2
Lysine (K) 3.6 7.0 7.6 6.1+£1.7 69+1.38
Leucine (L) 10.1 8.5 4.8 78+22 71+13
Methionine (M) 1.6 1.9 3.2 2207 16+0.7
Asparagine (N) 3.2 2.3 4.8 34+1.0 40+£1.2
Proline (P) 4.0 2.3 2.8 3.1+0.7 3509
Glutamine (Q) 2.8 3.9 3.6 34104 40+11
Arginine (R) 4.9 35 2.8 3.7+£0.9 3.6+0.8
Serine (S) 4.9 3.9 2.4 3.7+£1.0 51+£1.1
Threonine (T) 4.5 4.3 7.2 53+13 51+09
Valine (V) 8.9 9.7 8.8 9.1+04 9.2+1.1
Tryptophan (W) 1.2 0.8 0.8 09+0.2 15+05
Tyrosine (Y) 2.4 35 2.4 28+05 20£0.6
Physicochemical amino acid properties (%0)

Charged (DEHKR) 235 28.3 26.7 26.2+2.0 244+19
Positively charged (HKR) 10.5 13.6 12.4 121+12 127+13
Negatively charged (DE) 13.0 147 143 14.0+£0.8 116+14

Aliphatic (AGILPV) 54.3 48.1 43.8 48.7+4.3 475+3.3

Aromatic (FHWY) 6.1 8.9 8.0 7.7+£1.2 9.0+£0.8

Polar (DEKNQR) 27.5 31.4 33.1 30.7+£2.3 30.1+24
Neutral, polar (CNQSTY) 19.0 194 22.7 204 1.7 21.8+2.7

Neutral, non-polar

(AFGILMPVW) 57.5 52.3 50.6 535+29 53.8+2.9
Hydrophobic (CFILMVW) 26.7 29.1 30.7 288+ 16 31.0x14
Small size (ACGSTV) 47.4 41.9 40.2 432+3.1 41.8+3.0
Medium size (DEHILMNPQ) 40.1 41.9 43.4 418+14 41.0+29
Large size (FKRWY) 12.6 16.3 16.3 151+1.8 172+£21
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Table S5. Secondary structure elements and stabilizing interactions for IrrevTIMs and

RevTIMs.
Structural property DrTIM  ScTIM CpTIM UGN ALELS
RevTIMs  IrrevTIMs
Secondary structure elements (%)
a-helix 44 48 43 45.0+2.2 449+2.1
[-strand 21 20 21 20.7+£0.5 218+1.0
Random coil 35 32 36 34.3+1.7 33.3+1.8
Stabilizing interactions
Total H-bonds of the oligomer 490 503 510 5018 521 +24
Interface H-bonds 27 19 24 23+3 285
Total salt bridges of the oligomer 37 50 44 44 +£5 347
Interface salt bridges 2 2 12 55 6+3
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Table S6. Dimeric TIM PDB files used in the structural comparison of IrrevTIMs and RevTIMs.

Conformation of

Organism Code PI[E)B ReS(()'|8l\J)tI0n Ségztﬂgl Asylrjnnrir][gtrlc ac-tlve site loops - Reference
Subunit A Subunit B

Clostridium perfringens CpTIM 4Y8F 1.54 cl121 Monomer Open Open This work

Deinococcus radiodurans DrTIM 4Y90 2.10 R32 Tetramer Open Open This work
Entamoeba histolytica EhTIM 1M6J 1.50 P212,2 Dimer Open Open 3
Escherichia coli EcTIM 4K6A 1.80 P212121 Dimer Open Open 4
Gallus gallus GgTIM 1TPH 1.80 P212:2y Dimer Closed Closed 5

Gemmata obscuriglobus GoTIM 4Y96 1.58 P6522 Dimer Closed Open This work
Geobacillus stearotermophilus GsTIM 1BTM 2.80 P212,2 Dimer Closed Closed 6
Giardia lamblia GITIM 2DP3 2.10 1222 Monomer Closed Open 7
Homo sapiens HsTIM 2JK2 1.70 P21212; Dimer Open Open 8
Leishmania mexicana LmTIM 1AMK 1.83 Cl21 Monomer Closed Closed 9
Moritella marina MmTIM 1AW2 2.65 P12;1 Dimer Open Open 10
Mycobacterium tuberculosis MtTIM 3TA6 141 Cl21 Dimer Open Open 11
Oryctolagus cuniculus OcTIM 1R2R 1.50 P22, 2 Dimer Open Open 12
Plasmodium falciparum PfTIM 1YDV 2.20 cl21 Dimer Open Open 13
Saccharomyces cerevisiae Yt{TIM 1INFO 1.60 P21212; Dimer Open Closed 14

Streptomyces coelicolor ScTIM 4Y9A 2.30 P4, Dimer Open Open This work
Trichomonas vaginalis® TVvTIM 3QSR 2.05 P22124 Monomer Open Open 15
Trypanosoma brucei TbTIM 5TIM 1.83 P212:2y Dimer Open Closed 16
Trypanosoma cruzi TcTIM 1TCD 1.83 P21212¢ Dimer Closed Open 17

2 The number of molecules in asymmetric unit was determined by the Matthews coefficient analysis by solvent content percentage in the crystal.

® Structural comparison of TVTIM was realized with the three-dimensional structure of its dimeric lle45 variant.
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ABSTRACT

The transient receptor potential (TRP) superfamily is subdivided into several subfamilies on the basis of sequence similarity,
which is highly heterogeneous but shows a molecular architecture that resembles the one present in members of the Kv
channel superfamily. Because of this diversity, they produce a large variety of channels with different gating and permeabili-
ty properties. Elucidation of these particular features necessarily requires comparative studies based on structural and func-
tional data. The present study aims to compilate, analyze, and determine, in a coherent way, the relationship between
intrinsic side-chain flexibility and the allosteric coupling in members of the TRPV, TRPM, and TRPC families. Based on the
recently determined structures of TRPV1 and TRPV2, we have generated protein models for single subunits of TRPVS5,
TRPMS, and TRPC5 channels. With these models, we focused our attention on the apparently crucial role of the GP dipep-
tide at the center of the S4-S5 linker and discussed its role in the interaction with the TRP domain, specifically with the
highly-conserved Trp during this coupling. Our analysis suggests an important role of the S4-S5L flexibility in the thermo-
sensitivity, where heat-activated channels possess rigid S4-S5 linkers, whereas cold-activated channels have flexible ones.
Finally, we also present evidence of the key interaction between the conserved Trp residue of the TRP box and of several
residues in the S4-S5L, importantly the central Pro.

Proteins 2017; 85:630-646.
© 2017 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION are classified as channels whose activation directly
responds to thermal stimuli, including heating (as in
TRPVI, -V2, -V3, -V4, TRPM2, -M3, -M4, -M5) or
cooling (TRPMS8, TRPAI, and TRPC5).2 Moreover,

although channel activation is poorly voltage-dependent,

The superfamily of transient receptor potential (TRP)
channels conforms one of the largest groups of ion chan-
nels. Despite its diversity, all TRP channels share the
common property of functioning as polymodal cellular

sensors.[>2 TRPs are commonly grouped into six subfa-
Additional Supporting Information may be found in the online version of this

milies, namely: TRPC for “canonical” or “classical”
(TRPC1-7), TRPV for “vanilloid” (TRPV1-6), TRPM
for “melastatin” (TRPM1-8), TRPP for “polycystin”
(TRPP2-5), TRPML for “mucolipin” (TRPMLI-3), and
TRPA for “ankyrin” (TRPAI). All known TRPs are
activated by many, polymodal stimuli and often form
heterotetrameric, cation selective channels with a large
diversity of functions. In mammal cells, these channels
are implicated in sensory pathways responding to tem-
perature, mechanical forces, pH, odors, tasants, and
auditory stimuli.2>3 In particular, thermo-sensitive TRPs
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S4-8S5 Linker Flexibility in thermoTRP Channels

Figure 1

A. Transmembrane topology of TRP channels and location of various structural domains and protein interaction sites found in TRP channels. A
ankyrin-like repeats (purple), MHR melastatin homology regions (silver), TRPd TRP domain (green). Positions of these domains are proportionally
represented. B. Alignment of the S4-S5L, S6, and the TRP domain in several TRP and Kv channels. The more conserved sites at the S4-S5L (cyan),
selectivity filter (gray), the S6t segment (red), and the TRP box (green) are indicated. Gray asterisk shows the position where a glycine (bold letter)
forms a hinge point in Kv channels. In TRP channels, an equivalent point of high flexibility is located one helical turn below (black asterisk). C.
Phenogram of TRPs channels. The tree was inferred using the Neighbor-Joining method and was built in MEGA6 (Ref. 12). Scale bar represents
evolutionary distance expressed as the number of substitutions per amino acid. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

it has been demonstrated that some members of TRPV,
TRPM and TRPC subfamilies exhibit voltage dependency
and, in consequence, voltage can also be considered as a
partial activator of these channels.4—0

As in Kv channels, TRPs are intrinsic membrane pro-
teins formed by six transmembrane (TM) segments (S1-
S6), with the pore domain formed by segments S5, S6,
and the loop containing the selectivity filter that con-
nects them.” The intracellular amino (-N) and carboxy
(-C) termini are involved in the modulation of channel
function, membrane trafficking, and their lengths vary
significantly between subfamilies.[»8 In Kv channels, the
voltage-sensor modulus is encompassed by segments S1
to S4, which responds directly to the membrane electric
field, through the movements of the four S4 segments,
considered the core of the V-sensor.>>10 These move-
ments are then coupled to the motion of the pore’s acti-
vation gate, which implies a physical interaction between
both modules, carried out through the intervention of
the $4-S5 linker (S4-S5L).10:11 [n a similar manner, at
least in members of TRPV, TRPM, and TRPC channels,

an equivalent interaction is present between S4-S5L resi-
dues and the distal part of S6 (S6t), including an intra-
cellular domain known as the TRP domain, not present
in Kv channels (Fig. 1).13-16

The recently determined cryo-EM structures of TRPV1
in different conformational states!7>18 and TRPV2 from
diverse organisms!920 offer valuable information to
understand the nature of this interaction. Thus, these
structures show that: (i) the lower, C-terminal, part of S6
and the conserved TRP domain interacts with the S4-
S5L; (ii) the a-helical TRP domain is located parallel to
the inner leaflet of the membrane; (iii) an invariable Trp
residue near the middle of this TRP domain forms an
H-bond with the carbonyl oxygen of a Phe residue
(F559) located at the beginning of the S4-S5L in TRPV1;
and (iv) in TRPV2, the middle inner part of the S6 seg-
ment switches between two different arrangements dur-
ing gating, namely a low-energy «-helix and a high-
energy m-helix configurations, which contribute to gate
the pore.l9 This subtle feature has been propososed to
be an alternative to the Gly-hinge and the Pro-kink
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motifs which in Kv channels facilitate the bending and
opening of the internal gate.21,22

In a previous work, we described the regional flexibili-
ty of the S4-S5L and the terminal part of S6 implicated
in the electromechanical coupling in several families of
Kv and HCN channels.23 Herein, taking advantage of the
recently reported structures of two different conforma-
tional states of TRPV1, and based on molecular model-
ing using TRPV2 structure as template, we generated
new protein models for TRPV5, TRPM8 and TRPC5
channels. Then, analyzing the residue conservation of the
S4-S5L, the C-terminal part of the S6 segment and the
TRP domain, we correlated the encoded intrinsic flexibil-
ity with the detailed structural information provided by
the models to improve our understanding of the alloste-
ric coupling between the sensor domain and the pore
domain of these channels. In particular, we have found a
correlation between S4-S5L flexibility and thermo-
sensitivity in those channels.

METHODS

Database screening of homologous thermo-
TRP channels

For our analysis, we selected 1814 sequences searching
for homology using the Basic Local Alignment Search
Tool for each subfamily. We used a non-redundant pro-
tein sequences database and organized all the sequences
in three different groups. For each studied group, we
chose, as a query, sequences that had been previously
studied with respect to the interaction between the S4-
S5L and Sé6t: (1) TRPV1-6, 609 sequences, query: TRPV1
channel from rat (gi: 14010883, version: NP_114188.1,
Uniprot: 035433.1); (2) TRPM1-8, 741 sequences, query
TRPMS from rat (gi: 52851375, version: NP_599198.2,
UniProt: Q7Z2W?7); (3) TRPC1-7, 464 sequences, query:
TRPC5 channel from mouse (giz 3046909, version:
AAC13550.1, UniProt: Q9QX29).

Muultiple sequences alignment, sequence
logos, and phenogram

Alignments were assembled using the CLUSTAL-W
algorithm.24 Location of TM segments studied was com-
pared using the aligned profiles with the Uniprot server
and contrasted them with previous reports on literature.
Sequence alignments of interest were graphically repre-
sented with a sequence logo using the WebLogo server2?
for the graphical representation of amino acids, display-
ing the grade of conservation throw the height of the let-
ter. To estimate intrinsic flexibility for each subfamily, we
generated consensus by this mean, taking the most con-
served residue for such estimation. The solved structural
data were: TRPV117:26 (PDB codes: 3J5P, 3J5Q, 5IRZ,
5IRX), TRPV219:20 (5ANS, and 5HI9), and TRPV62/
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(5IWK). The phenogram was inferred using the
Neighbor-Joining method. Evolutionary distances were
computed using the Poisson correction method.28 Evolu-
tionary analyses were conducted in MEGA6.12

Estimation of flexibility indices for protein
sequences

To assess the flexibility of the S4-S5L and the S6t-TRP
box, flexibility plots were generated analyzing windows
corresponding to these domains in the selected protein
sequences. Therefore, we estimated the intrinsic flexibility
of a residue in accordance with preliminary estima-
tions,29 and additionally, the amino acid flexibility index
was estimated calculating the mean B-factor for each of
the 20 amino acids, depending on whether the two adja-
cent residues were rigid or flexible, comparing them with
a Gumbel distribution using a dataset previously
reported.2 Finally, as the flexibility of a residue is
strongly influenced by the solvet accessibility of the adja-
cent neighbors and as mobile portions of proteins often
had high solvent accessibility,30 we incorporated this
information to our analysis.

Protein modeling of the thermoTRP TM
region and model validation

Protein modeling was done with the TM region
sequence and ~30 residues in the C-terminal containing
the TRP domain. All TRP channels were modeled using
I-TASSER.31 Initial modeling was performed from all
structure templates identified by LOMETS32 from the
PDB library. In all cases, truncated TRPV2 structurel9
was the template of the highest significance in the
threading alignments (the significance of which was mea-
sured by the Z-score: >0.88 for the three models). This
template was used for modeling TRPV5 (gi: 31377510,
version: NP_446239.2, UniProt: Q9JIP0), and the two
query sequences for: (i) TRPM8 and (i) TRPC5 channels
(see above). From this target, [-TASSER generated a large
ensemble of structural conformations and the top five
3D models were examined. Among them, the best model
based in a highest confidence value was selected for each
protein. The confidence of each model was quantitatively
measured by the C-score and the TM-score, respectively:
0.35/0.79 for TRPV5, 0.62/0.83 for TRPMS, and 0.38/
0.76 for TRPC5. The models were then subjected to con-
jugate gradient energy minimizations using Amber 16
package with Amber ff99SB-ILDN protein force field.33
After generating the 3D model, structure validation
and stereo-chemical analyses were performed using
three different evaluation and validation tools: PRO-
CHECK,>* WHAT_CHECK,3> and the ERRAT server
(http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/). From these analy-
ses, the stereo-chemical quality of the protein structures
was assessed by analyzing residue-by-residue geometries.
Overall, structure geometry results in that >95% of the
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Figure 2

Sequence conservation and local flexibility index for the S4-S5L and S6t segments of TRP subfamilies -V, -C, and -M. Upper plots depict mean
B-factors and mean relative solvent accessibility for each amino acid according Ref. 30. Middle plots show B-factors normalized to a Gumbel distri-
bution according Ref. 29. Lower panel depicts sequence logos of the multiple sequence alignments analyzed by the WebLogo server to calculate the
relative frequency of amino acids (Ref. 25). The height of a letter is proportional to the relative frequency of that residue at a particular position.
Residue numbering is according query sequences (see Methods). Helix-promoting Ala is shown in green; helix-disrupting Pro in purple; highly
flexible residues are colored in orange (G,S,T) and blue (K,R,D,E); Cys, Tyr, Asn, Gln, and His, encompassing flexible and rigid residues are shown

in black; nonpolar, rigid residues (M,L,V,LEW) are shown in red.

residues were in correct regions in preferred/allowed regions
in Ramachandran plots for the three models. All results
exposed here exhibited high quality of homology modeling
and reasonable accuracy in terms of dihedral distribution
and stereo-chemical features. Finally, the generated models
were submitted and deposited in the Protein Model Data-
base (PMDB) with PMDB identifiers PMO0080542,
PMO0080543, and PM0080544 for TRPV5, TRPMS, and

TRPCS, respectively. Structural comparisons and analyses
were done using the following structures: TRPV1 in its fully
closed (3]J5P, 5IRZ), intermediate-open (3J5R), and in open
(3]5Q, 5IRX) states,18:20 a5 well as with a truncated
TRPV2 in its putative desensitized state (SANS)19 and with
a full-length ortholog (5HI9).20 Structures were visualized
using the PyMOL Molecular Graphics System, v1.7.2.
Graphs were prepared using Sigmaplot v.11.1.
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Figure 3

Conformational changes of a TRPV1 monomer involving a flexibility hinge at S6 based on the structure of TRPV1 determined by cryo-EM in closed (A),
and open state in complex with DkTx and RTx (B). Sensor- (S1-S4) and pore domains (S5-P-S6) are depicted. The S4-S5L is colored in cyan, terminal
part of S6 (S6t) in red, and TRP domain in green. The GI dipeptide at the S4-S5L (underlined, cyan), the dipeptide at the Sét starting at position L669
(underlined red and asterisk), and the conserved Trp at the TRP box are show as sticks. Lower panel shows the flexibility profile for the S4-S5 and the S6-
TRP domain linkers with the structural key features in corresponding colors according Ref. 29. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

RESULTS

Identification of the homology regions

The whole channel dataset analyzed consisting of 1814
sequences, represents three different families of thermo-
sensitive TRP channels. Figure 1 depicts the multiple Clus-
talW alignments, going from the last part of S4 to the
TRP box of members of TRPV, TRPM, and TRPC fami-
lies, as well as taxonomic relationships among all members
of each family, as indicated in the phenogram. From this
diversity, we focused our study on: (i) the canabidiol and
heat-activated TRPV2 channel for which the structure of
two different orthologues is now known; 1920 (i)
TRPMS, a channel activated by low temperatures as well

634 PrROTEINS

as by plant-derived compounds, like menthol and euca-
lyptol36’37; and, (iii) the canonical stretch-sensitive and
cold-activated channel TRPC5, which is also activated on
stimulation of receptors coupled to Ga-dependent signal-
ing pathways, and receptor tyrosine kinases.>»38 Finally,
for reasons stated below, we included TRPVS5, another
member of the vanilloid family in our analysis. We
focused on these proteins in an attempt to establish com-
mon structural elements relevant to TRPs activation gating
in four phylogenetically distant channels.

Estimation of the intrinsic flexibility

B-factors reflect protein internal dynamics, providing a
flexibility map of the ground-state protein conformation.3?
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Table |

Correlation Between Mean B-Factor and Sequence Identity for TRP Channel Subdomains

Identity (%)?

Channel Sequence Mean Bf TRPV1 TRPV2 TRPV5 TRPM8
S4-S5L

TRPV1 RGFQQMGIYAVMIE —0.6003 —

TRPV2 RGFQHTGIYSVMIQ —0.5889 71.4 (54) —

TRPV5 RGFQMLGPFTIMIQ —0.5744 50.0 (44) 57.1 (43) —

TRPM8 TVSRNLGPKIIMLQ —0.4956 18.2 (15) 50.0 (15) 66.7 (29) —
TRPC5 TANSHLGPLQISLG —0.5184 25.0 (8) 66.7 (13) 50.0 (21) 46.2 (25)
S6t-TRP box

TRPV1 LTYILLLNMLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQR —0.5191 —

TRPV2 LTYVLLLNMLIALMSETVNHVADNSWSIWKLQK —0.5671 72.7 (122) —

TRPV5 ATLLMLNLFIAMMGDTHWRVAQERDELWRAQV —0.5494 44.8 (77) 37.9 (56) —

TRPM8 STNILLVNLLVAMFGYTVGIVQENNDQVWKFQR —0.5396 43.8 (80) 40.6 (74) 37.9 (61) —
TRPC5 GTYNVISLVVLLNMLIAMMNNSYQLIADHADIEWKFAR —0.6141 39.4 (64) 39.4 (66) 33.3 (53) 33.3 (61)

“Non-intersecting alignments between two sequences using the SIM alignment tool for protein sequences (http://web.expasy.org/sim/). Scores are shown in parentheses.

To examine the intrinsic flexibility concomitant to the S4-
S5L and S6t subdomains, Figure 2 associates a group of six
sequence logos with the B-factor of the C, atoms derived
from X-ray crystallographic studies (black symbols). We
also considered the relationship between residue flexibility
and mean relative solvent accessibility (RSA, open symbols)
which are two strongly correlated parameters.39 Addition-
ally, we included the Gumbel B-factor, which comprises the
contribution of the two neighboring residues to have an
accurate estimate of the flexibility for a specific amino
acid.29 According to this, ten residues are considered as
intrinsically flexible (G, S, T, D, N, R, Q, E, and K), where-
as the rest are rigid. Proline is an atypical amino acid as it
has been considered either flexible2? or exceptionally rigid,
in regards to other amino acids.40 B-factors and mean
RSA shown on top of the sequence logos are those corre-
sponding to the top (consensus) aminoacids (see Methods).
Note that, overall, both measurments yield comparable
results. Thus, Figure 2 provides a richer, statistically
grounded description of the compared primary-sequence
segments, in contrast to simple consensus-sequences, allow-
ing the comparison of the segmental flexibility of each
sequence against the relative conservation of each position.
Thereafter, from the TRP diversity illustrated in Figures 1
and 2, and with the aim of determining common structur-
al elements relevant to the activation gating among these
TRP subfamilies, we focused our attention in the relative
maxima of specific B-factors as these positions are intrinsi-
cally flexible.

The S4-S5L of thermo-sensitive TRP
channels

The S4-S5L forms an a-helical structure, which physi-
cally links the V-sensor domain to the pore modulus in
Kv channels.”~11 The recent solved structures of TRPV1
and TRPV2 channels determined by cryo-EM also con-
firm the helical nature of S4-S5L in these proteins, as
well as its proper location to constrict or expand the S6

inner helical bundle of the pore, and its close proximity
to the TRP domain (Fig. 3).17,19,20 A remarkable char-
acteristic of the selected protein families studied here is
the presence of a conserved Gly located at about the
middle of the S4-S5L, an amino acid that imprints sig-
nificant flexibility to polypeptide chains (Fig. 2 and see
below). Therefore, to analyze this region better, and con-
sidering that TRPV1 and V2 have Ile linked to this con-
served Gly, while in contrast TRPM8 and TRPCS5, have
Pro instead of Ile, we included TRPV5 in our analysis
because it also has a Gly-Pro dipeptide. As Pro residues
create prominent bends in proteins and thus are impor-
tant «-helix disruptors, such as Gly,40’41 we analyzed
TRP sequences showing the GP dipeptide in more detail.
Hence, in order to correlate the high intrinsic GP flexi-
bility with the allosteric coupling through its interaction
with the TRP domain,1542 we compared it with Gly-Ile
and Gly-X dipeptides which conform more rigid linkers
(Fig. 3 and Table I). Therefore, taking advantage of pro-
tein modeling, we examined the flexibility contribution
of the persistent presence of such conserved GP dipepti-
des at the middle of the S4-S5L in TRPV5 (G469),
TRPMS8 (G854), and TRPC5 (G504).

In the TRPV family, the Pro residue is only present in
members of TRPV5 and TRPV6 subfamilies (31% of our
TRPV database) whereas the same position can be
replaced by Ile (41%), Thr (22%), Met (6%), and Val
(~1%). In the TRPC family the central Gly precedes a
Thr residue in 16% of the occurrences, and only in
members of the subfamily TRPC2. Finally, in the TRPM
family the GP dipeptide is absolutely conserved (Fig. 2).
These findings are consistent with the relations shown in
Figure 1. Thus, to gain more insight about the putative
role of the GP dipeptide at the middle of S4-S5L, as well
as on the possible roles of the alternative residues taking
the position of that Pro residue, we wanted to explore
the contribution to flexibility of alternative residues at
those positions. Figures 4 and 5 highlight the
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Figure 4

Comparison between the structure of a subunit of TRPV2 (A) which was used as a template to generate protein models for TRPV5 (B), TRPM8
(C), and TRPC5 (D). Equivalent dipeptides at the S4-S5L and S6t as well as the Trp at the TRP box are depicted as sticks. Plots show B-factors
according Ref. 29. Colors are shown as in Figure 3. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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Figure 5

Comparison of the S4-S5 linkers. GI dipeptide present in TRPV2 induces a 3-residue loop (A). GP dipeptide increases the length of the loop: 4-
residues in TRPV5 (B) and TRPMS8 (C), and 6-residues in TRPC5 (D). Dipeptides are depicted as sticks, respectively. [Color figure can be viewed

at wileyonlinelibrary.com]

contribution of the GP dipeptide to the linker flexibility.
Note that the presence of proline favors the formation of
more flexible connecting loops, at the bending of the S4-
S5L, with variable and larger lengths: four (TRPVS5,
TRPMS), or six (TRPC5) residues, as opposed to the 3-
residue loop present in TRPV2 (GI dipeptide). These
results and the recent cryo-EM structures showing that
these connecting loops change depending on the protein
conformation of the pore,!8:26 highlighting the dynamic
role of S4-S5L during the activation gating of TRP chan-
nels (Supporting Information Fig. S1). Besides, we decid-
ed to build and validate three additional models for
TRPC2 and TRPV4 which show different dipeptides. We
found that TRPC2 (GT, 8 residues) connecting-loop is

even longer, and more flexible than in TRPCS5, whereas
TRPV4 (GT, 3 residues) and TRPV4 from Xenopus (GM,
3 residues) have shorter, more rigid loops, similar to
TRPV2 (data not shown). In sum, depending on the sub-
family, the central Pro in S4-S5L changes to alternative
residues (Ile, Thr, or Met) endowing them with differen-
tial intrinsic local flexibilities.

The segment S6 and the S6-TRP domain
linker in thermo-sensitive TRP channels

Regarding S6, we noted that the highly conserved Gly-
hinge in S6 of Kv channels%21,22 s apparently present
only in the TRPC family (Gly 606 of TRPC5), as part of
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Figure 6

Comparison of S6-TRP domain linkers according to the solved structures of TRPV1, -V2, and -V6 (A to C), and according to the protein models
of TRPV5, -M8 and —C5 (D to F). Putative hinge-like Thr-dipeptides (*) and flexible motifs linking S6 to TRP domain (in deep blue) are depicted

as sticks. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

the G-[TIV]-[YF] motif. In contrast, the corresponding,
and more rigid motif starting at position 665 of TRPVs,
is [ATL]-[YF]-[VAI] whereas in TRPM channels, the
equivalent sequence changes to [VCI]-[YF]-[LM] at posi-
tion 962 of TRPMS, also intrinsically rigid (Fig. 2).
Thus, in the case of TRP channels, at first sight only
sequences corresponding to members of the TRPC family
seems to have a recognizable, putative, Gly-hinge near
the middle of S6, whereas ~1 helical turn downstream—
near the place where the Gly-hinge should appear in Kv
channels—? a less conserved Thr/Ser is present at posi-
tion 611/612 in TRPC channels. In Kv channels, the
movable Gly-hinge has been described as the pivot point
where pore-opening is facilitated by a helical rotation
from the symmetry axis of the pore.2143 Interestingly,
the corresponding position in members of TRPV and
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TRPM families, is occupied by two analogous sequence
segments, which are coincident with the presence of a
small peak in the flexibility profile of that region (T670
in TRPV1 and T967 in TRPMS) (Figs. 3 and 4).

To further explore this local point of flexibility, we
took advantage of the recent cryo-EM structures
obtained for TRPV1 in different conformations,l&26 as
well as the TRPV2,19:20 TRPA1,44 and the X-ray crystal
structure of the Ca*"-permeable TRPV6 channel.2” All
of them have provided essential information to under-
stand how different protein subdomains are coupled in
TRP channel activation. As expected, the TRPVI1 struc-
ture reveals slight differences between the ligand-free
(apo) and the ligand-bound structures.18:26 For this rea-
son, in Figure 3(A) we chose to compare the ligand-free
(closed conformation) against the open-pore state
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Figure 7

Tryptophan potential interactions in the complex between TRP box and S4-SL according to the structure of TRPV2 (A) in comparison with the
corresponding interactions predicted in the protein models for TRPV5 (B), TRPMS8 (C), and TRPC5 (D). Black lines depict intradomain interactions
whereas interdomain interactions are shown in red lines. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

achieved on binding of the vanilloid agonist resinifera-
toxin (RTx) from Euphorbia resinifera and the bizarre
double-knot toxin DkTx from the tarantula. As it can be
appreciated, the S6t flexibility plot in TRPV1 predicts a
peak around the middle of the S6 helix [see asterisks in
Figs. 1(B) and 3], two residues downstream of the posi-
tion where the Gly-hinge is present in Kv-channels.2l
The relevant residues in TRPV1 are Leu669/Thr670, and
interestingly, in the open conformation a slight kink is
evident at that position, consistent with its putative role
as a hinge in this channel (Fig. 3). To corroborate this, it
was useful to compare the amphipol-stabilized structures
shown before against recent structures of the same pro-
tein determined in lipidic nanodiscs, where structures
represent a more realistic conformation due to the pres-
ence of some annular lipids.26 As shown in Supporting
Information Fig. S1 and S2, the presence of a S6-
inflection at that position is more evident in presence of

RTx/DkTx. Indeed, it is seen that the activated TRPV1
shows a 3-residue flexible loop composed by Tyr671,
Ile672, and Leu673. However, unlike what is seen in the
case of TRPV1, we did not find the corresponding S6-
hinge in the TRPV5, TRPMS, and TRPC5 models, even
when a peak of minimal flexibility is evident in each
profile around the middle of the S6 (Fig. 4). The puta-
tive hinge is not evident either in the truncated TRPV2,
although in the full-length structure the kink corre-
sponding to the flexibility peak predicted in our plots is
most conspicuous (Fig. 6). Similarly, in the crystal struc-
ture of TRPV6 that irregularity is not evident; however,
as it shows a close packing of aromatic side chains that
rigidifies the structure, and the S4-S5L shows not inter-
pretable density data, we should interpret this with
caution.2”

Protein models also show the corresponding regions of
high flexibility within the S6-TRP domain linker. In the
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solved structures, this region has a significant torsion to
form the intracellular helix which runs parallel to the
inner layer of the membrane.17-18 Tn TRPV1, the flexible
sequence (~12 residues) starting at E684 is rich in flexi-
ble residues and encompasses the portion of each mono-
mer where S6 connects the TRP domain. Similarly, in
TRPV2 the homolog flexible sequence initiates at E647
but it is smaller (~9 residues), whereas in TRPV5 it is
again larger (~12 residues), starting at D573. Finally, in
TRPMS8 the corresponding flexible sequence is longer
(~13 residues) starting at G980, but in TRPCS5, it begins
at N625 (~14 residues) but it shows a more rigid profile
for the S6-TRP domain linker (compare flexibility plots
in Fig. 4 with Fig. 6).

The conserved tryptophan at the TRP
domain

Finally, taking into account that different allosteric
models describe the gating of thermo-sensitive TRP
channels, 44546 and considering that in all of the cases
the corresponding region to the TRP domain at the C-
end of the inner gate plays a central role along with the
S4-S5L during the activation of the channels,14’15’47_49
our attention was turned to the putative interactions of
S4-S5L with the highly conserved Trp residue present in
the TRP box. The results in Figure 7 show that several
potential interactions can be established between the Trp
residue and the S4-S5L. Thus, in TRPV2, Trp660 is ori-
ented toward the linker interacting with Arg 517 and
Ile524 (from the GI dipeptide). Trp could also interact
with Lys664 of the same TRP domain; in TRPV5, Trp586
is also oriented to the linker, and the only candidate to
establish interactions is Pro470 precisely, of the GP
dipeptide, and probably Arg463. Interestingly, in this
case Pro470 and Trp586 seems to have the proper geom-
etry to potentially establish several interactions between
the pyrrilodine and the indole rings (see Discussion). A
similar pattern was observed in the case of TRPMS,
where the highly conserved Trp994 is also exposed to the
linker and it also has the proper orientation to establish
several interactions with Thr848 and mainly with Pro855
(from the GP dipeptide). The molecular environment
changes for TRPCS5, where Trp639 runs more parallel to
the TRP domain and, in consequence, relevant interac-
tions could be established with Thr498, Ser501, and
Gly504 from the GP dipeptide, but not with Pro505
which is farther.

DISCUSSION

In a previous work, we found the presence of a highly
conserved Gly residue at the center of the $4-S5 linker in
Kv channels, and corroborated the presence of the con-
served Gly-hinge at the middle of S6 in all members of the
Kv superfamily, and pointed out its absence in the HCN
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family.23 The starting point of the present study was the
generation of flexibility plots of several TRP families,
where points of relatively maximal flexibility were identi-
fied in the two modules that couple the pore, S5-S6, and
the sensor, S1-S4, domains. The observations reported
here agree well with previous reports showing: (i) a close
relation between the TRPV and TRPM subfamilies$; (ii)
conserved motif sequences at the S4-S5L and near to the
channels activation gate with a 6-mer segment (the TRP
box) showing an invariant Trp residue which interacts
with the $4-S5L14:15; (iii) we have also shown that, as in
Kv channels, there is a highly-conserved Gly at the center
of S4-S5L, which in the TRPM and TRPC families (except
TRPC4 and C5) is always linked to a Pro residue, thus
forming a GP dipeptide. TRPC4 and C5 have instead a GT
dipeptide, whereas in TRPV channels the central Gly forms
less conserved dipeptides: GI, GP, GT, and GM. Addition-
ally, two other points of interest were identified, that we
propose to be relevant for the activation gating of these
channels, and therefore were studied in more detail: (i) a
putative Thr-hinge analogous to the Gly-hinge described
in potassium channels, and (ii) a region of high flexibility
that connects the S6 segment with the TRP domain, which
in turn, allows it to interact with specific residues within
S4-S5L. To conclude, as the generated models are consis-
tent with a large amount of functional data, conclusions
discussed in next sections have structural relevance.

Proline makes more flexible thermo-TRP
S4-S5 linkers

Because of the rigid nature of peptide bonds, the con-
formational flexibility of polypeptide chains is limited to
rotations at the bonds of Ca atoms and to the contribu-
tion of the side chains mobility."0 In «-helical back-
bones, Gly and Pro are known as “helix breakers”
because they disrupt the helix regularity.2141 In this
regard, a pivotal role of Gly is to prevent constraining
interactions with critical residues in its vicinity,43 where-
as Pro induces kinks that also facilitate the helical pack-
ing assembly and due to its intrinsic rigidity it may
provide significant structural distortions.?! Furthermore,
it has been shown that when Gly precedes Pro, this
dipeptide distorts helices by changing the direction of
the axis about 20°.92 Hence, herein we explored the con-
tribution of this GP dipeptide to the S4-S5L flexibility of
several TRP channels. The B-factors summarized in Table
I indicated that when Pro is present in the S4-S5L (as in
TRPVS5, TRPMS, and TRPC5) there is a bigger segmental
mobility than when Ile takes its place (as in TRPV1 and
V2). Notably, this estimate was reflected in the specific
flexibility plots in Figures 3 and 4, which was consistent
with the protein models showing longer loops immedi-
ately adjacent to the Pro residue in Figure 5.

Interestingly, the S4-S5L from TRPMS8 shows the more
flexible profile among the studied proteins (Fig. 4 and
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Table Il
Thermodynamic Parameters of the TRP Channels Studied in This Work

Mean Bf(S4-S5L/

Channel T(°C) S6t-TRPhox) Qi (°C) AS (kcal/molK) AH (kcal/mol) Activators References

TRPVA >43 —0.5597 27 0.26 90 Capsaicin, RTx, Piperine, 37,58-62
Endocannabinoid lipids

TRPV2 >52 —0.5780 >100 0.59 200 2-APB?, LPC®, Probenecid, 63-66
Mechanical stretch

TRPV5 n.d. —0.5619 n.d. n.d. n.d. Constitutive active®, PIP, 62,67

TRPMS <20-28 —05176 2 —0.38 112 Menthol, Eukalyptol, Icilin, PIP, 31,59,68,69

TRPCS 25-37 —0.5663 ~10 n.d. —40 Gg-PLCE, PIP,, Nitric oxide, H,0,, 38,7012
Mechanical stretch

Shaker — — >4 —1.1° —16 Voltage, PIP, 73-15

“2-aminoethoxydiphenyl borate.

"Lysophosphatydilcholine.

“Regulated via PKC.

9Heterotrimeric Gq protein subunit that activates phospholipase C.
“Entropic change for the C to O transition at 20°C.

n.d. not determined.

Table I); in contrast, the corresponding profiles for TRPV1
and TRPV2 are the most rigid. TRPM8 channels are acti-
vated by cold (~28°C), whereas TRPV1 and TRPV2 are
activated by heat (~43°C and ~52°C respectively).37-46
Thus, it is tempting to hypothesize a direct relationship
between a high flexibility S4-S5L profile with activation by
cooling as well as a restricted flexibility (i.e., an enhanced
rigidity) in heat activated TRP channels (see Scheme). In
support of this idea, TRPC5, which has been described also
highly cold sensitive (37-25°C)38 exhibits a highly flexible
S4-S5L profile (Table I). In terms of protein thermal stabili-
ty, this relationship has recently received noticeable atten-
tion.?3 In the case of TRPVS5, its S4-S5L flexibility profile
was intermediate between those of cold-sensitive (TRPMS8
and TRPC5) and hot-sensitive (TRPV1 and TRPV2) chan-
nels, but we did not find reports about the temperature
sensitivity of this channel. Although we cannot verify our
hypothesis in this case, we believe that this channel could
be activated by warm stimuli as in the case of TRPV4.9%55
The mobile nature of protein loops has also been decoded

in terms of composition, being Lys, Met, and Asp, part of
“fast” loops (as in TRPMS8 S4-S5L), while Cys, Tyr, Ile Phe,
and Leu are often part of static loops (as in TRPV1, and
V2),%6 which is consistent with our results. Nevertheless,
although internal motion (flexibility) importantly depends
on aminoacid composition, several other factors have to be
considered to make a universal postulate about this. Con-
sider for example the heat capacity, conformational entro-
py, salt bridge networks, electrostatic and dipolar
interactions, as well as the hydrophobic effect,”3 which
cannot be determined here.

We have also noted that S4-S5L from TRPVI has a
stiffer profile than TRPV2, which is not consistent with
the T-sensitivity showed by these two channels (see Table
I). This can be explained if one also considers the contri-
bution of the interacting S6t segment, since these two
subdomains are involved in the intersubunit coupling
during the allosteric activation.12=1557 Taking into
account this, we found that the S4-S5L/S6T-TRP box
profile of TRPV2 (activated by noxious heat) is slightly

Scheme 1

Schematic representation of four thermo-TRPs indicating their reported temperature sensitivity associated with their relative S4-S5L flexibility.

[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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more flexible than that of its homologous, TRPV1. The
latter is also true at least for TRPMS8 because it shows
the more flexible combined profile for such interaction,
consistent with the aforementioned hypothesis (Table II).
Thus, as protein mobility increases with temperature,76
and considering that specific and regional protein motions
are linked to the efficiency of enzymatic catalysis in some
enzymes,’” it was interesting to assess the contribution of
the intrinsic flexibility of these two sub-domains during
allosteric gating of these thermo-sensitive TRP channels.

A SB6 Thr-hinge in thermo-sensitive TRP
channels?

Previous reports suggest that the lower part of S6 (S6t)
in TRPV1 moves to open the activation gate in presence of
specific ligands.78>79 Supporting this, the new cryo-EM
data of TRPV1 show such motion of S6t and also suggest
that it may be caused by an outward movement of the S4-
S51.17,18 1 TRPV2, whose structure has been reported as
a putative desensitized state, the intracellular activation gate
has been positioned closer to the cytosol by one helical
turn in comparison with TRPV1.19 This peculiarity was
interpreted to arise from a change in the helical organiza-
tion of S6 in both channels as result of two different non-
conductive states. Thus, whereas in TRPV1 S6 adopts a -
helix in the middle of this segment, S6 of TRPV2 adopts a
canonical a-helix conformation. Such subtle differences
have profound implications for this work because residues
that define the point at which S6 bend in the TRPV1
structure is Tyr671, just one residue after the LT dipeptide
defining the lower gate flexibility peak for this subfamily
(Fig. 2). Interestingly, Tyr761 constitute the most con-
stricted point in the lower gate of the TRPV1 channel
structure!” and it might contribute to the allosteric cou-
pling between thermal- and capsaicin dependent activation
mechanisms.30 However, in TRPV2, the equivalent posi-
tion (Tyr632) shows no bending point probably because in
this case, the protein conformation represents a different
closed state. We cannot rule out the possibility of a change
in the helical conformation depending on the substate of
the channel, but we also cannot discard a minimum con-
tribution around the intrinsical flexibility point we found
in our analysis for the three TRP subfamilies reported here.

In Kv channels, experimental evidence indicates that the
highly conserved Gly residue at the middle of S6 acts as a
local flexibility point.11>21’22 This “molecular hinge” has a
subtle fluctuation of *=2.5° during gating transitions in sev-
eral K'-channels.81 Moreover, the high-conserved PVP
motif in these channels also contributes to the S6 flexibility
through a kink angle fluctuation from 18° to 30° during
the closed to open transition.31 Notably, this “Pro-kink”
motif aligns near (one helical turn) the flexibility peak in
TRPV and TRPM channels (Fig. 1) but in the case of the
TRPC subfamily, the corresponding point of flexibility is
less defined, ranging from residue 606 to 610. Indeed, we
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found an invariant Gly at position 606 in TRPC channels
as part of the G-[TIV]-[YF] motif, which is similar to the
3-residue motif in Kv10-12 channels with a high-conserved
Gly followed by at least one flexible residue and then a
well-conserved rigid one.23 This motif is around one and a
half helical turn above the equivalent position to the puta-
tive Thr-hinge (T670) in TRPV channels,30 and it shows
high local-flexibility in TRPC channels (Fig. 2). However, if
Gly606 has a role as a hinge in TRPC channels, it remains
to be experimentally determined. In contrast, the corre-
sponding position in TRPV channels (T665 in TRPV1) is
low-conserved because it may also be occupied by an Ala
or a Leu residue. However, due to its poor local flexibility,
it probably excludes that motif as an additional bending
point in S6 and reinforces the idea of a Thr-hinge at posi-
tion 670. Hence, TRP channels do not possess a typical
point of local flexibility like Gly or Pro at the middle of S6,
except in the structure of TRPA1 where the equivalent posi-
tion has already a Pro residue as a point of high flexibili-
ty.44 Indeed, in dynamic simulations performed by
Susankova et al. (Ref. 80) bending becomes apparent in the
region around T670 in TRPVI1 channels, in good agree-
ment with our predictions and very recent structural data
(Supporting Information Fig. S1 and S2). Unfortunately,
this putative Thr-hinge has been severely questioned since
no functional evidence was provided by the authors.”8,82

Likewise, a highly conserved Ala at position 680 in
TRPV channels, present in TRPM (Ala977) and TRPC
(Ala622) channels also have been considered as an alterna-
tive “bending-hinge” in those families.80 In this particular
case, the high helix-stabilizing propensity of Ala relative to
Gly, Ser, and Thr, as well as the fact that these Ala resi-
dues are immersed in rigid motifs, leads us to not corre-
late its low-flexibility profile with such hypothetical
function (Fig. 2). In sum, we found three different dipep-
tides showing slight intrinsical flexibility, all of them
involving a Thr residue near to the middle part of S6 in
the three different subfamilies analyzed here. When such
positions were structurally evaluated in our models, a
bending point was difficult to be evidenced in S6, and
only in the case of TRPC5 a subtle bending can be antici-
pated at that position (Fig. 6). Nevertheless, as our models
were generated using the structure of TRPV2, which rep-
resent a desensitized state of that channel, and considering
that density maps determined with nanodiscs including
annular lipids are in general more close to a physiological
condition, the fine details revealed for TRPV1 structures
reinforces our prediction for these particular bending
points (Supporting Information Fig. $2),26 although we
present this aspect of the lower gate cautiously.

The flexible nature of the S6-TRP domain
linker

Finally, we evaluated the three different TRP domains
in our models and we found that they assume an
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a-helical structure that presumably also runs parallel to
the inner face of the membrane, just as it was anticipated
by the structures of TRPVI, -V2, and V6.17,19,20,27
This domain starts with a sharp bend at the end of S6,
having an important role as a tetramerization domain
and as a molecular determinant of channel gating.47’48
Notably, we found that the higher flexibility profile
found for this region corresponds precisely to the S6-
TRP domain linker, a subdomain originally described as
a sharp bend after $6.17 In the case of TRPV1 this flexi-
ble motif starts at Glu684 (part of segment S6) and it
ends at Asn695 (in the TRP domain), which are two
highly flexible residues??; then, the flexibility profile goes
down where the 6-mer TRP box initiates with a more
rigid profile (Fig. 3). This is quite consistent with the
cryo-EM data, where electronic density for the TRP
domain, especially the part immediately following S6
(the helical “elbow”) does not have a good side-chain
resolution, which probably reflects the dynamic nature of
this region.18 Indeed, this channel in closed state shows
a S6 a-helix until 1le689 and then a kink appears at
Ala690, which has been solved as a loop in the structure
(Supporting Information Fig. S1). Thus, TRP domain
starts at GIn691 but in the open state the flexible loop
disappears which is consistent with a stabilization of the
structure in presence of specific ligands.18’83 The linker
between S6 and the TRP domain was also assessed in the
rest of the models, finding that flexibility profiles were
equivalent, providing a pronounced kink in the structure
at the end of S6 in TRPV5, TRPMS, and TRPC5 (Fig.
6). TRPV6 structure, in contrast, differs markedly
because the S4-P-S5 pore domain and the S1-S4 sensor
domain of the same protomer are packed against each
other.27 As TRPV5 and TRPV6 are unique members of
the TRP superfamily and closely phylogenetically relat-
ed,1’3”8 we must mention that the TRPV5 model (based
on the relatively distant TRPV2 structure) should be
interpreted with this information in mind. Even so, taken
all these observations together, our results agree with the
general notion of a correlation between a high intrinsic/
segmental flexibility in the S6-TRP box linker as a key
structural and a functional determinant that is essential
for the allosteric coupling of diverse stimuli in these
proteins. 15,46

Putative interactions for the conserved Trp
at the TRP box

Tryptophan has the largest rigid side-chain among the
20 amino acids, so because of its size and mixed hydro-
phobic/hydrophilic character, it has an important struc-
tural role in proteins. Trp also is unique due to: (i) its
amphipathic nature enabling it to participate in both
nonpolar interactions as well as in H-bonding; (ii) its
potential to perform NH.--m and CH:--m interactions;
and (iii) its electrostatic interactions via the inherent

quadrupoles of the aromatic ring.84 Furthermore, Trp is
an important contributor to the stabilization of the
folded structures.8> Importantly for our study, a recent
study with TRPV4 concluded that specific interactions of
the TRP box, involving Trp733 (Trp697 in TRPV1) with
the S4-S5L stabilize the closed state of the channel.>”
Thus, on ligand binding, the TRP box undergoes confor-
mational changes unlocking the TRP domain as a negative
control of the gate opening.47 In this model, hydrogen
interactions between the S4-S5L and the S6t region are
disrupted, presumably promoting opening of the gate.18
These findings suggest that both intrasubunit as well as
intersubunit interactions involving this Trp residue are piv-
otal for an efficient channel gating and also anticipate that
such motif may be involved in the functional coupling of
different stimuli leading to opening the pore. Regarding
this, we have delimited our analysis to the intrasubunit
interactions without considering the intersubunit ones; nev-
ertheless, this does not limit our main findings. In Figure
7, the most interesting potential interactions involving such
Trp are depicted. The criterion to establish relevant local
interactions between the Trp side-chain and the backbone
and lateral groups of residues at the S4-S5L was the close
proximity which was considered to be below 3.5 A. This
argument includes hydrophobic interactions, van der Waals
forces, and hydrogen bonding.86 Remarkably, in all the
models we found that Trp was always oriented to the S4-
S5L, exposing the indole ring and establishing putative
interactions with Arg517/1le524 (TRPV2), Arg463/Pro470
(TRPV5), Thr848/Pro855 (TRPMS), and Thr498/Ser501
(TRPC5) with interatomic distances N-H:--O = C ranging
from 2.6 to 3.4 A, which suggest H-bonding. Indeed
amino-aromatic interactions have been defined ranging 3.4
to 6 A.87 In addition, some putative C-H:--O = C interac-
tions were also revealed in our models involving other dif-
ferent residues in the S4-S5L as well as in the TRP box
itself. However, if the major contribution to possibly lock
the lower gate in these channels should be assigned to a
particular interaction, it should be attributed mainly to the
N-H:--O = C H-bonding because its energy is greater than
the C-H---O = C interaction.88 In the case of TRPV5, and
TRPMS Trp also seems to interact with the central Pro at
the S4-S5L (Fig. 7). Trp-Pro interactions are energetically
strong (~7 keal/mol)40 so contact between a Pro and a
Trp can result in very stable interactions because Pro has
high propensity to interact with Trp through stereo-specific
interactions involving the C-H groups of the pyrrolidine
ring as a H-bond donor in the Pro and the m electron
cloud of the aromatic ring in Trp.89 This is also consistent
with the hypothetical role of the Trp-Pro interaction as a
locking point in TRPV5 and TRPMS8 channels. Obviously,
the nature of H-bonding and other kind of interactions
varies from system to system and determine if the Pro-Trp
interactions between the S4-S5L and the TRP box are real
necessarily requires to be experimentally explored.
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To finish, it is well known that Trp prefers to exist in
the interfacial region of lipid bilayers, between the hydro-
carbon core and the aqueous milieu, functioning as a
molecular anchor in membrane proteins.90 The chemical
nature of Trp (in this case the benzene ring) allow it to
interact directly with the interfacial water at the membrane
surface rather than being buried into the hydrophobic core
of the lipid bilayer.”! Similarly, evidence for cation-m inter-
actions between the lipid choline groups and the indole
has also been revealed.”? Although these preferences could
have important consequences on protein modeling, it is
well established from the structures discussed here that the
position of the conserved Trp residue in the TRP box is
almost invariable, running parallel to the membrane and
interacting with the intracellular soluble domains (i.e., the
S4-S5L) in each case. In consequence, the TRP domain is
considered a point of structural integration which facilitates

the allosteric coupling between different domains in these
Channels.17’l9’20’26’27

CONCLUSIONS

As polymodal gating implies the action of different
sensors that may work independently or in concert to
activate a channel, understanding of allosteric coupling
controlling TRP channel activation should seriously con-
sider the concept of intrinsical/local flexibility. The most
salient contributions of this study can be summarized as
follows: (i) A central Pro in the S4-S5L always increases
its flexibility. (i) Thermo-dependence at least in TRPV1,
TRPV2, TRPMS, and probably also in TRPCS is directly
related to the flexibility of the S4-S5L. (iii) Segments S6t
in TRPV, TRPM, and TRPC channels show different flex-
ibility profiles, with at least one putative hinge point dif-
ferentially positioned along such helical structure. (iv)
The non-covalent interactions of Pro, combined with its
intrinsic rigidity due to its backbone torsion, might be
the explanation for its putative stabilizing role of the
closed/desensitized state in some TRP channels because
it could form a lock through its interaction with the
highly conserved Trp at the TRP box; this Trp residue is
probably interacting with the inner leaflet of the mem-
brane, stabilizing the closed state. The ideas and predic-
tions stated in this work are mapped on the two
available structures of TRPV1 in closed and open states
(Supporting Information Fig. S2). Integrate these obser-
vations and conciliate them with several previous experi-
mental results and structural data to create a consistent
model which includes the role of local flexibility, confor-
mational changes associated to ligand-bonding, as well as
the response to temperature, voltage, and mechanical
aspects of the lipid bilayer, requires further experiments
including the electrophysiological approach. Recent inde-
pendent works by Chugunov et al. (2016)%3 and Wen et
al. (2016)%4 using MD have shed new light on early steps
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of TRPV1 activation during an increase in temperature.
According to these authors, heat induces subtle confor-
mational motions of the structure formed by S6 helix,
which exhibit a heat-activated flexibility during the
closed state, and bending of the TRP domains, leading to
opening of the lower gate. However, the most unexpected
phenomenon observed in these studies is the tempera-
ture-dependent opening at the level of the upper gate,
which corresponds to the selectivity filter of the pore.
Detailed analysis show a partial channel opening in the
lower gate, being independent of the upper gate mechan-
ics. Hence, during the closed-to-open conformational
simulations at high temperatures, both the lower and the
upper gates are dynamic, but the upper gate undergoes
flickery opening/closing events, and therefore it may
open more readily than the lower one during the gating
transition.
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1. Introduccién

El proceso por el cual la cadena polipeptidica de una proteina alcanza su estructura
tridimensional bioldégicamente funcional -conocida como la estructura nativa- se denomina
plegamiento, y es posiblemente el ejemplo mas fundamental de autoensamblaje molecular
en un contexto biolégico. Un conocimiento a profundidad de este proceso es de gran
importancia para (i) acercarse a alcanzar el objetivo de poder predecir la estructura proteica
a partir de la secuencia de aminoacidos, (ii) poder realizar el disefio de novo de proteinas
con propiedades nuevas y Utiles, (iii) profundizar en muchos aspectos de las teorias
evolutivas y (iv) aumentar el conocimiento de los origenes moleculares de muchas
enfermedades que son atribuidas al plegamiento andmalo de proteinas.! Con frecuencia, en
los laboratorios de investigacion se estudia el proceso inverso al plegamiento, conocido
como desplegamiento o - deshaturalizacién. Los procesos de plegamiento o de
desplegamiento de una proteina conllevan la formacién o ruptura, respectivamente, de
numerosas interacciones débiles (no covalentes), y estan caracterizados por un cambio en la
energia libre de Gibbs de la proteina al pasar del estado inicial al final. Esta diferencia de
energia entre el estado nativo y otras conformaciones "no nativas" o desnaturalizadas

permite analizar y conocer la estabilidad de la proteina.?

Una estrategia experimental para conocer los cambios energéticos que ocurren
durante el desplegamiento de una proteina consiste en emplear la técnica de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC en inglés).® La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)
tiene una larga historia de interesantes y Utiles aplicaciones en el campo del estudio de las
proteinas. De hecho, puede afirmarse que los estudios con CDB en la desnaturalizacion



térmica de proteinas han jugado un papel central en el conocimiento de las bases
moleculares que determinan la estabilidad proteica. La técnica fue desarrollada por E. S.
Watson y M. J. O'Neill en 1962, y se introdujo en el mercado en 1963 en la Conferencia de
Quimica y Espectroscopia Analitica y Aplicada de Pittsburgh.* Inicialmente, el instrumento
fue disefiado para medir los cambios conformacionales y la temperatura de transicion vitrea
inducidos por el aumento de la temperatura en diversos materiales y biopolimeros en estado
solido. Sin embargo, el primer calorimetro diferencial de barrido adiabatico que pudo ser

utilizado en bioquimica fue desarrollado por P. L. Privalov y D. R. Monaselidze en 1964.°

La CDB es actualmente aceptada como la técnica de eleccion para determinar la
energética del plegamiento/desplegamiento de proteinas y los mecanismos termodinamicos
que subyacen a estos procesos. En ella, se determina la capacidad calorifica de una proteina
u otra macromolécula como funcién de la temperatura. Cuando. dentro del intervalo de
temperatura empleado en el experimento calorimétrico la proteina en estudio sufre la
transicion del estado nativo al desnaturalizado, la CDB permite determinar la cantidad de
energia absorbida (o calor, si se mantiene la presién constante) para que ocurra dicha
transicion.® Asi, empleando los datos obtenidos en un experimento de CDB se puede
realizar una caracterizacion termodinamica de la transicion. De forma general, la
informacion obtenida de un experimento de CDB permite conocer: ’ (i) la capacidad
calorifica de la proteina a diferentes temperaturas, (ii) los cambios en la entalpia (AH), en la
entropia (AS) y en la capacidad calorifica (ACp) asociados con el desplegamiento inducido
por temperatura, (iii) la temperatura media de desnaturalizacion (Tm), y (iv) la poblacion de
estados intermedios durante el desplegamiento y sus parametros termodinamicos. En
resumen, la CDB es una técnica poderosa que caracteriza los cambios conformacionales
inducidos por temperatura en proteinas y otras macromoléculas bioldgicas. En este capitulo
revisaremos los fundamentos de la técnica, la instrumentacion y las aplicaciones de la CDB
en el campo de proteinas, haciendo algunas observaciones al final sobre su uso en otros

campos de interés biotecnoldgico y biomédico.



2. Instrumentacion

Un calorimetro diferencial de barrido consiste en dos celdas idénticas: la celda de
referencia que contiene el amortiguador utilizado para solubilizar la macromolécula, y la
celda de trabajo o de muestra que contiene la macromolécula de interés en ese mismo
amortiguador (para una detallada descripcion del instrumento, ver referencias 8 y 9).
Ambas celdas estan colocadas dentro de una chaqueta adiabatica que las aisla del exterior,
evitando asi la pérdida o ganancia de energia desde el entorno (figura 1). El calorimetro
establece una diferencia de temperatura (4T) muy pequefia entre las dos celdas y de ahi el
uso de la palabra diferencial en su nombre. En un experimento de CDB-ambas celdas son
simultadneamente calentadas a la misma velocidad (conocida como velocidad de barrido) v,
como son idénticas, el AT es el mismo a toda temperatura hasta que ocurre algin evento
que absorbe o libera energia. Si en la celda de trabajo hay una proteina, este evento es el
desplegamiento de la molécula que, al ocurrir, altera el valor de AT. Los calentadores y
circuitos de retroalimentacion del calorimetro proporcionan a las celdas de trabajo o de
referencia (segun se haya absorbido o liberado energia) la cantidad de energia necesaria
para restablecer el AT a su valor original. En el caso de una proteina, esa cantidad de
energia es igual a la energia absorbida por ella al desplegarse, que es, como se describira
mas adelante, una de los valores mas importantes que proporciona la CDB.

La energia que suministra el instrumento a las celdas para restablecer el AT original
se realiza aplicando una corriente eléctrica (1) a un voltaje constante (V). Es decir, el equipo
aplica una potencia eléctrica (P) que es igual al producto de V e I (P = VI) y cuyas unidades
son watts. Dado que 1 watt = 1 Joule/s (energia/tiempo), al dividir P entre la tasa de
calentamiento empleada en el experimento (dT/dt, donde T = temperatura y t = tiempo) se
obtiene -que dicho cociente (P/(dT/dt)) tiene unidades de energia/grado.!® Estas son las
unidades (J/K o cal/K) de la propiedad extensiva llamada capacidad calorifica. Al dividir
entre el numero de moles de la proteina presente en la celda, se obtiene la capacidad
calorifica molar (con unidades de J/K mol o cal/K mol) que es una propiedad intensiva.l!
Dado que el experimento se realiza a presion constante, el experimento de CDB

proporciona el Cp del sistema (proteina en amortiguador, por ejemplo) que esté colocado en



la celda de trabajo. En resumen, un equipo de CDB mide el Cp como funcién de la

temperatura.

A 4

Figura 1. llustracion esquematica de un Calorimetro Diferencial de Barrido (CDB). Consta de dos celdas
idénticas, la que contiene la muestra M de interés (por ejemplo, una solucién de proteina), y la de referencia R
que se llena con el mismo disolvente (por ejemplo,-una solucién amortiguadora) en el que esta la proteina. AT
es la diferencia de temperatura entre las dos celdas.

Desde el primer calorimetro descrito en 1964, los CDB han evolucionado muy
rapidamente. Conservando el principio de medicion descrito anteriormente, en los méas de
50 afios que han -transcurrido desde su introduccién, muchas mejoras han sido
implementadas, producto del desarrollo de la tecnologia. Una de las primeras fue lograr
construir chaquetas adiabaticas mucho mas eficientes. El siguiente avance clave fue la
miniaturizacion de las celdas, lo cual mejoré la sensibilidad, drasticamente reduciendo los
gradientes de temperatura que ocurrian en muestras grandes. Ademas, este cambio en el
disefio también permitié la eliminacion de mecanismos de agitacion. El reemplazo de
celdas cilindricas por tubos capilares, que tienen un muy alto cociente superficie/volumen,
minimiz6 dramaticamente los efectos de viscosidad y los gradientes de calor. También, el
uso de celdas presurizadas permitio el aumentar el limite de temperatura superior de los

experimentos.® Los equipos modernos son capaces de calentar desde velocidades muy bajas
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(0.2 grados cada minuto) hasta muy réapidas (4.2 grados cada minuto), y operan aplicando

una presion ligera (entre 50 y 60 psi) a ambas celdas, aumentando con ello el punto de

ebullicidn de las disoluciones que se encuentran contenidas en éstas (el contenido de las

celdas es basicamente agua) y permitiendo llegar incluso hasta los 125 °C de

calentamiento. Esta presurizacion también tiene el efecto de inhibir la formacién de

burbujas durante el calentamiento de los gases disueltos en la muestra.

El éxito de un experimento de CDB depende no sélo de la calidad del calorimetro

sino también del empleo de un disefio experimental adecuado. Al respecto, a continuacion

se proporcionan un conjunto de recomendaciones y cuidados especificos utiles, para el caso

en el que el sistema de interés sea una proteina:

Un experimento de CDB consiste de: (i) un barrido de-amortiguador-amortiguador
(presente en ambas celdas) para obtener la linea base fisica, (ii) un barrido de
proteina-amortiguador, colocando la proteina disuelta en el amortiguador en la celda
de trabajo y amortiguador en la de referencia, para obtener una primera endoterma
de desnaturalizacion y (iii) un segundo barrido a esa misma muestra después de
haber sido enfriada, con el fin de saber si la transicion nativa a desplegada es o0 no
reversible. Tipicamente, un proceso-es considerado calorimétricamente reversible si
el 85-90% del &rea bajo la curva de la endoterma es recuperada en el experimento

de recalentamiento. ’

Para garantizar la calidad de los datos obtenidos se requiere: (i) que la pureza e
integridad de la proteina bajo estudio sea de la mas alta calidad posible; (ii) que las
muestras de proteina sean dializadas contra el buffer a emplear, centrifugadas para
remover agregados, y desgasificadas; (iii) que el amortiguador desgasificado, usado
en el Gltimo paso de dialisis, sea el introducido en la celda de referencia con el fin
de que los disolventes en ambas celdas sean idénticos; esto es especialmente critico
si se desea obtener los valores absolutos de las capacidades calorificas; (iv) que la
concentracion de la proteina sea determinada con alta exactitud dado que cualquier
error en la concentracién se vera reflejado directamente en un error en los
pardmetros termodindmicos a obtenerse; esta cuantificacion debe hacerse justo antes

de que la muestra sea introducida en la celda del calorimetro; (v) que al cargar las
5



muestras en ambas celdas se cuide que no se generen burbujas; (vi) que después de
los experimentos, se laven las celdas a profundidad para eliminar rastros de las
corridas previas; ademas, periodicamente hay que realizar controles para asegurarse

de que las celdas calorimétricas estan limpias.

e EIl uso de un amortiguador adecuado es de importancia. En la eleccion del
amortiguador se recomienda utilizar sales con bajas entalpias de ionizacién, ya que
sales con alta entalpia de ionizacién provocaran grandes cambios en el pH a altas
temperaturas y, por lo tanto, efectos en la estabilidad proteica. Sales como fosfatos,
formatos y acetatos regularmente son buenos sistemas de amortiguamiento para los
experimentos realizados (AHion cercana a 0). El empleo de ditiotreitol (DTT) en la
disolucion amortiguadora no es recomendado debido a su inestabilidad y facilidad
para oxidarse en presencia de aire (aun con los amortiguadores previamente
desgasificados); como alternativa se puede utilizar tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP)
o B-mercaptoetanol (BME).*? Algunos aditivos como detergentes o glicerol pueden
causar problemas en el momento de dializar; se puede prolongar el tiempo de

dialisis o utilizar otro método de dialisis como una columna de desalado.

3. Latraza calorimétrica

A la representacion de la capacidad calorifica contra la temperatura se le conoce como traza
calorimétrica. Una traza tipica de CDB para una proteina globular en solucion es mostrada
en la figura 2. Dado que la estructura nativa de cada proteina es distinta, la traza
calorimétrica «de cada una de ellas es diferente. Por ello, la traza calorimétrica de una
proteina puede considerarse como su huella digital. Incluso, para una misma proteina, la
traza calorimétrica es diferente de acuerdo a las condiciones experimentales en las que se

encuentra la macromolécula (es decir, pH, presencia de solutos, amortiguador, etc.).



Figura 2. Traza calorimétrica tipica para una proteina globular en solucién. La capacidad calorifica molar del
estado nativo (Cpn) y desnaturalizado (Cep) esta indicada por lineas punteadas. La diferencia entre estos
valores define el cambio en la capacidad calorifica para la transicién (ACp= Cpp — Cpn). ElI cambio en la
entalpia (AH) esta dado por el area bajo la curva de la endoterma delimitada por la traza misma y la linea base
quimica que conecta a los estados nativos'y desnaturalizados. La temperatura a la cual ocurre el maximo del
pico de la endoterma se denota Ty. La capacidad calorifica del amortiguador (linea base fisica) se obtiene en
un experimento donde ambas celdas estan llenas s6lo con amortiguador.

En la figura 2, la traza calorimétrica muestra un pico o transicion. Esta endoterma es
debida a la cantidad de energia absorbida al ocurrir la transicion de la proteina del estado
nativo al desplegado o desnaturalizado (para proteinas complejas, mas transiciones
sobrepuestas son a veces observadas). Los valores de Cp en la pre-transicion y post-
transicion son las capacidades calorificas de los estados nativo y desplegado de la proteina,
respectivamente (Cpn y Cpp, figura 2) . La diferencia entre estos valores define el cambio
en la capacidad calorifica (ACp) para la transicion.'® En la figura 2 también se muestra la
linea base quimica que se obtiene al conectar los estados nativo y desnaturalizado; esta

linea delimita el area bajo la curva que representa el cambio en la entalpia (AH) asociado a
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la desnaturalizacion proteica. La temperatura a la cual el Cp es un maximo se denota como
Tm. Si la transicion es de dos estados (es decir, sin intermediarios estables) a esta
temperatura la concentracion de proteinas en el estado nativo es igual a la concentracién de
proteinas desplegadas. Por esta razon la Tm se conoce como la temperatura media de
desnaturalizacion.** ** Es importante notar que la transicion de nativo a desplegado ocurre
en un rango de temperaturas. La magnitud de este rango esta ligado a la cooperatividad de
la transicion: entre mas pequefio sea este intervalo (un pico estrecho) la cooperatividad es
mayor. Por ultimo, la figura 2 también muestra el resultado del experimento donde ambas
celdas contenian solo la disolucién de amortiguador. Esta traza *“amortiguador-
amortiguador” es conocida como linea base fisica o instrumental que es cominmente
restada del perfil proteina-amortiguador (la endoterma), con el fin de corregir distorsiones
instrumentales. Hay que notar que, en la mayoria de los rangos de temperatura utilizados,
esta resta da valores negativos. Esto indica que la capacidad calorifica de la referencia es
mas alta que la de la muestra, lo cual es una consecuencia del bajo contenido de agua en la
macromolécula (la proteina desplaza algunas moléculas de agua y la capacidad calorifica

del agua liquida es mas grande que la de la proteina).1®-1’

4. Aplicacion de la Calorimetria Diferencial de Barrido al estudio de proteinas

4.1 Analisis de datos al equilibrio y cinéticos

Posiblemente una de las principales aplicaciones de la CDB es el analisis del
desplegamiento de macromoléculas bioldgicas. Uno de los puntos importantes a considerar
es si‘los valores de la capacidad calorifica en la figura 2 reflejan un proceso que esta al
equilibrio o no, es decir, si el desplegamiento esta bajo un control termodindmico o bajo
control cinético. Por “proceso al equilibrio” se entiende al equilibrio termodindmico entre
los estados que visita la proteina en su ruta de plegamiento/desplegamiento (nativo,
desplegado, parcialmente desplegado, etc.) y que es establecido a través de un barrido de
temperatura.'® En otras palabras, las concentraciones de los estados poblados a cualquier
temperatura estan determinadas sélo por los valores de las constantes de equilibrio. Claro
8



estd que las constantes de equilibrio cambian con la temperatura de acuerdo a relaciones
termodinamicas simples, por lo que el movimiento de las poblaciones resulta en
transiciones observadas en el termograma de CDB. Por ejemplo, para un proceso de dos
estados al equilibrio con un valor de entalpia de desnaturalizacién suficientemente alta, la
constante de equilibrio de desnaturalizacion cambia de un valor bajo que favorece el estado
nativo a un valor alto que favorece el estado desnaturalizado en un rango de temperatura
relativamente estrecho.!® Los procesos que se producen a través de una serie de estados al
equilibrio se Ilaman reversibles. La reversibilidad de la transicién se-comprueba
experimentalmente, como se explico antes, realizando un segundo barrido (figura 3A).
Cuando la transicion del estado nativo al desplegado es reversible, es posible calcular todos
los pardmetros termodinamicos asociados a ella: Tm, AH y ACp, ademas de pardmetros
derivados como AS y AG, que se obtienen mediante relaciones termodinamicas basicas.?
Esta detallada descripcion energética puede ser interpretada en términos estructurales
usando correlaciones energético-estructurales que se han desarrollado con los afios.
Avances mas recientes en los analisis al equilibrio incluyen los relacionados a la
caracterizacion de los efectos por un ligando o el plegamiento de proteinas sin barreras

energéticas,?! cuestiones que seran comentadas mas adelante.



A) ... R)

~J )

Figura 3. Ejemplos de trazas calorimétricas -para distintas proteinas. A) Experimento con datos de
desplegamiento al equilibrio. La segunda endoterma (circulos) es obtenida al volver a calentar la muestra tras
la realizacion de un primer barrido (cuadros); ambas endotermas se superponen, es decir, son idénticas,
indicando que el desplegamiento es un proceso reversible. El ajuste de la traza calorimétrica es empleando un
modelo de dos estados reversible (N=D). B) Dependencia de la traza calorimétrica con la velocidad de
barrido para una proteina que se despliega bajo un control termodinamico; nétese que la variacion de Tr, entre
las endotermas ensayadas a dos velocidades de barrido extremas es de < 1°C. C) Experimento con datos de
desplegamiento bajo control cinético (cuadros). La segunda traza (circulos) no muestra ninguna transicion,
indicando un proceso irreversible. El ajuste de la endoterma es a un modelo de dos estados irreversible
(N>F). D) Dependencia de la traza calorimétrica con la velocidad de barrido para una proteina cuyo
desplegamiento esta controlado cinéticamente; ndtese que la variacion de Tr entre las trazas realizadas a dos
velocidades de barrido extremas es > 6°C. En todos los casos, los simbolos vacios representan los datos
experimentales y las lineas continuas los mejores ajustes a dichos datos. Las trazas mostradas corresponden a
la proteina Triosafosfato Isomerasa.?

En el caso de que experimentalmente se observe una Unica transicion y que esta sea
reversible, en muchos casos los datos se pueden ajustar a un modelo de dos estados

reversible Nn =nD:
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AH(T)| 1-f(T)
2 n
f(T)

C.(T)=B,+BT+ f(T)AC, + (Ecuacion 1)

m |1-n+

donde n es el nimero de subunidades presentes en la macromolécula (1 en el caso
de proteinas monoméricas, 2 para diméricas y asi sucesivamente), Bo y B1 son constantes
que describen las pre y post transiciones y f(T) es la fraccion de proteina en estado
monomeérico. El ajuste de los datos empleando la ecuacion 1 proporciona los parametros
Tm, AHY ACp.

Cuando el proceso del estado nativo al desplegado no esta al equilibrio (en el
sentido sefialado arriba) sino que es dependiente del tiempo (es decir, cinético), se dice que
el proceso esta controlado cinéticamente y, por tanto, el analisis de la traza calorimetrica
debe realizarse de manera diferente a la empleada cuando los datos de CDB reflejan un
proceso al equilibrio. En una transicion que es controlada cinéticamente las concentraciones
de los estados involucrados en ella estdn determinadas por ecuaciones de velocidad (y no
por constantes de equilibrio dependientes de temperatura).?® ?* Las dos fuentes mas
comunes de control cinético en proteinas son el equilibrio lento y la presencia de
alteraciones irreversibles de las proteinas (agregacion, autoproteolisis, etc.). Estas
alteraciones irreversibles llevan a la proteina a un estado final que es incapaz de replegarse
de regreso al estado nativo. En los experimentos de CDB, la presencia de alteraciones
irreversibles es facilmente detectable por la ausencia de una transicion o traza calorimétrica
en un barrido de recalentamiento (es decir, un segundo barrido después de calentar y enfriar
la proteina por primera vez; figura 3C). La caracterizacion detallada del proceso controlado
cinéticamente puede llevarse a cabo con experimentos CDB realizados a diferentes
velocidades de barrido. Dado que el estado del sistema a una temperatura dada dependera
del tiempo requerido para alcanzar dicha temperatura, las trazas calorimétricas deben
mostrar una dependencia importante con la velocidad de barrido: las trazas se desplazan a
mayores temperaturas al aumentar la velocidad de calentamiento (figura 3D). Esto contrasta
con el caso de un sistema controlado termodindmicamente, donde la dependencia de las

transiciones con la velocidad de barrido es minima (figura 3B).
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En muchos casos, las transiciones irreversibles controladas cinéticamente obedecen
a un modelo de dos estados irreversible (N - F). Este modelo asume que solo los estados
nativo y desnaturalizado estan significativamente poblados durante el experimento de CDB

y proporciona la siguiente expresion para la capacidad calorifica (ecuacién 2-4):

CP = CP,N +(CP,D _CP,N )*(1_ XN)_AH *(d;(TN

j (Ecuacion 2)

con:

R*T °

m

E, *AT
Xy = exp{— exp(Aﬂ (Ecuacion 3)

dX En .. [E *AT |, E,*AT y
=— exp| ———— |7 exXp| —exp| ———— || (Ecuacion 4
dT R*T,? P R*T,? P R*T,* ( :

donde Xn es la fraccion mol del estado nativo, AH es la entalpia para la
desnaturalizacion (para la transicion-de N a F), Ceny Cpp SoN las capacidades calorificas
de los estados nativo y desnaturalizado (ver figura 2) que normalmente se toman como
funciones lineales de la temperatura, AT = T—Tm, Y Ea €s la energia de activacion que separa
al estado nativo del estado de transicion. En la obtencion de esta ecuacion para Cp se ha
supuesto que la conversion irreversible del estado nativo al estado final queda descrita por
una ecuacion de velocidad de primer orden,? ?° cuya dependencia con la temperatura esta

dado por la ecuacion de Arrhenius (ecuacion 5):2

k = exp{— i‘\(i - Tl* ﬂ (Ecuacion 5)
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donde T* es la temperatura a la cual k = 1 min™%. Al hacer el grafico de In k vs. /T
(conocido como gréafico de Arrhenius) para todas las velocidades de barrido ensayadas para

una proteina y ajustar dichos datos a una recta, la pendiente proporciona la Ea (figura 4).

Figura 4. Gréafico de Arrhenius para el desplegamiento térmico irreversible de una proteina globular en
solucién. Los datos experimentales son derivados de seis experimentos a velocidades de barrido diferentes
(30, 60, 90, 120, 150 y 180 K/h). La linea es el mejor ajuste a la ecuacion de Arrhenius para la proteina
Triosafosfato Isomerasa.??

Se ha observado que, en general, las proteinas pequefias se desnaturalizan
reversiblemente mientras que las proteinas de mayor tamafio u oligoméricas lo hacen
irreversiblemente o son parcialmente reversibles, ademas de que se agregan o se precipitan

antes de que la condicion desnaturalizante pueda ser modificada a su estado original.?’

4.2 Estabilidad cinética y estabilidad térmica

Uno de los objetivos mas importantes de realizar experimentos de CDB para proteinas es
poder determinar la estabilidad de estas macromoléculas. Existen dos tipos de estabilidad:
la estabilidad cinética y la estabilidad térmica o termodinamica.?® 2 A continuacion se

discuten ambas.
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Cuando la proteina en estudio tiene un desplegamiento que estd bajo control
cinético, evaluar su estabilidad -conocida como estabilidad cinética- consiste en conocer el
tiempo durante el cual la proteina permanecera en el estado nativo a una cierta temperatura
T'. Este tiempo puede estimarse a partir del valor de la constante k a T" empleando el
grafico de Arrhenius obtenido de los experimentos de CDB (figura 4). Cuando la
temperatura de interés T~ (por ejemplo temperatura ambiente o fisiologica) esta fuera del
intervalo donde se construyd el grafico de Arrhenius (que corresponde al intervalo en el que
aparece la endoterma en la traza calorimétrica) la evaluaciéon del tiempo de estabilidad
implica realizar una extrapolacion, de tal manera que a esa T~ la estabilidad cinética de la
proteina es sélo una estimacion (entre mas cerca esté T~ del intervalo, mas confiable sera el

valor obtenido).3% 3

La termodindmica proporciona un criterio claro para determinar si un proceso es o
no espontéaneo: si el cambio de energia libre de Gibbs es negativo (AG < 0), el proceso
ocurre de manera espontanea. Entonces, para el proceso de desplegamiento de una proteina
(N = D) cuando AG > 0 el estado estable es el nativo. Dado que AG depende de la
temperatura, la estabilidad de una proteina serd distinta a diferentes temperaturas: en
aquellas temperaturas en las que la desnaturalizacion de la proteina tenga un AG > 0, la
proteina seré estable (permaneceré en su estado nativo), mientras que fuera de ese intervalo
el estado estable sera el desnaturalizado (figura 5). A la temperatura a la cual el AG >0 es
méaximo se le conoce como la temperatura de maxima estabilidad térmica o termodinamica
de la proteina. A la representacion de AG vs. T mostrada en la figura 5 se le conoce como la
curva de estabilidad. Cada proteina tiene su propia curva de estabilidad y, al igual que la
traza calorimétrica, esta es diferente de acuerdo a las condiciones experimentales usadas en
la determinacion de los parametros termodinamicos (pH, solutos, amortiguador, etc.) La
curva de estabilidad muestra que la Tm a alta temperatura no es Unica, sino que ademas
existe un valor de Tm a bajas temperaturas (Tm’).3% ** A estas dos temperaturas la proteina se
desnaturaliza y, por ello, se denominan coloquialmente las temperaturas a las cuales ocurre
la desnaturalizacion en caliente (Tm) y desnaturalizacion en frio (Tm’), respectivamente.
Para muchas proteinas es imposible medir la segunda, debido a que esta Tm’ Se encuentra

por debajo de 273.15 Ky, por lo tanto, la muestra se congela antes de alcanzarla.
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Figura 5. Curvas de estabilidad para dos proteinas. Esta curva se obtiene empleando los valores de AH, ACpy
Tm que se obtienen de los experimentos de CDB. En la zona del diagrama donde AG (N - D) > 0 el estado
nativo es estable. Fuera de esa zona, donde el AG (N=>.D) < 0, el estado estable es el desnaturalizado. T y
Tw’ indican las temperaturas medias de desnaturalizacién en caliente y en frio, respectivamente. La linea
vertical indica la temperatura a la cual la muestra se congela.

La evaluacion del AG requiere que el proceso de desplegamiento esté en equilibrio y
sea reversible (ver seccion 4.1). La expresion de la termodindmica (ecuacion 6) que permite

el calculo de la curva de estabilidad (figura 5) es:

AG(T) =AH l—_l-_r —AC,|T,-T+TlIn 'I-'r (Ecuacion 6)

m m

donde los valores de AH, ACpy Tm Se obtienen de los experimentos de CDB. Para
obtener esta ecuacion® se ha empleado como temperatura de referencia a la Tm, es decir AG
=0 ala Tm. Es interesante hacer notar que la curva de estabilidad seria una recta si el AHy
el AS para el proceso fueran independientes de la temperatura,® es decir, si fuesen

constantes. Sin embargo, hace mas de cuatro décadas, se encontré que el proceso de
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desplegamiento (y por tanto su inverso, el plegamiento) est4d asociado con cambios
importantes en la capacidad calorifica, esto es, que el AH y el AS no son independientes de
la temperatura. Ademas, con el descubrimiento del efecto hidrofébico y su singular
dependencia de la temperatura,® * qued6 claro que la simplificacion de que ACp = 0 era
una representacion muy pobre de lo que en realidad sucedia en el desplegamiento de las
proteinas. Por otro lado, fue el desarrollo de la CDB lo que permitié la evaluacion
experimental del ACp. Con diversos estudios pioneros en el campo de las proteinas, se
encontro que el ACp de desplegamiento de una proteina es grande y positivo, y-que, dentro
del error experimental, éste puede tomarse como una constante para una proteina
determinada, es decir es independiente de la temperatura.®*® Debido a la ausencia de
reversibilidad en el proceso de desplegamiento térmico de muchas proteinas, las curvas de
estabilidad se han obtenido para relativamente pocas proteinas, principalmente para
proteinas monoméricas pequefias.*’ Es también importante mencionar que es comdn en la
literatura encontrar la aseveracion que establece que una proteina A es mas estable que otra
proteina B cuando su Tm es mayor (Tma > Tms). En vista de la figura 5, este tipo de
aseveraciones no son necesariamente correctas (la proteina A puede tener un AG menor
aungue su Tm Sea mayor) por no ser suficientemente claras o precisas. El lenguaje correcto
debiera ser que la proteina A es més termo-resistente que la proteina B (compérense las
curvas 2y 1en lafigura5).

Entre las propiedades termodinadmicas, la capacidad calorifica a presion constante
goza de una situacion privilegiada. Esto es debido a la relacion que existe entre el ACp y la
entropia AS y la energia libre de Gibbs AG: ACp = T(dAS/dT)p = -T(d?AG/dT?)p. La relacion
con AG indica que el ACp es el responsable de la curvatura en la curva de estabilidad
(figura 5). Considerando la interpretacién microscopica de la entropia, la relacién con el AS
indica que el ACp es un reflejo del nivel de organizacion o estructura en el sistema. Mas
precisamente, el ACp es una medida de la variacion con temperatura de esa organizacion o
estructura. Asi, la relacion entre ACp y AS permite establecer -de manera cualitativa- un
vinculo entre las propiedades termodindmicas macroscopicas  determinadas
experimentalmente y las caracteristicas 0 cambios a nivel microscopico que ocurren
durante el proceso, es decir explicar o racionalizar el proceso de desplegamiento (o del
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plegamiento) en términos microscopicos. Por ejemplo, el ACp > 0 para la desnaturalizacién
es resultado de un AS > 0, es decir de que la entropia del estado final (desnaturalizado) es
mayor que la del estado inicial (nativo). A nivel microscépico, el ACp > 0 refleja la
exposicion al agua (hidratacion) de los grupos hidrofobicos ocultos en el estado nativo de la

proteina que quedan expuestos al disolvente durante el desplegamiento.3*

Los valores de ACp también contienen informacion relevante referente a los estados
estructurales de la proteina. Por ejemplo, la capacidad calorifica de una proteina en su
estado desplegado (Cep) puede ser calculado a partir de la secuencia-de aminoacidos
(ecuacion 7): si todos los aminoacidos estan expuestos al agua, entonces el Cpp puede
aproximarse a ser la suma de las contribuciones individuales de los aminoacidos
constituyentes (cadenas laterales mas cadena principal):*

i=1

20
Cop = (Z n; *CP,ij—i_ (NAA _1)*CP,bb +Cpmz +Cpoon (Ecuacion 7)

donde la sumatoria refiere a los 20 amino&cidos, ni es el nimero de aminoécidos de
cada tipo y Cr,ies la capacidad calorifica:molar de esa cadena lateral; Naa es el nimero de
aminoacidos totales en la proteina, Crpob €S la capacidad calorifica de la unidad bésica
(esqueleto) de la cadena principal (-CHCONH-), CpnH2 la capacidad calorifica del amino

terminal y Cp,coon la capacidad calorifica del carboxilo terminal.

Por otro lado, la capacidad calorifica del estado nativo (Cp,n) es una funcién lineal
de la temperatura (ver figura 2) dentro del rango en el cual este puede ser medida. Dentro
de ese rango, la capacidad calorifica de los estados nativos es muy similar para todas las
proteinas cuando las trazas son normalizadas por el peso molecular. Se ha descrito que el
ACp entre los estados nativo y desplegado es directamente proporcional al cambio de las
superficies polares y no polares accesibles al disolvente (agua) entre esos dos estados

(ecuacion 8):42 43

o

AC, =AC, ,, *AA, +AC, , *AA, (Ecuaci6n 8)

o

donde AC, , y AC,,, son las contribuciones de los residuos polares y no polares

P,ap
a la capacidad calorifica, cuyos valores han sido obtenidos utilizando resultados de ACp
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o o

=1.88 + 0.08 J/K/[mol-A?] y AC, _,=-1.09 + 0.13 J/K/[mol-A?]),

experimentales (AC ool =

P,ap
y AA,, 'y AA,,son las diferencias entre las superficies polares y no polares accesibles al

solvente de los dos estados calculadas a partir de su estructura.

4.3 Criterio calorimétrico y procesos de dos estados

El modelo de equilibrio de dos estados ha sido ampliamente empleado para estudiar el
plegamiento/desplegamiento de proteinas y evaluar su estabilidad. Este modelo asume que
el desplegamiento es reversible y que s6lo dos estados de la proteina son significativamente
poblados en el equilibrio: nativo y desplegado. El estado desplegado es considerado un
macroestado o0 ensamble de conformaciones al equilibrio, todas las cuales son capaces de
volver al estado nativo. Asi, frente a datos experimentales del desplegamiento de una
proteina, la primera interrogante a contestar es si el proceso queda satisfactoriamente
descrito por un mecanismo o proceso de sélo esos dos estados. Una parte de la evidencia
para contestar esta pregunta es la concordancia de las transiciones experimentales obtenidas
por diferentes técnicas biofisicas (Dicroismo Circular cercano y lejano, Fluorescencia, entre
otras). Sin embargo, mientras que una clara discrepancia entre dichas técnicas
efectivamente descarta el comportamiento de dos estados, la coincidencia de las mismas no
constituye una evidencia definitiva, ya que siempre existe la posibilidad de que en la traza
calorimétrica estén “escondidas” otras transiciones (entre otros estados significativamente
poblados).** % En este contexto, los experimentos de CDB proveen de un criterio confiable
para saber si el modelo de dos estados describe adecuadamente el proceso: el llamado

“criterio calorimétrico”, el cual se describe a continuacion.

La entalpia de desnaturalizacion (la diferencia de energia entre los estados nativo y
desnaturalizado) puede evaluarse de dos formas diferentes en un experimento de CDB.%!
Por una parte, puede ser obtenida calculando el area bajo la endoterma como se explico en
la seccion 3; a esta entalpia se le conoce como entalpia calorimétrica (AHcal). Por otra parte,
puede ser obtenida a partir del conocimiento de que la entalpia de desplegamiento
determina la dependencia de la constante de equilibrio con respecto a la temperatura a

través de la ecuacion de van’t Hoff (ecuacion 9):4
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dInK, _ AH (Ecuacion 9)
dT RT?

donde K es la constante de equilibrio para el proceso (K = [DJ/[N]) y 4Hw es
conocida como entalpia de van’t Hoff. Esta ecuacion indica que un valor grande de la
entalpia implica que la constante de equilibrio de desplegamiento es fuertemente
dependiente de la temperatura, produciendo una traza calorimétrica estrecha;
contrariamente, cuando la entalpia es pequefia, la constante de equilibrio. cambia s6lo
moderadamente con la temperatura y la endoterma es mas ancha. Para el caso donde el

desplegamiento ocurre en un proceso de dos estados, se obtiene que (ecuacion 10):14 47

C:P,1/2

AH = 4RT,,.°
vH ,1/2 1/2 AH

(Ecuacion 10)

cal

donde T es la temperatura a la cual ocurre la mitad del area bajo la endoterma y
Cp 1112 €5 el valor de la capacidad calorifica a esa temperatura. Asi, para un proceso de dos
estados la endoterma es simétrica, las poblaciones de ambos estados son iguales ([N] = [D])
ala Tz = Tm, ¥ Cp1r2 = Cp,rm €5 €l maximo de la endoterma. Esta ecuacion permite el
calculo de la AHw+ a partir de la traza calorimétrica obtenida de un experimento de CDB,
que proporciona Ti2, Cpri2 Y AHcal. ES importante hacer notar que mientras que la
evaluacion de la entalpia calorimétrica es independiente del modelo, el calculo de la
entalpia de van't Hoff se basa en un modelo de dos estados. De esta forma, la coincidencia
de ambos valores, es-decir AHca = AHwH, provee la evidencia mas importante de que el
proceso es de dos estados. Por otra parte, si AHcal # AHvn la premisa de que el proceso es de
dos estados es falsa. A la comparacion entre AHcai y AHvH Se le conoce como el criterio
calorimétrico para evaluar si la transicion es 0 no de dos estados. Este criterio puede ser
generalizado para, otra vez a partir de la informacion en la traza calorimétrica, determinar si
existen diferentes unidades cooperativas de plegamiento.'* Si una proteina tiene dominios
estructurales, pero estos interactian tan fuertemente que se despliegan o pliegan
simultaneamente, entonces se sigue conservando que AHca/AHw = 1. Por tanto, no
necesariamente el numero de dominios estructurales corresponde al nimero de unidades

cooperativas de plegamiento.
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4.4 Transiciones multiples

Como se mostro en la seccion anterior, la CDB no sélo proporciona las caracteristicas
energéticas del proceso de plegamiento/desplegamiento sino que también es muy valiosa
para acercarse a conocer el mecanismo o ruta por el cual este proceso ocurre. Para muchas
proteinas, el mecanismo de dos estados regularmente es el adecuado para describir el
desplegamiento. Sin embargo, la desnaturalizaciébn de muchas otras proteinas es mas
compleja y no puede ser descrita por este modelo. El hecho que el AHcal # AHw+, indica que
en el proceso existen intermediarios termodinamicamente estables.*” Normalmente, esta
situacion corresponde al caso en que ciertas regiones de la proteina, o dominios
cooperativos, se desnaturalizan uno del otro de manera independiente o cercana a ello
(cuasi-independiente). Para el caso de una proteina que presente dominios distintos, de
forma general se pueden plantear dos mecanismos para el desplegamiento.®® EI primer
modelo (ecuacion 11) considera que los distintos dominios se despliegan de forma
independiente y cada uno de ellos lo hace en una ruta de dos estados:

Nix%qx

(Ecuacién 11)

donde el subindice i denota el i-enésimo dominio y X al resto de la proteina (los
otros dominios, diferentes al i) tanto en el estado nativo como en el desnaturalizado. En este
caso, la capacidad calorifica a cada temperatura es la suma de las contribuciones de cada
dominio. El segundo modelo (ecuacion 12), conocido como el modelo secuencial,
contempla varias etapas o pasos secuenciales con intermediarios entre el estado nativo y

desnaturalizado:

Ahy Ah; ty .,
N<—1K“#—>Ii<—>...<—> Ii_l<—K1L—>Ii (Ecuacion 12)
1 i

donde el subindice i denota el i-nésimo paso e li el intermediario correspondiente.
En este caso, la capacidad calorifica no es la suma simple de las contribuciones de cada
intermediario. Para las proteinas en las que es posible elucidar cuédl de estos dos

mecanismos describe mejor su desnaturalizacion, es posible cooperar a responder la
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pregunta basica de cdmo las estructuras principales de la proteina son construidas, es decir
distinguir entre el escenario donde dichas estructuras se forman paso a paso de forma
secuencial o se forman por separado y luego se ensamblan para producir la estructura nativa

final.2

Las trazas calorimétricas para proteinas cuyo mecanismo de desplegamiento sea
mas complejo que el indicado por el modelo de dos estados pueden tener varias formas. En
algunos casos la traza tiene varios maximos o picos (figura 6A), indicando la existencia de
varias transiciones. En otros, la traza tiene un solo maximo pero en realidad esta compuesta
de varias transiciones (figura 6B). En este Gltimo caso, la existencia de mas de una
transicion puede deducirse de la asimetria de la endoterma, o mas claramente de la
aparicion de un hombro en ella; también es posible que la endoterma sea simétrica y sin
embargo sea el producto de més de una transicion. En la mayoria de estos casos, la
evidencia de la CDB no es contundente sino que es necesario obtener informacion adicional
empleando otras técnicas, que puedan confirmar o-negar el mecanismo propuesto a partir

del analisis de la traza calorimétrica.

Figura 6. Ejemplos de perfiles de CDB para proteinas cuyo mecanismo de desplegamiento es diferente al de
dos estados. Los simbolos vacios representan los datos experimentales y las lineas continuas el ajuste de esos
datos a un modelo. A) Endoterma cuyo desplegamiento térmico sigue un proceso secuencial; nétense las
distintas transiciones en la traza calorimétrica. B) Endoterma que responde a un desplegamiento térmico de
tres estados; ndtese que la endoterma esta formada por la contribucidn de dos transiciones Datos simulados en
el programa Origin 7.0 (Microcal Inc.)
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4.5 Transiciones continuas o plegamiento cuesta abajo

Desde afios atras se han reportado que proteinas pequefias con un plegamiento rapido se
comportan conforme al modelo de dos estados, pero con una barrera energética baja (o
nula, en términos termodinamicos) entre los estados plegados y desplegados.*®%? En
general se asume que las barreras energéticas que separan los dos estados son lo
suficientemente grandes en magnitud como para poder ser detectadas experimentalmente
(figura 7A). Sin embargo, no hay ninguna razon fisica para que la barrera sea grande, de tal
manera que es posible que existan barreras energéticas pequefias; de hecho, sin la existencia
de este tipo de barreras no seria claro como sucederia el plegamiento de una forma rapida.?
Si la barrera termodinamica esta en el orden de magnitud al de la energia térmica (unos
pocos kJ/mol), es posible que microestados con distintos grados de desplegamiento Ileguen
a estar poblados durante el desplegamiento al equilibrio. El analisis de datos muestra que
las endotermas pueden describir energéticamente lo. que sucede en el proceso de
desplegamiento.®® Una escala de entalpia (tomando-como referencia el estado nativo) es
usada como una medida del grado de desplegamiento siguiendo la teoria de Landau de las
transiciones criticas.>® Esto es, la energia libre vs. a la entalpia (H) (relacionada con el
grado de desplegamiento) mostraria esencialmente un solo minimo que podria desplazarse
al cambiar la temperatura, y entonces el proceso de plegamiento-desplegamiento seria
continuo e involucraria un dnico macroestado (figura 7A). A este mecanismo de
plegamiento continuo en ausencia de barreras se le conoce como desplegamiento cuesta
abajo (downhill en inglés).* La diferencia entre un mecanismo de dos estados con una
barrera grande y uno continuo cuesta abajo se ve reflejado en el ancho y &rea bajo la curva

de las trazas calorimétricas (figura 7B).
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Figura 7. Comparacidn entre dos proteinas con mecanismos de plegamiento de dos estados y cuesta abajo. A)
Se muestran los perfiles de energia libre vs. entalpia para una proteina con comportamiento de dos estados
(linea continua) y una con plegamiento continuo cuesta abajo (con una barrera energética pequefia,
comparable a la energia térmica) (linea discontinua). Nétese que en caso-del plegamiento cuesta abajo sélo
existe un minimo de energia entre estados plegados y desplegados dado que no existe una barrera para llegar a
ambos estados. B) Se muestran también las trazas calorimétricas obtenidas usando CDB para las mismas
proteinas en el desplegamiento de dos estados (linea continua) y en el desplegamiento cuesta abajo (linea
discontinua). Figura modificada de: Mufioz y Sanchez-Ruiz, 2004.

5. Aplicacion de la Calorimetria Diferencial de Barrido al estudio de otros

sistemas

Ademas del estudio de proteinas que se ha descrito en este capitulo, la CDB se ha utilizado
en otras muchas areas con interesantes aplicaciones y resultados. A continuacion se
describen brevemente ejemplos.de estas, proporcionando algunas de las referencias mas

importantes en ellas:

i.  Acidos nucleicos. Una de las aplicaciones iniciales de la CDB fue la caracterizacion
fisicoquimica del ADN.>* Actualmente, la técnica se utiliza como una herramienta
para detectar la interaccion de ciertos farmacos con esta macromolécula: una
pérdida de la transicion calorimétrica después de un tratamiento con un farmaco en
estudio esta correlacionado con la inhibicion de la division celular inducida por
ciertos agentes intercalantes, indicando que el farmaco interactia con el ADN.>®
Ademas, en otros trabajos se han analizado nuevos procesos como el silenciamiento

génico inducido por virus, técnicas nuevas de transfeccion, entre otros.>
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Lipidos. La CDB puede determinar la temperatura, entalpia, entropia y
cooperatividad de una amplia gama de transiciones de fase lipidicas y como estos
parametros dependen de las variaciones en la hidratacion, pH y fuerza ionica
experimentales.>” Bajo ciertas condiciones, la CDB también puede caracterizar la
cinética de algunas transiciones lipidicas.>® Por lo tanto, los datos termodinamicos
obtenidos a traves de CDB pueden proveer informacion valiosa acerca de la
organizacion de los ensambles lipidicos y como las propiedades fisicas y
estructurales de las membranas son moduladas por otros constituyentes-de la bicapa

0 por su ambiente celular.>®

Pureza y estabilidad de los farmacos. Las constantes fisicas y los perfiles de pureza
de algunos farmacos se han determinado mediante CDB.®% % La técnica también
permite calcular las poblaciones del farmaco que pueden estar en distintas
conformaciones o interaccionando con algln contaminante.>* Por otra parte, la CDB
es una herramienta Gtil para determinar la estabilidad de los farmacos y facilita el

disefio de nuevas potenciales moléculas o el mejoramiento de las existentes.®2

Nanoparticulas. La CDB también puede ser usada para analizar la incorporacion de
farmacos dentro de nanoparticulas, examinando los cambios de entalpia que
suceden.®® © Por ejemplo, el andlisis de las trazas calorimétricas de liposomas
cargados con nanoparticulas permite caracterizar el estado fisico de estas, el

polimorfismo de las particulas y la relacion de incorporacion del farmaco en ellas.

Péptidos antimicrobianos. La sintesis de moléculas nuevas para atacar infecciones
bacterianas representa un area en constante desarrollo actual. La CDB ha proveido
un analisis cuantitativo del efecto de la interaccion de péptidos antimicrobianos con
membranas bacterianas. Gracias a la caracterizacion energética de las interacciones
entre las moléculas y sus blancos terapéuticos ha sido posible desarrollar modelos

de union para el disefio racional dirigido de nuevas moléculas terapéuticas.®®

24



6.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

Referencias

Sanchez-Ruiz, J. M., (2011), Probing free-energy surfaces with Differential Scanning Calorimetry,
Annu Rev Phys Chem, 62, 231-255.

Gruebele, M., (2005), Downhill protein folding: evolution meets physics, C R Biol, 238, 701-712.
Sanchez-Ruiz, J. M., (2010), Protein kinetic stability, Biophys Chem, 148, 1-15.

O’Neill, M. J., Watson, E. S., (1962), Differential microcalorimeter. U.S. Patent: US3263484 A,
Washington D.C., U.S.

Privalov, P. L., (1975), Results of Science and Technology, Mol Biol, 6, 7.

Cooper, A., Johnson, C. M., (1994), Differential Scanning Calometry, Methods Mol Biol, 22, 125-
136.

Freire, E., (1995), Differential Scanning Calorimetry, en: B. A. Shirley (Ed), Methods in Molecular
Biology, Vol. 40: Protein stability and folding: theory and practice, New Jersey: Humana Press, 191-
218.

Privalov, P. L., (1980), Scanning microcalorimeters for studying macromolecules, Pure Appl Chem,
52, 479-497.

Plotnikov, V. V., Brandts, J. M., Lin, L. N., Brandts, J. F., (1997), A new ultrasensitive scanning
calorimeter, Anal Biochem, 250, 237-244.

Spink, C. H., (2008), Differential Scanning Calorimetry, en: J. Correia, H. W. Detrich (Eds),
Biophysical tools for biologists, Massachussetts: Academic Press, 115-142.

Halliday, D., Resnick, R., Walker, J., (2013), Fundamentals of physics extended, New Jersey: Wiley,
672 pp.

Quinn, C., (2011), Buffer compatibility with Nano DSC, Technical note: TA Instruments, 1-9.

Freire, E., Biltonen, R. L., (1978), Statistical mechanical deconvolution of thermal transitions in
macromolecules. I. Theory and application to homogeneous systems, Biopolymers, 17, 463-479.

Freire, E., (1989), Statistical thermodynamic analysis of the heat capacity function associated with
protein folding-unfolding transitions, Comments Mol Cell Biophys, 6, 123-140.

Freire, E., van Osdol, W. W., Mayorga, O. L., Sanchez-Ruiz, J. M., (1990), Calorimetrically
determined dynamics of complex unfolding transitions in proteins, Annu Rev Biophys Biophys Chem,
19, 159-188.

Gomez, Ji, Hilser, V. J., Xie, D., Freire, E., (1995), The heat capacity of proteins, Proteins, 22, 404-
412.

Makhatadze, G. I., Privalov, P. L., (1995), Energetics of protein structure, Adv Prot Chem, 47, 307-
426.

Sturtevant, J. M., (1977), Heat capacity and entropy changes in processes involving proteins, Proc
Natl Acad Sci USA, 74, 2236-2240.

Prabhu, N. V., Sharp, K. A., (2005), Heat capacity in proteins, Annu Rev Phys Chem, 56, 521-548.

Johnson, C. M., (2013), Differential Scanning Calorimetry as a tool for protein folding and stability,
Arch Biochem Biophys, 531, 100-109.

Ibarra-Molero, B., Sanchez-Ruiz, J. M., (2006), Differential Scanning Calorimetry of proteins: an
overview and some recent developments, en: J. L. R. Arrondo and A. Alonso (Eds), Advanced
techniques in Biophysics, Berlin: Springer Berlin Heidelberg, 27-48.

25



22.

23.

24,

25.

26.

27.
28.
29.
30.
31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Romero-Romero, S., Costas, M., Rodriguez-Romero, A., Fernandez-Velasco, D. A., (2015),
Reversibility and two state behaviour in the thermal unfolding of oligomeric TIM barrel proteins,
Phys Chem Chem Phys, 17, 20699-20714.

Sanchez-Ruiz, J. M., (1992), A theorical analysis of Lumry-Eyring models in Differential Scanning
Calorimetry, Biophys J, 61, 921-935.

Plaza del Pino, I. M., Ibarra-Molero, B., Sadnchez-Ruiz, J. M., (2000), Lower kinetic limit to protein
thermal stability: a proposal regarding protein stability in vivo and its relation with misfolding
diseases, Protein, 40, 58-70.

Lyubarev, A. E., Kurganov, B. I., (1998), Modeling of irreversible thermal protein denaturation at
varying temperature. 1. The model involving two consecutive irreversible steps, Biochemistry, 63,
434-440.

Arrhenius, S.A., (1889), Uber die Dissociationswarme und den Einflusk der Temperatur auf den
Dissociationsgrad der Elektrolyte, Z Phys Chem, 4, 96-116.

Creighton, T. E., (1990), Protein folding, Biochem J, 15, 1-16.

Dill, K. A, Shortle, D., (1991), Denatured states of proteins, Annu Rev Biochem, 60, 795-825.
Creighton, T. E., (1996), Proteins: structure and molecular properties, New.York: Freeman, 507 pp.
Pain, R. H., (2000), Mechanisms of protein folding, New York: Oxford University Press, 325 pp.

Rees, D. C., Robertson, A. D., (2001), Some thermodynamic implication for the thermostability of
proteins, Prot Sci, 10, 1187-1194.

Pace, N. C., Tanford, Ch., (1968), Thermodynamics of the unfolding of B-lactoglobulin A in aqueous
urea solution between 5 and 55 °C, Biochemistry, 7, 198-208.

Privalov, P. L., (1990), Cold denaturation of proteins, Crit Rev Biochem Mol Biol, 25, 281-305.

Fersht, A., (1999), Structure and mechanism in-protein science. A guide to enzyme catalysis and
protein folding, New York: Freeman, 631 pp.

Frank, H. S., Evans, M. W., (1945), Free volume and entropy in condensed systems Ill. Entropy in
binary liquid mixtures; partial molar entropy in dilute solutions; structure and thermodynamics in
aqueous electrolytes, J Chem Phys, 13, 507-532.

Kauzmann, W., (1959), Some factors in the interpretation of protein denaturation, Adv Prot Chem,
14, 1-63.

Brandts, J. F., (1964), The thermodynamics of protein denaturation, J Amer Chem Soc, 86, 4291-
4301.

Privalov, P. L., Khechinashvili, N. N., (1974), A thermodynamic approach to the protein problem of
stabilization of globular protein structure: a colorimetric study. J Mol Biol, 86, 665-684.

Shiao, D. F., Lymry, R., Fahey, J., (1971), Studies of chymotrypsinogen family proteins. Heat
capacity changes accompanying reversible unfolding of proteins. J Amer Chem Soc, 93, 2024-2035.

Doyle, C. M., Rumfeldt, J. A., Broom, H. R., Broom, A., Stathopulos, P. B., Vassall, K. A., Almey,
J. J., Meiering, E. M., (2013), Energetics of oligomeric protein folding and association, Arch.
Biochem. Biophys, 531, 44-64.

Privalov, P. L., Makhatadze, G. 1., (1990), Heat capacity of proteins. I. Partial molar heat capacity of
individual amino acid residues in aqueous solution: hydration effect, J Mol Biol, 213, 385-391.

Murphy, K. P., Bhakuni, V., Xie, D., Freire, E., (1992), Molecular basis of co-operativity in protein
folding. 111. Structural identification of cooperative folding units and folding intermediates, J Mol
Biol, 227, 293-306.

Murphy, K. P., Freire, E., (1992), Thermodynamics of structural stability and cooperative folding
26



44,

45.

46.
47.

48.

49,

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

behavior in proteins, Adv Protein Chem, 43, 313-361.

Zhou, Y. Q., Hall, C. K., Karplus, M., (1999), The calorimetric criterion for a two-state process
revisited, Protein Sci, 8, 1064-1074.

Kaya, H., Chan, H. S., (2000), Polymer principles of protein calorimetric two-state cooperativity,
Proteins, 40, 637-661.

Atkins, P., De Paula, J., (2010), Physical Chemistry, New York: Freeman, 965 pp.

Robertson, A. D., Murphy, K. P., (1997), Protein structure and the energetics of protein stability,
Chem Rev, 97, 1251-1267.

Microcal Inc., (2004), DSC data analysis in Origin. Tutorial guide, Massachusetts: Microcal Inc., 1-
110 pp.

Garcia-Mira, M. M., Sadqui, M., Fischer, N., Sanchez-Ruiz, J. M., Mufioz, V., (2002), Experimental
identification of downhill folding, Science, 298, 2191-2195.

Mufioz V., Sanchez-Ruiz, J. M., (2004), Exploring protein-folding ensembles: a variable-barrier
model for the analysis of equilibrium folding experiments, Proc Natl Acad Sci-USA, 101, 17646-
17651.

Oliva, F. Y., Mufioz, V., (2004), A simple thermodynamic test to descriminate between two-state and
downbhill folding, J Am Chem Soc, 126, 8596-8597.

Naganathan, A. N., Pérez-Jiménez, R., Sanchez-Ruiz, J. M., Mufioz, V., (2005), Robustness of
downhill folding: guidelines for the analysis of equilibrium folding experiments on small proteins,
Biochemistry, 44, 7435-7449.

Landau, L., (1937), On the theory of phase transitions, Zh Eksp Teor Fiz, 7, 19-32.

Chiu, M. H., Prenner, E. J., (2011), Differential Scanning Calorimetry: an invaluable toolfor a
detailed thermodynamic characterization of macromolecules and their interaction, J Pharm Bioallied
Sci, 3, 39-59.

Almagor, M., Cole, R. D., (1989), Differential Scanning Calorimetry of nuclei as a test for the effect
of anticancer drugs on human chromatin, Cancer Res, 49, 5561-5566.

Litzinger, D. C., Huang, L., (1992), Phosphatidylethanolamine liposomes: drug delivery, gene
transfer and immunodiagnostic applications, Biochim Biophys Acta (1113): 201-227.

Lewis, R., McElhaney, R..N., (2009), The physicochemical properties of cardiolipin bilayers and
cardiolipin-containing lipid membranes, Biochim Biophys Acta Biomembr, 1788, 2069-2079.

Heerklotz, H.; (2004), The microcalorimetry of lipid membranes, J Phys Condens Matter, 16, 441-
467.

Ulkowski, M., Musialik, M., Litwinienko, G., (2005), Use of Differential Scanning Calorimetry to
study lipid oxidation. 1. Oxidative stability of lecithin in linolenic acid, J Agric Food Chem, 53,
9073-9077.

Grady, L. T., Hays, S. E., King, R. H. Klein, H. R. Mader, W. J., Wyatt, D. K., (1973), Drug purity
profiles, J Pharma Sci, 62, 456-464.

Giron, D., (2002), Applications of thermal analysis and coupled techniques in pharmaceutical, J
Thermal Anal Calorim, 68, 335-357.

Capelle, M. A., Gurny, R., Arvinte, T., (2007), High throughput screenning of protein formulation
stability: practical considerations, Eur J Pharma Biopharma, 65, 131-148.

Castelli, F., Puglia, C., Sarpietro, M. G., Rizza, L., Bonina, F.(2005), Characterization of
indomethacin-loaded lipid nanoparticles by differential scanning calorimetry, Int J Pharma, 304,
231-238.

27



64. Vasconcelos, T., Sarmento, B., Costa, P., (2007), Solid dispersions as strategy to improve oral
bioavailability of poor water soluble drugs, Drug Discov Today, 12, 1068-1075.

65. Lohner, K., Prenner, E. J., (1999), Differential Scanning Calorimetry and X-ray diffraction studies of

the specificity of the interaction of antimicrobial peptides with membrane mimetic systems, Biochim
Biophys Acta, 1462, 141-156.

28



	Portada
	Índice General
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes Generales
	Antecedentes Específicos
	Justificación
	Objetivos
	Esquema General de Trabajo 
	Estrategia Metodológica 
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Bibliografía
	Apéndices

	CrossMarkLinkButton: 


