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Resumen

Las razones para la naturaleza oligomérica de algunas proleinas no son claras; tal es el caso de

la enzima homodiméricartriosafosfato isomerasa (TPI). Se ha propuesto que csta cnzimaes un

oligémero "ilhjcnle por razones de estabilidad ‘mds: que ~de funcionalidad.: Para

bre:“'esta " discusién, caracterizamos”. las’" propiedades espectroscépicas,
hidrodindmicas y funcionales de la enzima TPI de Saccharomyces cerevisiae para los procesos

de desnaturalizacién y renaturalizacién reversible inducidos: por:cloruro de guanidinio y urea.

El desplegamiento y replegamiento de esta enzima no fueron:coincidentes después de.tiempos

P

._e .

En las protefnas"ollgomérlcas, la»funcnén,yA_lavr_beys‘tabillld'l'

tanto, la naturaleza dimérica de la TPI debe ser examinada bajo la luz de esa interrelacién.



Abstract

The reasons undcnlymg thc ohgomcnc nature of some protcms such as trlosephosphatc

1somcxasc anc unc]em Il hds bccn pxoposcd that this enzyme is an ollgomcr mamly because of -~

of S['lblll(y in the catalytlc actlvny fitheer
monomers is’ nclther lhc on]y o

isomerase. There is}igl,e'xf‘pl'z}yb tween function and s
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CME
DC
DHAP
DTT
EDTA

FPLC

G3pP
GuHClI
GPDH
A
NADH
cTPI
hTPl
pTPl1
ScTPl
ThTPI

TPI

Abreviaturas

centro de masa espectral

dicrofsmo circular

dihidroxiacetona fosfato

ditiotreitol

dcido elilendia’miholctrazicético

‘cronu’quraﬂ'a‘ llqunda ,d? alta presion, del inglés “fast pressure liquid

R

chromatog'raph y

D-gliceraldehfdo-3-fosfato
cloruro de guanldlmo z

a-glicerolfosfato :desliidl4ogena3a

longitud de oﬁida' '
dinucleétido d:é:,niColihzi’iﬁidaJy:zidehina (forma reducida)

triosafosfato isomerasa de conejo. " -

triosafosfato iso

triosafosfato isor

triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae -
triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei

triosafosfato isomerasa



Introduccion

Plegamiento de proteinas

Las cadenas polipeptidicas zldoptun,,durant_e y desppés -de :su_biosintesis en los

ribosomas, una estructura tridimensional blologlcamente acuva,,que se conocc como

para form ar una est1 uctux a. bxolégncamente activa,

Se ha observado que las plotem'ls se pliegan con o sin. mtermedlanos Tamblen hay

evidencia de vias de plegamiento simples o multiples. El plegamlento pxcsenta un: nuevo reto

cn cuanto a la definicién del problema: a) identificar y categorizar los mecanismos generales



del plegamiento’ b) idcntifit:al la secuencna y aspcctos esnuclurales que dctermln'm es0s

UC l’ﬂCCcl!‘llSl‘l]O gchl (l] predomm'\ pma una pl olema de

ncu‘cylos-avancc;sr‘zr estelrespcclo, pero:el acto final

El 'plegamiehtd Cin'vivo ‘puede ser limitado por pasos cotnduccmnales o

las mtcmccnones -hldrofébxcas*

csqueleto po‘lip'eptfdico,y' las cadenas laterales tienen completa e igual libertad de rotacion.



Una proteina desnaturalizada es.un conjunto de conférmeros de energfa similar, que se

casi'todos los intermediarios son inestables cn relacién al

interconvicrten rdpidamente entre sf;

estado- nativo,.Un cl’plegamicnto’de: protefnas es el que

postula tinicamente dos estados: ¢l nativo y el desnaturalizado

Plegamiento y aSOéiacién

La foxm'lcuin cle estructura cualcm’um esté,hg'ld'l a lus plopled'ldes funcnomles 'y de

1cgulacnon de vanas pxolcm'ls ollgoménc'ls [7 19] A]gunos ohgémen os presentan un. [)l oceso

‘incubarse a temperatura

completamente al
desnaturalizante. La proteina desnattiraliz_ada'c
concentraciones de desnaturalizante. En ambo

equilibrio, las poblacioncs ’relalivwas' de

determinacién_de las pi‘o‘pieda’de ‘espectrose

Si la desna;(xi‘aliizacién

suficiente para.alcanzar el equilibrio; las'propiedades observadas de los experimentos N—D y

7



D—N debcn comcndu. ma protemas ollgomcrlcas la desn'\turallzacmn se ha csludlado mds

equilibrio. De hccho el conllol cxneuco ha sxdo obsm vado en proteinas monomencas [16] y

ohgomcncas [17-21].

La paradoja de Levinthal

Podemos referirnos al problema del plegamiento en términos de cémo y por: qué una

proteina adopta su conformacién nativa. Una cadena polnpcpndlca cs capa de”adoptal

millones de conformaciones. Si la cadena pohpepudlca v1sxla1a lOddS estas on rmacmnes

encontrar la estructura correcta le tomarfa un tlempo maym a la edad del universo'[S sar

ic.vmth’él :

estructura terciaria resulta‘una consecuencia necesaria de’ la: formacién previa de estructura

8



secundaria, 3) El modelo dcl colapso hlclroféblco supone que una plotema se cohpsqua

Colapso hidrotébico

Propagacion

: ummou«‘: sién

Rearreglo

Plgllrn 1 Los tres mecanismos clisicos de plegamicnto. Figura modlﬁcnda
de [31).

En la a'ctualldad, s busca afanosamente un “cédigo de -\pl}egam‘i}chlo” ‘que intente
responder cémo una estructura de una dimensién, representada - por  la. secuencia: de

aminodcidos, genera la estructura tridimensional correspondiente;

Desnaturalizacion

La desnaturalizacién de las protefnas es,una herramienta para el estudio de las vias o

rutas de plegamiento. En las protel'na" 8

lizadas por temperatura
[32] o por agentes quimicos como la ure
lleva a cabo cooperativamente; es: dec

macroscépicos, el nativo y el desnaturalizad icia:de intermediarios estables. Por




lo tanto, al aumentar la condicién, desnaturalizante lo que cambia es la proporcién de

moléculas que sc encuentran enel estado nalivo y en-el estado desnaturalizado [33],

Existe controversia.sobrc la semejanza entre los conférmeros desnaturalizados-que sc:

obticnen por temperatura y aqucllos que se obtlcnen‘_por'-agcnl'cs quimicos. Estos dos estados

0 cooperativo y

os sc observa el deteri

icativos ¢n la estructura covalente (con.

El plcgamieliip “de-la

proteinas desnaturaliz

cinético en el que se determinan, mediante diversas técnicas, las propi}edyz’ldesreétruc’turales y
funcionales de los intermediarios - visitados por-la- cadena -polipeptidica;- como: funcién -del

tiempo.

Presion y estabilidad

10



hidrodindmico; por lo que se consideran termodindmicamente equivalentes a las transiciones

inducidas por presién, temperatura o adicién de agentes dcsnaturalizanlcs'[35~37]. ‘

Plegamiento en presencia de cosolventes

Sc han utilizado como crioprotectores algunos polioles como ¢l glicerol; la‘sacarosa o’

1'c11atur‘aliiaCi611; ’Vzinos' autores "han demoslra‘do f'cjue"‘csftosf 'agentes 'pr'om'ueven la
1cnalunahzamén pucs a] aglegar alguno de estos cosolvcntes en el amonuguadox, se obllcne un
mayor lenclxmlcnto en’ la renaturalizacién en compamcu.’m '11 obtemdo sin la adlclén del

asistente [45 47]

Estos cosolventes tamblen sc han uuhzado como agentes wscogémcos para determmar

la naturaleza dcl paso hmxtante en alounos proccsos como eI ple qmlen‘toko la ‘catélisis. La

determinacién del- aso"limitantéfch;‘cl_'p]cgamiento de ptotéfnafs"(c’jétlpye‘hdd,la,‘isofherizacién

observd - que se altela tanto la velocxdad de- desplegamlento como. la: de rep]egamlento

11



demostrando que. ambas unidades B/ de la protefna jucgan un papel importante en estos

ante: un

procesos. Bl plegamicnto . del - monémero ‘de la: subunidad o se- ha - descrito-medi

la sacarosa;. aumentan

e ha: ug‘b'ri;léji"i"jabajar bajo:condici

btiene por medio de la adici6n de

efecto estabilizador del agente viscogénico. Una:

mediciones del efecto de la viscosidad sobre las cinélic

[48, 55, 56).

Triosafosfato isomerasa

En el presente trabajo, utilizamos como modelo . a la triosafosfato isomerasa. A

sintesis neta de- ATP en la oxidacién d la glucosa hasta piruvato. El mecanismo catalitico se

conoce con gran detalle [58, '57]:La TPI'se ha'encontrado en todos los organismos en los que

se ha buscado [59]; ‘a’la fecha, se h‘i\”’ré‘portado la secuencia de aminodcidos de TPI de mis de

12



100 especies 'y se llcnc I'1 cstruclura tndlmensxonal a allu rcsolucu:’m de 13 de ellaS' Gallus

gallus (pollo) [60], Sacc/z(uomyces‘ cerewsiae' 59] Ii)pa/zasoma brucal b)'zlcei [6]],

del tipo Mlchaehs -Menten - [7 'vp]ucrac’los‘;eﬁ* e

catdlisis cst'm ]ocahzados en la: misma-subunidad. Cada monémero tiene un sitio’ activo y

funciona independienlemcntefde],otr‘o.iAl la fecha, no se han descrito cofactores o reguladores

13



alostéricos, ni se ha detectado cooperatividad entre las subunidades [76]. Parece ser que la alta

cficiencia catalitica de la TP1 requicre de la dimerizacién [77].

Estructura de la triosafosfato isomerasa

La triosafosfalo isomerasa cs cl prototipo del barril: p/o; ﬁunq?dc{.lo‘s‘ patrones - de

arriles Blo. pi‘ééentan ’

plegamiento méas comunes encontrados en la naturaleza [78,.79]. Los b

gran variedad de actividades cataliticas, incluyendo -5

estructura:s laria de.la TP estd-forr cl

dos) hélice(s) o (Figura 2). La cadena polipeptidica se p iega de tal manera que las ocho

hebras forman una hoja 8 paralela central semejando un barril,”

Figura 2. Estructura de la TPI (barril /o). Izquicrda.- esqueleto polipeptidico; derecha.- estructura
secundaria en caricatura. :

El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad formada por las

asas contiguas a las hebras § [60] (Figuya 3).;‘Es‘lre‘ pdt:jlrfén*topol‘égiéo se ha encontrado en

aproximadamente el 10% de las protefnas cristalizadas'y resueltas

5 :depositadas en el PDB

(protein data bal}k',lUR"L;‘I_.’n'yti[f);:}//_,\'v"ww.rcsb.org/pdb/).

14



Iigura 3. Esqueleto polipeptidico de la ScTPL Se muestran los aminodcidos conservados del sitio catalitico
con sus cadenas laterales (negro) y el andlogo de sustrato fosfoglicohidroxamato. :

En las protefnas homdlogas, los aminodcidos que se encuentran en el sitio activo estdn-
conservados [5]. Para el caso de la TPI sucede lo mismo [59] (Figura 3). Aunque existen:
diferencias en los aminoécidos de la interfase, tanto la estructura del barril (Figura 4) como la -

geometria de la asociacién entre los monémeros, son semejantes en diferentes especies [81].

15



Figura 4 Sobreposicion del mondmero de tres estructuras de TPI.
Saccharomyces cerevisiae (negro), Trypanosoma brucei brucei (gris
oscuro) y pollo Gallus gallus (gris claro).

TESIS CON
Plegamiento y asociacion de la TPI FALLA DE CRIGEN

Ya que la TPI es un homodimero, esta enzima cs uno de los modelos mds sencillos
para explorar el plegamiento y.la asociacién de las proteinas oligoméricas.

Se ha renc'o'rjl'r il resis. cinéticarentre los experimentos N—D y D—N en la

dcsnulura]izacién*dc~l‘zi",’ii‘lP'I_ TPI)mducxdapox presién hidrostdtica [82] y en la

desnaturalizacién de la TPL de: Saccharomyces cerevisiae (ScTPI) inducidapor temperatura

[83]. A pesar de cslb; lc:):s_‘v(i:z‘lbajos‘,:t:n ]os que se ih'a';czii‘l,cujz}d

empleando experimentos’N—~D.

La renaturalizacién de. la ¢TPI

enzima desnaturalizada = por . GuHCI)

renaturalizacién, determinada por la recuperacién.de la actividad enzimética, depende de la

concentracién de protefna cuando-se ‘trabaja a' concentraciones bajas.” A concentraciones
16



clevadas de proteina, la cinética se vu'eylv'c dc fprimér orden, esto es, independiente de la

conccnlracién dc en’zima; Lo ,anterior

cU’mclo la concentracién.de protefna es baja,

a-concentracién de proteina,

poslcnormcntc pam ddl lugm al dlmero'acllvo
Se ha propueslo que los monémeros de la:TPI son incstables y que el ensamblaje de hs ‘

subunidades induce la mfnxnma establlxdad conform'\cnonal [95]. Por otra par te, de acuerdo con

la explicacién’»“eslruclm‘a- stabxlldad" se ha consmlexado que la dxmenzacnén"es necesana

para optimizar la geometna espacxa] del‘smo acuvo [77] Con los argumentos antenores, no se

ha establecido convmcentemente 1'1 1mportancna 1elat1va de la catdlisis y-la estabnhdad para

17



explicar la naturaleza oligomérica de esta enzima, Aunque se ha propuesto un intermediario
; Ing )

monomérica -en . el. desplegamiento /- replegamiento, . sus * caracteristicas - estructurales,

i

cstabilidad y el papel de Ia difusién en su formacién no‘se conoc
En esle trabajo, sc utilizaron diversas (écnicas para-caraclerizar la desnaturalizacién y
la renaturalizacién de la TPI de Saccharomyces cerevisiae 'en GUHCI y en urea, determinando

a parlir de estos experimentos la estabilidad de'la enzima;.Con estos datos, . asf como.con-los -

datos disponibles en la literatura, se discute con detalle las posibles razones para la naturaleza

oligomérica de la TPL - -

18



Objetivos

El ObjCllVO genex al dc este. 1)1 oycclo, ‘es cmdcteuhu ]a ter. modmamlca y la cméhca dc

a FPI de Sacchmomyces cerew

la dcsmlunaluacnon / 1cndlum]17amén clc I .sme., Aunque se

conoce la,csu"u‘clum mdxmensnonal cle esta enzmm, exrslcn vauas mcégmlas cn cu'mto a su

mecanismo de p

Utilizhndo ”cbrho' zigentes ‘deSnaturalizﬁntcs la presién 'hidrostética, el cloruro de
auamdmlo y la mea, combm'ldos con medxcxoncs de la acuwdad cnznmatlca, los espectros de
fluoncsccncm, dlcrmsmo cxrcul'u y ]'1 cnomfuogmﬁa de cxcluslén molecular, se plantean los

sngmenles obJellvos parllcula es:

1. _Delcxmlnm la ruta’

3. Caracterizarla
4, Detcrmiﬁarlasc nstai

5. Deter mmar las constantes de ve]ocndad cle ]a lcnaturahzamén de la ScTPI-" S

6. Determinar el efecto del ghccrol Mn' las constantes de vclocxdad mencxonadas en los

dos objetivos anteriores; .

7. Conocer el papel de 1'1 difus n el esquema de plegamlento de la ScTPI

8. Observar si el patxén de plegamlcnlo dc la TPI se modlfxca al varlax la concentramén

de glicerol.

19



Materiales y métodos

Materiales

La glicerol-3-fosfuto dcsludlogendsa (GPDH) y el GulCl se obtuvicron de Bohcrmger
Mannheim, la-urea de Alduch el ghcelol y c] ctanol (99.9%) se obtuvicron de Mexck ']‘odos

los dcmﬁs reactivos. se; obluvxclon de Slgmd La ploducmon cxpxesnon y- punﬂcacxén de la

ScTPI 1ccombmanlc se realizé dc acueldo a Vazquc/ -Contreras et al. [90] L'1 concenu '1c1én

de ScTPI sc muhé cspecuofolomeuncamentc usando una absortividad molar (8230) dc 26 664

M'em [96]

Experimentos de desnaturalizaciéon y renaturalizacién

En los experimentos de desnaturalizacién (N—D), la ScTPI se d]luyo en tnetanolamm'l

100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, DTT 0.1 mM (Amm tlngddOl A) y cllfcnentes concentramones

de GuHC! o urca. Para los expenmentos de 1cnalm llzacxén (“—>N ' pnmcro‘ sc

incub6 en 6 M GuHCl por 45 4 d catq]xtlca

fueron suficientes para ¢ qlcanzar cl esmdo dcsnatumhzado, ya que las plopledades observadas
permanecieron sin cambio después de 24 h. Postcummente Ia ren'xturahzflcmn se 1n1c16 por
dilucién de la proteina desnatulahzada cn el amomguador A que contema concentraciones

decrecientes de GuI—IC] 0 urea._En ambos tlpos de cxpeumentos, la concentnacnén de ScTPI

estuvo en el intervalo d‘e7.5_vnM a 7‘.- ‘pM.



Mediciones cspeCtl'oscépicas

Las 1ned1c1ones de fluoxcsccncm sc rcalmnon con un cspcclrofluorémctro 1SS PCl

se  llevaron. a cabo en el

na delda débc'u,arz"o dentro de

EI DC den'las‘ mueslras con ScTPI (1 8575 pM) se sxgmé a 222 nm ‘con. un

cspcchopolaumeho JASCO J 715 usando celdas de 0 1 cm de pas ,«,C luz., termorreguladas a

25 + 0.1°C. Los valoxcs ICPOIlddOS son cl pxomcdlo de-.: kmm_ tos con 1cg|stros cada lO

scgundos. Pal a ]os especnos se sxguxé la ehpucldad en- el mterva]ordc 250 a '210 nm cn celdas

de 0.1 cm de paso de luz. Las muestras de referencia sin prc_)tema se. x‘gs;aron enjt_odas las

mediciones espectroscopicas.

Ensayos de actividad catalitica

La actividad de la ScTPI se midid en ce]das de 1 mL en una mezcla de eaccnén con

25 + 0.1°C, a partir del decrementq en la‘absorbancm‘del NADH a 340 nm cbmd funcién del

21



tiempo, La actividad catalfuca en pxesencna dc alt'ls concenhacxones de desnalunahzantc qfect'l

aCllVld'ld Cdta]lth‘l dcben

la actividad- de Ja. cnzn‘mu zlcoplanle, ,adcmd ‘la mcd1c1ones de

llevarse. a cabo a'co'ricenujaciohc de:

cluidas a un fl mL mm - Los mdlos de Stokes (

de elucién:y.u
conocidos,'.t‘z_xir;it [ condxclones natlvas como en 6 M de GuHCl de acuerdo a Uversky y
Chﬁncz-C{lr(‘l‘é‘na‘s y col;‘[98," 89’].

22



Ajuste de datos al equilibrio
La l'cnaluralizaciéﬁdc los mondémeros deSnmluraliZzidos}(D)fal dimero nativo (N) se analizé

con un medcelo de tres estados que incluye un.intermediario monomérico (M).

)

2D oM ey

supomcndo qu, wambqsﬂ varfan linealmente Con Ia 'c}on'c[eml‘acién-‘ de: desnaturalizante x de

acucndo d

+m N ; ‘ (@

AG'lng AGph.g plcg
AG,,. = AG‘?soc + Moo X R )
Donde AGM y AG2.. son los AG en ausencia de desnaturalizante y m es _la'encrgl’:a‘de Gibbs

en funcién de la concentraciéon-de desmtumlmmte

(Pr) estd expresada en‘relacién’a la concennacxd de mond el s (P D ‘,M 2N) fM, vy

fu ,01én cle Ias consl tes de equ111bno como‘

Jb pueden ser.ex

(%{p'w-ﬁl‘) \/(ﬁ{""b-*-l) +8KumPr | S C)]

C 4K, Pt
fN= 2 (f;’t'l)z Kasoc Pt - : (5)
Jo=1-fn-fu 6)



Se asumi6 aditividad en el observable experimental (y) de acuerdo a: y= yp fp + ysSu+ ynfw-
Para comparar y usar los daios provenicntes de diferentes, 1écnicas, €s conveniente normalizar

() -y

los valores. CX[)Cﬁi'l]éDtﬂ]CS—lﬂr cambio-f raccional:{(q)i{cc@nélzi?féif'nﬁlla‘ ; fa=
Sl IR S R o [y(.\—-O) eI

donde x‘ cs;l‘a,cén"‘c "amén de (lcsnalumlmantc——en la cual la en71ma eslzi complct'lmenlc

dcsplcgacla. Los p'uameu os AGF,LL, m,,kg, AG,soc y masoc, fucxon aJusl'ldos a a(\) usando las

ccuaciones @y 5.

Cinética de desnaturalizacion

Las cinéticas dc desnaturalizacién se iniciaron por la adicién de ScTPI naliva, auna-
solucién que contenfa la concentr: aCIc'm de GuI—ICl dcsead'l y glicerol cuando fue el caso, en

amortiguador B a una conccnu.nclon‘de 37 50 375 nM

Las mediciones de fluorcsctmc ‘ "sef-irea_lizaronfUSandd‘u_'na' longitud de onda de

187.5 nM. La conc

control muestran: que la a‘,‘c'tiyl_dad catalftica no es a‘fectada por cstas concentraciones de

desnaturalizante.:
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Las medxcnones de dcllVld'ld catahlxc'l se llevaron a cabo como sigue: una alicuota se

tomé de la mczc]a al 1b‘1 mencnonada (’7 ng ScTPl), a los tiempos indicados sc d|luyo enla

nm (ancho de banda 8 nm), la emision se siguié a 320 nm. (ancho de: bzmda 16 nm) .

Ajuste de datos cinéticos
Renaturalizacion

I.- Reaceion unibimolecular

Una reaccién unibimolecular txcne dos pasos Enel pnmcno se tlcne una reaccion de

primer orden y cn el segundo h'ly una 1eac016n de segundo onden [99 100] Sl se consndem el

caso inicial siguiente, !areaccxén es:»f Tl

D k]mr,.,', 3 M > ; :
2 M k‘il;[ll;g‘ 3 N
t:=0: [Dlo 0 . 0
t o [D] M [V]

Las ecuaciones cinéticas son:

diol ~k,..[D] | , @
dt

am] =k,,,...,.[D] 2/»-,,,,,,,[M1-' : ®)
dt ; ,

d[N] = 2mon [M]l " ) ‘ ) (9)
dt



El curso lemporal de [D], [M] 'y [N] se obtienc de [99, 100]:
[D1=[D}7 - (10)

[z 1(2JE) B, (2JKT) | -

M1==[Dl;
[M] [.‘.',]" K 1,(2VKT + B'K,(2VKT)
[N]=Z((P), ~[D]~IM]) (12)
o o , o Qi) -
dondc = e—kl”"’"t ,  k:"ui;: = klnum * K= [DJOIH"M" lmm: : ["’(ZIJ_) I— '\/_— )’ JO )’ Ilél) )

son funciones de Bessel de primer y tercer tlpo clc onden cero |cspect1v¢1mcnte

| § Redccién biunimolecular
La reaccién consecutiva biunimolecular cs‘v[i99'k]:
2D ——-—'—'-IL-—->k din N* ———-—)l"d"" N
=0 [Dlo 0 0 '
to 01 INT M

Las ccuaciones cinéticas son:

dibl__, DY (13)
dt : . ;

d[/[V ] 2 ldlm[D] "dlm[N ] ’ (14)
AINT_, i

g kel (15)

El curso temporal de' [D], [N*] y [V] sé obtiene de [99]:

_ Dl R o | (16)

[D]=
1 + [D]O kldimt
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[N*]= — 21 [A (r exp(- b))~ Tk, (Ei(k;')exp(k,r’))(Ei(kQexp(k,))} a7

mefoL-m)- o an
donde 7°= (lk,, +1), k,, =kgm[Plys k3= —kzai,,;/k','l_,,yf'éi éé la exponchcial in"t’erg"ral.,
Desnaturalizacién o s

Los experimentos cinéticos de clisoéiaéiéh.‘y deép]cgﬁﬁéth se ajdstm;oﬁ a la siguiente
ccuacion: S e | |
donde y es la intensidad de fluorescencia o la actividad catalitica, Yo €s y’a_y tiempo infinifo, Ay

cs la amplitud y T es el tiempo de relajacién.

Teoria del estado de transicion

La teoria del estado de transicién propuesta por Eyung y por Evans y Polanyl en 1935

transicién®’ como una especie mestable en el m‘mmo e
En la teorfa del estado de tranSicién—

reescribir como:. A +B"<__ﬁAB ——P.

Se supoﬁé que los reactantes ‘eStﬁﬁ ch:équilibﬁd 'réi[iidd conel ‘eStado d'e-tran'sicién AB*,

Kt csla const'mte—d eq xhbrxo entle e] eslado dc lransmén y: los 1cactantes y k¥ es una

constante umvelsal de velocndad

1<=-[A—][1—3T o , (20)



d[l *[AB*] @1

Tanto I(‘c como k* no son par dmetros medibles; sc usan solamenlc para dcnvar los resultaclos.

Comblnanclo 'la' ; ecuacnoncs 20y 21 sc obtienc

umvcnsal I\* es: 1gual

k‘=.k';_T 24
1 : . L . .

donde &z y I son la constante de Boltzmann y Planck respectivamcrite (kn = 1.38 105 J K,

h=6.62x103] s). Combinando las ecuaciones 22-24 se¢ obtiene

(25)

constante de vel
Los AG* en ;a‘usé C 5 obluvnero pox extrapo]acnén lineal de las constantes de

velocidad obteni fa‘s_ edesnaturahz'mte R



Resultados y discusion
Desnaturalizacion y renaturalizacion de la ScTPI

Estudios al equilibrio

Histéresis

Se determinaron las plOple'ldCS espccuoscopncas y C'mlmc'ls dc ]os dlfcnentes cstados

de la ScTPI, con las muesu as px ovemcntes de expenmenlos convencxom]cs N—»D (I’lgum 3,

simbolos vamos) »’y de' expeumemos D-—->N (Figura 5 snmbolos llenos) En mbo txpos dc‘

cxpcumcnlos (N—=D. y D—»N) a conccnuacmnes menores a O 3 M dc GuHC

las muestras N%D y
espectroscépicas de la Sc P, qu
de 48 horas (Figura S,‘sfnlbol'c‘)
cambio muy ]entdle::n'"’el”CME

direccién contrarid

cn cl radio de Stokes de 1a enzima entre 1.0 y 0'M de GuHC (Figura 6B); siempre se obtuvo

29




un sélo pxco de clucnén en co]umnas de exclusuon moleculzu, a tochs las’ concentlacxones de

GuIICl uulwada (I"xgu"l GA) ‘L'xi"pl 'ldr' dmamxca : dc' a" cTPI fueron snmllales

en ambas dirccci Ones ,y.pcn' ]

N b
o O

Actividad catalitica ("4_,)
(o}
o

0 L'l R il vher i P SRR T s 1
0051152250 2 4 6 8
GuHCI (M) Urea (M)

Figura 5. Histéresis entre ka desnaturalizacion (N—D) y Ia
renaturalizacion (D—N) de la ScTPI, Muestras de la ScTPI
(0.75 uM) de los experimentos N—D (simbolos vacfos) y
D—N (simbolos llenos) segtidos por el CME del espectro de
fluorescencia (A y B) o la actividad catalitica (C y D). Las
mediciones se realizaron después de incubar por 96 (O, @)
168 (01, M) y 240 (A, A) horas en GUHClI (A y C) 6 48 (O,
®) 192 (C1, M) y 360 (A, A) horas en urea (B y D). Las lineas
estin dibujadas para ayuduar en la visualizacién.
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Intensidad de fluorescencia

8 . e 10 11 12
Vqlum'eh de elucién (mL)
]
4 + B e [ )
= |
T’; 40 + . '
$ #
_9 |
o
% 36 |- ]
(@] L
:"-; 32 .
=7
28[|I|I|L|l|lLl|
0 1 2 3 4 5 6
GuHCI (M)

Figura 6. Experimentos de cromatografia de exclusion
molecular. A) Perfiles de elucién de las muestras de la ScTPI
(0.75 pM) determinados por la intensidad de fluorescencia
(Aex=280 nm A.,=320 nm). Las muestras de las direcciones
N—D (lineas continuas) y D—N (lineas discontinuas) fueron
incubadas por 24 horas en 0, 0.8, 1.2, 1.8, 2.5,3.0y 6.0 M de
GuHCI. B) Radios de Stokes calculados de los volimenes de
elucién obtenidos de las muestras en ¢l sentido N—D
(simbolos vacios) y D—N (simbolos llenos) después de
incubar por 24 (o, ) y 96 (O, m) horas.

Otro agente desnaturalizante ampliamente utilizado para estudios de plegamiento es la

presion hidrostitica {34, 35]. Al aumentar la presién se favorecen los estados de menor
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volumen, lo quc conducc a que las pxotcm'\s ollgomcncas como. la TPI se dlsomen en

Estudios. previos:h

renutura‘lizzﬁ: _zi ]aScTPI por tC‘mperutum [83].

352
.
348__ PP
E B e?®
5344— . o
(o]
= 40
03 E.' OoO
336 |- o ©
o O
332[00
U NN AN VNN NN N N SN BN |

0 10 20 30 40 50 60
Presion (kpsi)

Figura 7. Histéresis entre la presurizacién-despresurizacién
dé Ia ScTPI. Muestras de la ScTPI (0.75 M) al aumentar (O)
y al bajar (@) la presién hidrostitica, seguidos por el CME del

espectro de fluorescencia

~rep01t'1do que la hxslcresns lamblén se. present'l al. desnaturahzar—

=
5
H"‘ﬂ
=
S8
L3
SER
B
=

=
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Equilibrio l'eal :
Debido a quu 4 25°C no hubo comudcncm entre los cxpcumcnlos N—-»D y D—N, se

cstudid cI cfccto (lc Ia GuIICl a 30°C donde sc espera que la cméuca sea mas léplda. L'lS

|)10ple(lades de ]as muesllas 1ncub'1das enel- entldo D- N pcrmaneccn:prﬁclxcamemefsm

a 309C ]as mucsu "lS N—->D alcanzmon

cambio dcspues de 48 ho]as Como sc. obscx v6 a:25°C

ploglcswamente Ios valmes c:le as D—-»Ny Vlos 10 ‘dlas sc loglé la comc1dcn0|a en '1mbos

sentidos (ucmpo men01 quc‘a ‘25°C) (Fxgum 8) Sm embalgo a 30°C y l’ugos tlempos de
incubacién (>- ]O dlas), lanto en 1'1 ennma n‘mva como en los expenmcntos D—)N se observé
un decxcmenlo en Ia acuv1dad CﬂtalltIC'l y un corrimiento hacia el rojo en Jos valores de CME.
Dado que ~cxisl/en cvidc‘:nciasb de que largos tiempos de incubacikén y lemperaturas
rclalivamémc altas promueven reacciones quimicas colaterales entre la protefna y el
desnaturalizante, asf corﬁo dégfndacién de la proteina [103-105],:'n‘o se llevaron a cabo més

cxperimentos a 30°C,
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Figura 8. Comparacién del CME y la actividad catalitica al
alcanzar ¢l equilibrio. Muestras en ¢l sentido N—D (O) y
D—N (@) de la ScTPI (0.75 uM) a 30°C, seguidos por el CME
del espectro de fluorescencia (A) o la actividad catalitica (8).
Las mediciones sc realizaron después de incubar por 10 dias.
Las lineas estin dibujadas para ayudar en la visualizacién.

Intermediario al equilibrio en la renaturalizacion de la ScTPI

Tomando en cuenta la discusién de los experimentos anteriores, lnicamentc se
analizaron los experimentos en el sentido D—N a 25°C. Para facilitar el andlisis y la

comparacion de los resultados usando diferentes técnicas, de aquf en adelante los datos estdn
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normalizados como’ o (r) (vcn Zl_]llSlC de datos '11 cqunllbuo) En prcsencna de GuHCl

fluorescencia .y el DC mosll aron dos lmnswloncs (Flguxa 9) ]0 que indica la plescncm dc un

intermediario. A altas conccntmcxoncs de dcs'n'uumhzanlc (2 5-1.0; M GulICl), a pnmem; :

“monémeros - (M)

inactivos se asocian para formar '11 cllmelo actlvo L'lS pxopx e cschtroScépicas de los tres

estados (N, M y D) se prescnt'm cn la Flgum 10 Se obserya'que él intermediario posé@tma

cantidad considerable de estruqtura. u’n‘dana,‘mlentras que el espectro de fluorescencia

intrinseca muestra que los residuos. arométicos estdn parcialmente ocultos. Se han reportado

espectros similares para eXpéxjimE:ntos N—D [88].

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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GuHCI (M)

Figura 9. Anidlisis de tres estados para Ia
renaturalizacion (D—N) de la ScTPI en presencia de
GulICl. Cambios normalizados para los experimentos
D—N scguidos por CME a 7.5 (@), 1.85 (@), 0.75 (W)
y 7.5 % 102 (A) uM. DC a 7.5 (+) y 1.85 (x) HM,
actividad CalﬂllllCd 17.5(0), 0.75 (0N, 7.5 x 102 (A) y
7.5 x 10 uM (V) radio de Stokes a 0.75 pM (). Las
lineas son ajustes a las ccuaciones (4) y (5). Los
parimetros obtenidos usando la alternativa (i) se
encuentran en la tabla 1.
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- put 4
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S Bt g 3
© T o
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256 6 |- o 2
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WE s 3
o | n / P
~ s n
_101“\".1.1||Eolnlnl.|x|\-\1
210 220 230 240 250 300 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Figura 10. Propiedades de los tres estados de la ScTPI observados en experimentos D—N. Los espectros de
DC en el UV legjano (A) y fluorescencia intrinseca (B) de la ScTPI se obtuvieron a 0 (— —), 0.7 ( )y 25

(- ) M de GuHCI. De acuerdo al anilisis de tres estados (ver texto), la mixima concentracion de mtermcdmrlo
(far = 0.92) se estimé a 0.7 M de GuHCI. La concentracién de enzima fue 7.5 pM.

Aunque los dimeros y los mondémeros estin en equilibrio en la segunda t1ansnc:6n en

esta region el radio de Stokes de la TPI permanece constante y snmllar '11 R; de la nativa

(Figura GB) y se observa un sélo pico (Flgura GA). Este comportamiento puede reflejar el
36



pxomedxo dc dos cstados con dlfelente 1ad10 hxdxodmamlco en cquxllbno rapldo o mdxcax que

las propxcdadcs hlchodmamlcas dcl mtelmcdmno monomel’lco:,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 11, Anilisis de (res cstados para la renaturalizacién
(D—oN) de la ScTPI en presencia de urea. Cambios
normalizados para los experimentos D—N seguidos por CME a
7.5 (@), 0.75 (M) y 0.225 (A) uM, DC a 7.5 (x) pM y actividad
catalitica a 2.25 (O) y 0.225 pM ([J). Las lincas continuas
(actividad catalitica) y las lineas discontinuas (CME y DC) son
ajustes a las ccuaciones (4) y (5). Los pardmetros estdn
reportados en la tabla | (alternativa i),

Calculos de estabilidad en la TPI

El modelo mas simple que esti de acuerdo con los datos es un modelo de tres estados

2D 5 2M 5 N, donde los mondmeros desnaturalizados se pliegaﬁ.'r;péir'cizilmeme”a";lnj

cambios en cnergia_ d

monémero; (A’G,',,gg')" :

desnaturalizantes y  de :dé;lqs para

obtener los ' pardmetros “‘en’: principio; ‘deberfan - ser

independientes de los.datos escogidos. Sobre esta base, AG),, ¥y AGY, se evaluaron de:tres -
maneras; en todos estos ajustés,;]as: sefiales normalizadas del monémero desnatura]iz‘ado' yp =

0 y del dimero nativo yy = 1: De acuerdo con la discusién de la seccién anterior, los datos de la

o waw—
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sciial normalizada para el intermediario mbnomérico 'en la actividad, yM'= 0 y para los datos

hidrodindmicos. Yar = 1. »En 'la .pi‘ix’hcra* a]temallva (1) los p'uameuos tcnmodm'lmncos se

ajustaron con todos los dalos dispo lb]CS con GuIICl usando“lady,u "—de los datos

espectroscépicos como un 'parémctro d_]llslab]c, los AGO lcsullantcs bc Iepox lan en ]'1 Tabla 1.

En la segunda alternativa (n) sc UllllLdl‘On lodos los ddtOS dlspomb]es con urea, dCbldO aquela

conducta bifdisica no.c es. tan m’ucada y ya quc no hdy d’\tos dlspombles del radio de Stokes, la

AGp., Y Gfm obtemdos de'las

|AG

pleg

l La gran nlggh‘iti'xdi,de] AGY

experimentos prijpleados en:las ltemallvas (1) a (i) estin en el equ:hbrlo, l'IS pequenas

diferencias obs'ervadas"cnvl'a".Tz{b]a"l pueden ser atribuidas a factores estocdsticos; desde este

TESIS CON |
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punto de vista, los resultados del ajuste global (alternativa iii) deben ser los mds satisfactorios,

yi que en.csle ajustc algunas dc las imprecisiones se compensaron, -

Ajuste AG,‘,’,cg Mipieg AG? . Me . - AG,?,,
kImol™) | (kImol" MY | (kI mol™) kI mol” - MMy | (kI mol™y
()F [ -1591%£0.05| 1223+0.13 | -68.01+031 | 64.60x043 | 9642
G | -1241%£1.38 | 4.26+048 | -83.26+1.92 | 26.12+0.85
Gi¥ | -1659=0.71 | 12392058 | -70.26% 1.08 | 69.90%2.42 - | -l
(GuHCl) (GuHCI)
542 +0.24 19.09 +0.61
(Urea) (Urea)

Tabla 1. Estabilidad de l'\ ScTPl a 25°C y pll 7.4. * yar (DC) = 0.55 £ 0.02 y yy (CME) =
como pardmetros dc djmtc yu (DC y SCM) = 0.59 fue tomado como constante, ¢s el promedio de los obtenidos
0.59 =+ 0.02 usados como pardmetros de ajuste.

en lu alternativa (7)1 w(DC) =

Estudios cinéticos

Cinética de renaturalizacion

0.52+0.03 y (CME) =

0.63 + 0.01 usados

La actividad catalitica requiere de la formac16n del: dlmelo acuvo El csquema

actividad catalitica; sin embargo, se recupera la actividad con el tiempo hasta que se reactiva

totalmente (Figura 12).
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Figura 12. Cinéticn de reactivacién como funcién de In
concentracion de ScTPI. La ScTPl se renaturalizé por
dilucién a las siguientes concentraciones, 187.5 (@), 37.5 (4A)
7.5 (M) y 1.875 (*) nM, las lineas continuas son ajustes a las
ccuaciones 10, 11 y 12; las constantes de velocidad estin

reportadas en la Tabla 2,
En.cl intervalo de 1.875 - 7.5 nM, la velocidad de reactivacién sec incrementa con la

concentracién de ScTPI, como:se predice para una reaccién bimolecular. Sin embargo,.en las

/ 187.5 M), Ia recuperacin de Ia activida

observada, debe- postular

asociacién (2D—-I-N). . 'HQS‘

2D—ter 5o —due 5Ny 2D—4

consecutivo unibimolecular con u

con un intermediario dimé;

ambos moclel’os’jr(FigL’uA‘zil 1

es muy diferente.paralos dos modelo

intermediario, mientras queén el modelo biunimolecular se predice que D, decrece lentamente

41

ibimolecular predice la‘acumulacién de!
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con ¢l txcmpo (Flgum 13B) chxdo a que con una sola tecmca no es posnb]e distinguir entre

ambos modclos sc 1c;\ll7dron cxpcxrlmcntos clclm mmando ]a cmellc " dc lcnalunall/.amén de la

nm). En tddixs'las"é‘onclk 1oncs'uuh7ad'15 ya las dlfcncntcs concenlxacnones de p1 oteina (18.75

- 375 nM de ScTPI) no sc obsel vé un cambio en la ﬂuorescencm mlrmscca entrc los 30

segundos y las 24 hoxas (resultdclos no presentados). Daclo que l'l se al de fluoncsccncm

intrinseca de D difiere de lasefial de N (Figura 10B), la Flgum 14 muestra que la fluoncscencm

mas al modelo uni mol CU]'II’ (rcsullados no prcscntados)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 13. Anidlisis de la cinética de reactivacion de la ScTPIL.
La enzima se renaturalizé a 7.5 (O) nM. (A) Modelo consecutivo
unibimolecular, las lineas son la prediccién a [D], (- -); prediccién
a [M], (— —) y el ajuste a [N], ( ). Ajustes a las ecuaciones
10, 11 y 12. (B) Modelo consecutivo biunimolecular, las lineas son
la prediccién a [D], (- -); prediccién a [N*], (— —) y el ajuste a
[N], ¢ ). Ajustes a las ecuaciones 16, 17 y 18.
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Figura 14, Cinética de renaturalizacién scguida por fluorescencia
intrinseca y actividad catalitica. Fluorescencia intrinseca (O) de 1a ScTPI
al renaturalizarla, también sc le midié la actividad catalitica (@) a la misma
concentracién de enzima (187.5 nM). Las lincas son para ayudar a la
visualizacién.

A partir de experimentos de reactivacién para la cTPI, previamente qiso't:iada y

desnaturalizada. por GUHCI se ha propuesto que ¢l esquema de renaturalizacién g ‘”'s"idyu'e,és el
siguiente [91; 92
plicga (k,,lcgv

Zabori ef al.* [9

para formar dfnier

de mondmeros de tamafio: compmablc quc esl'in llmltados p01 d1fusnon (Aasoc-lO 109 M ' )

[92]. Algunos efcclos pueden operar: para mcremenlar o: redumr la velocxdad de reacc10nes :

controladas por, dll’LtSlén'_la’magnltud ‘de‘lu co 3 velocndad a51 sugeuda no

tanto un indiczi_dor onﬁable del comlol~por ‘difusién [107] Modelos teorlcos h'1 mostrado .

que las constantes de*velocnda e”cada 1eaccnén son inversamente proporcnonales a la '

vnsc051dad del dlsolvente srdependen de la difusion [108]. Por tanto, la via expenment'll mfns

5518 CON
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sencilla para'dclerminar si Unn reaccic’)n estd comrolada por difusién, es examinar la

dcpcnclcncm (lc ]a 1eaccnén con ld v15c051dad [94]

Para,clc;_ei'nnnm" 1548 cmcnén dc los monémc:os csla llﬂ]llﬂ(l*\ pon dnfusxc’m, se

realizaron cxperiméhl‘os c lumtumlwamdn en presencia de ghccxol La 1cnalur¢1lxz'101on de la
ScTPI es 1cv0181b]e cntlc O y 75' % (v/v) de ghccxol (Flgum 15) El pmﬁ] cinélico de la

renatur qlmamon de la ScTPlren prescncxa dc cste coso]vcnte se muestra en Ia Flgura 15.

La ve]oc1ddd de lCﬂC(lV'\Clén se leducc cuando se mmementa ]a concentmcnon de

g]iccrol lncllcando que cI coso]ventc afecla el p'xso, bxmo]ecula:' ‘otlo lado a allas

concentr acxones de gllcex ol se ObSCl vé un.lclaxdo consulcxable cn 1'1 apzmcxon de:la’ ac‘uvxdad,

sugmendo que e] agente vnscogémco l'lmblen afecla la velocxdad dc plegamlento“ del

mondmero (F igura 15 1ecuadro)
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Figura 15. Reactivacién de la ScTPI en presencia de glicerol.
Muestras de la ScTPI previamente desnaturalizadas, se reactivaron
por dilucién en presencia de 0 (O), 20 (@), 40 ([J), 60 (M) y 75
(A) % (v/v) de glicerol a los tiempos indicados. La concentracién
final de ScTPI fuc de 37.5 nM en todas las concentraciones de
glicerol.

Experimentos similares a los de la Figura 15, llevados a cabo a diferentes

concentraciones de protefna (1.875 - 187.5 nM), se utilizaron para determinar las constantes de
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velocidad de plegamiento de los monémeros, asi como la asociacién de los mismos en

presencia de 20, 40, 60 y 75 % (v/v) de glicerol (Tabla 2).

Gli;:cl'ol - Kpicg Kasoc

% (v/v) ' : (s M5
o | TA3x 1072 780% 107 670X 10 £ 28T X I0°
20 L : 9 83 x 16'3 +3.83x 107 3.72x 10° +2.05 x 10°
 4¢ 788 x 107 £ 2.02 % 107 183 x10°%8.63 x 10°
 60 ‘ 1.08 x 107 +9.89 x 107 5.67 x 10° +3.31 x 10"
75 224 % 10" 1.66 x 107 3.15x10°+9.22 x 10°

Tabla 2. Constantes de velocidnd del plegamiento y la asociacién de la ScTPI a 25°C y pll
7.4. Las constantes obtenidas son ¢l promedio de al menos 3 experimentos en ausencia de glicerol
y 2 o mids experimentos para 20, 40, 60 y 75 % (v/v) de glicerol. Los pardmetros de ajuste son la

kpreg ¥ 12 kysoc ajustados a las ecuaciones 10, 11y 12.

A continuacion, las constantes de velocidad relativas se regraficaron en funcién de las

viscosidades (1) relativas (Figura 16).
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Figura 16. Dependencia con la viscosidad relativa de Ia velocidad de plegamicnto y asociacién de la ScTPI.
Las dependencias de las viscosidadces relativas, con las constantes de velocidades de plegamiento del mon6mero
(®) y de la asociacién de estos, para formar al dimero (M) sc ajustaron a la ecuacién de la recta. El coeficiente
de correlacidn fue de 0.99 y 0.98 para el plegamiento y la asociacién, respectivamente.

En ambos casos la pendiente es cercana a -1, sugiriendo que tanto el plegamiento de

los monémelos como. ]a asocmc1én de estos csl’m llmxtados por dxfusxén ,Sl no se modxﬁca Ia

'eslo . cs, el

cslab1lldad de Va pox

dcsplegamxentp del‘monémero y-la disociacién del dimero, deberdn:ser tamblén ’dependlentes

de la viscosidad del disolvente.

Cinética de desnaturalizacion

La ScTPI nativa muestra un mdxxmo en l'1 sena] de fluorescencm a 320 nm (Flgura 10).

Para estudiar la pérdida de estructura lercuula:yicuatemana, se determmo cl cambxo en Ia

fluorescencia intrinseca y en la aCtiyidadY.batahuca‘ con respeclo al uempo al desnaturallzm la

cnzima con diferentes,’cOncerjlraéiOhcsvdeiGuHCl.' '
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Figura 17. Cinética de desnaturalizacion de la ScTPI. La enzima se desnaturalizé a 37.5 nM y se determind la
seiial de fluorescencia intrinseca (A) o la actividad catalitica (B) que perdi6 con el tiempo en 2.0 (O), 2.5 (A),
3.0 (V) y 3.5 (*) M de GulCl. La enzima sc incub6 en las diferentes concentraciones y cn los tiempos indicados
se tomé una alicuota para cuantificar la actividad catalitica. Las lincas son ajustes a una exponencial sencilla
(ecuacién 19), de donde se obliene la constante de velocidad de desplegamiento.

La Figura 17A muestra que la variacién de la sefial de fluorescencia corﬁ'cl Lliempo

puede describirsc adecuadamente mediante un ajusle aun dccaimientd’ex"pbhencxa senéillp
(lineas) (ver Tdbla 3), mdlcando que um de ]as dos ela]

limitante. AI variar la concentlacxon de plolcfna de 3

limitante se 1eahz'uon experimentos en los cuales se determmé la desap'mcxén de |'1 aCllVId’ld

catalitica con el uempo La Figura 17B muestra que la desnpancxon de la actlvxclad catalmca

también presenta un decaimiento exponencial.

Expenmcntos sxmxlales a Ios mosuados en la Figura 17, pero desnaturallzando en

plesencm de gllccm]

"no mue‘slr‘an"amblo en-la constante de velocxdad obtenxda,,]o cual,

sugiere que esta constanle de vcloc1dad no estd limitada por la difusién (Tabla 3)
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[TPI] 375 oM. 37.50M T 37 375 nM. 375 nM.

T (s) fluo ,',""(S) flgi'g). | 'clr(s)'act. 1t (s) fluo. | T (s)fluo.
Glic. 20% (v/v) | Glic. 40% (v/v)

GuHCl (M)|- -

15 3933.67 +139

2| 866.95+2.5 |620.03 +8.9(757.61 £59.1| 1319.22 +44.5 | 1635.33 +41.8

25 | 16663083 |120.7725.5(331.46 £ 19.6] 32107229 | 2343243

3 48.26 =046 | 36.8322.7 | 64.65563 | 545713 343818
35 | 13112034 |11.652083|15.05=041 | 1220+236 |
4 84820 | 7.0240.38

Tabla 3. Comparacién de los tiempos de relajacién de las cinéticas de desnnturnhzacnon ‘Los tiempos de
relajacidn se obtuvieron por fluorescencia intrfnseca (fluo.) y actividad catalitica (act); en ausencia y en

presencia de 20 y 40% (v/v) de glicerol (Glic.). Los ucmpos de lela_]acnén (1) se obtuvieron del ajuste de los
datos experimentales a la ecuacion 19, :

La similitud de los tiempos de rclajacién‘ dbtenidos al" determinar la pérdida de
fluorescencia y actividad, indican que en la segunda transxcxén (20 - 40 M GuHCl), 1

desaparicién de: la cslructuxa 1GIClalld y cuaternzma, cle la ScTPI es concertada

En la plm xj { GUHCI) los expcrlmentos, - D ‘;ng):stféroh

en la tabla 4. Estas cinéticas: no se estudiaron en presencia de

lentitud del cambio,

15 CON
FAIE\ST“" OGEN

creatmtnsen et
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GuHCI (M)| T (h) Act, |T (h) fluo.

T 06 P91.6=123.5424.8% 809

07 13107 £60.21359.7 2 42.7

0.8 165.0+13.31219.2 £ 19.3

1 43.6x1.14 | 88.6:4.6

Tabla 4, Comparacién de los tiempos de
relajacién de las cinéticas de desnaturaliza-
cién - obtenidas dc los experimentos de
histéresis. Los tiempos de relajacion  se
obtuvieron por actividad catalitica (act.) y
fluorescencia intrinseca (fluo.), La concentra-
" cién de la ScTPI fue de 0.75 puM.

A par tir dc los T ('c—llk) mostrados en las tablas 3 y 4 y de la ecuamén 25 es p081ble

esta transicién es de -12.1'= 1.5 kI'm

M GuHCl), que probablemente correspond i6n del ,f‘xﬁdnbéme’*ro, la variacién

de AG* con GuHClI para esta tmn;sj'cl:i:éh[eslde -6.5 £ 0.2 kJ mol”! Ml

TESIS CON
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Figura 18. Extrapolacién dc los AG' obtenidos con GulCL La
datos se obtuvieron de las cinéticas de disociacién y desplegamiento
de la ScTPI seguido por actividad (@), fluorescencia (O) a 37.5 <M
y por fluorescencia a 375 nM (H). Datos dc las cinéticas de
disociacién (histéresis) de la ScTPI a 0.75 pM seguidos por
actividad (00) y por fluorescencia (A). Las Iineas son el ajuste a la
ccuacion de la recta por minimos cuadrados. El origen de Ia
ordenada para los datos de la disociacion es de 115.8 + 1.2 kJ mol”
y para ¢l desplegamicnto es de 102.5 = 0.6 kJ mol’'. L'\ pendicnte
para la disociacién es -12.1 = 1.5 kI mol’ « M' y para el
desplegamiento es -6.5 = 0.2 kJ mol™ - M,

Perfil de energia
A partir de la flgum 18 es posible obtener AG,,esp,cg y AGd,m de la extrapolacién a O M

de GuHCI. Los: valor de’ AGP,qg y AG umpueden _ca!éu]grse'fidit¢’¢tamentc de las cinéticas de

alones }de AG

p,Lgy AGus‘;cobt_‘cnl,dyos delos cxpenmentos al

equilibrio‘, seconstxuyo c‘:_fpbé'rﬁl'de e'nergl’a que describe el patrén de plegamiento de la ScTPI

(Figura 19):

TESIS CON
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Figura 19. Diagrama de energia libre para el plegamiento /
desplegamiento y asociacién / disociacion de ln ScTPI. Las energfas
de activacién estin indicadas directamente con niimeros, los cambios en
energia libre estdn indicados por flechas verticales. Los niimeros que
tienen a la derecha **’, se obtuvicron por diferencia de las energias de
activacién del paso que le corresponde. De izquierda a derecha, los
diagramas representan las transiciones entre los monémeros
desplegados a monémeros parcialmente plegados a dimeros nativos.

Es importante remarcar que el AGyg Y €l AGuoc obtenidos por _cxpexirvnenvtos al

equilibrio o por la diferencia en las energfas de activacién de cada paspi‘;(AJGpleg = AGY,, -

despleg

AGt Y .AG‘a'quﬁ - AG!

ardmetros cinéticos y los term'odm'éndncgs sugiere cjue,cl

-ala désﬁaturalizacién/rcnaluralizaci6n de la _Svc'I"I‘fI-‘és

plausible.




Desnaturalizacion de la TPI de diferentes especies y otros barriles
B/o

La desnaturalizacién de la TPI ha sido extensamente estudiada pero, algunas veces, se
ha encontrado irreversibilidad [66, 86, 89, 109]. La Figura 20 muestra todos los datos

disponibles ucerca de Ia estabilidad termodindmica de la TPI de crli_rferénrtgsr especies [93 59,

todas las TPT esludnadas el AG°

asoc La fraccién de la

es mucho mds negativo que el AGY

pleg *
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contribucién del plegamiento a la estabilidad de la enzima nativa (estimada como

2AGS,./ A”G.?,;v;):,Y,alfff}:_icnt"'c10 14pma cTPIaOBOpara i ScTPI, 9519,‘cs;"‘fe],f:'c;nVSz:im‘b!e'igi‘cl]as

pleg !

subunidades in

4
GP'ca;

plegamiento. de prot

dimérica principalme

y los obten‘id‘o'

la funcién ¢
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Figura 20, Estabilidad de Ia TPI de diferentes especies. Los datos que se presentan a continuacién son para
enzimas silvestres a 25°C y pH 7.4, salvo en los casos que se indique. AGplts (my, AGS__(O) y AG), (A).El
cédlgo para el eje de las x es el siguiente. hTPI-1: TPI de humano a pH 8.0 [95], hTPI-2: AGY,. de ref. [95]
yAGw, de ref. [84], hTPI-3: M14Q/R98Q mutante monomérica [95, 84}, hTPI-4: M14Q / R98Q / Q179D /
KI193A / A215P mutante monomérica [84], BsTPIL: TPI de Bacillus stearothermophilus [84], cTPI: TPI de conejo
[85], pTPI: TPI de pollo a 30.4 °C [93], LmTPI-1: TPI de Leislmania mexicana « pH 7.5 [87], LmTPI-2:
mutante E65Q a pH 7.7 [87], TbTPL: mutante monomérica de la TPI de Trypanosoma brucei a pH 6.8 [87],
ScTPI-1: TPI de Saccharomyces cerevisiae Z\G;?mc promedio a pH 7.2 [88], ScTPI-2: AG:SOC extrapolacién a
25°C de la desnaturalizacién / renaturalizacion por temperatura [83], ScTPI-3: AGHOsoc promedio calculado de
datos estructurales y pardmetros de solvatacion [S9], y ScTPI-4: datos de este trabajo (tabla 1, alternativa iii).

Lstabilidad vs funcion

Estabilidad
Se ha propuesto que la TPI es una enzima dimérica por razones de estabilidad, Esta
hipétesis cstd basada en dos suposiciones. La primera, es que no pueden existir los barriles p/o.

monoméricos activos_con baja”.




subunidad - o de la triptofano s‘intasa,k el AG,?,t = -34‘3 y -6442 kJ mol’ para_la

'9‘: kt(f;in,to', el

clcsmuuahmcnén mducnda p01 GuHCI y urea lcspcclxvamenlc\"[lm 106]

mol™, Ta/bﬁlkra;) ).

dos suposiciones arriba mencionadas.

Funcion

La hipdtesis funcnonal se qpoya en e] hecho (le que a_pesal d y gran esfuerzo en

investigacién quc se ha lcahzado ]as mutante "’monoméncws d a PI pres ntan una' acuvxd'ld

agua, asi como la cstabllxd'u:l

5 azdiluclénl [91

bZ; 1‘;14!4-:1-1‘6]'1n‘dlrcan'qup la catdlisis dé 'lzrl_TPI

requiere de la dlmenzamén
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Figura 21, Concentracién de ScTPI versus actividad catalitica.
Datos cxperimenhlcs (@), y simulaciones para los siguientes ‘
valores de [AG) ee Y AGL..1 (en kI -mol™), -
respectivamente:(a) [-15.29, -69.99] de la tabla I, altcrnutlva e
iii, (b) [-70, -70], (c) [0,-70] y (d) [-75, 35] Lfneas (a) y (b),';,: SR
son indistinguibles. Pt = Proteina total - e

a 'lCthl

Esto también se puede abordar por el anallsxs de I
de la concentracién de proteina. Estos datos,gxpenmen’tal

con la prediccién obtenida usando Vl’d‘s";d"'w ‘

también muestra ‘tres simiilaciones

valor de AGP,%‘

protefna. Ya que in vivo la concentraciénide TPI-para diferentes especies se encuentra entre
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1x10%a'l x‘kl_O'6 M1 17] 'y los monémeros son ‘escasamenie acjtii'os; es claro de la Figura 21

ra:la.c

ccesario-p

O B
Gus

que el ‘alto;A 1 catdlisis: Es pr bable que ) _hay:;pré i6n dveiseléc.ciénr

a la‘aparicién de monémeros cstables. Laposiblliddd"‘:’de 'qu::iuhilfhwrd”estdblqsp;

que favorezc

haya formado temp

a TPI no ‘es ni la L’mica ni Ia

Definitivamente, la baja cstabilidad de lOs',mon‘émfm'os-rc‘i

principal causa.

Conclusiones

Conocer mis acerca del plegamiento y de la 'lsocnmén de pxotemas ohgoméncas nos
permitird conocer si efectivamente cxnste un cédlgo de plegamiento que pucda Ilcg'lr a
predecir, para una cadena lineal de aminodcidos, el tipo de plegamiento vqu}g tcn;_lra; en su
forma biolégicamente activa. k ‘

En el plesente trabajo describimos la form’lc16n de una estructura o]xgomerlca a partir

de csludxos de desnaturalizacion : / 1enatural1z'1016n, utlhzando uno de Ios modelos mads

scncxl]os Ia enzima homodnménca luosafosf'uo 1somem

Aunque la desnalmahzacnon y la 1enatur'lllza016n de la TPI ha 51d0 amphamente

estudiada; los dalos tel modmémlcos pam la dcsnaturaluacxén sélo han sndo 1eportados;paxa la

silvestres fue

modelada inicialmente como una transxclén de dos estados, a* informacién” sobre - las

propiedades del monémero se obtuvo'ide la desnatumlizacién tde/'dos‘ estados en mutantes
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monoméricas o fue calculach a partu de cnergias de actlvamén par'l la enznma s:lveslre. Sin

aron mlc:medlanos en eqtuhbrlo Enel plesenle trab

cmbar, go, en’ nmguf caso se obselv ajo se

“monémero- desnatur

posteriormente, s

Por otro-lad expe’i"imenloé? de crdmatoétaffa de exclusién molecular indican que

en GuHCl el | observado es un monémexo expandldo, que tiene un corrimiento

hacia el rojo e al:de: flumescencna mlrmseca, a51 como una seml de DC con estructura
secundaria sigl ifi atiy L

Cabe mencionar que el '-_;Ac‘;;;w[:-7§.26_ = 108 kI mol' es el que participa
,d;dérriﬁactivacién por dilucién;

némero més estable, ya que en

la:cual presenta una alta

lisis: e,st_rugturales de las mutantes

monoméricas de TPI muestran que:la estructura del barril estd bien conservada, sin embargo
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presentan al menos 100 vcccs menos actxvxdad catalltxca que la enZIma sﬂvestre Por

conSIgannlc se. SnglClC que la dxmexw'\cnon pnoducc A’ tensién. de las as'\s C’ltalllICﬂS que:se

s* unimolecular o bimolecular,



renaturalizac}ién;’dé»la TPI es el unimolecular, por lo tanto, ¢l proceso se vuelve independiente

de la concentracién:

presentados; - indican }cjuev' en l lnosafosf'uo isomerasa de

1ejante a°:la

‘semejante

conformacional de Ia plolema, como se dllscute amba pala la TPI Sm'embargo dado que hay

relativamente pocos estudios tetmodmamlcos para la asocxacxén / dlsoc1acu5n de protemas

oligoméricas, es muy dificil hacer concluslones generales. ‘

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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Perspectivas

Algunas interrogantes mtcxcs‘lnlcs quc smgcn (lc esle lldba_]o son. P

ruta de plegamle 0 (orclen de mxllscgundos)

. Estudm la contnbumén dcl ghcelol en Ia CStﬂbl]ld

. Rcalwm cxpenmenlos de dlsocnamén en plesencm de glicerol, para conocer si este paso

ambxen esm hmltado por la_dlfusm‘m

. Obtenex las con‘slantes( de"vclocndacl?*de lenalumhzacmn en presencm GuHCl bajas y

constunr un grdﬁco con y

Ias constantes de vclocndad dc desnatunahzamén oy de

lendtunahzacnén (gl‘iﬁco de C/zewon) en '1usenc1a y presencm dc ghccml

¢ Realizar expcnmentos en Ios que se ]ogren tcner condiciones, de equlllbrlo a] dcsnaturahzm

/ renaturalizar por presién ludlosl'iuca

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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Figura extra. La caricatura ilustra como un cicgo puede tener una impresién
incorrecta de un elefante, dependicndo de la parte que este tocando; demostrando
la importancia de examinar una reaccién de plegamiento con tantas pruebas
como sei posible, antes de elaborar conclusiones. (Adaptado de una vieja fabula
China)
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Thermodynamic characterization of yeast triosephosphate isomerase
refolding: insights into the interplay between function and stability as
reasons for the oligomeric nature of the enzyme

Hugo NAJERA, Miguel COSTAS' and D. Alejandro FERNANDEZ-VELASCO?

Laboratorio de Fisicoguimica e Ingenieria de Proteinas, Deparlamento de Bioquiinica, Facullad de Medicina, Universidad Nacional Auldnoma de México,

Crudad Universitaria. México, D.F. 04510, México

The reasons underlying the oligomeric nature of some proteins
such as triosephosphate isomerase (TIM) are unclear. It
“"has been proposed that this enzyme is an oligomer, mainly
because of jts stability rather than for functional reasons. To
address this issue, the reversible denaturation and renaturation
of the homodimeric TIM from buaker's yeast (Sacclaromyees
cererisiae) induced by guitnidinium chloride and urea have been
characterized by spectroscopic. functional and hydrodynamic
technigues. The unfolding and refolding of this enzyme are not
coincident after *conventional’ cquilibrium times. Unfolding
experiments did not reach equilibrium, owing to a very slow
dissociation und/or unfolding process. By contrast, equilib-
rium was reached in the refolding direction. The simplest
equilibrium pathwuy compatible with the obtained data was

found to be u three-state process involving an inactive and
expitnded monomer. The Gibbs encrgy chianges lor monomer
folding (AG},,, = —16.64+0.7 kJ - mol~') and monomer associ-
ation (AGY,,.= —70.3+1.1 kJ-mol™") were calculated from
data obtained in the two denaturants. From an analysis of the
present data and data from the literature on the stability of TIM
from different species and for other fB/a barrels, and model
simulitions on the eflect of stability in the catalytic uctivity of the
enzyme, it is concluded that the fow stability of the monomers is
neither the only, nor the main, cause for the dimeric nature of
TIM. There is interplay between function and stability.

Key words: dimer evolution, equilibrium, hysteresis, monomeric
intermediate, TIM-barrel, unfolding/refolding.

INTRODUCTION

The tunctional and regulatory properties of oligomeric proteins
are mostly provided by quaternary structure formation [1,2].
Triosephosphate isomerase (TIM) is the prototype of the f#/a
barrel, one of the most common folds found in Nature [3.4]. All
wild-type TIMs so far studied are oligomers. TIM activity
exhibits classical Michuelis-Menten kinetics, is not allosterically
regulated and the residues involved in substrate binding and
catalysis are all located in the sume subunit. However, dimer-
ization is required for catalytic activity. In an effort to rationalize
the oligomeric nature of TIM, it has been proposed that TIM
monomers are thermodynamically unstable and that subunit
assembly induces maximat conformational stability [5]. Besides
this structural-stability explanation, it has been also argued that
dimerization is necessiry to optimize the geometry of the active-
site pocket [6]. Itappears that the relative importance of stability
and function as reasons For the oligomeric nature of this enzyme
is nol convineingly established.

Some oligomers show a two-state dissociation/unfolding pro-
cess without detectable intermediates [7]. However, in many
cases, stuble intermediutes have been reported [8.9). Where three
or more states are observed. it is possible to estimate the relative
contribution of monomer folding and association to the overall
stability of the protein through the calculation of the thermo-
dynamic parameters describing the processes involved. The two
prerecuisites for these culculutions are the reversibility of the
process and that the system reaches equilibrium. The equilibrium
constants that describe the eflect of denaturant concentration on

the relative amounts of native, folding intermediates and unfolded
states can be obtained from two types of experiment, namely (it)
native dimer - unfolded monomer (N — U) unfolding exper-
iments, where the native protein is the initial state and samples
are incubuated at several concentrations of denaturant, and (b)
U - N refolding experiments in which the native protein is first
completely unfolded using high denaturant concentrations, The
unfolded state is therefore the initial state that is then allowed to
refold at lower denaturant concentrations, In both types of
experiments. the relative populations of the stable states are then
measured after equilibrium is reached. monitoring the spec-
troscopic. functional or hydrodynamic properties of the system.
If" denaturation and renaturation are reversible and the in-
cubation time is long enough for cquilibrium to be reached, both
types of experiment should give the siume results. For oligomeric
proteins, unfolding rather than refolding has been commonly
studied, since low refolding yiclds are commonly observed owing
to the formation of irreversible non-productive interactions
between folding intermediates [9]). Another difliculty is that
unfolding uand refolding kinetics might be very slow. making the
identification of the equilibrium states problematic. In fact,
kinetic control has been observed in monomeric [10) and oligo-
meric proteins {11-15). In the case of TIM. kinetic hysteresis
between N — U and U - N experiments has been detected in the
pressure-induced denaturation of rubbit TIM (rTIM) [16] and in
the temperature-induced unfolding of baker's-yeast (Saceharo-
miyees cerevisiae) TIM (yTIM) [17]. However, up until the present
time. TIM stability has only been studied at equilibrium em-
ploying N —» U experiments [5.18-24]. In the present study

Abbreviations used: DTT, dithiothreitol; GdmCl, guamidinium chloride ; GDPH, glycerol-3-phosphate dehydrogenase; N — U, native dimer — unfolded
manomar; R, Stokes radius: SCM, spectral centre of mass; TIM, triosephosphate isomerase; hTIM, human TIM; rTIM, rabbit TIM; ToTIM, Trypanosoma

brucer TIM; yTIM. yeast (Saccharormyces cerevisiae) TIM

' On sabbatical leave from the Departamento de Fisicoquimica, Facultad de Quimica. Universidad Nacional Autdnoma de México, Ciudad

Unwversitana Meéxico, D.F. 04510, Méxica
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we monitored the denaturation and renaturation of yTIM in
guanidinium chloride (GdmCl) and in urca, und determined
the stability of the enzyme. With these data, together with the
information available in the literature, we discuss in detail
the possible reasons for the oligomeric nature of TIM,

MATERIALS AND METHODS
Materials

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GDPH) and GdmCl were
from Bochringer-Mannheim, urea from Aldrich. All other
reagents were purchased from Sigma, Production, expression
and purification of recombinant yTIM were performed as
described by Vizquez-Contreras ct al. {24). The concentration of
purified yTIM was measurcd using a molar absorption coeflicient
(¢ag0) OF 26664 M-1 - em™! [25).

Denaturation (N --» U) and renaturation (U -» N) experiments

In denaturation experiments (N — U), an aliquot of a concen-
trated yTIM stock solution was difuted in 100 mM triethinol-
amine, ptl 7.4, containing 1 mM EDTA. 0.1 mM dithiothreitol
(DTT) (Bufter A) and different concentrations of GdmCl or
urea. For the renaturation experiments (U — N), the enzyme was
first exposed to 6 M GdmCl for 45 min or § M urea for 6 h,
conditions under which yTIM is completely unfolded, as indi-
cated by the absence of catalytic activity as well as by CD and
intrinsic-fluorescence spectra, These incubation  times were
cnough for the enzyme to reach the unfolded state. since all the
monitored properties remained unchanged after 24 h. After this
step. renaturation was started by dilution of the untolded protein
in bufler A that contained decreasing concentrations of GdmCl
or urea. In both types of experiment. yTIM concentration was
in the range 7.5 nM--7.5 # M.

Speclroscople measurements

Fluorescence measurements were made on an 1SS (Champaign,
IL. U.S.A.) PCI spectrofluorimeter. The temperature of the cells
was maintained at 25+0.1 °C, Fluorescence measurements were
carried out at an excitation wavelength of 280 nm (4 nm band-
width) and cmission was monitored from 300 to 400 nm (8 nm
bandwidih). The fluorescence spectrid centre of mass (SCM) was
caleulated from intensity data (/) obtained ut different wave-
lengths using:

SCM == YA~ 1/,

CD of yTIM samples (1.85--7.5 ¢ M) was monitored at 222 nm
with a JASCO J-715 spectropolarimeter using 0.1-cm-pathlength
cells thermostatically maintained at 2540.1°C. The values
reported were the average of 4 min scans., recorded every 10s.
Relerence samples without protein were subtracted in all spee-
troscopic measurements.

Catalytic-activity measurements

yTIN activity was measured in 1 ml of & mixture that contained
100 mM triethanolamine, pH 7.4, 10 mM EDTA and 1 mM
DTT (Bulter B). containing 3.0 mM o.i-glyceraldehyde-3-phos-
phate. 10 g of GDPHL 0.2 mM NADH and 75 pM yTIM {26].
Reaction rates were determined from the decrease in absorbance
it 340 nm as a function of time in a Beckman DU7500 spectro-
phiotometer with a multicell device thermostatically maintained
at 25 4-0.1 °C. Catalytic-uctivity measurements are complicated
by the presence of high concentrations of denaturants because of
their eftfect on the activity of the coupling enzyme. In addition,

© 2003 Biochemical Society

TIM catalytic-activity measurements must be carried out ut
much lower protein concentrations (= 1000 times) than those
used for spectroscopic meastrements, Therefore, activity was
measured as follows. Samples (7.5 #M-75 nM yTIM) were first
diluted to 7.5 0M without changing the concentration of de-
naturant, Aliquots were withdriwn from the aforementioned
mixture and further diluted in the activity reaction mixture; this
procedure took 15 5. After this final dilution step. the yTIM
concentration was 75 pM and the residual denaturant concen-
tration was cither 60 mM GdmCl or 80 mM ureu; The time
courses of NADI oxidation were linear, indicating that no re- or
de-activation took place during reaction-rate measurements. As
previously found, the dilution step did not afTect activity values,
and control experiments showed that catalytic-activity measure-
ments were not affected by residual concentrations of denatur-
ant in the assay media [23].

Hydrodynamic measurements

Size-exclusion-chromatography experiments were performed on
a Superdex 75 HR 10/30 gel-filtrution columm coupled to a
Pharmacia (Uppsala. Sweden) FPLC system. Protein elution was
monitored with a Waters 474 scanning fluorescence detector,
using an excitation wavelength of 280 nm (18 nm bandwidth),
emission being monitored at 320 nm (18 nin bandwidth). The
incubated enzymes were loaded on to the filtration column,
which huad been equilibrated with Buffer B and GdmCl. The
sumples were eluted at a flow rate of 0.4 ml - min~!, Stokes-rudii
(R) values werecaleulated from elution volumes and a calibration
curve [23.27].

Data fitting

The refolding of the unfolded monomers (U) into the native
dimer (N) was anualysed according to a three-state model in-
volving & monomeric intermediate (M):

K Eiyoaie
2U==2M =N m

The changes in Gibbs energy for monomer folding (AG,,,,) and
monomer association (AG,,,.). defined as AG,,, = —RT In
(M/U) and AG, . = —RT In (N/A?) (where R is the gus
constant, 77is the temperature and In is logarithm to the buse ¢),
were assumed to vary linearly with denaturant concentration x
according to:

AG = AGY, 0 X €)]
AG, . =AG A X (3)

e fIETN T
where m is the dependence of free energy on denaturunt con-
centration. The molar fractions of subunits in the unfolded,
monomeric and native states are defined by f,, = U/P,. f,, =
M/P, and [ =2N/P, respectively, where the total protein
concentration (£) is expressed on a monomer basis (P, =
U+M+2N). f, and [, can be expressed as a function of the
equilibrium constants as:

1 / 1 2
- 1 | 8K P
[ I\'mm +1 ] + N K(nld + ] wwned g
" O]
. 4K Py
S =200 K" Py )

with fi. = 1 —f;—~/y. In obtaining eqns (4) und (5). the ex-
perimental observable (3) was assumed to be additive y =
yoJoet vy Sfutys Sy In order to compare and use data from
different techniques, it is convenient to normalize the exper-
imental values asx = [1(x) — »(xX))/[v(x = 0) = 3(x")]. where X is
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Stability of triosephosphale isomerase 787

the denaturant concentration for complete unfolding, The par- -

ameters AG ., Mgy AGY,. und 21,0 were fitted to-ae(x) using
cqns (4) and (5). ) :

RESULTS AND DISCUSSION
Unfelding and refolding of yTIM

yTIM was inctbated in 6 M GdmCl or in 8 M urea. Incubution
times longer than 10 min in GdmCl or 5h in urca leads lo
complete unfolding of yTIM, as indicated by the complete
inactivation of the enzyme, a far-UV CID spectrum characteristic
of unfolded proteins, a decrease in the quantum yicld of the
fluorescence spectrum and a red shift in the SCM to 351 nm
(results not shown). In what follows, yTIM incubated for 45 min
in 6 M GdmCl or for 6 h in 8 M urea was used as the unfolded
-(U) starting material for the U — N experiments. The spec-
troscopic ind catalytic properties of yTIM were determined after
difTerent incubation times in the U — N experiments (Figure 1,
closed symbols) and in the conventional N - U experiments
(FFigure 1, open symbols). The Nluorescence and catalytic activity
of yTIM at concentrations below 0.5 M GdmCl or 1.0 M urea
were native-like in both the N - U and U - N samples. The
fatter indicates that yTIM renaturation is fully reversible. N - U

=

©

<

L

=

[t}

©

o L. 4 ot 4 0 3 1 3 1
0051152250 2 4 6 8

GuHClI (M) Urea (M)
Figure 1  Hysteresis between the unfalding (N — U) and refolding (U — N)
of yTIM

ylIM samples (079 #M) from N —+ U (open symbols) and U -» N (closed symbols)
expenments were monitored by the SCM of the fluorescence spectra (A and B) or catalytic
activity (€ and D) Measurements were laken afler incubation lor 96 (O, @), 168 (], M)
and 240 (A, A) hin GAmCI { GUHCL') (A and C) or 48 (O. @), 192 ([]. M) and 360
(A. A)hinurea (8 and D). Lines are drawn to aid visualization.

1.2M
.________./\\- 1.8 M
= 2.5M

e 3.0M

AN 6.0 M
| 1 | L 1 1 | 1 I
8 9 10 11 12

Elution volume (mL)

Figure 2 Elution proliles of yTIM from N — U and U — N experiments In
the presence of GdmCl

yTIM samples (0.75 #M) tom N — U (continuous lines) and U —» N {broken lines)
experiments were incubated for 24 h in the presence of GdmCl; thereatter samples (100 )
werg injected into a Superdex 75 cofumn equilibrated in the Same concentration of denalurant.
Elution profiles were monitored by Huorescence intensity (Agcapgn = 280 MN; Ayr iico =
320 nim}

and U — N simples were inactive and showed a similar SCM at
high concentrations of denaturants (1.5-2.5 M GdmCl or 7.0-
8.0 M urea). At these low and high denaturant concentrations,
both types of experiments gave the same results. In contrast,
there were differences in the N — U and U — N courses at
intermediate concentrations of denaturant (Figure 1). While
the spectroscopic and functional properties of yTIM in the
U — N sumples reached a constant value after 48 h in both
GdmCl and urca (closed symbols in Figure 1), in the N— U
experiments (open symbols in Figure 1) there was a very slow
change in the SCM and catalytic activity towards the values
obscrved in the U —» N direction. The data in Figure I indicate
that, in the U — N experiments, equilibrium was truly rcached.
while in the N - U experiments this was not the case. The
hysteresis observed in Figure 1 after incubation for conventional
(1 or 2 duys) and much higher *equilibrium times' was probably
due to slow kinetics of the dissociation and/or the unfolding
trunsition(s).

© 2003 Biochemical Society
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Figure 3  Three-state analysis of yTIM renaturation (U -— N} in the presence
of GdmCI ('GuHCI')

Normalized changes for yTiIk! renaturation expetiments (U — N} in GOmCH foflowed by SCM
at 75 (@). 1.85 (@), 0.75 (M) anc 0.075 (A) p#M. CDal 7.5 (-+) and 1.85 ( x ) M.
catatytic actwity al 7.5 (O). 075 (1), 7577 {A) and 7.57 (V) M and A, al 0.75 ;M
(*). In each panel, continuous lings are s to eqns (4) and (5); broken lines are predickons
Parameters oblained using alternative (/) (A) and allernative (i} (B) are given in Table 1.

The hydrodynamic properties of yTIM in the presence of

GdmCl were explored using size-exclusion chromatogruphy
[23.27). A single clution peak was observed at all the GdmCl
concentriations tested (Figure 2). The R of yTIM shows
an increase in going from 0 to 6 M GdmCl from 30.0 to 44.9 A
(I A =0.1nm) (Figure 2). The R, of unfolded yTIM varied
between 40.9 and 44.9 A in going from 2.5 to 6.0 M GdmCl
(Figure 2). The elution profiles of yTIN samplesin the N — Uand
U — N courses were similar at low (0-0.4 M GdmCl) and high
concentrations (1.2-6.0 M GdmCl) of denaturant (Figure 2).
However. in 0.8 M GdmCl the clution profiles of yTIM clearly
differed in quantum yield (Figure 2). In spite of this difference in
fluorescence properties, the R, of yTIM in N— U and U N
experiments are coincident at all the times (24, 96 and 168 h)
and GdmCl concentrations studied.

© 2003 Biochemical Society
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Figure 4  Spectroscopic properties of the three states ol yTIM observed in
U — N experiments

Far-UV CD (A} and fiuorescence (B) spectra of yTIM were obtained at O (long-dash broken
lines), 0.7 (continuous lines) and 2.5 (shorl-dash broken lines) M GdmCl According to the
three-slale analysis (see the text), the maximum concentrakion of internediate (4, = 0.92) was
estimaled to occur at 0.7 M GdinCl.

In an eflort to find conditions for coincidence between the
N = U and U — N cxperiments, both courses were also studied
at 30 °C, where fuster kinetics would be expected. The properties
of U — N samples remained almost unchanged after 48 h (results
not shown). As observed at 25 °C, the N - U samples ut 30 °C
progressively reached the U — N values, It was after 10 days that
coincidence was achieved (results not shown), t.e. within a
shorter time than at 25 °C. However, at 30 °C and this long
incubation time, a decrease in the catalytic activity and a red shift
in the SCM values were also observed in the nutive enzyme
and in the U — N experiments. Since it is known that long incu-
bation times or relatively high temperatures promote collateral
chemical reactions between the protein and denaturants, as well
as protein degradation [28-30), no further experiments were
carried out at 30 °C.
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0.8

0.6

0.4

0.2

Urea (M)

Figure 5 Three-state analysis of yTIM renaturation (U —» N) In the presence
of urea

Norrnalized changes for yTI% renaturation experiments (U --» N) in urea followed by SCM at
7.5 (@), 0.75 (M) and 0.225 (A) yM, CD al 7.5 (x ) #M and catalylic actvily at 2.25 (O)
and 0.225 (£} M. Contincous lines (catalylic activily) and broken fings (CO and SCM) are
fits 10 eqns (4) and (5). Pa-amelers are reported in Table 1 {alternative /)

An equilibrium intermediate in the refolding of yTIM

On the basis of the ubove findings, hereafter only the results of
U - N experiments at 25°C arce analysed. To facilitite the
anulysis and comparison of results using dilferent techniques,
results are henceforth expressed in their normalized form a(x)
(sec above). The intrinsic fluorescence and CD of yTIM in the
presence of GdmCl exhibited two transitions (Figure 3). indi-
cating the presence of an intermediate. The first transition.
obscrved at high concentrations of denaturant (between 2.5 and
.0 M GdmCl). is characterized by partial buria! of aromatic
residues and secondary-structure formation. A shoulder was
detected from 1.0 10 0.6 M. In the second transition. observed at
GdmCl concentrations lower than 0.6 M, yTIM acquired the
spectrad properties and secondary structure of the native enzyme.
YTIN was inactive in the region that corresponds to the first
transition detected by the spectroscopic techniques. Catalytic
activity appeared in the second transition, indicating that the
intermediate is inactive (Figure 3). The R of yTIM was native-
like in the second transition, so the intermediate might be
a native-like dimer or an expanded monomer. Since yTIM is a
dimer. its refolding must include a bimolecular step, and hence
the association state ol the intermediate can be determined
from the effect of protein concentration on the transitions. The
dependence of z(x) on protein concentrition has been considered
to be the best criterion for assigning the bimolecular step in a
folding mechanism ([8] and relerences therein). Variations in
yTIM concentration had no clear effect on the transitions detected
by spectroscopic or hydradynamic measurements (results not
shown). However, as the yTIM concentration was deereased, the
re-activation curves were displaced to lower denaturant con-
centration (Figure 3). Therefore. the sccond transition is a
bimolecular reaction, where inactive monomers associate to
form the active dimer. The spectroscopic properties of the three
states are shown in Figure 4. It is seen that the intermediate
possesses a considerable amount ol secondary structure, whereas
its fluorescence spectra shows that aromatic residucs are partially

buried, final rearrangements in their environment being ac-
complished upon association. Similar spectria were reported for
N — U experiments [22).

Although dimers and monomers are in equilibrium in the
sccond transition, the X, of yTIM remained constant (Figure 3)
and a single clution peak was observed (Figure 2). This may
reflect the average of two states with different hydrodynamic
properties in fust cquilibrium, or that the hydrodynamic proper-
tics of the monomeric intermediate and the native dimer are
similur. Because the approach to equilibrium is extremely slow
(IFigures TA and 1C), the first possibility was ruled out. Therefore,
the native dimer and the monomeric intermediate have similar R,
vatlues (30 A) and the latter is therelore more expanded than
the *native monomer” in the dimer. From NMR experiments, the
hydrodynamic radii (R,) lor native yTINM and for the monomeric
intermediate observed in unfolding experiments are 24 and
29.6 A respectively [22]. The intermediate desceribed here is less
expanded than the monomeric intermediate observed in the
unfolding of the TIM from Trypunosonia brucei (TbTIM) (R, =
36 A) [23} and the two unlolding intermediates of the a-subunit
of tryptophan synthase (R, = 37.9 and 529 A). which is a
monomeric ff/x barrel protein of a similar molecular muass
(27 kDu) [31].

In urea, the presence of an intermediate is clearly indicated by
the non-coincidence of activity and spectroscopic dati. Despite
this, only a rather weak shoulder around 2.5 M urea was detected
by CD and SCM (Figure 5). yTIM was inactive in the first
transition, between 7.0 and 2.5 M urcir. and re-uclivates at
denaturant concentrations that correspond to the second tran-
sition (less than 2.5 M urea). As with GdmCl, enzyme re-
activation depended on protein concentration (Figure 5). These
data strongly suggest that the same three-state mechanism
observed for the enzyme in GdmCl s also present for the enzyme
in urea. In order to explore the effect of ionic strength on the
equilibrium reassociation of yTIM, we measured the elfect of
moderate NaCl concentrations (0.3 and 0.6 M) on the activity
profile in urca, Within experimental crror, no changes were
detected in the presence of NaCl (results not shown).

Calculation of yTIM stabllity

The simplest model accounting for the present data is a three-
state model 2U===2M === N, where the unfolded monomers
partially fold into expanded and inactive monomers which further
assemble into the native active dimer. Since U — N experiments
reached cquilibrium, these were used to culculute the Gibbs
energy changes associated with the observed transitions. i.e.
monomer folding (AG,,,) and monomer association (AG,,,,.).
Given that for yTIM there are data for two denaturants and
several techniques. it is possible to use different sets of duta to
obtain the thermodynamic parameters whose values. in principle,
should be independent of the chosen data set. Furthermore. it is
possible to use a subsct ol values and predict, with the AG},,, and
AGY,,.. obtuained, the behaviour of another set. This allows us to
test the internal consistency of the data and the soundness of the
proposed model, and to evaluate the physical reliability of
the obtuined values for the purameters. In this framework,
AGY,, and AGY, - were evaluated for five alternatives. In all
these fittings, the normalized signal for the unfolded monomer
»- = 0and for the native dimer y = 1, while in accordance with
the discussion in the previous subsection. for activity data the
normalized signal for the monomeric intermediate y, = 0 and
for hydrodynamic data py = 1. In the first allernative (i), the
thermodynamic parameters were fitted to fluorescence and CD
data in GdmCI, predicting catalytic activity and hydrodynamic
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Table 1 Stability of yTIM at 25 °C and pH 7.4
Gibbs energy change (kJ + mol™")
Fit AGhy, AG AGY,
(0N --104940.79 —~ 7748089 —98.46
{int - 163 1.46 -- 07991082 - 100.3%
(i)} --1591:400% K --96.42
N —12.41--1.38 83264192 --108.08
() —1659+4+071 —7026:+108 —103.44

"y (CD) = 0644002 and y, (SCM) = 0.71:1-0.02 used as hitting parameters.

1 4 (CD) and y,, (SCM) were laken as constants equal to those obtained in alternative (/).

1 #4 (CD) = 055:+ 002 and yy, (SCM) = 063:£ 001 used as hlting paramelers

§ y. (CD and SCM) == 0.68 was taken as conslant equal to the average of those obtained
in alternative (1),

4y (CD) = 0524:0.03 and y, (SCM) = 0.59.1: 002 used as htling paramelers.
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Figure 6 Stabllity of TIM from different species

Unless otherwise slated, dala are for wild-type enzymes at 25°C and pH 74, AG,“m

(). AGY., 1O} and AGY, (A) The code for Ihe labels on the abscissa is as lollows - hTIM-
1, hurman TIM at pH 8.0 (S); hTIM-2, AGf.m from [5] and AGY, tiom [18]; hTIM-3,
M140/R98Q monomernic mulant [9,18). h1IM-4, M140/R980/01790/K19347A215P mano-
menc mutant [18), BSTIM, Bacillus stearothermophitus TIM (18] 1TIM, rabtul TiM [19};
ChTINY, chicken TIM at 30 4 C [34); LmTIM-1, Leishmania mexicana TIM at pH 7.5 [21]:
LmTIM-2, E65Q mutant at pH 7.7 [21]; ToTIM, Tryg brucei TIM mutan!
at pH 6.8 [21], yTIN-S, Saccharomyces cerevisiae TIM average AGY,... al pH 7.2 {22]: yTIM-
2, AGS, train thermal denaturation extrapolated to 25 °C {17); yTIM-3, average AGY,
calculated from structural data and solvation paramelers [35), and ylIM-4, the present work
(Table 1, allernative 1)

data. In the second alternative (i) the converse was done. i.c.
parameters were fitted to catalytic-nctivity and hydrodynamic
data and the spectroscopic behaviour wus predicted. The AG"
obtained for alternatives (i) and (i) are given in Table 1, their
predictive power being displayed in Figure 3. In alternative (9)
(Figure 3A). the spectroscopic signal of the monomer () was
also used as a fitting parameter. In alternative (i0) (Figure 3B).
these two values were used as constunts to predict the spec-
troscopic behaviour. In both cases, the chunge of z(x) with
protein concentration is well reproduced. The third alternative
(fiiy consisted in using all the available dua in GdmCl, again
using y,, lor spectroscopic data as un adjustable parameter. the
resulting AG® being reported in Tuble 1. For urea, alternatives (/)

© 2003 Biochemical Sociely

and (if) were not considered, since, as mentioned ubove, in this
denaturant the biphasic behaviour of the spectroscopic data is
less marked and, moreover, hydrodynamic data are not available.
Therefore, alternative (i) used all the available data in urea,
Here, the spectroscopic signal of the intermediate is dillicult to
obtain as a fitted parameter and hence the y, value obtained in
the unalysis of GdmCl data (alternative §) was used os a fixed
paramcter (Tuble 1), Finally, alternative (¢) was o global fit
employing all the availuble data in both denuturants and using
the values of y,, (SCM) and p,, (CD) as adjustable parameters.
In Table 1, the fitted spectroscopic y,, values are between 0,52
and 0.71, indicating that in comparison with the native dimer,
the monomeric intermediate contains substantial secondary
structure and the aromatic residues are partially buried, as
observed in the spectroscopic data shown in Figure 4, The AGY,,,
and AGY,. values obtained from the five alternatives are
close, and, for all of them. AGY . » AGY,,. The large magnitude
of AGY, . isin agreement with dilution experiments, since, after it
3-month incubation time, the catalytic activity of y TIM remained
constant and independent of enzyme concentration over the
range from 75 pM to 7.5 ;M (sce below). The comparison among
alternatives (i)~ (¢) suggests that the folding and association of
yTIM is thermodynamically equivalent in both denaturants, As
observed previously for other proteins, the s values for GdmCl
are considerably lurger than those for urca. Since the data
cmployed in alternatives (0)--(r) are all at equilibrium, the small
differences seen in Table 1 can be attributed to experimental
error. From this point of view, the results of the global fit
(alternative ¢) must be the most satisfactory. since in this fitting
some of these experimental inaceuracies are compensated for,

Unfolding of TIM from different spectes and other f#/« barrels

The unfolding of TIM has been extensively studied, but. often,
irreversibility has been observed {20.23,32.33]. Figure 6 displays
all the available data regarding the thermodynamic stability of
TIM from difTerent species [5.17-19,21,22.34]. In contrast with
the present data for yTIM, where biphasic behaviour was detected
and used to obtain the Gibbs energy changes, in all other cases,
monophasic transitions were employed using a two-state model
(2U == N). Therctore, the only reported Gibbs energy changes
involving an intermediate had to be obtained from kinetic data
for rTIM (19] or from the unfolding of monomeric mutants of
human TIM (hTIM) [518] and of TbTIM [21]. All thermo-
dynamic characterizations of TIM stability in Figure 6 have used
experiments in the N — U direction or calculations from struc-
tural data [35). In this respect. the results in Figure | clearly show
that caution must be exercised when using only data from N - U
experiments to obtain thermodynamic parameters, since, unless
long incubation times are employed, equilibrium might not have
been reached. Despite the different conditions used to obtain the
data in Figure 6. for all TIM species there is a clear relation
between the Gibbs energy changes for the association und folding
transitions, namely AG, . is much bigger than AG,,,. The
fractional contribution of monomer folding to the stability of the
native enzyme (estimated as 2AGY,,/AGY,) varies between 0.14
for rTIM to 0.32 for yTIM; that is, subunit assembly notubly
increases the conformational stubility of TIM, as previously
stated [5). In all cases monomer folding is a fuvourable process,
the AG,,, values obtained for wild-type TIMs varying from
—35.0 to —16.6 kJ - mol-'. This indicates that TIM monomers
are marginally stable, Since these values are smaller thun those
observed for the folding of monomeric proteins [36). it cun be
concluded that TIM is dimeric. mainly because of stability
considerations [5]. In contrast, other approaches (see below)
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suggest that the high catalytic skills of TIM are linked to the 1.2
oligomeric nuture of the enzyme. In whut follows, through L ®
the comparison between TIM results and those obtained for
other f2/a barrels, we analyse the relative contributions of stability 1
and function us reasons for the dimeric nature of TIM.

The stability hypothesis is based on two underlying assump- 0.8
tions. First, that monomeric and active f#/a barrels with low
stability are not likely to occur. Sccondly, that, in the absence ol =
quaternary interactions, high stability cannot be achicved for «* 0.6
£/2 barrels. The first assumption is not in agreement with the
low stability reported for the monomeric and active aldolase 0.4
from Srapliylococeus aureus (AGY,, = —9.0£2.0 k) - mol~*) [37].
Regarding the sccond assumption, a highly stable i/« barrel,
niamely the a-subunit of tryptophan synthase. has been reported; 0.2
in this case, AG!, = —343 and —64.42k]J- mol™* from the
“GdmCi- and urea-induced unfolding respectively [38.39]. There- 0
fore the stability range for monomeric and active /e barrels is 1(;)_” 10™ 10° 10° 107 10° 10°

very broad (=9 to — 64 kI - mo!™'); moreover, it varies signifi-
cantly with pH. as observed in the indol-3-ylglycerol phosphate
synthase from Sulfolobus solfataricus, where AGY,, changes from
- 14.74:1.2k) mol~" at pH 7.0 to --25.5+1.8kJ-mol-t at
pH 9.0 [40). The stability of yTIM moenomers obtained in
this work (—16.6:+ 0.7 kJ - mol=*; Tuble 1) is clearly within this
range. but closer to the lower limit. Noticeably, the stability of
monomeric /#/« barrels can be increased. as shown by the results
for hTIM monomeric mutants, where the stability inereased from
~10.46 to —16.32 k) - mol~! [18]. It is clear, then, that there are
examples that undermine the validity of the two above-mentioned
ussumptions. On the other huand, the functional hypothesis finds
strong support from the fact that, despite the significant rescarch
elforts made so fur, the catalytic activity of monomeric TIM
mutants is at best 100 times lower than that of wild-type TIMs
[41.42). This is remurkuble, considering that active-site residues
are self-contained in the monomer. It has been proposed that
the huge increase in catalytic activity observed upon association
is due to intersubunit contucts that decrecuse the flexibility of
the catalytic loops [6]. In the cuse of yTIM, the intersub-
unit contacts oceurring during reassociation involve adjustments
in the secondary and tertiury structure (Figure 4), as well
as monomer shrinking. Other approaches, such as refolding
kinetics in conventional and low-witer media, as well as stability
towards dilution [3-47). indicate that TIM catalysis requires
dimerization.

Some insight might be gained by the analysis of the fraction of
active. TINT as a function of protein concentration. These
experimental data are shown in Figure 7, together with the
prediction using the AG? values obtained in the present study
using the three-state model deseribed above (Tuble 1, alternative
r). Figure 7 also shows three simulations for diflferent AG" values.
The first two simulations indicate that activity is practically
constunt when AGY = —70 k] - mol~!, and AG?,, is changed
from 0 to —70kJ - mol™'; that is, from a non-stable to very
stable monomer. In other words, the activity profile is almost
independent ol AGY In the third simulation, AGY,,,. was

foly*
reduced by half (35 kJ - mol~*) while maintaining a very stable
monemer (AGH,, = — 75 kI - mol™?), the result being thut cata-
Iytic activity is drastically reduced. Since in vivo TIM concen-

trations for ditTerent species are between 1 x 1073 and 1 x 107 M
[48] and monomers are barely active. it is clear from Figure 7 that
a high AGY s needed for catalysis. It is likely that there is no
cvolutionary pressure that favours the appeariance of stable
monomers. The possibility that a stable dimer formed early in
evolution and was subsequently optimized for perfect catalysis
should be considered. From the above discussion it appears that
the uvailuble data for TIM indicates that there is not o unique

Pt (M)

Figure 7 Fraction of active yTIM molecules as a function of protein
concentration [P, ('Pt*)]

Experimental data lor the fraction of nalive molecules as a function of yTiM concentration (@)
are compared with simuiations based on the lollowing values of AGY, and AGS,, (in
kJ - mol~") respeclively: trace 3, — 16.6 and —70.3 (from Table 1, allernative ); b, — 70
and —70; lrace ¢, 0 and —70; and trace d, —75 and —35. Traces a and b are
indislinguishable.

reason for the dimeric nature of TIM. For oligomeric proteins,
function and stability are intimately linked. Hence, the dimeric
nature of TIM should be examined in the light of this interplay.
Definitively the low stability of TIM monomers is neither the
only, nor the main, cause.

[t would be valuable to widen the present discussion to inctude
oligomers of difterent fold types. The data in (8.49-52]) indicale
that, in muny cases. the stability of the dimer contributes
significantly to the conformational free energy of the protein, as
discussed above for TIM. However, since there ure relatively few
thermodynamic studies for the dissociation/association of oligo-
meric proteins, general conclusions are diflicult to make,
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