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RESUMEN

Los cambios conformacionales inducidos por la unién de nucleétidos a la subunidad
catalitica [} juegan un papel crucial en el mecanismo de rotacién del sector F1 de la
ATP sintasa. Con la finalidad de ganar conocimiento sobre las bases energéticas que
gobiernan el reconocimiento de nucledtidos por la subunidad p aislada a partir de la
bacteria termofilica Bacillus PS3, se realiz6 una caracterizaciéon de la union de este
mondémero a nucledtidos de adenosina unidos a Mg(Il) y sin Mg(Il) utilizando
calorimetria de titulacién isotérmica de alta precisién. Las interacciones de Mg(II)
con ATP y ADP fueron medidas también calorimétricamente. Se desarrollo un
modelo que considera simultdneamente las interacciones de la subunidad T con
Mg-ATP o con ATP, y que el ATP es capaz de unir dos Mg(Il) de forma secuencial
para determinar los pardmetros de la formacion del complejo Tp—-Mg -ATP utilizando
datos calorimétricos. Este analisis mostré diferencias significativas en los valores de
AHp y ASp con relacion a los obtenidos utilizando un modelo de unién de un solo tipo
de sitio, mientras que el valor de AGy, fue muy similar en ambos casos.

Utilizando este nuevo modelo ternario se reanalizaron los datos calorimétricos para la
formacion del complejo Tp- Mg -ADP (Pérez-Hernédndez et al., (2002) Arch. Biochem.
Biophys. 408, 177-183) obteniendo nuevos parametros de unién. Las interacciones de
Tp con Mg-ATP, ATP, Mg-ADP y ADP fueron entalpicamente conducidas. Se
observaron diferencias considerables en los pardmetros termodinamicos entre los
complejos Tp—-Mg-ATP / TP—-ATP a diferencia de las observadas entre los complejos
Tp-Mg -ADP / TP-ADP o entre TB-Mg-ATP / Tp-Mg ADP. Los datos de unién
obtenidos para los complejos estudiados, en conjunto con los obtenidos para la
asociacion del Mg (II) libre con los nucle6tidos, permitio realizar una determinacion
energética de los efectos del i6n metalico en el reconocimiento de los nucleétidos de
adenosina por TP (TP -AT(D)P + Mg(II) = TP -AT(D)P-Mg).

La contribucién entélpica favorable observada para la unioén, mostré que el Mg (I) es
reconocido por el complejo TP -ATP con mayor avidez que por el complejo TP -ADP,
indicando una mejor complementariedad estereoquimica. El analisis energético-
estructural sugiere que TP adopta una conformacién mds cerrada cuando une
Mg -ATP que con ATP o Mg ‘ADP, lo cual coincide con lo reportado recientemente en
estudios realizados con RMN (Yagi et al. (2009) ]. Biol. Chem. 284, 2374-2382).
Utilizando datos publicados, se realizé un analisis similar considerando los efectos
energéticos del Mg(II) sobre el cambio de energia libre en los sitios cataliticos de F.

\



ABSTRACT. Nucleotide-induced conformational changes of the catalytic p subunits
play a crucial role in the rotary mechanism of Fi-ATPase. To gain insights into the
energetic bases that govern the recognition of nucleotides by the isolated p subunit
from thermophilic Bacillus PS3 (TP), the binding of this monomer to Mg(Il)-free and
Mg(II)-bound adenosine nucleotides was characterized wusing high-precision
isothermal titration calorimetry. The interactions of Mg(Il) with free ATP or ADP
were also measured calorimetrically. A model that considers simultaneously the
interactions of TP with Mg ‘ATP or with ATP, and that ATP is able to bind two Mg(II)
sequentially, was used to determine the formation parameters of the Tp-Mg ATP
complex from calorimetric data. This analysis yielded significantly different AHp and
ASyp, values in relation to those obtained using a single binding site model, while AGp
was almost unchanged. Published calorimetric data for the titration of T with
Mg ‘ADP (Pérez-Herndndez et al., (2002) Arch. Biochem. Biophys. 408, 177-183) were re-
analyzed with the ternary model to obtain the corresponding true binding
parameters. Interactions of TP with Mg -ATP, ATP, Mg-ADP or ADP were
enthalpically driven. Larger differences in thermodynamic properties were observed
between Tp—Mg ‘ATP / TB—ATP complexes than between T-Mg ‘ADP / T—-ADP or
between TB-Mg -ATP / Tp-Mg -ADP complexes. These binding data, in conjunction
with those for the association of Mg(ll) with free nucleotides, allowed for a
determination of the energetic effects of the metal ion on the recognition of adenosine
nucleotides by TP (i.e., Tp-AT(D)P + Mg(Il) S Tp -AT(D)P-Mg). Due to a more
tavorable binding enthalpy, Mg(Il) is recognized more avidly by the Tp-ATP
complex, indicating better stereochemical complementarity than in the Tp-ADP
complex. Furthermore, a structural-energetic analysis suggests that Tp adopts a more
closed conformation when it is bound to Mg-ATP than to ATP or Mg-ADP, in
agreement with recent NMR data (Yagi et al. (2009) J. Biol. Chem. 284, 2374-2382).
Using published binding data, a similar analysis of Mg(Il) energetic effects was
performed for the free energy change of F1 catalytic sites, in the framework of bi-site
or tri-site binding models.
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INTRODUCCION

Histéricamente, el proceso catalitico de la sintesis de ATP tom¢ relevancia al descubrirse que
la energia de hidrélisis de esta molécula sirve como combustible basico en la mayoria de
procesos moleculares endergénicos que ocurren dentro de los organismos vivos. Dado el
papel crucial del ATP como combustible quimico vital, es claro que su produccién requiere
ser eficiente y bien controlada. En este sentido, la fosforilacién oxidativa es reconocida como
una ruta metabdlica altamente optimizada para la produccion de ATP. La implicacion
biolégica de esta via de sintesis de ATP puede ser apreciada, por ejemplo, en el éxito

evolutivo de los organismos aerobios con respecto a los anaerobios.

A lo largo de la ruta de fosforilacion oxidativa, las actividades de diversos complejos
proteicos se concatenan para generar un gradiente transmembranal de protones. En
concordancia con la teorfa quimio-osmética, este gradiente electroquimico es aprovechado
para la generaciéon de ATP a partir de ADP y Pi. La enzima responsable del acoplamiento

entre el gradiente transmembranal y la sintesis de ATP es conocida como ATP-sintasa.

Las ATP-sintasas de diferentes especies son similares entre si. La enzima es un complejo
proteico multimérico, compuesta por un sector inmerso en la membrana, denominado Fo, y
un sector soluble catalitico o F1 (Figura 1). Aunque con variantes especie-especificas; la forma
mas simple de la ATP sintasa en procariotas esta formada por ocho diferentes subunidades
con estequiometria osPzyS¢ -abacio1s, que se mantiene a lo largo de la escala filogenética. Su

peso molecular es de aproximadamente 530 kDa (Senior et al. 2002; Yoshida et al., 2001).
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Figura 1. Modelo estructural de la ATP sintasa (F1Fo) de E. coli tomada de Senior et al. 2002

La ATP sintasa es un complejo tripartita, formado por 1) un rotor transmembranal que
convierte la energia del gradiente electroquimico en movimiento, 2) un dispositivo de
rotacion, el cual transmite la energia mecénica de torque a los sitios cataliticos a una distancia
mayor a los 100 A, y 3) los tres sitios cataliticos, donde la energia mecanica de la rotacion se
convierte en la unién quimica entre el ADP-O vy el fésforo inorganico (Pi). El centro catalitico
de la enzima es a3f3y , que consiste en un hexagono donde se alternan las subunidades o y 8
con hélices de la subunidad yen el centro inmersas en el centro del hexdgono. Cada sitio
catalitico se encuentra en la interfase entre las subunidades o y B de la enzima, aunque con

una fuerte preponderancia de residuos provenientes de la subunidad P (Senior et al. 2002).

Para explicar el funcionamiento catalitico de Fi, Boyer (1993) propuso el mecanismo de union
alternante , el cual involucra el cambio conformacional cooperativo de las tres subunidades f3,
presentando cada una de éstas diferente afinidad por los nucleétidos. Boyer encontré que las
subunidadesy, 8 y € giran como un cilindro asimétrico, resultando en una interaccion

alternante con los tres pares de subunidades a—f. Esta rotaciéon induce cambios estructurales

2



en la subunidad B, lo cual conduce a las diferencias en la capacidad de unién durante el
curso ciclico. Esto fue corroborado utilizando la primera estructura cristalografica de Fi
(Abrahams ef al., 1994), la cual muestra los tres sitios cataliticos en diferentes conformaciones.
Recientemente, este mecanismo recibié una sélida comprobaciéon experimental. A través de
un ingenioso disefio experimental, Noji et al. (1997) unieron covalentemente una sonda
fluorescente a la subunidad y del complejo asBsy de la ATP-sintasa de Bacillus PS3. Al
agregarse ATP a la solucion, fue posible observar directamente la rotacion de la sonda,
evidenciando que el mecanismo de cambio de union de ligando involucra la rotaciéon de la

subunidad y en el centro de asf3 (Hasler et al., 1998).

Hasta la fecha, han sido resueltas las estructuras cristalograficas por rayos X de F; de
diferentes especies. En particular, la estructura de F1 de mitocondria de corazén de res (MFi)
resulté muy valiosa en la postulaciéon del posible mecanismo estructural que subyace al
mecanismo rotatorio de la enzima (Abrahams et al., 1994). En MFi, cada subunidad § aparece
con una conformacion diferente: una con conformacioén abierta y libre de nucleétido (Bx), otra
con conformacién semiabierta uniendo ADP-Mg (Bpr), y la tercera en conformacion cerrada
uniendo AMP-PNP-Mg (Brr), un andlogo no hidrolizable del ATP-Mg. Estas estructuras han
sido correlacionadas con los estados conformacionales alternantes por los cuales podria
transitar cada una de las subunidades 3 a lo largo de la rotacién de la subunidad y (Masaike et
al., 2000). En el inicio del ciclo catalitico en el sentido de la hidrdlisis, una subunidad  une
ATP, adquiriendo la conformaciéon (Brr), y produciéndose con ello un giro de 120° en la
subunidad y. En un segundo paso, la subunidad p genera la ruptura del ATP, adoptando la
conformacion Bpp, y provocando un segundo giro de 120° de la subunidad y. Finalmente, se
completa una revoluciéon de la subunidad y al ser liberado el nucleétido hidrolizado,
regresando la subunidad f a su forma abierta (Bg). Esta secuencia se repite de manera
alternada en cada una de las tres subunidades B de Fi, de manera que durante el

funcionamiento de la enzima las tres subunidades B presentan conformaciones diferentes.

Shirakihara et al. (1997) reportaron la estructura cristalogéfica del subcomplejo asf3s de Fi-
ATPasa de Bacillus PS3 termofilo (TFi) en ausencia de nucledtidos. En esta estructura se

observa a las tres subunidades p adoptando la conformacion abierta (Bg) de MF1, apareciendo



por tanto como un cilindro simétrico. Si bien este estudio demostré que este cilindro es
estable en ausencia de la subunidad vy, estudios de unién en solucién indican que el hexdmero

se disocia en pares a-f3 al unir al nucleétido.

Existen reportes en donde se muestra que el cofactor Mg(ll) de la FiFo-ATP sintasa es
requerido para la asimetria de los sitios cataliticos que conducen a las diferencias observadas
en la afinidad por nucleétidos. La asimetria de los sitios cataliticos que es necesaria para el
mecanismo de cambio de unién depende de la subunidad y y del Mg (II). En ausencia del Mg
(IT) y de vy, la estructura cristalografica del complejo 33 de Bacillus PS3 presenta la misma
simetria (como se observa en la estructura TF;). En la estructura de higado de rata (F1), que
fue cristalizada en ausencia de Mg (II) las tres subunidades 3 unen nucleétido y adoptan
conformaciones similares, independientemente de la presencia de la subunidad y. Estas
evidencias parecen demostrar que para que se presente el mecnismo de cambio de unién de

ligando, es necesario la presencia de la subunidad y y del ién Mg (II).

Bowler et al. (2007) determinaron la estructura de la MF;-ATPasa cristalizada en presencia de
AMP-PNP y ADP, pero en ausencia de azida de sodio. Esta estructura ha sido determinada a
1.9 A de resolucién y fue comparada con la descrita previamente -también de bovino- pero
con una resolucién de 2.8 A utilizando las mismos pardmetros de cristalizacién, pero en
presencia de azida. Las dos estructuras presentan muchas similitudes, pero difieren en la
unién de los nucledtidos. En la estructura no inhibida por azida, las subunidades Prp y Por
son ocupadas por AMP-PNP, mientras que en la primera estructura el sitio Ppp era ocupado
por ADP, ya que esta tltima unién es favorecida por la azida. La conformacion de la cadena
lateral del residuo a-Arg 373 difiere tanto en la subunidad Ppr como en la Prr. Esta nueva
estructura representa el estado intermedio en el ciclo catalitico de la hidrdlisis del ATP, y se le

ha denominado como estructura de “estado basal”.

Algunas de las caracteristicas que se han observado en esta enzima son la cooperatividad
positiva para la catdlisis, en donde la ocupacién de 2 6 3 sitios presenta un aumento en
relacion a la actividad unisitio de 100 6 1000 veces mas en la velocidad de hidrolisis de estado

estacionario, en E. coli y el complejo de mitocondria, respectivamente. De manera contraria, la



unién de los nucleétidos en los diferentes sitios presenta una cooperatividad negativa, con
decrementos de alrededor de un 6rden de magnitud en las constantes de asociaciéon de los
sitios cataliticos subsecuentes. En los sitios no cataliticos se observa una constante de
disociacién (K4) de muy alta afinidad para la unién de MgATP, y poco se sabe sobre la unién

de MgADP (Weber et al. 1998).

Para la ATP-sintasa, la presencia de magnesio también es un factor importante en el
reconocimiento. Ademads de ser indispensable para que se realice la actividad catalitica, el i6n
metélico aumenta la afinidad por los nucleétidos dentro de los sitios. El efecto de la presencia
o ausencia del ion Mg (II) sobre la Ky se ha estudiado fluorométricamente, en donde es
seguido el apagamiento de la fluorescencia del triptofano introducido mediante mutagénesis
dirigida en la posicién 331 de la B de E. coli (EBY331W). Las constantes observadas para
Mge*ATP son de 0.028, 2.1 y 39pM para los sitios 1, 2 y 3, respectivamente. Por tanto, la
afinidad de los complejos Mg ‘ATP difiere en més de 3 6rdenes de magnitud entre los sitios
con alta y baja afinidad. En la unién de ADP*Mg, se observaron K4 de 0.14pM para el sitio 1
y de 20puM para los sitios 2 y 3 (Weber et al., 1998)

Se ha considerado que el ion Mg (II) juega un papel crucial en la induccién de asimetria entre
los sitios cataliticos. De acuerdo a Senior y sus colaboradores, en ausencia de Mg (II) la
afinidad de los tres sitios cataliticos es baja e idéntica, Ka [ATP,ADP] ~ 80 uM (Figura 2A).
Estos estudios inicialmente sugirieron fuertemente que los cambios en la coordinacién del
metal dentro del sitio catalitico juegan un papel critico en los cambios conformacionales que
experimenta la proteina y que promueven la unién o la liberacion del ATP a partir de la
enzima (Frasch, 2000; Antes et al., 2003). Sin embargo, en las estructuras cristalograficas
reportadas por Shirakihara et al. (1997) y Menz et al. (2001) se observa la presencia de un ién
sulfato unido a los sitios cataliticos (Bop y Prp) en el caso de la primera (complejo asf3; de TFi)
y en los sitios en los que no une nucleétido (Pr) para la segunda (MFi), lo cual podria haber
afectado los resultados observados con la mutante 3 Y331W-EcF1, en los cuales el sulfato fue
ocupado como cosoluto. Realizando mediciones fluorimétricas obtenidas con la mutante
BY331W de F; de E. coli (EcF1) en ausencia de sulfato, Bulygin y Milgrom (2007) muestran
que la unién de ADP, ATP y Mg-ADP a los sitios cataliticos es claramente bifasica (Figura
2B). El sulfato reduce la afinidad de la unién de los nucleétidos a los sitios cataliticos, lo cual
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se refleja en una incremento de la K4 aparente y en el enmascaramiento de las diferencias en
las afinidades de los diferentes sitios. Los resultados de Bulygin y Milgrom muestran

inequivocamente que el Mg(II) no es requerido para la asimetria de los tres sitios cataliticos.
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Figura 2. A) Unién de ATP a sitio catalitico de la mutante fY331W de Fi; ® unién en presencia de 2.5

mM de Mg*?% ° unién de ausencia de Mg*? (Tomada de Weber et al., 1998). B) Efecto del sulfato en la
unién del ATP al sitio catalitico de p Y331W-EcF1. Tomada de Bulygin y Milgrom (2007).

Las diferencias en las afinidades de los tres sitios cataliticos se observan en presencia o
ausencia del metal, indicando que esta asimetria no es dictada por el magnesio, si no por
diferencias estructurales per se en la enzima, relacionadas con la forma asimétrica de la
subunidad y. En presencia de magnesio se observan dos sitios de unién al ADP, el primer
tipo de sitio une ADP con una K4 10 pM y se intercambia rdpidamente con los nucleétidos del
medio, mientras que el segundo tipo de sitio une el ADP con una K4 100uM y se intercambia
lentamente. En ausencia de magnesio, desaparece el sitio de alta afinidad y soélo el sitio no
intercambiable puede unir ADP con una afinidad mayor a la presentada en presencia de

magnesio (Bulygin y Milgrom, 2007; Kabaleeswaran et al. 2009; Weber et al. 1998).

En el caso particular de la ATP sintasa, el papel que juega el Mg(Il) es fundamental para

conocer el funcionamiento preciso de esta enzima. En E.coli se han identificado los residuos



pThr156, pGlul85 y BAsp242 en el reconocimiento del magnesio. El residuo fThr156 es el
altimo residuo en el loop P (responsable del reconocimiento de los fosfatos) y podria
participar en suplir parcialmente la primera capa de solvataciéon del magnesio, ya que el
oxigeno del grupo oxidrilo se encuentra a 2.3 A de distancia del metal (Weber et al., 1998).
Otro de los residuos ubicados dentro del sitio de unién es la B-Lys-155, cuya principal
interaccion es con el fosfato y del ATP y es de suma importancia en el sitio 1 (el sitio de alta
afinidad) y en el sitio 2. El residuo PAsp242 presenta una interaccién importante con el Mg*2
en el sitio 1, no asi con el sitio 2 y 3. El BGlul81 contribuye poco a la unién del nucleétido: su
principal efecto en la catalisis deriva en la reaccion quimica per se (Lobau, S., et al. 1997).
Algunos otros residuos que se han mutado y tienen efectos sobre el reconocimiento de Mg(II)
inlcuyen a pGlul81, que tiene un efecto estabilizador del estado de transicién; K155 y BE192,
con efectos en la unién de ATP o ADP - Pj, el primero presente en el loop-P y el segundo
actuando via una molécula de agua. El efecto de las mutaciones parece ser menor para la
unién de ADP, en comparacién a ATP, apoyando la idea de existencia de 2 conformaciones

distintas del sitio catalitico (Senior 1992).

Por otro lado, datos estructurales obtenidos mediante ESR (resonancia paramagnética del
espin), muestran diferencias con la presencia del ién Mg(Il), el cual induce un cambio
conformacional significativo en la enzima (Burgard, S. et al 1994). Yagi et al. (1999) realizaron
estudios monitoreando los 12 residuos de tirosina de la subunidad aislada (3 de Basillus PS3
(TP), utilizando resonancia magnética nuclear (RMN). Se estudié las conformaciones que
adquiere esta subunidad dependiendo de la unién de ATP o ADP con o sin Mg(Il). Los
autores observaron una similitud entre las conformaciones adoptadas por los complejos T-
ATP y TB-ADPeMg, la cual es diferente con respecto a la conformacion observada para T3-
ATPe+Mg(Il). Mas recientemente, Yaggi ef al. (2009) corroboraron que la unién del Mg-ATP
induce un cambio conformacional alrededor del residuo de Tyr-307 (311 para MF;), mientras
el Mg-ADP no produce este cambio. Por tanto, este estudio sugiere la importancia del Mg(II)

en la adquisicién de una conformacién en particular de la subunidad .



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien en términos estructurales y dindmicos han existido progresos importantes en nuestra
comprension sobre el funcionamiento de la ATP sintasa, el papel que juegan las diversas
fuerzas de cohesion en la estabilidad y conduccion dindmica del sistema sigue atn por ser
elucidado. Esta situacion es debida basicamente a las considerables dificultades
experimentales para realizar caracterizaciones energéticas de un sistema estructuralmente tan
complejo. Esta situacion a su vez ha impedido la caracterizacién del sistema mas alla de los
cambios de energia libre de unién a nucleétidos. Al desconocerse las correspondientes
contribuciones entélpicas y entrépicas a la estabilidad, es sumamente dificil poder discernir

sobre qué tipos de fuerzas son las dominantes en el proceso.

Una estrategia adecuada para el estudio de sistemas de gran complejidad es su diseccién en
subsistemas de menor tamafio, siempre y cuando éstos conserven propiedades relevantes a la
actividad original. Afortunadamente, éste es el caso para la ATP sintasa. Por un lado, ha sido
demostrado que los sectores Fo y F1 son facilmente desacoplables. En su forma disociada, Fo
sigue siendo capaz de translocar protones, en tanto que F; conserva intacta la capacidad de
hidrolizar ATP. Por otro lado, ha sido encontrado que las subunidades o y § en forma aislada
adoptan un estado monomérico bajo el cual conservan la capacidad de unir nucleétidos con
alta especificidad (Mills y Richter,1991). Estudios de unién por resonancia magnética nuclear
mostraron que la subunidad  aislada sufre un cambio conformacional sustancial en la unién
a nucleétidos, en el cual presumiblemente estd involucrado el movimiento tipo bisagra
observado en Fi (Yaggi et al., 1999). Evidencias fluorométricas sugieren que este tipo de
cambio conformacional puede estar también presente en la unién de nucleétidos por parte de

la subunidad o (Najera-Pefa et al., 1999).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo fue realizado un estudio de la asociacién de TP
con ADP-Mg mediante calorimetria de titulacion isotérmica de alta precision (Pérez-
Hernéndez et al., 2002). El proceso resulto ser entdlpicamente conducido, sugiriendo que las
interacciones polares juegan un papel preponderante en la afinidad de Tf por el nucleétido.

Por otro lado, el ACp asociado a la unién fue pequefio (-36 cal mol! K-). Haciendo uso de



modelos de drea superficial, fue posible mostrar que esta energética de union es consistente
con las diferencias conformacionales de la subunidad B entre su conformacién abierta y unida
a ADP-Mg. Asi, el estudio constituyé una evidencia energético-estructural de que la
subunidad B en su forma aislada sufre el mismo tipo de cambio conformacional intrinseco
que el observado en la estructura cristalogréfica de Fi. Por otro lado, el anélisis de las
diferencias de dreas superficiales permitié proponer por vez primera una posible explicacion
molecular sobre la mayor afinidad por el nucleétido por parte de la subunidad f al estar ésta

inmersa en el ambiente oligomérico de Fi.

El presente proyecto representa una nueva etapa en el estudio de las bases energéticas de la
unién de nucleétidos con la subunidad TP aislada de la ATP sintasa de la bacteria termofilica
Bacillus PS3. En un primer paso, se realiz6 la caracterizacién calorimétrica de la asociacién de
TB con ATP-Mg y ATP, asi como la unién de ATP con Mg(Il). Ademds de ganar comprension
sobre las bases energéticas del reconocimiento para esta unién, el estudio permitié elucidar el

papel energético del Mg(II) en la unién de los nucleétidos ATP y ADP a la subunidad Tp.

En particular, el propésito ha sido determinar el papel energético que juega el ion Mg(Il) en el

reconocimiento del ATP por parte de T, lo cual significa caracterizar la reaccion:

TBATP + Mg => TBATP-Mg

Sin embargo, la complejidad de este sistema ternario nos dificulta llevar a cabo la medicion
directa del proceso. Se requiere, por una parte, que todo el ATP y la TP (o gran parte de ellos)
estuvieran formando el complejo TB-ATP; sin embargo, esto no sucede en la celda dada la
modesta afinidad entre las dos especies quimicas; otra complicacién radica en asegurar que el
Mg(Il) se unird tnica y exclusivamente al complejo TBATP, lo cual resulta practicamente
imposible dada la presencia de ATP libre en todo momento. Asi, en la celda de reaccién,
ademads de llevarse a cabo la reaccion deseada entre TBATP y Mg(Il), se da un equilibrio

quimico complejo en el que se incluye la unién del ATP al Mg(II) .



Para resolver esta problematica, utilizamos una aproximacién indirecta que consiste en la
determinacion de la energética de los tres complejos binarios involucrados. Como se muestra
en la figura 3, el arreglo y suma apropiada de estos equilibrios quimicos a través de un

esquema de ecuaciones de Hess permite obtener los parametros de la reaccién de interés:

1) TB + Mg-ATP —, TB-Mg-ATP
2) TR-ATP — » TB+ATP
3) ATP+Mg —— ATP-Mg
TR-ATP + Mg —— TB-ATP-Mg

Figura 3. Ecuaciones de Hess para la unién TB-ATPMg. La ecuaciéon ntmero dos fue
invertida para obtener la reacciéon deseada.

Sin embargo para la interacciéon de T3 con Mg-ATP o con ATP y en el cual ATP puede unir
dos atomos de magnesio (Mg(Il)) secuencialmente, dada la complejidad del sistema, se
utiliz6 un modelo que considerara simultaneamente todas estas interacciones, el cual
permitio, a partir de los resultados obtenidos con los experimentos calorimétricos (ecuaciones

1,2y 3, figura 3) ajustar los valores finales para la formacién del complejo T3- Mg-ATP.

Finalmente, se realiz6 un estudio comparativo de las energias libres de unién que fueron
obtenidas en el presente estudio para T, con aquellas reportadas en la literatura para F;, para
los dos mecanismos de unién mencionados previamente en la introduccién, bisitio y trisitio.
El propésito de este analisis sera entender en términos energéticos el papel que juegan los

contactos intercatenarios en el funcionamiento de Fi.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el papel energético-estructural del Mg (II) en el reconocimiento del ATP por la
subunidad P aislada de la ATP sintasa de Bacillus PS3.

Objetivos Especificos:

Obtencion de los pardmetros termodindmicos para la formacién de los complejos ATP-Mg,
TB-ATP-Mg y TB-ATP mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

Comparar las energias libres de unién obtenidas con las subunidad P aislada con las
reportadas en la literatura para Fi.

Evaluar si existen diferencias energetico-estructurales significativas entre los complejos T[3-
ATP-Mg y TB-ATP.

Elucidar el papel energético del Mg(Il) en la unién de los nucleétidos ATP y ADP a la
subunidad Tp.
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MATERIALES Y METODOS

Expresion heteréloga de la subunidad p de Bacillus PS3 (TP)

Las células de E. coli (cepa DKS8 carente del operén de la ATPasa) que contienen el pldsmido
C95-1 (el cual tiene el gen de la subunidad B) fueron crecidas en placas de agar-LB (LB:
extracto de levadura 5 g/L, triptona 10 g/L, NaCl 5 g/L). El precultivo (50 mL de medio LB
adicionado con 100 pg/mL de ampicilina) fue inoculado e incubado a 37°C y 250 rpm
durante 12 horas. El matraz de produccién (1 L) se inoculé utilizando el precultivo, en
presencia de 100 ng/mL ampicilina, después de 6 horas las células se indujeron con IPTG
(isopropil-tio B-D-galactosido) 0.5 mM y se incubaron 4 horas mas. Una vez terminado el
cultivo, las células fueron centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos, y lavadas con el
amortiguador de lisis (Tris-SO4 20 mM pH 8 , EDTA 1 mM, p-aminobenzamidina 6
mM, NaCl 5 mM y glicerol 10%). Se obtuvieron aproximadamente 2 g de células por litro

de cultivo.

Purificacion de la subunidad recombinante

Las células se resuspendieron en 50 mL de buffer de lisis y se homogenizaron. Para la
fragmentacion celular se utilizé un sonicador. Los desechos celulares fueron separados por
ultracentrifugacién a 100,000 g (45,0000 rpm) por 1 hora a 4 °C. El sobrenadante se aplic6 a
una columna DEAE-Macroprep (previamente equilibrada con 600 a 800 mL de amortiguador
A: Tris-SOs 20 mM pH 8 , EDTA 1 mM), con un flujo lento para garantizar que la mayor
parte de la proteina se pegue a la resina. Las proteinas que no fueron retenidas, eluyeron de
la columna lavando la columna con 1L de amortiguador A. Para evitar la protéolisis, el
amortiguador de eluciéon fue adicionado con un inhibidor de proteasas (tableta
Complete/Roche). TP se eluyé con un gradiente lineal de 0 - 550 mM de NaCl en
amortiguador A. Se colectaron fracciones de 5 ml (flujo de 1 ml/min). Las fracciones se

monitorearon con reactivo de Bradford. Los maximos obtenidos en absorbancia (figura 4a),
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se corrieron en un gel de poliacrilamida (Laemli, 1970) al 12 % en condiciones
desnaturalizantes, utilizando tinciéon con azul de Coomasie (figura 5a). Las fracciones ricas en
TP se dializaron en amortiguador B (Tris-HCl pH 7.3, EDTA 1 mM) y se inyectaron en la
columna Mono-Q (intercambio aniénico) equilibrada previamente con el amortiguador B. Las
subunidades se eluyeron con un gradiente lineal de 0 - 280 mM de NaCl, aproximadamente
entre 230-250 mM (ver figura 4b). Las fracciones ricas en TP (ver figura 5b) se concentraron

utilizando tubos centricon.

1.2 DEAE-Macroprep, HPLC

Fraccion

0.30 - Mono Q, HPLC

Mo

0.25 -
0.20 -

0.15 -

280 nm

Abs

0.10 -

0.05 9

1 /
0.007 CEEED %

Fraccion

Figura 4. Perfiles cromatograficos para la purificacion de TP. a) Columna DEAE Macroprep
(fracciones 30-42); b) Columna Mono Q (fracciones 20-30).
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Figura 5. Geles de poliacrilamida al 12%. a) Muestras del gradiente de la columna DEAE. Los carriles
8-11 muestran enriquecimiento de la subunidad TP. b) Muestras del gradiente de la columna Mono Q.
Los carriles 7 y 8 fueron utilizadas para los experimentos de CTI.
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Preparacién de las muestras para el andlisis calorimétrico.

Las fracciones ricas en TP fueron dializadas en amortiguador 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100
mM NaCl (Amortiguador C). Después de la dialisis, fueron concentradas y filtradas
utilizando filtros de 0.45 p. La concentracion de la proteina fue determinada
espectrofotométricamente, utilizando el coeficiente de extincién molar para TP (15,360 M-
cm? a 280 nm) y usando el método del &cido bicinconinico (BCA) (Ohta, S. et al. 1988; Pérez-
Hernandez, et al. 2002). Para todas las determinaciones calorimétricas la concentracion final
de proteina fue entre 0.05 y 0.07 mM. Las soluciones de Mg ATP fueron preparadas
utilizando el amortiguador C, adicionando 5 mM de MgCl, para garantizar que el equilibrio
quimico esté orientado hacia la formacién de este complejo (Mg-ATP). En el caso de las
soluciones de ATP, se adicion6 3 mM EDTA, con el fin de eliminar cualquier contaminacién
de Mg (II) en la muestras. Las soluciones de nucleétidos fueron preparadas disolviendo las
sales en el amortiguador C. La concentracién fue determinada utilizando el coeficiente de

extincién molar para AT(D)P de 15,600 a 259 nm.

Calorimetria de titulacién isotérmica (CTI)

Las mediciones calorimétricas fueron realizadas en un microcalorimetro de titulacion
isotérmica VP-ITC (MicroCal, Inc.). Para disminuir en lo posible los efectos caldricos ajenos a
la reaccién de union, las muestras proteicas fueron dializadas extensivamente, y el ligando
fue preparado utilizando la solucién amortiguadora del altimo recambio en el proceso de
dializado. Con el fin de restar los calores de dilucién del ligando en la isoterma de titulacion,
se realizaron experimentos de dilucién que consisten en la adicién de ligando a una solucién
amortiguadora sin proteina, bajo el mismo esquema de inyeccién que el ocupado con la
solucion proteica. En el caso de TP, las titulaciones calorimétricas se realizaron en el intervalo
de temperatura de 288 a 303 K. La constante de unién (Ku), el cambio de entalpia (AH) y la
estequiometria de reaccion (n) fueron estimados de la isoterma de titulacion mediante el
ajuste por regresion no lineal de la ecuaciéon (Wiseman et al., 1989) de un modelo de sitios

idénticos e independientes:

15



Q

)

2
M,AHV X X 4X
= n tA 0114 LI 1 _ 1+ t o4 1 _ t

2 nM, nK,M, nM, nK,M,

en donde Q es el calor total intercambiado hasta la adicion i, X; y M son las concentraciones

de ligando y proteina totales, y V, es el volumen de la celda de reaccion.

El cambio de entropia fue calculado de las ecuaciones termodindmicas generales:

AG =-RT InK = AH —TAS (2
Para los estudios calorimétricos del complejo ATP-Mg, los experimentos se realizaron en un

intervalo de 298 a 318 K. El mejor ajuste de los datos result6 ser utilizando un modelo de dos

sitios de unidn secuenciales:

K, Mg(11) AH, + KK, Mg(11)? €H, + AH,
1+ K, Mo + KK, Mg(n) ?

Q= phtP.V, 3)

Donde K; y K son las constantes de unién para cada uno de los sitios, Q es el calor total
intercambiado, [Mg (II)] es la concentracién del ién magnesio libre y [ATP]r es la

concentracion total de ATP.

Las isotermas obtenidas a partir de los ajustes anteriores fueron re-analizadas utilizando un
modelo ternario, en el cual la subunidad TP puede unir ATP o Mg ATP, mientras que el

ATP puede unir uno o dos magnesios Mg, -ATP.

Kbl'AHbl KDZ’AHbZ
ATP + 2Mg(Il) VN Mg — ATP + Mg(ll) VN Mg, - ATP
+ +
B B
X Kpi AHp, 0! Kpz, AH,,
TB—ATP + 2Mg(Il) o TB—Mg-ATP + Mg(ll)
Kbl*’AHbl *
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La concentracion de los diferentes complejos puede ser expresados como una funcién de las

concentraciones de las especies libres. Para la formacion del complejo Mg -ATP tenemos:

[Mg - ATP] = K, [ATP]IMg(I 1]
Donde K corresponde a la constante de unién para la formacién del complejo Mg -ATP.

Para la formacién del complejo Mg -ATP tenemos:

[Mg, - ATP] = K, K, [ATP]Mg(I )]*
Donde K corresponde a la constante de unién para la formacién del complejo Mg, -ATP. Se
incluye también el valor de la constante obtenida en el complejo anterior K. Para la unién de

la proteina (TP) con ATP tenemos:

[TR-ATP]=K,, [p TP

Donde Kp: corresponde a la constante de unién para el complejo TP-ATP. Para la formacién

del complejo TB- Mg -ATP tenemos:

[TB-Mg-ATP] = KK, [B_KTP [Mg(1] = K..K,, * [B_RTP [Mo(In)]
Donde Kp; corresponde a la constante de unién para el complejo Tp- Mg -ATP. Kii* es la

constante de asociacién para la unién de Mg(II) a TB-ATP.

Considerando el principio de conservacién de masas para cada componente (TP, ATP y
Mg(Il)), la concentracién total de cada componente es igual a la suma de los componentes
participando en los distintos complejos:

[ATP]T =[ATP] +[Mg - ATP] +[Mg2 -ATP] +[TB - ATP] +[Tp - Mg - ATP]
Mgl =[Mg(I)] +[Mg - ATP] + 2[Mg, - ATP] +[TB - Mg - ATP]
KB = FB_+[TB- ATP] +[TB- Mg - ATP]

A continuacién se introducen las constantes de equilibrio para cada complejo en el siguiente

conjunto de ecuaciones no lineales:
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[ATP] ; = [ATP] + K JATPIMg(I )]+ K K, [ATPIMg(l 1] %+ K, [p TP 1K,,K,, [p_IKTP Mo(i1) ]
[Mg] ; =[Mg(I)] + K [ATPIMg(l 1)]+2K K, [ATPIMg(I ]* +K,K,, EB TRTP [Mg(in)]

[-B] = [-B} Kes [—B}‘TP }KPZKbl* ['B]\TP IMg(“)]

donde Ky y Kz son las constantes de asociacion para los sitios secuenciales de Mg(II) al ATP,
Kri y Kp2 son las constantes de asociacion para la union de ATP y Mg-ATP a T,

respectivamente , y Ky1* es la constante de asociacién para la union de Mg(Il) a Tp-ATP.

La concentracion total de ATP, magnesio y TP después de cada inyeccién calorimétrica (i)

estd dada por:

v i
[ATP]T,i :[ATP]O[]'_[]'_V j J

[Mg]-; =[Mgd],

[5d= m(l-
donde [ATP]o es la concentracion de ATP en la jeringa, [Mg]o es la concentraciéon de

\
Vo

magnesio en la jeringa y en la celda, [TP]o es la concentracion inicial de TP en la celda, v es el

volumen de inyeccién, y Vo es el volumen de la celda.

El método de Newton-Raphson puede ser utilizado para resolver numéricamente el conjunto
de ecuaciones no lineales para cada punto de la titulacion, de igual forma permite la
determinacion de la concentracién de ATP, magnesio y TP después de cada inyeccion.
Utilizando las constantes de asociacién y la concentracién de cada complejo después de cada

inyeccion, puede ser calculado:

[p-ATP J=K., [B.JATP],
[TB-Mg-ATP], =K;,Ky, [-B:[ATP] i[Mg];
[Mg - ATP]; = K, [ATP];[M];

Mg, - ATP], =K, K ,[ATP],[Mg];

El calor asociado a cada inyeccién, q; puede ser calculado a partir del cambio en la
concentraciéon para cada complejo después de cada una de las inyecciones, y el cambio de

entalpia asociado con cada complejo formado:
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Q; ZVO(([TB'ATPL —[TB- ATP] i-1(1_vl]]AHPl

0

+| [TB-Mg-ATP], —[TB- Mg - ATP] i_{l- VLDQHPZ +AH,,

0

\Y \
+|[Mg - ATP]; —[Mg - ATP] i-1[1_ V_] — Fug-are[ATP] V_]AHbl

0 0

\%) \ ~
+ [Mg 2 ATP] i [Mgz ' ATP] i-l[l_ V_] - FMgz-ATP[ATP] 0 V_JQHbl + AHbz /j

0 0

donde AHp; y AHpz son los cambios de entalpia asociados a la uniéon de ATP y Mg -ATP a T,
respectivamente, y AHw1 y AHy2 son los cambios de entalpia asociados a la unién del primero
y segundo Mg(Il) al ATP, respectivamente. Los términos de correccion Fug ate v Fuvge-ate,
incluyen las fracciones de ATP en la jeringa con uno o dos dtomos de magnesio unidos,
respectivamente y reflejan la cantidad de los complejos de Mg -ATP y Mg> ‘ATP introducidos

en la celda en cada inyeccién y no debido al equilibrio en el interior de la celda calorimétrica.

Finalmente, el efecto de dilucién es normalizado considerando la cantidad de ligando

inyectado:

En los experimentos, Kv1, AHu1, Kvo, AHw, Kp1, y AHp1 son determinados directamente a partir
de titulaciones directas binarias (las realizadas con las ecuaciones 1 y 3). Kp2 y AHp2 son
determinados a partir de analisis de los complejos ternarios, una vez que los otros parametros

han sido determinados previamente.

La cooperatividad de unién de ATP y Mg(Il) a TP esta contenido en los valores de Kp> y AHpo.
Si Kp1 y Kp2 son iguales, la uniéon de Mg -ATP a T(3 es la misma que al ATP, y el magnesio no
tiene ningtin efecto sobre la union del ATP. Si Kp1 y Kpz2 no son iguales, y/o AHp: y AHp2 no

son iguales, la unién de Mg -ATP a T es diferente a la del ATP, y el magnesio tienen algun
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efecto sobre la unién de ATP. En este caso, la cooperatividad heterotrépica y la constante de
asociacion para la unién del magnesio y el ATP a TP estara dado por la ecuacion:

K
o=—2
Key

donde o>1 indica cooperatividad positiva, a<1 indica cooperatividad negativa y a=1 indica
que no hay cooperatividad. De forma similar, el cambio de entalpia cooperativo para la unién
del magnesio y el ATP a TP estara dado por:

Ah =AH,, - AH,,

La entropia cooperativa puede ser calculada utilizando:

TAs=Ah-Ag=Ah+RT Ina

Finalmente, se puede concluir que el efecto cooperativo entre el Mg(Il) y ATP es reciproco. A
partir del principio de conservaciéon de energia (Ley de Hess) aplicado a la formacién del
complejo ternario TR Mg(Il) ‘ATP, se obtiene:

KuKe =K Ky *

AH, +AH,, =AH,, +AH *

entonces:
*
— K P2 — K bl
K P1 K bl

Ah=AH,, — AH,, = AH,, *~AH,,

El cambio en la capacidad calorifica (ACp) es obtenido realizando titulaciones a diferentes
temperaturas, y resolviendo la ecuacién de Kirchoff:

SQH
S AC 4
= p @)
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Fluorescencia

Con el fin de evaluar la integridad de las proteinas purificadas, asi como estudiar los cambios
en la intensidad de fluorescencia al adicionar los ligandos estudiados (ATP o Mg ‘ATP), se
monitorearon los espectros de emisioén de fluorescencia. La fluorescencia posee la ventaja de
ser un método no destructivo. Requiere de una concentracién baja de proteina con respecto a
otros métodos. Las subunidad P posee 12 tirosinas (fluordforos intrinsecos) en toda su

estructura (ningun triptofano).

Los cambios en la intensidad de fluorescencia fueron monitoreados utilizando un
espectrofluorémetro OLIS Photon Counting. La temperatura del compartimento de la celda
fue controlado a 25 °C para todos los experimentos de titulacion. La longitud de onda
utilizada para la excitacion fue de 275 nm (méaximo de absorcién de tirosinas). Los espectros
de emisién fueron colectados de 295 a 410 nm. La concentracién final de Tf fue de 1 uM en
la celda, la cual fue previamente equilibrada por 10 minutos con amortiguador 50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM NaCl. Se realizaron adiciones de 0.5-1 uL de ATP o de Mg -ATP a una

concentracion de 14 mM. El apagamiento en la fluorescencia total fue calculado de acuerdo a:

Y =[2'\‘:tj Ilti T+ Ky = @t + Lx + Ky S —4ME L,

Donde a es la constante de apagamiento; Mt, es la concentraciéon de la proteina en cada

adicién #; Kd es la constante de disociacion; Lx, la concentracién de ligando en cada adicion ;

Yi es la sefial de fluorescencia observada.

Calculo de cambios de drea accesible al solvente (AASA)
Los valores de AH y ACp para las subunidades en conformacion aislada fueron estimados
utilizando los modelos de area superficial (Baker y Murphy, 1998), mediante la forma

general:

AF = Af,AASA, + AfapAASAap, )
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en donde AASA, y AASA,, son los cambios de accesibilidad debido a la union de areas

superficiales de tipo polar y apolar, respectivamente, Af, y Af,, son las contribuciones
energéticas especificas por unidad de area superficial polar y apolar, respectivamente, y AF
puede ser AH o ACp. Los cambios de accesibilidad fueron calculados mediante el programa

NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993), utilizando el pdb 1BMF para realizar el anélisis.
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RESULTADOS

A pH 8, el ATP se encuentra completamente desprotonado (ATP+#), por lo cual es capaz de

unir dos iones Mg (II) de forma secuencial:
ATP+ + 2 Mg(II)*2 \__\ Mg-ATP 2+ Mg(Il)*2 ;\ Mg—ATP

Consistente con la ecuacién anterior, las isotermas de unién obtenidas para la titulaciéon de
ATP con MgCl, presentaron un mejor ajuste al utilizar un modelo de sitios de unién
secuenciales y no un modelo de un solo tipo de sitio de unién (Figura 6). Un resumen de los
resultados a partir de las mediciones calorimétricas realizados a diferentes temperaturas es

presentado en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros termodindmicos para la unién de Mg(Il) al ATP a diferentes temperaturas mediante
CTI #b.

Temperature Mg-ATP Mg,—-ATP
Q)
Kp1 x 104 AGp1 AHp1 TASK Kp2 AGp2 AHpz TASp2
(M) (kcal mol!) (kcal mol?) (kcal mol-) (M) (kcal mol-1) (kcal mol?) (kcal mol-1)

15 22+0.2 5.7 39+0.1 9.6 49 +21 2.2 1.5+0.2 3.7
20 3.0+£0.0 -6.0 42+0.1 10.2 6317 -2.4 1.5+0.1 3.9
25 3.6+0.1 -6.2 44+0.2 10.6 98 +15 -2.7 1.7+0.2 44
30 4.0+0.1 -6.4 46+0.1 11.0 101+ 17 -2.8 1.8+0.1 4.6

@ Las constantes de equilibrio corresponden a las constantes de asociacién secuenciales.
bLos valores son el promedio de tres experimentos independientes a cada una de las temperaturas.

El ATP une el primer Mg (II) con una afinidad 400 veces mayor en relacién con el segundo
sitio. Ambos sistemas son entrépicamente conducidos, con el componente entalpico mas
desfavorable para la formaciéon de las especies con un solo Mg (II). Considerando al ACpy
como independiente de la temperatura, el andlisis de la regresion lineal de los datos de AHy
contra temperatura en la Tabla 1 dan un valor de 37 £ 10 y 20 £ 10 cal mol! K1 para los
complejos Mg-ATP y Mg>—ATP, respectivamente (Figura 7). Los valores para el AHp y Ki
obtenidos en el presente trabajo son similares a los reportados por Smith et al. (1991) (T = 25
°C, AHy = 4.49 kcal mol“, K, = 35,500 M1), quienes compilaron y analizaron un grupo extenso
de datos de unién para el complejo Mg—ATP. En lo que respecta a otras referencias, sélo se

conoce un estudio publicado de CTI de la interaccién de la unién del Mg (II) con ATP
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(Wilson y Chin, 1991). Los datos de este estudio (T= 28°C) fueron analizados usando el
modelo de un solo tipo de sitio, obteniendo un valor de cambio de entalpia similar (AHy =
4.2 kcal mol?) pero con un valor de la constante de unién menor (K, = 9,600 M) al valor
presentado en la Tabla 1 del presente trabajo. En contraste con la gran cantidad de valores
para el AHy y Ky disponibles en la literatura, los valores para el ACpy son escasos. Alberty
(1969) report6 un valor de 30 cal mol! K1 para Mg—ATP, el cual es similar al obtenido en el
presente estudio. Wang et al. (1995), usando un calorimetro de flujo, y utilizando un intervalo
de temperaturas de 50-125° C, obtuvo valores significativamente mayores para los dos
complejos de Mg(Il) unidos al ATP (121 y 50 cal mol! K1 para Mg-ATP y Mg,-ATP,

respectivamente).

Molar ratio [Mg-ATP)/[TB]

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0
d T T T T T T T T T T T

ATP + Mg(ll}—=Mg-ATP + Mg(ll)}—Mg -ATP

T+ ATP—TB-ATP

kcal/mol of injectant

Tp + Mg-ATP—=Tp-Mg-ATP

T T T T T T T T T T
o 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Molar ratio [ATP)/[T] or [Mg(I)}/[[ATP]

Figura 6. Isotermas calorimétricas para la formacién de los complejos de TP-ATP, Tp-Mg ATP,
Mg-ATP y Mg,-ATP a 25 °C, en amortiguador 0.05 M Tris HCI adicionada con 0.1 M NaCl, pH 8.0.
Las lineas sélidas corresponden al mejor ajuste para cada una de las curvas. En la titulacién de ATP
con Mg(Il), los datos experimentales fueron ajustados a un modelo de sitios de unién secuenciales.
Para el complejo TP-ATP, fue utilizado un modelo de sitos de unién independientes e idénticos. En el
caso del complejo TP-Mg ATP, se utiliz6 un modelo de equilibrios acoplados, el cual considera la
unién de TP al ATP o al Mg-ATP y la unién de ATP a uno o dos magnesios.
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Figura 7. Entalpias de unién como funcién de la temperatura para los complejos TP-ATP,
Tp-Mg ‘ATP, Mg—ATP y Mg,-ATP, en un amortiguador 0.05 M Tris HCI adicionada con 0.1 M NaCl,
pH 8.0. Las lineas soélidas corresponden a la regresion lineal de la ecuaciéon de Kirchoff (0AH/0T =
ACp) de datos calorimétricos, asumiendo que el ACp es independiente de la temperatura.

Termodindmica de la union de ATP y Mg ATP a la subunidad Tg aislada

La Figura 6 muestra un ejemplo de las isotermas de unién obtenidas para los complejos
TP-ATP y Tp-Mg ATP a 25°C. Las isotermas de unién para los complejos de Tp—ATP fueron
ajustados a un modelo de un solo tipo de sitio de unién. Para la titulacién de T con Mg(II)-
unido al ATP, los datos calorimétricos fueron ajustados utilizando un modelo en el cual el
ATP y el Mg -ATP compiten por el sitio de unién de TP y el equilibrio entre el ATP, ATP Mg
y el Mgy ATP son incluidos en este ajuste. La Tabla 2 resume los resultados calorimétricos
obtenidos para los complejos TP-ATP y T-Mg ‘ATP a diferentes temperaturas. Para ambos
conjuntos de mediciones, los datos calorimétricos tienen una estequiometria ~1:1. Los dos
complejos difieren significativamente en sus propiedades termodindmicas. La constante de
union resulta 7 veces mayor para el complejo de Tp-Mg ATP, y es resultado de un efecto

compensatorio entre los valores de la entalpia y entropia. A todas las temperaturas
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muestreadas, la unién de TP a Mg ‘ATP fue aproximadamente dos veces mas exotérmica que
para la unién con ATP. En contraste, la entropia de unién fue favorable para el complejo

TB-ATP.

Tabla 2. Pardmetros termodindmicos para la unién de Mg-ATP o ATP a T( obtenidos a diferentes
temperaturas mediante CTIL.

Temperatura  Kp x 10 AGyp AHp TASy n
(°C) (M) (kcal (kcal mol-) (kcal
mol-1) mol-1)
Tp-Mg ATP
15 1.8+0.1 -6.9 -9.6+0.2 -2.7 1.02+£0.01
20 1.3+0.1 -6.9 -99+0.1 -3.0 0.98 £0.01
25 1.0+£0.1 -6.8 -104+£0.2 -3.6 0.99 £0.01
30 0.73+£0.1 -6.7 -11.8+£0.2 -5.1 0.95 +0.02
Tp-ATP
15 0.25+0.01 -5.8 -24+0.2 3.4 0.98 £0.09
20 0.19+£0.00 -5.7 -3.1+0.2 2.7 1.01 £0.05
25 0.13+£0.01 -5.6 -34+01 2.2 1.05+£0.05
30 0.12 £0.01 -5.6 -43+0.5 1.3 1.02+0.10

Odaka et al. (1994) reportan mediciones calorimétricas del complejo Tp-Mg -ATP a una sola
temperatura (T = 21 °C). Los datos obtenidos en ese estudio (AHy = -12 kcal mol?, TAS, = -5.5
kcal mol?, Ky = 66,000 M1) resultan un tanto diferentes a los reportados en el presente
trabajo (Tabla 3). Estas diferencias son en parte debido al uso de diferentes modelos de unién.
De hecho, si nuestras isotermas de unién son analizadas utilizando un modelo simple de
unién 1:1, los valores resultan cercanos a los reportados por Odaka et al. (1994) (ver tabla 3).
Estos resultados contrastantes ilustran la importancia de considerar el equilibrio acoplado
que ocurre durante la titulacion de T3 con Mg(Il)-unido al ATP (considerar que TP es capaz
de unir Mg -ATP o ATP, y que el ATP es capaz de unir uno o dos iones magnesio) para la
determinacion real de la formacién del complejo Tp—Mg ‘ATP. El analisis de la dependencia
con la temperatura de AH} arroja un valor del ACpy de -150 + 20 y -96 + 17 kcal mol! K- para
los complejos TPp—Mg ATPy TP—-ATP respectivamente (figura 6).
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Tabla 3. Comparacién de los pardmetros termodindmicos para la unién de Mg-ATP a TP utilizando
diferentes modelos de ajuste.

Modelo Modelo Odaka et al.
equilibrio  sitio simple (1994)
acoplado
AH -9.9 -10.71 -10.7
(kcal mol-)
TAS -3.0 -4.09 -4.1
(kcal mol)
Ky (M) 76923 86100 66000

* Valores ajustados a 20°C

La Tabla 4 muestra los parametros de cooperatividad para la interaccién heterotrépica entre el
magnesio y el nucleétido. Estos pardmetros, la constante de asociacién cooperativa, o, y la
entalpia cooperativa, Ah, pueden ser calculados a partir de los pardametros termodinadmicos
para la unién del nucleétido y el nucleétido-Mg a TP y ellos reflejan el efecto reciproco de
cada ligando en la unién de TP (o = Kp2/Kp1 = Ku1*/Ko1, Ah = AHp2-AHp1 = AHw*-AHpy; ver
Materiales y Métodos).

Tabla 4. Parametros de cooperatividad termodindmica para la interaccién heterotrépica en la unién de
Mg(Il) y nucleétidos a TP a 25°C
Complejo o Ag Ah TAs

(kcal mol?) (kcal mol1) (kcal mol)

Tp-Mg ATP 7.7 -1.2 -7.0 -5.8
Tp-Mg-ADP 1.1 -0.1 -3.4 -3.3
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Fluorescencia

Tratando de responder el cuestionamiento de si el cambio conformacional de la proteina
podria variar al unir ATP o Mg-ATP, y de esta forma discutir de manera acoplada tanto el
papel energético como estructural del i6n Mg(Il) , se realizaron experimentos de titulacién
fluorimétrica. Durante la titulaciéon de TPp con ATP y Mg- ATP se observé un apagamiento de
la sefial al adicionar el ligando, el cual fue observable desde la primera adicién (Figura 8 ). TB
no posee residuos triptofano, por lo que son sélo los residuos de tirosina los que disminuyen
su rendimiento cuédntico al unir el nucleétido. Las Figuras 8a y 8b muestran el ajuste de un
modelo de unién simple de estequiometria 1:1 a los datos experimentales mediante regresion
no lineal. Un resumen de los resultados obtenidos de la unién de T3 con ATP y Mg-ATP se
presenta en la Tabla 5. El valor de a corresponde a la constante de apagamiento y Ka es la

constante de asociacién observada.

1.0- a) 10- b)
0.8
0.8 .
06
5 06 2
3 L
c L 04
- &
0.4
024
0.2 0.0
T T T T T T 1
0.0000 0.0001 0.0002 00003 0.0004 0.0005 0.0006 -0.0001 00000 0.0001 00002 0.0003 0.0004 0.0005 0.0006
[ATPMg M] [ATP M]

Figura 8. Isotermas de unién TB-ATP (a) y TB-Mg-ATP (b) construidas de mediciones fluorométricas.
Las lineas continuas representan el mejor ajuste a los datos de un modelo de wunién simple.
Experimentos realizados a pH 8 y 25 °C. Aexcitacion de 275 nm.
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Tabla 5. Resultados obtenidos de la titulacién por fluorescencia de TP con ATP y Mg-ATP.
Complex a Ka (M)

Tp—Mg -ATP 0.99+0.01 11111 +268
Tp—ATP 1.01+0.01 6250+ 130

Con relacién a la constante de asociacién (K.), los valores obtenidos con esta técnica son mas
pequetos al ser comparados con las Ka observadas en los experimentos de CTI. La razén de
dicha discrepancia atin no es clara, pero probablemente se pueda deber a un efecto de filtro
interno, dada la alta concentracion de nucleétido (hasta 0.6 mM) que fue necesario ocupar
para lograr la saturacion de la subunidad. Como puede observarse en la Tabla 5, los valores
de la constante de apagamiento podrian indicar un cambio similar en el ambiente de las
tirosinas ubicadas en el sitio de unién de TP, al unir ATP o Mg:ATP, sugiriendo asi un cambio
conformacional similar al unir estos ligandos. Sin embargo, en la literatura ha sido reportado
a partir de experimentos de resonancia magnética nuclear que el cambio conformacional de
TP al unir ATP se compara mas a la unién TB-Mg-ADP que a la de Tp-Mg-ATP (Yaggi et al.,
1999). Lo anterior sugiere la posibilidad de que el cambio conformacional de TP sea diferente
al unir ATP o Mg-ATP, por lo que es necesario ampliar la informacién correspondiente al
analisis estructural. Sumado a estos reportes, resultados fluorométricos obtenidos por nuestro
grupo de investigacion de la unién de TP con ADP y Mg-ADP han mostrado constantes de
apagamiento similar a las obtenidas con ATP y Mg-ATP. Esto podria indicar que, si hay
cambios estos deben ser pequefios o bien que los fluoréforos utilizados son poco sensibles a

las posibles diferencias de reacomodos conformacionales.
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DISCUSION

La elucidacion de las bases moleculares que gobiernan la formacién de interacciones no
covalentes en las proteinas requiere del conocimiento de las fuerzas que conducen el
reconocimiento mismo de estas biomoléculas. A continuacién se presenta un analisis
energético-estructural para la formacién de los complejos de TP estudiados en el presente

trabajo de investigacion, considerando en conjunto las funciones termodindmicas obtenidas.

Diferencias energéticas y estructurales entre los complejos TB-Mg ATP y Tp-Mg ADP

La Figura 9 compara los parametros termodindmicos obtenidos en este trabajo con los
reportados previamente para el complejo TP-Mg ADP (Pérez-Herndndez et al., 2002). Los
datos calorimétricos para el complejo TB3-Mg ATP, asi como para Tp-Mg-ADP, fueron

ajustados utilizando el modelo ternario descrito previamente en materiales y métodos.

Aunque la presencia del fosfato y mejora ligeramente la afinidad de Mg ‘ATP comparada con
Mg -ADP, la entalpia de unién es similar en ambos ligandos (AAH, = -0.1 kcal mol?),
mientras que la entropia de union es ligeramente menos desfavorable (AA(TASy)= -0.3
kcal/mol) para la formacion del complejo TB—Mg ‘ATP. En contraste, se ha reportado que los
sitios cataliticos de TF; muestran una ligera preferencia por Mg ADP sobre Mg ATP,
indicando la importancia del ambiente oligomérico en el reconocimiento del sustrato (Dou, C.
et al. 1998). Esta preferencia resulta méds dramatica en la misma FoF1-ATP sintasa, donde la
presencia del gradiente transmembranal de protones disminuye la afinidad por Mg -ATP en

seis ordenes de magnitud (Weber, J. and Senior, A. E. 2000).

En la Figura 9 puede observarse también la comparacion de los valores del ACpy para los
complejos de TP-Mg-ADP y TP-Mg-ATP. La unién de Mg-ATP a TP provoca una
disminucién en la capacidad calorifica con relacion al Mg "ADP. La diferencia més obvia entre

los complejos Tp-Mg-ADP y Tp-Mg ATP es la ausencia o presencia de una molécula de
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fosfato (y). Sin embargo, aunque algunas excepciones han sido encontradas (Chavelas, E. A.
and Garcia-Herndndez, E. , 2009), la desolvatacion de superficies polares incrementa la
capacidad calorifica, debido a la liberaciéon de moléculas de agua que sufren una ganancia
neta vibracional al regresar al agua bulto (Prabhu, N. V. and Sharp, K. A., 2005). Con relacién
especifica a los grupos fosfato, datos de transferencia agua-gas indican que su desolvatacion
origina un cambio de signo positivo en la capacidad calorifica (Marcus, Y., 1994), lo cual es
consistente con los resultados calorimétricos para los complejos Mg-ATP y Mg-ATP
obtenidos en el presente estudio. Asi, el valor de ACp, mas negativo observado para el
complejo Tp-Mg ‘ATP no puede ser explicado sobre las bases de la desolvatacién del fosfato

Y, sugiriendo la ocurrencia de eventos moleculares adicionales.

B 5-vg-ADP [ | TB-Mg-ATP

-10 + - -140
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-8 4 i
i - -100
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£ L 80 ‘73
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= =
_4 _ [~ _60 U
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AH, TAS, AGb ACp,

Figure 9. Firmas termodindmicas para los complejos Tp-Mg -ATP y Tp-Mg ADP determinadas a 25°C
utilizando calorimetria de titulacion isotérmica.

Paralelos a los efectos de desolvatacion, diversos factores pueden contribuir
significativamente a la capacidad calorifica de formacién de complejos biomoleculares, entre

los que se encuentran: 1) efectos de protonacién-desprotonaciéon, 2) intercambio de
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contraiones, 3) liberacién o secuestro de moléculas de agua estructural y 4) cambios
conformacionales (Prabhu and Sharp, 2005; Ladbury, J.E., y Williams, M.A. 2004; Bello, M., et
al. 2008). Para el complejo Tp-Mg -ADP, fueron obtenidos valores muy similares de los
pardmetros de unién utilizando los amortiguadores Tris o cacodilato (Pérez-Hernandez, G.,
2002). Estos amortiguadores difieren considerablemente en sus entalpias de ionizacion
(AAHion = 12 kcal mol?), y en la carga eléctrica de sus bases desprotonadas (neutro para el
Tris y negativo para el cacodilato). Por lo tanto, puede considerarse que los factores 1y 2 no
son los principales contribuyentes a la diferencia de ACp, de formacién de los complejos de
TB-nucleétido. Por otro lado, al realizar una revisiéon minuciosa de la estructura de MF;
inhibida (pdb 1 bmf), se observa que los dos sitios cataliticos en conformacién cerrada
comparten una hidratacién residual muy similar. Tomando una distancia de corte de 3.5 A,
seis y cinco moléculas de agua son observadas en los sitios Ppr y Prp respectivamente, las
cuales se encuentran puenteando el contacto entre la proteina y el nucleétido-magnesio. En
conjunto, todas estas observaciones sugieren que los efectos de hidratacién residual (factor 3)
tampoco son significativos para la determinacion de las diferencias en ACpy, entre los

complejos TB-Mg -ADP y T3-Mg -ATP.

Por otro lado, un anélisis energético-estructural realizado previamente mostré que el ACpy
para el complejo TPp-Mg-ADP puede ser explicado satisfactoriamente a partir de la
desolvatacion de las superficies del sitio de unién de la proteina y el ligando (Pérez-
Hernadndez, G., 2002). Para realizar este analisis, se utilizaron las coordenadas de las
subunidades con Mg ADP (Bpr) y vacia (Pr) extraidas de la estructura de rayos X MF;
(Abrahams, J., et al. 1994). Usando estas coordenadas, se calcularon los cambios de area
superficial accesible al solvente (AA) que acompafian a la formacién del complejo. El enorme
rearreglo estructural involucrado en la transicion a partir de Br a Ppr provoca
simultdneamente una exposicién y un ocultamiento considerables de areas superficiales en
zonas opuestas de la proteina. Este fuerte efecto compensatorio resulta en cambios de area
superficiales totales marginales en la proteina, explicando el porque del valor pequefio de
ACpy observado experimentalmente, el cual estd basicamente dictado por el contacto entre la

proteina y su ligando.
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Siguiendo la misma aproximacién, los cambios de drea superficial fueron calculados para la
uniéon de Mg -ATP a la subunidad [ aislada, utilizando las estructuras e y prr de MFi. La
Tabla 6 muestra los valores de AA para este complejo, y los compara con los obtenidos para el
complejo con Mg ‘ADP. En este anélisis, para las superficies de la ribosa de los nucleétidos se
utilizaron pardmetros especificos para aztcares, recientemente publicados (Chavelas y
Garcia-Hernandez, 2009). Ademas, los pardmetros para la capacidad calorifica especifica para
las superficies del Mg (II) y fosfato, se obtuvieron utilizando datos de hidrataciéon

disponibles en la literatura (Marcus, 1994).

Tabla 6. Cambios de area superficial y estimaciéon del ACpy, basados en cambios estructurales para la
formacién de los complejos Tp-Mg -ADP y TB-Mg ‘ATP. ¢

Superficie AA (A2 Acp; (cal mol1K-1A-2)
Tp-Mg-ADP  Tp-Mg ATP
Proteina
Polar -9 -61 -0.27°%
Apolar -240 -384 0.45°
Nucleétido
Magnesio -72 -59 -0.36¢
Fosfato -143 -203 -0.43¢
Hidroxilo (ribosa) -34 -39 0.104
No-ring carbon (ribosa) -19 -15 0.364
Ring carbon (ribosa) -32 -29 0.094
Nitrégeno (adenina) -107 -106 -0.27°
Carbono (adenina) -84 -80 0.45°%
Calculos basados en
AA
ACpealc (cal mol1K 1) -40 -67
ACpPexp (cal mol-1K -1) -36 -150

@ Las coordenadas atémicas de las tres subunidades fueron extraidas de la estructura de rayos X de
MF; (pdb 1bmf) y utilizadas para calcular los valores de AA para la unién de la subunidad {3 libre (k)
al Mg ADP (Ppr) y al Mg -ATP (Prp).

b Obtenida de (Luque y Freyre, 1998 ).

¢ Obtenida de los valores de capacidad calorifica reportados por Marcus (1994).

4 Obtenida de Chavelas y Garcia-Hernandez (2009).

Como se observa en la Tabla 6, el uso de este conjunto refinado de pardmetros proporciona un
excelente valor estimado de ACpy para el complejo TB-Mg ADP. En contraste, en el caso del

complejo TP-Mg-ATP, el valor estimado resulté la mitad del wvalor obtenido
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calorimétricamente. Esto sugiere que la conformacion frp de  MF; no es un buen modelo

(como Ppp) para la conformacién unida a Mg -ATP de la TP aislada.

Yaggi et. al (2004) midieron la unién de nucleétidos utilizando las sefiales de RMN de los 12
residuos de tirosinas que posee la subunidad Tp. El espectro de RMN para TP unida a ADP,
Mg-ADP y ATP mostraron ser muy similares entre ellos, y diferentes al complejo Tp-
Mg -ATP. Mas recientemente, Yaggi et al. (2009) realizaron un estudio mas detallado de RMN
para analizar los cambios conformacionales en TP inducidos por el nucleétido. Utilizando
marcado isotopico segmentado, los autores encontraron que la orientacion relativa del
dominio carboxilo terminal en los complejos de T unido a MgATP y MgADP difiere 10°.
Estos estudios indican que la subunidad T monomérica adopta diferentes conformaciones
cuando une Mg -ATP y Mg -ADP, de forma que la subunidad TR adopta una conformacién
mas cerrada cuando une Mg -ATP. Asi, el valor mas negativo de ACpy, para el complejo T3-
Mg ATP podria ser explicado sobre las bases de un mayor ocultamiento de areas
superficiales de la proteina, provocado por un mayor cambio conformacional comparado con

el observado en TP de MF; (Abrahams et al.1994).

Energética del reconocimiento de unién de nucleétidos de Mg(II) por la subunidad T

aislada.

De acuerdo con la ley de Hess, la diferencia entre los complejos Tp-Mg ATP y TR-ATP
corresponden a la transferencia del ion Mg (II) a partir de ATP al complejo preformado

TB -ATP:

TP + Mg ‘ATP «— Tp-Mg -ATP
TB-ATP <—> TB+ATP
TR-ATP + Mg ‘ATP<+—> TB—Mg ATP+ ATP

Esquema 1
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Para determinar la contribuciéon del Mg(Il) en la unién

TB-ATP + Mg(l) <«— TBATP-Mg = Tp-Mg ATP,

la asociacion entre el ion metélico y el ATP libre necesita ser considerado

TR + Mg -ATP <+—> TB-Mg-ATP
TP-ATP  «—> TB+ATP
Mg(ll) + ATP «—>  Mg-ATP

TR -ATP + Mg(ll) «——> Tp—Mg ATP

Esquema 2

La Tabla 7A muestra los calculos de acuerdo al esquema 2, utilizando los datos
termodinamicos de las Tablas 1 y 2. Como puede observarse, la unioén del Mg es favorecida
por aproximadamente 7 kcal mol! en la energia libre de Gibbs, contra ~1 kcal mol- obtenida
de la diferencia directa entre los complejos TB—Mg ‘ATP y TR-ATP. El ién Mg es secuestrado
por TP-ATP y esta reaccion es tanto entdlpica como entrépicamente conducida. En contraste,
si sOlo fuese considerada la diferencia entre los complejos Tp—Mg -ATP y TB—ATP, se llegaria
a un panorama diferente: que la union del Mg (II) es entdlpicamente conducida y
entrépicamente desfavorable. Resultados similares a los calculados al considerar el esquema
2 son obtenidos si los parametros para la uniéon de Mg (II) a Tp—nucleétido son calculados
utilizando los parametros para la unién de Mg(Il) al ATP y los parametros de cooperatividad
(Ko1* = aKp1, AHw* = AHw+Ah; ver materiales y métodos). De hecho, esta es otra forma de

aplicar la ley de Hess.

Tabla 7. Pardmetros termodinamicos para la unién de Mg(ll) a:

A) TR -ATP
AGy AHp TASy ACpb
(kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™h (cal mol* K™%
TR+ Mg-ATP = TB-Mg-ATP -6.8 -10.4 -3.6 -150
TR-ATP = TB+ATP 5.6 34 -2.2 99
Mg(ll) + ATP = Mg-ATP -6.2 4.4 10.6 37
TBR-ATP + Mg(ll) = Tp-ATP-Mg -1.4 -2.6 4.8 -14
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B) TR -ADP

AGy AHy TAS,
(kcal mol™}) (kcal mol™h (kcal molh)
Tp+Mg-ADP = Tp-Mg-ADP -6.6 -10.5 -3.9
Tp-ADP — TBp+ADP 6.5 71 0.6
Mg(l) + ADP =—  Mg-ADP -4.6 37 8.3
TB-ADP + Mg(ll) = TB-ADP—Mg -4.7 0.3 5.0

Para explorar las caracteristicas moleculares de la incorporaciéon de Mg(Il) a TP -ATP, se
calcul6 el valor de ACpy tedrico. En la estructura de Prp unida al Mg -AMPPNP extraida a
partir de la estructura cristalografica de MFi, el atomo del Mg(Il) estd completamente
inaccesible al solvente. La remocién del Mg(II) del complejo, no provoca cambios de &rea
superficial considerables ni en el nucleétido ni en la proteina (<1 A2). Asi, en el caso de una
asociacion tipo cuerpo rigido entre el Mg (II) y TP-ATP, la capacidad -calorifica
corresponderia enteramente a la desolvatacion del ion Mg (II). La completa desolvatacién de
un ién Mg (II) conlleva un incremento de 39 cal mol! K- en la capacidad calorifica, una vez
que se ha corregido por los efectos de expansiéon (Makhatadze and Privalov, 1992). Este valor
es significativamente diferente al valor negativo del ACpy obtenido a partir de los datos
calorimétricos obtenidos para el secuestro de Mg(Il) por TP -ATP (Tabla 7A). En conjunto,
estos resultados indican que ciertos rearreglos conformacionales ocurren en el complejo
TB-ATP después de la union con el Mg (II). Esto es consistente con las variaciones
conformacionales entre los complejos TP-ATP y Tp-Mg ATP evidenciados a partir de los

datos de RMN (Yaggi et al.,1999; Yaggi et al., 2009).

La contribucién del Mg (II) en el complejo TPp-Mg -ADP fue también determinado en este
trabajo. Para tal propoésito, los parametros de formaciéon de los complejos TP-ADP y
Mg-ADP fueron medidos calorimétricamente (Tabla 6B). Similar a lo observado con el
complejo Mg—-ATP, la unién del Mg (II) al ADP libre es entropicamente conducida y
entalpicamente desfavorable, aunque con una constante de unién un orden de magnitud mas
pequeiia (Kp = 2455 + 108 M1). En el caso del complejo TP—ADP, la interaccién es mas estable
(Kv = 60,000 M) y méas exotérmica (aproximadamente dos veces més negativa) que para el

complejo TP—ATP. Con la determinacién de los pardmetros calorimétricos para la formacién
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de TP—ADP y Mg-ADDP, los datos calorimétricos reportados previamente (Pérez-Hernadez et
al., 2002) fueron reanalizados utilizando el modelo ternario descrito en materiales y métodos
(Tabla 2). Debido a que no se encontré evidencia de la formacién del complejo Mg,-ADP, Ki,

y AHw fueron fijadas en cero al realizar el ajuste de los datos.

Como se muestra en la Tabla 6B, hay algunas diferencias en la energética de unién de los dos
nucleétidos con TP. La interaccion de TP con Mg ATP es energéticamente similar a la del
Mg -ADP. Sin embargo, las diferencias termodindmicas entre los complejos T—-Mg ATP y
TP-ATP son significativamente mayores que las que corresponden a los complejos con ADP,
indicando un efecto diferente del i6én metalico en ambos complejos de TB-nucleétidos. De
acuerdo al esquema 2, el complejo TP "ATP une al Mg (II) con mayor afinidad que el complejo
TP -ADP. Esta mejor afinidad se debe principalmente a la contribucién entalpica favorable,
mientras que las entropias de unién de ambos complejos son aproximadamente del mismo
valor. La entalpia de unién es una medida de la fuerza de interacciéon de las partes
moleculares (AHin) relativa al pago energético por la desolvatacion (AHasorv) de las superficies

en contacto:

AHp = AHine + AHgsorv

Algunos ejemplos pueden encontrarse en la literatura de valores exotérmicos (AHin < -
AHasorv) 0 endotérmicos (AHint > -AHasov) en el reconocimiento de metales por las proteinas
(Wilcox, D., 2008). De acuerdo con esto, es claro que el complejo T -ATP proporciona un
mejor ambiente estereoquimico para el anclaje del Mg (II) que el de TP -ADP. De hecho,
algunos estudios con mutaciones han mostrado que la completa coordinacién del Mg (II) en
el sitio catalitico cerrado de F; requiere la presencia del fosfato y del ATP (Weber et al. 1998).
El fosfato f del ATP y cuatro residuos de la subunidad B (tres de ellos unidos via moléculas
de agua estructural) complementan la coordinacién del ién metalico. Por lo tanto, debido a
que ningtn residuo de la subunidad a es involucrado en la unién del Mg (II) en Fi, en
principio la completa coordinacion del ién metélico puede lograrse en la subunidad B aislada

en presencia de ATP, mientras que en con ADP no es posible completar dicha coordinacion.
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Otra forma de ver el efecto del Mg (II) en el reconocimiento de nucleétidos por T3 es a través
de la constante de asociacion cooperativa heterotrépica (a), la cual es calculada como la
relacién entre las constantes de uniéon de TB-Mg ATP y TP-ATP (ver materiales y métodos)
(Velazquez-Campoy, A.,2006; Martinez-Julvez, M., 2009). De acuerdo a los datos de la Tabla 4,
la unién de ATP y el Mg (II) a TP es altamente cooperativa (a = 7.7), mientras que el Mg (II)
no tiene ese efecto en el caso del ADP (a =1.1). De forma similar, la entalpia cooperativa (Ah)
estd dada por la diferencia de entalpia entre los complejos de T unido a nucleétido con y sin
Mg (II). Para el reconocimiento de ATP, Ah es -7.0 kcal mol-, mientras que para el ADP, Ah es
-3.4 kcal mol!. El término de entropia cooperativa para ATP, As, es -5.8 cal mol? K7,
mientras que para ADP es -3.3 cal mol! K. En el caso de ADP, la entalpia y la entropia
cooperativa se cancelan dando un resultado nulo en la energia de Gibbs cooperativa.
Ademas, los términos entropico y entdlpico para el ATP son mas negativos
(aproximadamente dos veces) que aquellos para el ADP. Con respecto a la cooperatividad de
unién en el sistema ternario constituido por TB-Mg-ADP, y considerando al ATP como la
molécula de referencia, este sistema representa un ejemplo de acoplamiento entre una
interaccion homotrépica cooperativa (ATP puede unirse a uno o dos iones Mg (II)) y una
interaccion heterotrépica cooperativa (ATP puede unir T, puede unir Mg(II), o puede unir

simultdneamente TP y Mg(II), pero la unién de un segundo Mg(II) excluye la union de ATP).

Resulta interesante notar que mientras la diferencia en la entalpia de formacién entre los
complejos Tp-Mg ‘ATP y Tp-Mg ‘ADP (AAH, = -0.1 kcal mol?) es muy similar a la que existe
entre los complejos Mg-ATP y Mg-ADP (AAH, = -0.3 kcal mol?), la diferencia en la entropia
de formacioén es significativamente mas pequefa (A(TASy) = 0.3 kcal mol?, comparado con
A(TASp) = 2.3 kcal mol?) (Tabla 5B). El cambio neto en el nimero de grados de libertad
después de la asociacién molecular estd determinada por tres contribuciones principales:

ASb = ASconf + ASSOIV +ASr-t

Donde ASconf, ASsolv ¥ AS:t corresponden a los cambios de entropia conformacional, de
solvatacion y roto-translacional, respectivamente (Luque y Freire, 1998). Estd documentado
que la formacién de complejos bimoleculares involucra una pérdida constante de AS..,

independientemente del tamafio de las moléculas que estdn interactuando (Amzel, 1997). Por
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otro lado, es de esperar que la presencia del fosfato y del ATP propicie un ASsoy favorable,
debido a que se oculta en la unién a la proteina una mayor area superficial. Por lo tanto, la
pequenia diferencia en la entropia entre los complejos Tp-Mg ‘ATP y T-Mg -ADP puede ser
interpretada en términos de un AScns mds desfavorable para la formacién del complejo
TP-Mg ATP, es decir, el congelamiento de una mayor namero de enlaces rotables de la

proteina.

En general, el andlisis realizado arriba indica que el aducto T3 ‘ATP representa un mejor sitio
para el anclaje del Mg(II) que el aducto TP -ADP. Por lo tanto, los cambios en la entropia y en
la capacidad calorifica son consistentes con que la subunidad catalitica adopta una
conformacion mas cerrada cuando une Mg -ATP que cuando esta uniendo ATP o Mg ADP.
Estos resultados confirman y complementan en términos energéticos los resultados obtenidos
recientemente por Yagi et al. (2009), quienes encontraron que en presencia de Mg(II), el
fosfato y induce un rearreglo estructural adicional en el sitio catalitico, un arreglo que no es

observado después de la unién con ADP o Mg-ADP.

Papel energético del Mg en el reconocimiento de ATP por el sitio catalitico en F;

A pesar de la abundante informacién disponible sobre las propiedades cataliticas y de union
de Fy, existe un debate significativo con respecto a si es necesaria la ocupacion de dos (Boyer,
1997; Milgrom y Cross, 2005; Bulygin y Milgrom, 2007; Dong, 2002) o tres sitios (Dou et al.
1998; Weber y Senior, 2001; Yasuda et al. 2003) para alcanzar la actividad catalitica méxima de
ATPasa. Ademads, algunos datos cinéticos y de unién de la ATP-sintasa y sus diferentes
subcomplejos han mostrado ser dificiles de analizar e interpretar. Por ejemplo, aunque los
sitios cataliticos de F1 muestran cooperatividad negativa para la uniéon (Kayalar, 1977; Zheng,
2009), algunos datos experimentales han sido descritos utilizando modelos de sitios

secuenciales o sitios independientes (Milgrom y Cross, 2005; Dou, 1998).

Evidentemente, la solucion de estos aspectos mecanisticos es esencial para la correcta
determinacion de los parametros de unién de Fi. Algunos estudios basados ya sea en

modelos bi- o tri-sitios han sido reportados, donde se miden las constantes de asociacién
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tanto de nucleétidos de Mg (II), como de nucleétidos libres de Mg(II). Asi, como se realiz6
anteriormente con la subunidad aislada T, las contribuciones a la energia libre de Gibbs del
Mg(II) en los sitios cataliticos de F; fueron determinados utilizando los datos de unién de bi-
sitios y tri-sitios reportados en la literatura. Es ttil recordar que, de acuerdo al analisis
presentado arriba para la subunidad TP aislada, la determinacién de los verdaderos
pardmetros termodindmicos para el reconocimiento del nucleétido unido al Mg(Il) requiere la
consideracién simultdnea de los parametros de asociacién del nucleétido libre al ATP o al Mg
(IT). No obstante, en el caso de TP, solo diferencias significativas en los valores de AHy y ASp
(< 2 kcal mol?) fueron obtenidos usando un modelo simple de unién binario o un modelo

complejo ternario, mientras las diferencias en AGy (< 0.2 kcal mol?) fueron despreciables.

Senior y sus colaboradores han estudiado exhaustivamente F; de E. coli (EF,), siguiendo el
apagamiento de un residuo de Trp introducido en la posiciéon 331 de la subunidad B
(EF1BY331W) (Nadanaciva et al., 1999; Weber, et al. 1998; Prabhu and Sharp, 2005; Yasuda, et
al. 2003; Bandyopadhyay et al. 2002). Los datos de unién fueron analizados usando un
modelo de tres sitios independientes (51, S2 y S3). La Tabla 8A muestra la energia de Gibbs
para la unién de los sitios cataliticos de EF; al ADP y al ATP, en presencia y ausencia de
Mg(II). En presencia del ién metélico, fueron observadas tres diferentes afinidades. De
acuerdo con estos datos, EF; presenta una mayor afinidad por el Mg-ATP que por el
Mg -ADP. Para ambos nucleétidos, AGy(S1) es ~2.5 kcal/mol més exergonico que AGp(S2), el
cual es ~1.7 kcal/mol mas negativo que AGy(S3). En contraste, los tres sitios mostraron
afinidades idénticas en ausencia de Mg (II). Este dltimo resultado condujo a la propuesta de

que el Mg (II) es esencial para impartir las propiedades de asimetria en la unién en F;.

En un estudio reciente, Bulygin y Milgrom (2007) notaron que el sulfato compite con los
nucleétidos de adenosina por los sitios cataliticos en EF;, similar a lo que se habia observado
previamente para el fosfato inorgénico. Esta observacion resulta relevante, ya que una
muchos estudios (incluyendo los del laboratorio de Senior) han sido realizados utilizando al
sulfato como cosoluto. Bulygin y Milgrom (2007) obtuvieron las constante de unién de
EF1BY331W libre de sulfato con ADP, Mg ADP y ATP considerando dos sitios de unién

independientes, mientras que Mg ‘ATP no fue utilizado en este estudio. La Tabla 8B muestra
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los datos de unién bi-sitio para ADP y Mg -ADP. Las mediciones realizadas en ausencia de

sulfato

revelaron que los sitios cataliticos de EF13Y331W también presentan diferentes

afinidades para los nucleétidos libres de Mg(Il), una observacién que contradice la vision de

que el i6n metélico es determinante para la asimetria de unién. Para Mg -ADP, la diferencia

entre AGy(S1) y AGy(S2) (~4 kcal/mol) es significativamente mayor que la diferencia entre los

mismos sitios bajo el modelo tri-sitio (~2.5 kcal/mol). Ademas, bajo el modelo de dos sitios la

diferencia entre S1 y S2 no es sensible a la presencia o ausencia de Mg(II).

Tabla 8. Energética de unién para los sitios cataliticos de Fy .

A. Datos Tri-sitio para EF;?

AGp(S1) AGH(S2) AGh(S3) | AGp(S1)=AGh(S2)=AG1(S3) | AGu(S1) AGL(S2) AGK(S3) Ref
EF:f + Mg -ATP EF.p + ATP EF.f-ATP + Mg(II) Weber and
Senior, 2004
-10.43 -7.93 -6.17 -5.79 -10.84 -8.36 -6.50
EF:p + Mg -ADP EFip + ADP EF1p -ADP +Mg(II) Weber and
Senior, 2004
-10.02 -7.78 -6.04 -5.53 -10.29 -8.05 -5.80
B. Datos Bi-sitio para EF;?
AGy(S1) AGp(S2) AGp(S1) AGu(S2) AGw(S1) AGp(S2) Referencia
EF.f8 + Mg -ADP EF: + ADP EF18 -ADP +Mg(II) Bulygin and Milgrom
-10.80 -6.88 -9.95 -6.91 -6.95 2007
C. Datos Tri-sitio para TF; ¢
AGy(S2) AGp(S3) | AGu(S2)  AGw(S3) AGp(S2) AGp(S3) Referencia
TF:f+ Mg ‘ATP TF.p + ATP TF:p -ATP +Mg(II) Marcus, 1994
-9.00 -6.26 -6.91 -5.60 -8.28 -6.71
TF.§ + Mg -ADP TF:p + ADP TF13-ADP +Mg(II) Bandyopadhay et al.
2002
-9.11 -6.37 -7.85 -6.19 -5.88 -4.80

2 AGp, valores en kcal mol-!
b Datos obtenidos a 23 °C
¢ Datos obtenidos a 25 °C
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Allison y colaboradores reportaron datos de unién tri-sitio de TF; también utilizando una
mutante de la subunidad B, pY341W (Bandyopadhay et al., 2002; Dou et al., 1998). La Tabla §C
muestra los valores sélo para los sitios cataliticos S2 y S3, debido a que bajo las condiciones
utilizadas por los autores, no fue posible resolver el valor de AGy(S1). Los valores de AGy(S2)
para los nucleétidos-Mg son significativamente mas exergonicos para TFi que para EF,
mientras que los valores para AGp(S3) son muy similares. En la unién de nucleétidos sin
Mg(Il), tres diferentes afinidades fueron observadas para TFi, con un valor de AGy(S3)

comparable a los valores obtenidos para los tres sitios cataliticos de EF;.

Los modelos de unién de dos o tres sitios conducen a diferentes escenarios para el papel del
Mg (II) en la estabilizaciéon de Fi (Tabla 8). Los datos inferidos con modelos de tres sitios
indican que la incorporacién del i6n Mg(II) depende altamente de la conformacién del sitio
catalitico, con la fuerza de estabilizacién relacionada directamente con la afinidad por los
nucleétidos-Mg. Esta conclusién parece ser la misma independientemente de si los tres sitios
cataliticos son considerados teniendo diferentes o idénticas afinidades por nucleétidos sin
Mg(II). En el caso de EF;, la diferencia entre AGy(S1) y AGy(S2) es mayor que entre AGp(S2) y
AGp(S3). Debido a que Prp y Por son conformacionalmente muy similares entre ellas,
significa que el Mg (II) percibe de alguna forma el ambiente asimétrico proporcionado por las
subunidades o y y adyacentes. En contraste, el modelo de dos sitios conduce a la conclusiéon
de que el Mg (II) contribuye de forma similar en ambos sitios cataliticos. En otras palabras, el
Mg (II) per se no hace ninguna contribucién a la heterogeneidad de los sitios cataliticos, al
menos en términos de AGy. La idea de que las interacciones inter-subunidades son capaces
por si solas de inducir la heterogeneidad de los sitios cataliticos al unir los nucleétidos ha
recibido recientemente mucha importancia a partir de la estructura cristalografica de Fi
mitocondrial, sin nucledtidos, donde las tres subunidades presentan diferentes
conformaciones (Kabaleeswaran et al., 2009), similar a las observadas en la estructura de MF;

unida a nucledtidos.

Similarmente a lo observado para la subunidad TP aislada, las constantes de afinidad
disponibles para los sitios cataliticos de F; indican que los efectos de estabilizacién del Mg (II)

dependen significativamente del nucleétido involucrado. Recientemente ha sido sugerido
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que para liberar los productos eficientemente, la subunidad p uniendo ADP en F: podria
adoptar una conformacién menos cerrada que la de la subunidad uniendo ATP (Yagi et al.,
2009). Asi, el cambio conformacional dependiente del nucledtido y el comportamiento
energético de la subunidad monomeérica parecen tener repercusiones funcionales en Fi. Para
explorar las bases energéticas que conducen el reconocimiento de nucleétidos por parte de
los sitios cataliticos de F1, una caracterizacion calorimétrica de la unién de este oligémero con
nucleétidos-Mg y nucleétidos libres de Mg(Il) esta siendo realizada actualmente en nuestro

laboratorio.
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CONCLUSIONES

Al finalizar este estudio se observaron diferencias considerables en los pardmetros
termodinamicos entre los complejos Tp—-Mg ATP / TP-ATP a diferencia de las observadas
entre los complejos Tp—Mg ‘ADP / TB-ADP o entre Tp-Mg-ATP / T-Mg ADP. Los datos de
unién obtenidos para los complejos estudiados, en conjunto con los obtenidos para la
asociacion del Mg (II) libre con los nucleétidos, permitié realizar una determinacion
energética de los efectos del i6n metalico en el reconocimiento de los nucleétidos de
adenosina por TP. Se observé una contribuciéon entélpica favorable para la unién, mostrando
que el Mg (II) es reconocido por el complejo TP "ATP con mayor avidez que por el complejo
TP -ADP, indicando una mejor complementariedad estereoquimica. El analisis energético-
estructural sugiere que TP adopta una conformacién mas cerrada cuando une Mg-ATP que
con ATP o Mg-ADP, lo cual coincide con lo reportado recientemente en estudios realizados
con RMN. Utilizando datos publicados, se realizé un anélisis similar considerando los
efectos energéticos del Mg(Il) sobre el cambio de energia libre en los sitios cataliticos de Fi.
Las constantes de afinidad disponibles para los sitios cataliticos de F1 indican que los efectos
de estabilizacion del Mg (II) dependen significativamente del nucleétido involucrado

(AT(D)P).
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PERSPECTIVAS

El método de calorimetria de titulacion isotérmica y el andlisis estructural han demostrado
proporcionar datos cuantitativos de la relaciéon entre la estructura y la funcion de las
proteinas. Para obtener el esquema completo del funcionamiento de la ATP-sintasa se
plantean las siguientes perspectivas:

e Caracterizar mediante ITC los pardmetros termodindmicos para la formacién de los
complejos de TF1 con AMPPNP*Mg, ADP*Mg, AMPPNP, ADP y ATP.

e Generar mediante biologia molecular construcciones de F; sin capacidad de unir
nucleétidos en los sitios no cataliticos.

e Generar mediante biologia molecular construcciones de F; sin capacidad de unir
nucleétidos en los sitios cataliticos.

e Caracterizar mediante ITC la formacion de los complejos de las mutantes con
AMPPNP+*Mg, ADP*Mg, AMPPNP, ADP y ATP.

e Generar un modelo de cooperatividad y comunicacién entre sitios basado en estados
al equilibrio.

e Evaluar el papel energético-estructural del magnesio en el reconocimiento de
nucleétidos dentro del nicleo catalitico Fi.
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Figura 10. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién TB-ATP, experimento
realizado a 15°C. T (0.08 mM) y el ATP (2.6 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo un
solo tipo de sitio.
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Figura 11. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién TB-ATP, experimento
realizado a 20°C. T (0.06 mM) y el ATP (2.3 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo un
solo tipo de sitio.
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Figura 12. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la uniéon TB-ATP, experimento
realizado a 30°C. T (0.052 mM) y el ATP (2.0 mM) fueron disueltos en Tris-HCI 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacion, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo un
solo tipo de sitio.
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Figura 13.a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién TB-Mg ATP,
experimento realizado a 15°C. Tp (0.06 mM) y el Mg -ATP (2.5 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50
mM a pH 8. b) Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar
un modelo un solo tipo de sitio.
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Figura 14 .a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién TB-Mg-ATP,
experimento realizado a 20°C. TB (0.07 mM) y el Mg-ATP (2.8 mM) fueron disueltos en Tris-HCI 50
mM a pH 8. b) Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar
un modelo de un solo tipo de sitio.
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Figura 15. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién TBR-Mg-ATP,
experimento realizado a 30°C. TR (0.05 mM) y el Mg -ATP (2.5 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50
mM a pH 8. b) Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar
un modelo un solo tipo de sitio.
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Figura 16. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la uniéon ATP-Mg, experimento
realizado a 30°C. E1 ATP (1.68 mM) y el MgCl> (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCI 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo de
sitios secuenciales.
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Figura 17. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unién ATP-Mg, experimento
realizado a 35°C. El ATP (2.3 mM) y el MgCl> (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo de
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Figura 18. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la uniéon ATP-Mg, experimento
realizado a 40°C. El ATP (2.3 mM) y el MgCl> (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b)
Isoterma de titulacién, el mejor ajuste a los datos experimentales se observé al utilizar un modelo de
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fent subcomplenes, many key aspects remaim (0 be nmvesled.
In pertculer, knowledpe of the enegetc prnciples that drive
subskr sl ncognition and inlersubund commimcation & sill
ridmmentary, The ensr getic contributian of Mg{1T)m s seeryme
= abo poorly understond (J) Besdes Mg rale a5 2 coliclor
required for slali Bmtion of the tramsitson state (2F), Mg(Tl) has
been mpbciad & bang crucil in delerminng (he endng
asymmety dnd cooperaivily belween catalytic stes (M, 2).
However, recenl studies have challenged that condluson, md-
culing thit heterogenaty in J subumit affisdies & an mberenl
property of nuckotdefree Fy (22, 26, 27). As far s we know,
0o systenatic charsckrraton of e emrgete contibution of
Mg IT) i the recogeatian of muckotides by Fy or by the sokited
subunm hus been conducted.

Mudhsotide-mnd uced confarmational changes in [Jaubum s am
consdened to be the esmatiel drving for oo for ralationad catl ves
i Fy (f, 3,4, 11, 12, 28, 29) Sekenily, the solited J subums
undérgoes conformationsd changss that resemble those betwen
apen and chesed § subumi confrmabors = Fy crvstal
siruchins (6, 7, =12, &) Therefore, the salsted § subumt
provades i encellent apporTHinLY o Study Ssues that are daficul
o addeess in larger RF-ATP synliase suboapanents. In ths
wark, we hive ssmed 0 gain eewi nght inio (he enengedic hisey
al the recognilsm of adenosne mudeosde by the monamerse
subunit from Sermophilic facilies PS3 (TH). For this purpose,
the bendeng of T 1o AT and Mg -A TP was cha racterered a5 2
fusnctsom of temperature weng high poeson sathermal Biratson
culormetry. The ssociston of Mg(ll) with free ATP wis abio
charactermd calor meinclly. The hindmg dus of these come
plens allowad (he deter mena on of the mergels: contbutsan of
Mg [T} m the recognasom of ATP by T A smber anshyes was
performed for ADI" a9 the Bgand, and the propertss of the (g
mckatde comphus were compared. Fnally, the mengetc
effece of Mglll)in F, catal yic stes were expl oned using affenety
constants & vasiahle m the Eemsune

MATERIALS AND METHODS

Materialy. All chemeak, meludmg ATP and ADP sodum
salls, were from Ssgma Chemacal Ca.
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Expresvion and Purification of the TE Subwmit. Mono-
meric T wias evpressd m Ewcherichiz o istram DK £(8), whach
lbcks the genes far FiFo. and punified © homogenmty & pre
vy described {20},

All expetmen & were performed st pH 8.0 m 2005 M Trs-HCI
buffer salubeom supplenented with 0.0 M Nad © prevent potem
aggregatsom . Punfed TH was thoroughly dealyred sgasest the bufler
salulxm or 10 calonmene masuranents. Afier dpsafcaton,
hmmmmmmwmmm,
weing & extinction coefficeniof 1530 M ™' am ™' at 20 am. For
ADP &nd ATP, = extrction coellicent of 16O M 'an™ &
259 ren was ped,. MOl and nucleatsdes (sodiem salis) were ds-
salved anfo the buffer solybon obisned from the bast dealye The
solution’s pH wa readiusted 1o 5.0 seng MaOH when neassary,

Brathermal Tiration Colorimeiry. 1TC &ermemtions
wene performed meng the high-prezson VP-ITC )
meter (MicroCl, Inc.). Banding of T 1o Mg AT or ATP was
sen] i (he tenpersiure range of 15-30 °C. The T3 con
centration was typcally 0.05-0.07 mM, while the Egand con-
centration = fhe oysinge ws 20-2 S mM. In the ttratsn of TJ
with ihe Mgll)-free nuncleotide, bgand and prolem sobitions
were supplemeniad with 2 mM EDTA 1o sequesier any resadual
trace of Mig( 1T} in the salutson. The stration s ched ule coms sied of
2= consculre smjechom of 3-8 ul. with & 6 min mierval
hetueen mpction Thedduson hest of the lgand was ohisned
va addition of the kgand to s buffer salutxm under xentcal
condsizms and the imection schedule wed wilh the pratan
semple In the case of the tiratan of TH wath Mg{llne
miceotade, the lndng comstant (Ky), the enthaky change
(AH), and the sioxchmmetry (a) were determmed by nonlnear
fitmg of sormakeed titrsbson data peng an adentical and
mdepemdent bndmg ste madd (77)

L [1 Xr 1

T ok

¥r 1Y A
J(‘*er) ﬁ

whene (0 = the nermakeed dafferential hest evalved per mole of
kgand, after cornecisan far the heatsof &l wtson of he bgand, W=
the wor king volume of the cell, and X'y and My are the lgand and
macromalecule concentrations, respectrvely. Far the tatratson of
T8 with Mg(lll-bound ATPE, both (ke kgand and proten
salutons contamed 5 mM Mglh. The rsulimg hinkng =o-
therms wene analvred ueng a lemary mode m whch T may
hmd ATP ar Mg-ATP, whle ATP may alio be m the form af
Mg ATPisee Appendiz) In e famgolibnsmadel, formutsn
perameler valus for TH-ATP, Mg-ATP, and Mg -ATP
{deermemed m mdependent expersmen i) were kegt fxed, while
theese T the T- Mg ATPcomplen were the ting parameders,

Titratson of ATP wath Mgl was performed inthe lempers-
ture rangs of 15=30 °C. The resction cell contaimed 1.5 mM
ATP, and the syringe contamed 80 M Mg(l, Each taratson
consisied of & e of 15 consytive imections of 2-15 4L with
& 10 min mterval between mection. The bendmg sother ma were
amlyred weng & model i which two Mg(IT) som bnd sequen.
tially ta ATP {32y

g = [Fﬂ'nrn- Vo :lﬂth WI + ﬁlxhtrul]:{hffﬁl
+ ARG (14 K [Mgl+ Ku K Mgl )}

0=




5260 Bochkmisry, Vol 49, No. 25, 210

where () u e cumulatrve henteffect, subscripts | and 2stand for
the bending of the first and second Mg [T}, repect ely, [A TP} &
the tonl ATP waceniration, snd [Mg)| & the fee Mgll)
concenralion.

Chargey in Salvent- A coexsible Swface Area. Surfae area
alkculaton wee conducted with NACCSESS [Hubbard, 8. ).,
and Thorton, J. M. (1993) NACCESS, Department of Bio-
chemistry and Mokeular Bology, University Londan),
using 4 probe radius of 1.4 A and a shor width of 0.1 A Clunges
m salveni-accesshle surface aneas (AA) were estamated fram the
dfference hetween the camphes and the sum of e T mobcules.

Ad.Baved Calrulations of ACq. To evtmate ACgq from
strctural date, we oeed the semmempnal rd sbombhp

ACa =} AcyAd,

where Ac 15 the speofic hest capacaty coninbution per umt of
s face area of tvpe i Praneten for prolan’s apalsr (corbon
and sl stoms) and poler {otyges and mirogen alams)
mr fcwl, obtamad fom dits of e ylx dpeptades lor the transder
fram the sobd stste 10 water, were Laken fram rel 37 These
parameiers were also used for the sdenme surfacs A recently
pubhshed sugarspecific parametronrson wa wed for the ribose
moly i the nuckeotade (). For Mgi 1) andphosphae s urfaces,
we demved cormepandng specific paramelens. Heal aapacty
changes accampunying e tramsfer of mag nesim and morgame
phosplate fram the gas phase 1 a0 aqueoms salution were taken
fram ref 35, Thes: magnitudes (~41 and ~81 cal mal™' K~ for
magnsium and morgame phesphate, nepectvely) were then
rrected for expasmon dffech by adding o Bem R, the unversl
comtan of deal gases( 36), and narmaloed by the cornsponding
total meface area {113 and 188 A7 for magnesum and morginc
phaphate, respectively).

RESULTS
Thermusd ynamics of Myp(Ily 10 Free ATP. AL pH
£ ATP 5 completely unpralonated (A . Therefore, il able

to bad rwo Mgill) rom m & slepeme manner:
ATP+ Mg[ll) = Mg~ ATP+ Mg{ll) = Mg, ~ ATP

Consstent with the, bandang sother mn ovbtaseed for the Stratsm
of ATP wrth MgCh: wiere bes { descor bed i ih @ seg ential bending
mle modd (Fagwre 1) Reulls fom calormein: mes inemenis
ol different temperatunes ane summarsoad m Table 1
ATP binds the first Mgl T) with an ~400fald avidity in relidson
to the weond ane. Bath hinding events are entropally drven,
with (he enthalc component besng more onfavorable for the
fomaton af the mono-Mg(ll) specss. Asumng AC, &
4 lmear regression analyes of AH,
data versus temperature in Table | pves valoes of 7 4 10 and
20 Walmd ' K™ for Mg~ ATP and Mg, ~ATPcompletes,
reprively (Fgure 2) The Al end ) value obituned bere
are smnilar b those recommended by Smath etal (7){T = 25°C,
AM, = 409 kel mol ' and Ky = 39500 M), who compiled
and cratcally ecammed 4 barge st of published bk ng data for
the Mg~ A TP complen. As fir s we know, ondy ane [TC study of
the ieteract an of Mg {Il) with ATP hus been repor ted ( 3). Duta
m that study 235 °C) were smlyaed usng 3 snglesite model,
veldng o sl enthulpy chamge (AM, = 42
scmewhatsmulier b o ng constan (X, = %00 M ') companad
to Une bsted o Table 1. lncontrast o the bisge number of AN,
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Pulndo etal
Motar ratio [Mg-ATPITIS
1o 13 18 18 ig

- — T T L)

ATP + Mgt =My ATP « Mgill] = Mg _ATE

Ti= ATP—=TR-ATP

weatimal of injactant

TH » MgATE =Ty MgATP

Ty v ™ T
=] L] b 3 a4 L] . r L] @ @

Molar raiio (ATP){T}] or [Mg(iIFATP]

Fazume |- Calormeewic sofhermm for (he formaton of TH-ATP,
TA-Mg-ATP, Mg=ATP, and Mg=ATP complexes at 23 °C_ ma
muTi&ﬂﬂhuﬂﬁq&m-ﬁ 0l M NaCl
H S h-:-:T—l B bemt fifting carves s the
mu!aﬁmllﬂ e experanental day were bt fred
by o g et B img two-ate madel For the T8~ AT comple,
i dentac) and wd ependont o model masued In the case
d’m-'l'j—ll; ATP comgics.a mode wasued
“ﬂhmﬂ" © ATP or Mg-ATF asd the
hndmg of ATP 10 ot of o Sugnesam oo

and Ky vahues svadable @ tie Meatue, ACa \d--ell
ﬂuﬂhﬂrmmﬂa-bd’nd-r K for the
Mg-ATP compla, which & smisr (o hal oblamed in s
stndy. In contrst, Wang @ ol W), meng sothermal flow
clonmetrc data = e lempeatue ang of 90125 °C,
obtzmed sgnfcantly lopr vales for the two Mg(IT}boumnd
ATP complenss (121 -d!ﬂﬂd" K™ for Mg~ ATP and
Mg:~ATP compleves, respectively).

Thermodymamics af ATF avd Mg-ATPF Binding to
Ivalated TH. Figure | shows exanpla of bindimg sothems
abisined for TH=ATP and TH-Mg ATP comples® The
tEnding Sotherms for the TH-ATP compla were well fitled
using a sngleste hindmg model. For the stration of TH wath
Mgll[Fbaund ATP, the alormetrc dats were fitled ueng o
madel m wheh ATP and Mg A TPcampete for T ndingsste,
and the equibra amang the ATP, Mg ATP, and Mg -ATP
geces are tken mio sccoud (see Appenda)

Table I summaroes the alonmene remils obtaned for
TH-ATPF and T~ Mg ATP complens &t different lempers-
twei. Fr bath bndng ewats, alormetn: das conm wiently
yeehded a0 ~1: | stoxhometry. The two complens differ sgm-
fcanlly fom ach olher = ther hermodynamic propertes.

The sew soscowlent bosd formed = B comssdernd hondimg
reEckos s SScawd by o dash lllhmil--"#ﬂ
hmﬂ L i e peciormod busary cossple 1 s meosted by
Y- Ji
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Table I Themodymmy Parasuters S the Bading of Mg ) 3o ATP ot Diferens Tomperators®

Mg-ATP Mg~ATF
Py K fi Al TAS. Kis Adng Ay TAS
[ ] (R T ucal mod) kcalimcd { o i) (M uealymsd) (lcalimad) { el mad]
11 234032 -47 19 &01 &+ -22 L5402 13
0 30400 ~&il 434010 @47 14 L5401 149
B i+l -&2 44402 L B =17 L7402 44
) 4N+l —&d 46+l 10l + 17 11 L8001 I
Bl et 30 dep Vabats are swtass of Thae cedepeades ! mpemess o tad Emperaiie
B
Tubde: Thessodymamuc Pimoes S he Bindag of My-ATP or ATP
il — - - - 1 TP a1 Deferent Tempesa e
. ng-hve g % AG, AR, TAS,
= —a = = PO 0TM™Y) Gmlmod  (oalmoll  (kcaljmod "
& Mg, -ATP
2 = & TH-Mg . ATP
3 ) ‘_‘\O\u\oﬁ [£] Li4al =49 =96402 =-17 L0234 001
= TAATP N Lik0l -&Y =59 +0.1 -0 058+ 001
s ¥ ET T T -1 104202 -1§ 0990l
N a7t al -&7 -8 +02 ~-i1 0954002
3 TE-ATP
; .,,_"l\\ 15 025E000 -8 -24402 34 0994009
- TH-Mg-ATP o oAl ane -57 =11 402 27 LM+00s
¥ alikao -5i6  —id0l 23 Lod+and
™ " p— i — N olEan %8 —43403 (E RN = ST
15 2B i b 1]
Temperature (*C}
Faiumz T Binding enthalpes as a function of temperame for the Taibde 3. Cowgenyy ity Pesuetes fa the Hextagu
TA=ATE, TS=Mg- ATE, Mg-ATP, und Mg:—ATP complexes in Imemoton i the Bading of Ma ) aad Nackoddes to T a2 25°C
inH'hiﬂHﬁrmﬁnqmdﬂﬂ.lﬂtNﬂ ™ m Thu
(pH 4.0). Dashed bnes corespond to the leastsouares bn ey ftngs
of the K irchoff aquason (34 B,/3T" = AC,) to the calorimetsc data. ooy 8 (Roleal)  aled)  (Rokimal)
assuming A, s independemt of temperatae. Mg ATP 29 13 ~10 -2
TE-Mg ADP LI —ibl -14 -3

The T-foM assoczatson comslent vahe oblamed for the
TR-Mg: ATPcomples ar s rom sgnificint, although partally
counterhalanced, varaton in emhalpy and entrapy. At all
lemperdtunes smpled, TP Endmg 10 Mg-ATP was around
240l more exothermic thin that to ATP. In contrast, the
lending entrapy wis more Givorahle far the T -ATP complex.

Abo usng [TC, Odaka o al (§) measured TF-Mg -ATP
Iendeng energebics &1 & sngle temperatune (21 °C). Data obviained
in that study (AH, = ~12 kealgnal, TAS, = =5 Skeal/mal, and
Ky = 66000 M) are somewhat different from those m Table 2.
These diffesences are in part due 1o the iwe of daferent bndng
modeks. In fac, of our bnding sotherns wene analyred nsng a
smplk 1] ending model, vahues doser (o thowe of Odaks o al
would be obtimned {formstence, @t 20°C AR and TAS, woud b
=10.7 and =4} kealmol, repectnely). Thee contratmg neslts
dhstrate the mpostance of mking ol account e coupld
equdhre occureng durmg the trason of T weth Mg [bound
ATP(Le, that T = abve o lend Mg -ATPar ATP andthat ATP
ahle 1 hind ane or two megnesiim soms) for the delenmenaton af
the troe (ormalson of the Ti-Mg ATP complex.
Analyss of e llmuddepm'zdw.}ndﬂk.&q. vahues af
=150 % 20 and ~96 + 7 cal mal™" K ™' for TH~Mg  ATP and
T ATP comprlexes, respectively (Fgure Z).

Tahle 3 shows the cooperatvity paramelers far fhe helero-
iropic mteractiom between magnsium and mdeotides. Thes
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parEmetens, the cooperabvly assocmlion conelanl, &, and the
cocperativily enthalpy, Ak, can be calculated fram the themo-
dynasuc parameders for the bndmg of the nudeatade and Mg-
bound macleatsde to T, and they reflecd the recaprac | effect of
each ligand on the lndng 1o THja = Lo/l = Ky, "k, and
Ak = AHpz— AHy = AH® ~ Al (922 Appendu]]

DEECUSSION

The ehcstiton of the maleculis bass that govern the
farmation of noncovalent prokem ddductsrequins & guantstatve
knowledee of the foree that drve the recognitsm groces. In
what fallows, & structur sl —enengetic anabyss is presented far the
formation of the T complexes studaed here, smullsneoudy
coseadermg the full i of thermod ynamee functions

TR—My - ATP aml TR—Myg ADP Conplexes Differ
Sfrom Each Other Energetically and Structwrally. Fgure 3
companis the thermodynams: sgnatures for the TH-Mg ATP
and T~ Mg ADP comphexes. Forihe last comphex, the calon-
metre dats obtasned pravsosly (W) wene fitled osng the ter nary
tending model degicted m Appendin. For that purpose, the
farmaton par smeersof the Mg~ ADP and TJ-A DP complexes
were abo messuned calormedncally (s bedow) As sen in

Fgure 3, the presence of the y-phosphate mosty makes the
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AM, Tas, 0

ACp,

Fagums ¥ Thermodymame sgraters of To-Mg-ATP and T
m—#ltﬂfum ey oy eremil tatration

Ser e legrnd of Figure | for the expenmen al cond-
O

affnity sBghily highe for Mg-ATP comparad 1o that of
Mg ADP, with & bending entbalpy smular to that of Mg ADP
(AAH, = =01 kealimal), whilk the hindng enlrapy becomes
shghily bess unfivorabie [ A TAS,) = 03 keal gmol]. ln contrast,
TF; catalstic sies exhibst & slbghily stranger preference for
Mg ADP over Mg ATP, mdcatng the impartance of the
digemex envemmen! for subsirate scognitem (@) Tha
peleence 5 oven mare dmalc @ e whok KFATP
wnihase, whee the praence of the trasmenbranal prolon
gaden decremwes the affnity for Mg- ATP by mome thun 6
aden of magmmde (47)

Figure 3 also compares AC,, values for TH-Mg: ADP and
T5-Mg- ATPcamglerss. The bunding of Mg -A TPio Thebcin
ugmfcantly larger decressr m heat aapacty s relatiom 1o
Mg- ADP. A Mhough exceptions can be found (14 typcally the
desalation of polsr surfaces inoyesses the heat capucaty, due to
the Eheration of waler mokeulés thal undepo 4 ne gien of soll
il atson mades upon retem to the bulk solvent{47). In the case
al phasplate groups, gas-to-waks mansfle dala mdxate that
the rdesolvati.on veelds posstive heat capacaty changes (1), whach
& conssient with dhe clormelne resalls for the Mg-ATP and
Mg, ~ATP compieves (Figure 2). Ths, the mare negative AC,
vahe chserved for the T~ Mg ATP complex cannol be ex-
planed an the bass of y-phosphatke deshvatsom, suggs ng the
accurnence of addst omal maleculer evens.

Besindes desalvatamn effects, a mumber of ficion can contribuie
sgnfcantly 10 the heat capacaty of Bomolculsr complewes,
mmely, (1) (dejpotonatun dicn, (1) achange of counter-
o, (1) sequestrs bon or Bberstam of strctural wakes molecules,
and i) coofor mational changes H7 - £7). For the T -Mg- ADP
comple, very snder bnding valees wew oblamad ueng Trs of
acolviate tuffess (30). Thae buffers differ fom each ather
lirgelyinther smmmton enthakye (AAH ., = 12 kel mol) end
m the ehectrcal charge of thesr mmprotomated bases {neutral for
Trsand negatrve for cacod viste). Therelore, o seenm that (acwon
1 and I can be rubed oot a3 major contributars 10 ACs n the
formatan of Ti-neckobde complewes. On the other hand,
sty of (he inhddsted state MF  siructure (Prodem Dats Renk
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Tiabie 4 Serfucr Avea Chamges md 53 B! F ol
fior fhe Formuton of T Mg ADP ad T- Mg ATF Camplese

Ad (A
T-Mg  T-Mp Ay
s ADY AT jlmel™' K- A%

pELES

prodar - -4l -0

apdar =240 =M 047
ancle nl

e - -9 -

P =140 =10 -u47

pdramy ] (ritose) - - ae

Raromg et iriart -8 = o

remg L on (ribse | - - e

Sl La e = =i -

oo Ladeese - -n aar
A buied cakals Soa

ACuioimd ™ K™ -0 -

AL g (il mal— Y - =18

T e G disaies o The Siove [ aleael wenr o moind &om e
Xomy emotwe o MF, [Poten Daa ey | e (/) and wmed 20
clvalaw Ad wbes for Se of @e sdated fee § sehesit ) 1o
Mg ADP (fp) ad My ATP (frp) From of U “Chmised fran
Ipdraton ho capand e repodad o 1 w M

entry Ibmf) mdacates that (he 1wo allyic ks m deed
confor mutson s hare sendar ressduad ypdrason. Soand five water
maleculs are soen ad the for and Jrrsites, nepecinvdy, bradging
the conte belueen e protem and (e Mg-hound nudeatade
(=35 A cunoff). This, it seems $iad resdind bydraton effecs
{Bcior 3) are alo not sgnificant m the determmaton of the
difiference m ACus betwaen T -Mg-ADP and TS-Mg-ATP
mmpets

A previos strc tural “energetx analvis showed tat the snal
ACp (-36 al mol™' K™') olwerved for the TH-Mg-ADP
comgies can be explimed sutsfactaridly on e bass of desoba-
tu of the protem badag sie and bgand surfaces (40). In that
amal vas, the conrdmste of the enpty and the M g- ADP-filied
J submis, extracied from the Xay strcture of mhibsted
MF; (I} were med (or calculation of the changes in salvent
acesshilsty of swface aneas (AA) accompanymg the formation
af the complen The burge structural rewrrangement svolved in
U transtion Fom fe (o fJoe ehoil extemneve exposison and
burymg of surface aness ol apposite sones of e proten. Tha
grong compensalory effect veldh & mangnal nel prolen Ad,
etpliming why & small AC, value & olwervad expermmentally.
Folkmang the sene approach, area chanps were a kulited for
the bmdmg of Mg: ATP 1o the salsted J subunit, weng the
solsted strictirsl of MP i and . Table 4 it A4 vales
for B complex and compass them with fome for e
Mg ADPbaund camples. For tha snal ves, recenly pubk shed
sugirspecific perameters were med for nbase surfaces 1a the
mdeatde (34). Furthermane, we derved spacilic heal apacty
pursmeters for Mp(Il) and phosphate mefaces, by ueng hwdrs-
taomn data svas lable o Uhe Dicratume (1) As shown m Table 4, the
o of Bin refmad wet of pa raseters vl i an etoelien { est matson
of AC for the TH-Mg- ADPcomplen. In contrast,in ihe case of
the T4~ Mg ATP compiier, e estenaled al e 151 amakly
bl fof that messuned culorenetncal by, suggestang that the MF s
Py conformataon 5 ot 48 4 good modd as MF,'s i, for the
cornisponhng nuckot de-baund confarmation of salated T
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Yag el al (/) masumed e milene of nudeatds on he
NM R signai of the 12 T tyrosne res dues. The NMR spactra for
TH bound ta ADP, Mg- ADP, and ATP wene very smiler & wmch
other, while the Ti-Mg ATP complex exiubiied o dusmiler
specirum. Mare recently, Y &g @ al. (2) performed a mane detadad
NMR amalyes of the nodeotsde mduced comfrmat ol dunges
in T By usmg segmental molope bibebng they found that the
nelative orenlaton of the C-termenal domasn i Mg A TP-bound
and Mg ADP-bound Tjf camphees differs by 107 Thse studes
mdscite that the monamene T suburet adaps & doser conforma-
on when bound to Mg- ATP. Thus, the mare negative AC, value
af the Ti=Mg- ATP commpiex aught be explasned on the hasss of &
groster burial of proten surface arem. ebeated by 4 brger can-
formatsonal chinge campanad (o that abserved m MEs e (1)

Fnergetic Hifects of Mp{ 1D inthe Recrprition of Nuele Gdes
by Dlated TH. Accordmg 0 Hess' aw, the difference between
TH-Mg ATP and TE=ATP complexes cormsponds lo the
trameder af M gilT) from ATP Lo the T+ ATP preformed complex

Scheme 1

TR+ MgATP == TPp-MgATP
TR-ATP == Tp+ATP

-

TR-ATP + Mg-ATP TH-Mg-ATP + ATP

To determene the “pure™ Mg(Il) bending contritmton
THATP + Mg(Il) = TH-ATP- Mg = Ti-Mg. ATP
the assocsatson between the metad son and free ATP needs to be

1aken miosccount

Scheme 2

TR+ MgATP == Tp-MgATP
TR-ATP = TRp+ATP
Mg(ll) + ATP ==  Mg-ATP

THATP + Mgill) = TH-MgATP
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Table SA shows cleulabom sacanding lo Scheme 2 usng the
ther madyndmee datain Tablss 1 and 2. Mgl [T) binding & favared
by ~7 kaalimal of Gibbs free energy, verms the ~ 1 kealfmol
atlmned from the dfrence heteeen TH-Mg-ATP and T~
ATPeomplevss. Mg [T} sequestratson bythe TH-A TP complex =
both evhalmally and eninopaally dmven. [0 contrast, (he
strasght difference hetween TA-Mg- AT and TP- ATP com-
plexes woubd ke to & different pacture i e, that Mg(IT) hindng =
enibaipically drven and entrogecally unfivenad. The same results
as thow clcdlaed comadermg Scheme 2 are ablamed o the
parameters for Mglll) Endng 1o the T-mdeotsde comple
are calculated usng the bindimng paramekers for Mgll) bad-
img 10 ATP and (he cooperainity parametens [ £ " = aky), and
AR " = Al + Ah (s Appendin)]. In fact, thiss another way
of applving Hess' law.

To explare the makecubir festures of the meorpanatson of
Mg(ll) into the TP ATP adduct, the theonetical AC, was
cilculated for this bmdng event In the structure of S bound
to Mg AMPPNP extracted fram the imhitited MF, crystal
strocture, the Mglll) stem 5 completely marembie 1o (he
salvent Removmg Mg(ll) Ium the compley el verlually na
surface aren changss (<1 A%) i either the nuckotide or the
proten. Thus, & the case of 4 rgad body-Bke assacsation belween
Mg(Il) and TH- ATP, the heat capacity effect would corrapand
entirddy o desalvason af the Mg{TT) san. The complete desalva-
tion of an MgTl) son ebess 2 beat camcily merease of 39 cal
mal”' K™, anee comected for expansion effects (76). Tha value
& sgnificantly ddfferent from the negatve AC value ablzned
from cilorsmetnc data for the squestraton of Mglll) by
TP-ATP (Tabie SA) Overall, these reulls mdicate that some
confarmatsmal rearrangements acour m the TH- ATP complex
upam Mg(ll) banding. This paclire & comsent with the con-
farmationd varsfoms between TH-ATP and TA-MgATP
comjikenes evidenced from NMR data (70, 12)

“The Mg 1T} comtrsbutson m the TH—Mg- ADI® compiex was akbo
determined in this work. For that purpose, the formagon pan-
mees of he TJ-ADP and Mg~ ADP complenss were measired
calormmefrcally (Table 5H). Smalsr 10 (het observed with e
Mz—-ATP camplex, bindng of Mall) & fee ADP & entromeally
drrven and enthalprally unfavered, although with a lending con-
shint that & | arder of magritude smaller (K, = 355+ 108 M),
In the case af the T ~ADP complex, the mieracisom = both mare
shble (K, = &0000 M) md more sothernee (~24ald more

Table ¥ Thermodymmic Paramerss fod the Radisy of Mg U

() T8 ATP
Adh, (ucalimad) AH, Dol ased) TAS, (oalmad) Ay (calmal™ K™
T 4 Mg ATP = T-Mg-ATP —4.1 —la4 -8 -4
TE—-ATP=T§ + ATP 18 34 -2 *
MgI) + ATP = Ma—ATP -2 44 104 n
TEATE 4 Mg = T ATP =My =14 =28 43 -1
(B} TH-ADP
A, (ol Ay, (o almiad) TAS, (ol mad)
T Mg AT = TH= Mg . ATF =i =105 -19
T ADP =T 4 ADP &y 1 n#
Mgl + ADP = Mg— ADP ] 17 LE]
T ADP 4 Mgl = TH- ADP-My —47 (i %] 4

“Al dnda obimaed a2 15C
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megative) than that of the TH—ATP complex. With the Tj~ADP
and Mg~ ADP comglex formabon pirameters ddemmed the
clormets: data reported prevously for the TJ-Mg -ADP com-
ple () wen mamalymsd usmg the ternery modd descrshad m
Agmendi (Table T} Smoe there was no evidenoe of the formatson of
theMg, —A DP campilen, K and A H,, were sl lodeso in the fitling

As dhown in Table 5B, there sre some differences = the
bmnicn g energetics af the two muickeatxdes 10 TH. The mieractsan
af TH with Mg: ATP & enesgetacally ssmdlar 1o that of Mg- ADP.
However, the (hermod ynama: dffeences between the TH-Mg-
ATP and TH-ATP complenes are sgnifinnily langer (han (hose
bedween the comespondmg ADP complers, mdaating a very
differen effect of the metad jon m both tvpes of nuckotide T
complene. Accardmg b Scheme 2, the T ATP camplex hinds
Lo Mg [T} wth sagre beantly mare avadity. T improved af fimity
= mamly doe o o Svorable enthalpie contribytem, while the
bindeng entrogies of hoth complexs ane appranemately the sume
wre The kEndng enthalpy = & measure of the strength of the
mieraction hetween the mokculer pariners (AH ) rdatve to the
energy pemaity pasd by desobatxm (AH, ) of the contac
s e

Al = AHie+ Aty

Exampies can be found m the Blerature of emthirmme
(A < =AH ) of exotbermc (A > =AH gy recogn-
toem of medalions by protems | 46). Acandmgly, stischer that the
TH: AT adduct provades a better stereochensca] environment
for Mgill) anchonng than the TH-ADP adduct. In fact,
mutstonal studies have shown (het the camplets octahedral
coordmation of Mglll) in F) dosed catalvic es requines the
presence of the yphosphate of ATP (). The Sphosphae
af ATP and four J subumt resdoes ((hoee of then Eoked
via siructiral water malecules ) complement the coordmatsan
of the menal son. Furthermore, @nce no @ subumnl redoe 5
mvolved in ke binding 1o Mgl m F,, m prencaple the full
coondmation of the metal on can be achieved in the isokusd
A subuns

Anather way tolook st the effect of Mg(IT) & the recogmtson
of mdeatsds by TP 5 Guough the coopeatnve hewrno
Inopic asmocetion comaant fa), which & calonluted s the rato
betueen the T- Mg ATP and T~ ATP binding consiants e
Appenda) (47, 45). Accarding © the data Bed i Table 3, the
Endmngol ATPand Mgl I} to TH & leghhycooperativeda = 7.7).
wittle Mgill ) hasvir tally no effect in thecase of ADP(a = 11).
Senikerd v, the cooperative enthal py (Ak)is gven by the enthal py
difference hetween the Mg(ll}-bound and Mg [[}Hree mudeotade -
TH complees. For ATP recogmition, Ak & =70 kealimal,
wheras for ADP, Akis ~34 keal/mol. The coaperatve entroqme
term for ATP (As) s <S8 calmal™' K™, wheress for ADP R &
=33 al mad™' K\ In the case of ADP, (he cooperative
enthalpy and emtropy ol oul, gvng ™ 0 4 neglyghle
couperative Gibbs energy. Besades, hoth enthalpee snd etroqee
terms for ATP are sller (agprocmately 2-fold) than those
far ADP. Wirh regard 1o the binding cooperatvity m the
TH=Mg- ADP termary sysiean, fram a farmal poent of vew it s
mieresing 1o pant out that, comedermg ATP a8 the reference
bendeng molecule, i syslem represents an examphe of coupbng
beteeen a cooperative homotropic mteraction [ATP may bend
anear twio Mg(Tl) soms] and cooperutrve hstenotr apc milermclon
[ATP may tend T/, may bmd Mg{Il} or may bend both T &nd

61

Pududs ot al

Mgll} smulnneously, but the Eindng of 2 second M gll)
enchudes the linding of ATPY).

11 = menestmg to note that while the difference m the enthal py
af farmatson between T~ Mg -ATPand TH- Mg ADP (AAK, =
=0.1 kealimol) complens & very smiler o thal betwesn
Mg~ATP and Mg~ ADP complees (AAH, = —03 keal/mal),
the differmnce = the entrapy of formatson between the pralen
adduct & sgnificanty smaller [A(TAS) of 03 kealfnal v
A[TASS) of 23 keal/mal] (Table 5B). The net change m the
mimber of degress of (reedom upon molxuler assocition &
determmed by three magor contrbatams, namely

ASy = Ao + Afiv+ Afy

whent ASwmet, ASwiy, and ASy, dland for the conforma-
tsonal, salvatsan, and rato-tramshtional entropy changes respec
vy (37) 1t mwell sstabdshed (hal (he formation ol benolecy lar
complens mvahed a constentboss of AS_ regardles of the sxe
of the meracimgmolasides (49). On the other hand, the preence
af the y-phosphate of ATP should veeld a mare favorable AS..,.,
o 3 lirger surface ares hecomes ined upon bndng o the
proten. Therdore, the smalls entrapy diffeece betwen
TH=Mg -ATP and T ~Mg -ADP complewes in reélatson 1o that
betueen Mg ~ATPand Mg—ADP completes may be mlerpreted
m lerms of & mare unfavarable A%, for the formatson of the
TH=Mg-ATP complex, ie, the freermg of & barges menber of
proten rotatable bands.

Overall, the analyes gven ahove indicates that the TH-ATP
adduct provides & beler sie for Mgl anchanng #han the
TH-ADP addnct Furthermore, entropy and heat capacty
changes are cons gienl wifh (he catalvie subuni adopling amare
dsed confarmatsm when it s bound o M g-A TP than when ils
bound to ATP or Mg+ ADP. These resulls comfrm and comple
menl in eméngels lerma the concheiomn reached recenlly by
Yagi et al {£2), who found that i the presence of Mg{Il), the
p-phesphale eho s & strucior & redrrangomen | &l the catalylic ste
that faliows the averall bending moson, a newma ngement that &
nol sea upon ADP or Mg: ADP banding.

Enerpetic Role of Mp(Il) in the Recognition of ATP by
Catalytic Sitex in Fy_ In gme of he wehh of svalshie
iformatson aboul the callyix and bending properies of F,,
there m sl a dehate regarding whether the occupamcy of
w2, 26, 27, 50) ar three catalyte svies (41, 51, 52)is sudfacent
o achewe rapad ATPase actnaly. Furtbermare, bndng and
lonete dataof ATPsynihase and sisdaffenent subcomplenes have
poven o be dfficull 1o anahve and merprel. For mstance,
although F| calalyie sis exdebil strong negative kinding
eooperstivity (13, 57), expenimentsl dats have been just &5 well-
descrthed immg sequental o mdependent st mode (26, 47).
Needless 1o siy, setflernent of these mechanstic aspects =
emental for the correcl detsmumation of F, Wnding pass-
meters. Sudes based on ather I ar (5%t models have been
eonducied for messremeni of he asocssbon canstints af both
Mg IT-ree and Mg{IT)-bound nuckeatsdes. Thus, justas with the
solaed TP subumst, the Gibbs free energy conlmbuton af
Mgll)in F, cutabyie st were dewrmined wsmg bath be and
treame bending dats. It 8 worth recalimg that, acconding to the
amal v preentad above for isalated TH, the determemation of
the true thermodvmams: parametens far the recogmban of the
Mg Mbound mudeotsde requens the smultmeons comaders-
{3 of the assocstion parametens af the fnee nudeatsde with T



Artcle Bischemistry, Vol 49, No. 25, 2000 5265
Takde & Hisdsg Feergetios of Fy Chitalyse S
[A] Te-ate Dat for EF
AfiiEL AdiE2) AdiaEI AfiEL) = ARIET) = ARET) AfifEL) AdiE2) Adi 511 e
EF {4+ Mg-ATP EFyfi 4 ATP EF § ATP 4+ Mgailh
—1143 ] —-&17 —-574 —1i1.34 —.% -850 4
EF,f§ + Mg ADP EF §4 ADP EF § AP+ Maill)
—LiLiR 1.4 ] -4153 — ]2 ] ] 54
(B) Bisiie Dt for EF
AlfEL AdiE2) AfifEL) AdiE) AfifEL AdiE2) e
EF 8 + Mg. AP EF,# 4 AP EF §LADP 4+ Maill)
L] 5.3 L] — 594 —-&91 —5.45 Fad
00 Te-aie Data for TF®
AdR(ED) AdiE3) Adi =) AdRiE) Adil B2 AdRE) nd
TF f4+ Mg ATF TF i+ ATF TF#ATP+ Mg 1)
—4£26 —&91 —5 500 —-A.H —£71 35,55
TFifi + Mg - ADP TF 4 ADF TF i+ AP+ Mgil1)
-3 11 —437 -735 —5.3 —4310 35,55

Sy, vabees e @ves s Dilocaloses per mole. it odtamed af 33 0 Dt cbdcimed ot 25 0

ar Mg 1T} Meverihebs 2, inithe case of T, the coma deraton of all
the different coupled equebbray emultsneondy velds anly senar
chiferences m the AR and A%, valoes (<2 kal{mol) determened
nang ather a gl lenary hendmg model or & compler ternary
el whaed be bl nene m AL, were neghgihled < 02 kealmal).

Bensor and callaxgues have tharoughly siuded By fram E colf
{EF} falkemg ihe quenchmg of a Trp readue mirodueed at
positsan 331 in the [ subunit (EF [JYI30W) (2, 25, 42, 51, 54).
Bnding daty were anayeed nsang 3 model of the e mdependent
sates (31=53) Tahle 64 shows Gobbs freenerges for the lendmng
al EF, caialyis ates to ADP and A TP, in the presence or ahamna
af Mg{ll). In the prsence of the metd son, three dffeent
affnties were observed. Accordmg 1o thee duta, BEF, exhibuls
a somewhat stronger avadity for Mg ATP than for Mg ADP.
Far bath nuckeatsdes, A0S0 is ~2.5 kealimol mane exergome
than AGRE), wihoch moturn 5 ~ 17 loal fmal moare negative
than A3 In contrast, the three stes exhitoled sdenbeal
affnties m the ahsence of Mg(Il). Thes kst resull lked o the
propozal that Mgll) & esentzal for mmparimg asymmeinac
tending propertes i Fi.

Tna recentstudy, Bulygen and Migrami{27) noted that sulfae
competes with adenoane nudeatsde: for catdvie @t in EF |,
samnalar Lo that atserved prevsausly for morgame phosphate Thes
ahservalion 15 relevant, 45 a birge bady of data (melodomg these
fram Sensars lab) has been oblamed with sulfae a5 a cosalue.
Bulygm and Milgr am (27) abtaned bending corstants af sulfule
free EF AY331W for ADP, Mg -ADE, and ATP cond dermg (an
mdependent bindmg wtes, while Mg ATP wx nol mesund in
ikt sudy. Therefare, Table 8B ks only b-ate lendmg data for
ADP and Mg ADP. Measwrement performed m the ahamna
af sulfate revealed that BF Y 330W catalvie sle ako exhibnl
ifferent affotes for Mglllefre nuckotsdes, an abservaism
bt eom i chets Uhe view that the metal son = the deternmmant for
ithe nuckeotade endmg asymmedry. For Mg- ADP, the diffenmee
betueen AGLST) and ARSI} (4 kealimal ) is sgfacantly
largerihan the difference between Uhe same 1o sl i the Lr-sie
madel (~25 kealmolp Forthermore, in the h-ate model, ihe
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ifference in affimiy between 51 and 32 % nol sensinve fo the
presence or ahemoe of Mgl

Allson and so-warkers reporied in<ate hinding dats for TF,
ako wang mutsnt § subumts, J¥ M1 @0, 55). Tablke o0 ks
valus for only catabvie mtes 852 and 53, @nce unde the
condstsangusad by the authars, only the upper Emstsfor A0(S51)
were miprned. AW 52 values for Mg{T[hound nuckeatsdes are
sagnificanily mare exergame for TE, than for BF |, while Al (83}
vadues are rather smilsr . For the bnding of Mgl }-free mucko-
isdes, three dfferent affimies were observed far TF, with
ALFg53) bemg comparable o the angle affmity value abizned
for the three BF | catal s e

Bi- ar ira-ate bendmg models led to ver v different poetures of
ithe rale of Mgl o satdesiion m F, (Table 5). Data mierned
fram the in-te model mdicake thal meorparaton of the Mg 1T}
wm depends strongly an the conformatson of the cutalyise s,
with the sirengih af the stehdkeaison parallbng the affmty for
ithe Mgl Fhound nudeatde. The conclwaon resrare he sime,
regardiess of whether the thnee cutabyis sies are thoughtio have
chifferenil o sderiacal affemtsesfor Mg{T[-depleied nucleatides In
the caseof EF |, the dafference hetween AGYS1) and A5 &
barger than that hetween AGLST) and AGWS3). Smee Jgp and
P are eonformatonally very amibar to each other, o falloss
1hat Mg} perceves in same way the asymmetne enveronment
provaded byithe adiscenta and ¢ subunk, In conirast, the bi-ste
madel keds o the concwaon that Mg T contd boes sl ardyin
hath cutalyise ate In other waonds, Mg (1) does not make any
contrbuison per % (o the hewerogenesty of the catahise ates, at
least m terms of Ak The sde that miersubunst mieracisms
alane induce nucleabde hmdmg heteragenaty ai avlalyise aies
has recenily necesved maportanl sugport fram the recenlly
determmed orvaial struciure of nuckeatsde-free mitochond ml
Fi, where the three § subumis present dafferent conforma-
s {22, as in the stroctune of nuckeatsde-hound ME)

Like those ohsmrwed for mobed TH, avabble affmiy
congtanis for F| catalyise sies indacae that the stahbzson
effecis of Mgll} depend ssgnificantly on the nuckobde
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mvolved. Furthermore, it has recently been suggestad that
to Elerake products efficsenty, the ADP-relessng [ subunit
m Fy should adopt a bss dossd conformason compared fo that
of the ATP-bound subnemat (12} This, te oudeatide-dependent
conformaisonal and energetx: behavor of the monamen: subumt
s 0 have Rinctonal repercussons in Fy. To Mirther explone
the enengetic hases that drve mucleo fde mecogmtaon by Fy catalyse
s, & caorimeinc characier zation of the ndn g of ths akgomer
o Mg{[[}dree and Mg(ll}-haund nucletides & curmently hemg
underiaken m our kb,
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APPENDIX

Wewdll conadir & ernary svalem o which the T subunit may
tmd ATPor Mg ATP and, o the sime tme, AT may bnd one

ar o magnesam o (Scheme 1),
The concentratson of the different complexes can beeapressad
a5 a Rincton of the concentratons af free speces

Mg- ATP] = K, [ATP] MgTT}]
Mg, ATP] = K, K| ATP] Mg(IT)}*
[T-ATP] = K [THTIATP
T3 Mg- ATP] = KeaKii | THTATPIMa(IT)] =
Koy Ky o [T ATP [ Mg(IT)]
Comeaderimg the mass comservatson for each camponent [T9,
ATP, and MgiIl}}
JATPly = JATP|+ Mg ATP|+ Mgy ATP) + [TH- ATP!
+ [T Mg -A'TP|
Mely = Mg(l1)]+ Mg -ATY] +2 Mg, -ATH|
+[T3-Mg-ATP)
T8y = (T8 + 18- AT + [T8- Mg ATP)
Then, miroducng the o)l brum com tn s for each complex,
we arrive ot the following =t of nonbness equations:
TP = |ATP] K, [ATPMg{IT)] + Ky, KA TP Mg{ 117
+ K [THTATP] + KoK [ TH]ATF Mg(1L1)]
Mgie = Ma(11)]+ K [ATP] M(I)] + 2K Kic [ATP] Ma(I1)]
+ Kpa i) [TH]ATPIM g(1T)]
TE iy = T 4 K [T 3 JATIY) + K Kis [TANIA TP Mg(IT))

whemne Ky and Kio s the slepowine s oo fon consianis for
ﬂﬁqmﬁwwl}ﬁﬁ“. x“ﬂ‘nmlh

Scheme 3
K, - A

ATF [ Iy 130
Tii
1 K, AH,

I -ATE + Nl 0 4
K, "AH, "
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ssocia tson constanis for ATP and Mg ATP binding 1o TS,
respectivy, and K" is the ssocislion anstant for Mg IT)
banding wTEATP.

The tatal comoentestions of ATP, ougnesim, and TJF afler
exch calonmetne mprcton §ane grven by

(AP, = ;Am.[- (o -%)]
Mg, =M,
W =11 - )

whene [A TP = the concentratsm of A TPin the syrmge, | Mg =
the cancenlration aof magnes e i (he syrmge and the cell, [TH]
& the imizsl concenration of T m the cell, v 5 fhe mpection
valume, and Vo the cell volume.

The Newton ~ Raphisan mefhod can be used o sohe numenally
the 21 of nonknesr equalsons for ssch tiration ponl, thus, deler-
mening the fne conentatom of A TP, magesum, and T§ after
auch calorsmetng g son . Ulang e asocationconstan, e
ceniratson of each complex after ench secton can be caleulued:

[T ATP), = Ky, [TH JATH,

[T Mg A'TP], = Rpakis) [THL AT, Mg,
Mg -ATP|, = K JATP Mg,

Mg - ATP], = Ky lie JATP] Mg,

The hest effect asmocated with each mjection, ¢, an be
calenlnied from the change m concentrabon for mch complex
afer each clormeln: mpcton, and the enthalpy change ssso-
cuked with formatson of each comglex:

o =vof [raare -rmpatel (1- )| asm
+ o e e - g ae - (1-7) s+ 2
o [ e ath - e ATR_ (1 1) - g awiATP G At
+ [T'-Imm-rﬂn-hm-.(l -~;‘Z;)

'Fu.-anmﬂip'ﬂ (&AL, +”h=]}

whene AHp and AHp; are the enthalpy changes smacated with
the lending of ATPand Mg ATP 1o T, respectively, and AH,,
and AH . are the enthalpy changes assocated wath the bindmg of
the first and second Mgl ) mokcule to ATP, repectndy. The
cormection tefmms mclodmg Fu,.amw 20d Fug . yrp the fractions
af ATP in the syringewith one and fwo mag ressum stams bownd,

- ATE 4 '\:I_nIJ- - LX) ATHF

K..AH,

M- Mg - ATE i Mgl s



Arisde
respecinely, reflect (he amount of Mg ATP and Mgs-ATP
complete miroduced mio the cell jist by impiction and not due
toeguibhmiem balsnce.

Fana By, the bt el ignormakesd cons denng ihe amouni of
Egand :*ﬂl’:

|
& =,

Inthe spenments, & AHy, K AR, K, and AH, were
derermined dreelly from drect biwry titatson. Kz a0d Al
were determined fram (he lernany aperiments, on the alher
parameters had been previously determined.

The cooperatiaty m he lndng of ATP and Mg(ll) 0 TH =
contained in (he val ues of Ky and AHp I K and Kpjane equal
and AHy; and AHs: are equal, the binding of Mg ATP 0 Ti
the semeas thatof ATP, and magnesum does nothave any effect
im the ATP binding. If Ky and Ky dre ot equsd and/or Ay and
AHy, are not equal, the bnding of Mg -ATP b T & different
from that of ATP, and sugnesum hos same effet an the ATP

endng. In that casm, e coopersiive helerolrope soss(on
comslant for ATP and magresum kndng to T will be gven by
n=%

where an a of >1 indcats postive cooperatvity, sna of <1
ndicates negative coopersfvty, and an a of | mdcars no
cocperathaly, Samilacly, (he cooperilng enthalpy change for
ATP and magnesum bmdimg w0 T will be gven by
Ah = Adpy~ AHp
The cooperatve enlrapy chimge cin be cakculated as
Th = Ah=Ag =hk+RT

Finally, we may conchide ifat the cooperatve effect hetwemn
Mgl and ATP = recpracal. From energy comervation (Hes"
low) appled 1o e brmaton of the T MgllATP tenary
compler, we abtian

Kol = Koo K
.ﬂ.Hu-}-Mh -=Mﬂ+wui

then
o= e
Knn K
Ah = Al ~ AHpy = AHye —AHy
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