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RESUMEN

El proceso por el cual las proteinas adquieren su estructura tridimensional es conocido
como plegamiento. La informaciéon requerida para que una proteina se pliegue esta
codificada en su secuencia de aminodcidos; sin embargo, aln no es posible explicar cémo
es que dicha secuencia da lugar a la estructura tridimensional. Los conocimientos
adquiridos sobre el plegamiento de proteinas han sido resultado del estudio de proteinas
pequefias (< 200 residuos) de un solo dominio. No obstante, es necesario estudiar el
plegamiento de proteinas de mayor complejidad y tamafio para lograr dilucidar las bases
que rigen dicho proceso.

Las proteinas peripldsmicas de unién (PBPs) estan formadas por mas de 200 residuos y
presentan una estructura general constituida por dos dominios tipo Rossmann. En
Sallmonela typhimurium, la PBP de unidn a lisina, arginina y ornitina (LAO) estd formada por
238 residuos y presenta un dominio continuo y otro discontinuo. El dominio discontinuo, a
su vez, muestra una prolina en configuracion cis en la posicion 16, la cual se encuentra
altamente conservada.

El objetivo de este proyecto es la caracterizacion cinética y termodinamica del mecanismo
de plegamiento de LAQ, asi como el estudio de las repercusiones estructurales y funcionales
de la mutacién P16A.

Estudios de desplegamiento de LAO inducido por temperatura y urea, seguidos por técnicas
espectroscopicas, asi como calorimetria de barrido diferencial mostraron que dicho proceso
es altamente reversible y, al equilibrio, presenta un comportamiento de dos estados, tal y
como se ha observado para otras PBPs. En contraste, los estudios cinéticos mostraron
mayor complejidad. El grafico de chevron obtenido de los experimentos cinéticos de
desplegamiento y replegamiento presenta dos ramas a concentraciones de urea menores a
1.5 M, ambas con curvatura. Este comportamiento ha sido reportado como consecuencia
de la formacion de intermediarios del plegamiento y/o isomerizacion de prolinas.
Experimentos de doble salto, asi como de replegamineto en presencia de la enzima
ciclofilina indicaron la presencia de isomerizacidn de prolinas, probablemente, debido a la

cis-trans isomerizacion de la prolina 16. El analisis del grafico de chevron en ausencia de



isomerizacién de prolinas mostrd la existencia de un intermediario. De acuerdo a los
experimentos de replegamiento interrumpido, dicho intermediario se encuentra en una via
secuencial.

Por otra parte, los estudios cinéticos de la mutante P16A confirmaron que este residuo es
responsable del proceso de isomerizacidon observado en los experimentos de doble salto.
Mads aun, la estabilidad de LAO es afectada por la mutacién y, de acuerdo a experimentos
de calorimetria de titulacion isotérmica, también su funcion.

En conclusiéon, los estudios realizados como parte de esta tesis, sugieren que la alta
reversibilidad y cooperatividad observada en las PBPs es consecuencia de su estructura
general; no obstante, otras caracteristicas son particulares de cada proteina. Por ultimo, los
estudios con la mutante P16A han mostrado el lazo estrecho que existe entre la estructura
y la funcién. Por ello, para profundizar en la comprension de las propiedades de las
proteinas es importante el estudio detallado de los factores que proporcionan estabilidad

a dichas macromoléculas y aquellas que determinan sus caracteristicas funcionales.



INTRODUCCION
Plegamiento de proteinas

Las proteinas adquieren su estructura tridimensional a través de un proceso conocido como
plegamiento. En el afio de 1961, Christian Anfinsen mostrd, a partir de experimentos de
desnaturalizacién y renaturalizacion de la ribonucleasa pancredtica bovina, que la
informacién necesaria para que una proteina adquiera su conformacién nativa se encuentra
codificada en su secuencia de aminoacidos (Anfinsen, 1961). Dicho descubrimiento originé
lo que en la actualidad se conoce como el problema del plegamiento de proteinas, el cual
se resume en tres preguntas principales: éicudl es el cdodigo por el cual la secuencia de
aminodcidos determina la estructura nativa?, écomo es que las proteinas se pliegan en
tiempos bioldgicamente relevantes? y ése puede disefiar un algoritmo que permita predecir
la estructura terciaria a partir de la estructura primaria? (Dill, 2012). Aunque aun no es claro
como es que las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos dan lugar a la estructura
tridimensional de las proteinas, se sabe que las fuerzas que guian dicho proceso son
principalmente los puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals, interacciones
electrostaticas, asi como el efecto hidrofédbico. Como resultado del balance de todas las
fuerzas implicadas en el plegamiento, las proteinas presentan en promedio una estabilidad
de apenas 10 kcal mol? (fig. 1). En 1969, Cyrus Levinthal mostré que la busqueda de la
estructura nativa a través de todo el universo conformacional es practicamente imposible
en un tiempo biolégicamente relevante (Bryngelson, 1994). Después de diversos estudios
experimentales y computacionales, se ha propuesto que el paisaje energético de las
proteinas tiene forma de embudo, donde el estado desnaturalizado se compone de todo
un conjunto de conformaciones de alta energia y entropia, y el espacio conformacional se
va reduciendo conforme la proteina se acerca al estado de menor energia (nativo) en la
base del embudo (fig. 2). A pesar de dichos conocimientos, en la actualidad no existe un
algoritmo computacional que permita conocer la estructura nativa a partir de la estructura
primaria; sin embargo, se han desarrollado diversos programas capaces de predecir la
conformacion nativa de las proteinas con base a la existencia de secuencias homaélogas cuya

estructura tridimensional ha sido determinada (Kaufmann, 2010).
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Figura 1. A) Las principales fuerzas que guian el plegamiento de proteinas son los puentes de hidrégeno, las
interacciones electrostdticas y de van der Waals, asi como el efecto hidrofébico. B) Como resultado del

balance de todas las fuerzas implicadas en dicho proceso la estabilidad de las proteinas es de apenas 10 kcal

mol™! en promedio. Imagen modificada de (Pace, 2009)
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Figura 2. Embudo de energia “liso” (A), sin minimos ni grandes barreras energéticas, y rugoso (B), con minimos

correspondientes a estructuras parcialmente plegadas. Imdgenes modificadas de (Bartlett. 2009)
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Un enfoque de gran importancia en el estudio del plegamiento de proteinas es la
caracterizacion del mecanismo por el que dicho proceso se lleva a cabo, el cual se refiere a
la serie de pasos que llevan del estado desnaturalizado a la conformacién nativa, y el orden
en que suceden (Dill, 2012). Para ello, es de suma importancia el estudio de las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de los estados intermediarios, asi como los
estados de transicion. Varios afios de investigacion han mostrado que proteinas pequefas
(< 100 residuos) generalmente se pliegan en una sola etapa (dos estados), mientras que
proteinas de mayor tamafio (>100 residuos) presentas intermediarios (tres o mas estados)
(Jackson, 1998). El mecanismo de plegamiento de una proteina estd determinado por la
forma de su embudo de energia. Proteinas cuyo embudo no presenta minimos de energia
profundos (fig. 2A) se pliegan siguiendo un mecanismo de dos estados; por el contrario,
proteinas que presentan embudos con minimos profundos (fig. 2B) se pliegan en tres o mas
estados (Bartlett, 2009). No obstante, las caracteristicas estructurales que establecen el
mecanismo no son claras. En un inicio se propuso que dicho proceso dependia de la
topologia de la proteina; sin embargo, después de diversos estudios se encontrd que
proteinas con una estructura practicamente idéntica pero con diferencias en la secuencia
de aminoacidos pueden presentar rutas de plegamiento con distintas caracteristicas (Friel,
2004; Gianni, 2007). Varios trabajos han mostrado que para dilucidar los determinantes de
dichas diferencias, es necesario estudiar a detalle cada paso en el proceso. Por ejemplo, en
un trabajo realizado por Friel (Friel, 2004) se muestra que la proteina Im7 presenta un
intermediario de plegamiento, el cual es estabilizado por interacciones no nativas. Dichas
interacciones no estan presentes en la proteina Im9 cuyo plegamiento es de dos estados, a
pesar de compartir un 60% de identidad con Im7, asi como la misma topologia. Cuando los
residuos que se encuentran en las posiciones donde se realizan las interacciones no nativas
en el intermediario son remplazados en Im9 por los de Im7, el plegamiento de la primera
cambia de dos a tres estados, mostrando asi diferencias en el mecanismo de plegamiento

gue no se originan por diferencias en la estructura nativa.
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Modelos de plegamiento

Posterior a la paradoja de Levinthal, se propusieron diversos modelos que tratan de explicar
el mecanismo general del plegamiento de proteinas (fig 3). En 1973 Oleg Ptitsyn sugirié que
el plegamiento es un proceso jerarquico, el cual inicia con la formacién de la estructura
secundaria. De acuerdo a este modelo, de nombre “armazén”, la estructura adquirida en
cada paso estabiliza a la ya existente. Posteriormente Karplus y Weaver propusieron el
modelo de difusidn-colisién. Este modelo supone que las proteinas estan formadas por
pequeifios micro dominios cuya secuencia de aminodcidos contiene la informacion para su
plegamiento en pequenas porciones de estructura secundaria. Estos microdominios
pueden colisionar por difusion y una colisién productiva lleva a la formacién de
intermediarios, los cuales llegan a la conformacidn nativa a través de colisiones productivas
posteriores. Mas adelante, fue introducido el modelo de colapso hidrofébico, el cual
consiste en el colapso rapido de la proteina a una estructura compacta donde
subsecuentemente se forma la estructura secundaria (Fersht, 2008; Gianni, 2008).
Formacion de

elamentos de
estructura armazon

secundana
Coalescencia de
estructura
secundana

colapso hldrofobuo

Crecimiento de la
estructura secundaria
—————

Estado desplegado

Estado nativo
nucleacidn-condensacion

Ensambiado
jerarguico

nucleo da
plegamiento

Figura 3. Representacidon esquematica de los modelos de colapso hidrofébico, framework y nucleacién-

condensacion, propuestos para el plegamiento de proteinas. Imagen modificada de (Morris, 2012).
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El modelo mas reciente fue propuesto por Fersht y es conocido como el modelo de
nucleacion-condensacion, el cual consiste en la formaciéon de un nucleo de estructura
secundaria estabilizado por interacciones terciarias alrededor del cual la estructura se
condensa (Itzhaki, 1995). En este caso, el estado de transicién es una forma distorsionada
de la estructura nativa, donde la zona mas ordenada es el nucleo y la distorsion aumenta
con la distancia. Diversos trabajos han mostrado que ninguno de los modelos propuestos
explica de manera general el proceso de plegamiento; por el contrario, cada proteina es un

caso particular cuyo plegamiento puede ser descrito por uno u otro mecanismo.

Intermediarios de plegamiento y su deteccion

Los modelos de difusion-colision, framework y colapso hidrofébico presentan una
caracteristica muy particular: todos ellos implican la presencia de intermediarios. En un
principio se postuld que dichas especies eran indispensables para el plegamiento de
proteinas ya que limitaban el espacio conformacional para la busqueda de la estructura
nativa. Sin embargo, en 1995 Schmid encontré que la proteina CspB se pliega rdpidamente
en ausencia de intermediarios (Schindler, 1995), y en 1997 Kiefhaber (Wildegger, 1997)
publicé que el plegamiento de la lisozima presenta un mecanismo triangular. Para otras
proteinas se han obtenido resultado similares, sugiriendo que los intermediarios son
trampas cinéticas que obstaculizan el plegamiento y que por lo tanto se puede prescindir
de ellos. No obstante, otros estudios indican lo contrario. Por ejemplo, la estabilizacién del
intermediario cinético que presenta la proteina Im9, aumentan su velocidad de
plegamiento alrededor de 20 veces (Friel, 2004). Para otros sistemas se ha observado el
mismo efecto, apoyando asi la visién inicial de que los intermediarios son especies
productivas que facilitan la busqueda del estado nativo a lo largo del universo
conformacional. Algunos autores sugieren que las conformaciones distintas a los estados
nativo y desplegado surgen como consecuencia de la funcidn. De acuerdo a lo propuesto,
las secuencias han evolucionado con fines funcionales, lo cual ha comprometido la
velocidad de plegamiento asi como la estabilidad de las proteinas (Brockwell, 2007).
Actualmente se han identificado intermediarios en proteinas que inicialmente se
reportaron con un mecanismo de dos estados (Gorski, 2001). Esto ha llevado a proponer
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que el plegamiento de todas las proteinas presenta dichas especies, las cuales en ocasiones
no se pueden detectar debido a su baja estabilidad y a la sensibilidad de los métodos de
identificacion (Brockwell, 2007). La caracterizacion de los intermediarios a través de
técnicas como como resonancia magnética nuclear (Korzknev, 2010) e ingenieria de
proteinas (Capaldi, 2002) sugiere que el orden de formacién de la estructura (mecanismo
estructural) se conserva entre proteinas que comparten la misma topologia a pesar de
diferir en el nUmero de estados presentes en su plegamiento (mecanismo cinético). La
presencia de distintos mecanismos cinéticos se debe a diferencias en la estabilidad de los
intermediarios, por ello la incorporacién de mutaciones y cambios en las condiciones del
medio los estabilizan modificando las caracteristicas del plegamiento. Dichos resultados, en
conjunto con la identificacién de vias alternas en el proceso, son prueba de la plasticidad
del paisaje conformacional de las proteinas. Aunque el debate sobre el papel de los
intermediarios persiste en la actualidad, su estudio es de gran importancia para
comprender a detalle el camino que recorre la estructura primaria hasta llegar al estado

nativo.

La deteccion de intermediarios se puede llevar a cabo a partir del andlisis de las cinéticas de
replegamiento. Para un proceso de dos estados (ec. 1), las cinéticas presentan una sola
exponencial y la sefial inicial corresponde a la sefial del estado desplegado. Por otra parte,
el grafico de la seiial final con respecto a la concentracién de urea o cloruro de guanidinio
(GndCl) debe reproducir la curva de desnaturalizaciéon obtenida de los experimentos al
equilibrio y el cambio en energia libre de desplegamiento (AGnp), la dependencia de AGnp
con la concentracién de desnaturalizante (m) y la concentracion media de desnaturalizante
(cm) deben coincidir. Por lo tanto, la presencia de una fase “explosiva” al inicio de las
cinéticas indica que la sefal inicial observada es realmente la sefial final de una fase rapida
en el tiempo muerto del experimento que describe la transicién del estado desplegado a un
intermediario (Morris, 2012). De la misma manera, si el analisis de la sefial final no

concuerda con los datos al equilibrio, existe la formacidn de un intermediario (fig 4).
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Figura 4. La presencia de una fase “explosiva “ en las cinéticas de replegamiento (A), asi como discrepancia
entre las curvas de la fraccién de proteina desplegada obtenidas del analisis de la sefial final y de los

experimentos al equilibrio (B), indican la presencia de un intermediario.

Por otra parte, el grafico que describe la dependencia del logaritmo natural de la constante
de velocidad aparente (A) obtenida de las cinéticas de renaturalizacién y desnaturalizacion,
con respecto a la concentracidon de desnaturalizante (grafico de chevron), proporciona
informacién relevante para el estudio del mecanismo de plegamiento. El chevron para un
mecanismo de dos estados tiene forma de V, ya que muestra dos segmentos lineales -o
ramas- con pendientes de signos opuestos (fig 5). Los valores de las constantes
microscopicas de plegamiento (k) y desplegamiento (ko) en ausencia de desnaturalizante,
y, se obtienen de la extrapolacién de ambas ramas y las pendientes determinan los valores
de msy mp. Los valores de AGpn y mpy obtenidos de los experimentos cinéticos se comparan
con los del equilibrio para corroborar que el proceso es de dos estados (ec. 2 y 3). Si existen

diferencias entre ellos, el proceso es mas complejo.
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Figura 5. A) Coordenada de reaccion para un proceso de dos estados. B) Grafico de chevron para un proceso
de dos estados. Del ajuste de las ramas de desnaturalizacidn y renaturalizacion a una recta y su extrapolacion
a 0 M de desnaturalizante se obtienen los valores de las constantes microscopicas kry kp. Las pendientes de

las rectas corresponden a mgy mp. Imagen modificada de (Morris, 2012)
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Puesto que el numero de constantes de velocidad aparentes que pueden presentar las
cinéticas de replegamiento es igual al nUmero de especies menos uno (Biichner, 2004), para
un mecanismo de tres estados (ec. 4-6) se pueden observar hasta dos constantes. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, los intermediarios se forman muy
rapidamente por lo cual en muchas ocasiones solo es posible medir una de ellas. Ademas
de la presencia de una fase “explosiva “en las cinéticas, la presencia de curvatura en larama
de replegamiento en el grafico chevron indica la existencia de un intermediario (fig. 6). Para
un mecanismo secuencial (ec. 4), el origen de la curvatura proviene de la relacién
proporcional que existe entre la velocidad de plegamiento y la poblacion de intermediario
(f)), la cual depende de su estabilidad con respecto al estado desnaturalizado (Kpi). A
concentraciones bajas de desnaturalizante, la transicién de D a | es muy rapida por lo cual |
se acumula (Kp; >1). Bajo esas condiciones D se transforma rdpidamente en | y la velocidad
de plegamiento es limitada por la conversion de | a N. Por lo tanto, el valor de la pendiente
m, el cual esta relacionado con el cambio de area accesible al solvente, es pequeno debido
a que tanto | como N son especies compactas con areas accesibles muy similares. Por otra
parte, a concentraciones altas de desnaturalizante f; disminuye hasta que el plegamiento
se vuelve practicamente de dos estados ya que la estabilidad de | se reduce. En estas
condiciones m refleja el cambio en area accesible al solvente de D al estado de transicion
ET, el cual es mayor al de |l a N. De este modo, el cambio gradual de la pendiente al cambiar
la concentracién de desnaturalizante genera la curvatura. Para un modelo no productivo
(ec. 5) el origen de la curvatura es diferente, debido a que la velocidad de plegamiento
depende de la poblacién de proteina desplegada y no de la poblacién de intermediario. En
ocasiones es posible distinguir entre ambos modelos, debido a que el chevron para un
mecanismo con un intermediario no productivo se curva hacia abajo a concentraciones
bajas de desnaturalizante (fig. 7). Sin embargo, muchas veces no es posible determinar el
modelo que mejor explica los datos experimentales, por lo cual es necesario llevar a cabo
otros experimentos.

La rama de desnaturalizacién también puede mostrar curvatura debido a dos razones

principales: la primera es el movimiento gradual del estado de transicion a lo largo de la
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coordenada de reaccion (efecto Hammond), y la segunda es la modificaciéon de la via de

plegamiento al cambiar la concentracidn de desnaturalizante (fig. 8).
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Figura 6. A) Coordenada de reaccion para un proceso de tres estados con un intermediario productivo. B)

Gréfico de chevron con curvatura en la rama de replegamiento la cual indica la presencia de un intermediario.

Imagen (Kiefhaber, 2005)
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Figura 7. A) Coordenada de reaccidn para un proceso de tres estados con un intermediario no productivo. B)
Gréfico de chevron con curvatura hacia abajo en la rama de replegamiento la cual indica la presencia de un

intermediario fuera de la via. Imagen modificada de (Kiefhaber, 2005)

ET1 ET2

L

]

[D] (M)

-— —

ET N

Figura 8. A) Coordenada de reaccion y B) grafico de chevron con curvatura en la rama de desplegamiento
resultado del movimiento gradual del estado de transicion al cambiar la concentracidén de desnaturalizante
(efecto Hammond). En rojo y azul se muestran las simulaciones para el chevron correspondiente a los estados

de transicion 1y 2 respectivamente Imagen modificada de (Kiefhaber, 2005).
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En conjunto con el anadlisis del grafico de chevron, los experimentos de replegamiento
interrumpido son una herramienta importante para identificar intermediarios y dilucidar el
mecanismo de plegamiento. Dichos experimentos inician con una muestra de proteina
previamente desnaturalizada, la cual es renaturalizada al ponerse en contacto con
amortiguador, y se mantiene en dicho estado por un tiempo determinado para después
transferirla a condiciones desnaturalizantes y monitorear el proceso de desplegamiento.
Este procedimiento se repite con diversas muestras modificando el tiempo que la proteina
permanece en condiciones nativas después de ser renaturalizada. La presencia de dos o
mas constantes de velocidad en las cinéticas de desnaturalizacion es indicio de la formacion
de intermediarios. Dado que generalmente estas especies son mas inestables que el estado
nativo, y por ello se despliegan con mayor velocidad, la constante lenta es atribuida al
desplegamiento de la especie nativa y las rdpidas al de los intermediarios. El valor de las
amplitudes asociadas con cada constante estd relacionada directamente con la poblacién
de proteina que se desnaturaliza. Por lo tanto, el grafico de las amplitudes contra el tiempo
de renaturalizacién muestra el cambio en la poblacidn de proteina nativa e intermediario a
lo largo del plegamiento (fig. 9), y su comportamiento depende del mecanismo (Kiefhaber,

1997).

Poblacion de proteina nativa
(N) e intermediario (l)

0 500 1000 1500

Tiempo (ms)

Figura 9. Gréfico del cambio en la poblaciéon de proteina nativa (N) e intermediario (I) a lo largo del

plegamiento, proveniente de los experimentos de replegamiento interrumpido. Imagen modificada de

(Kiefhaber, 2005)
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Analisis de valores ¢

Al igual que los intermediarios, el estudio del estado de transicién es importante para
dilucidar el mecanismo estructural del plegamiento de proteinas. Sin embargo, es
complicado obtener informacidn sobre las caracteristicas de ambos estados a través de los
métodos convencionales debido a que son especies transitorias. La estructura del estado
de transicion, asi como de los intermediarios, puede ser inferida de manera indirecta al
analizar el efecto que tienen diversas mutaciones puntuales sobre la energia de dichas
especies, asi como del estado nativo. Una mutacién que afecte la energia del ET y el estado
nativo de la misma manera indica que las interacciones formadas por dicho residuo en la
estructura nativa también estan presentes en ET. De manera contraria, una mutacion que
desestabiliza al estado nativo y no al ET indica que dichas interacciones se realizan después
de la formacion del ET. El andlisis de valores ¢ permite comparar el efecto que tienen las
mutaciones sobre ambas especies (ltzhaki, 1995; Daggett 2003) y dichos valores se obtienen
del cociente AAGp.er/ AAGp-n, donde AAGp-ery AAGp-n son la diferencia de energia del ET y
el estado nativo entre la proteina silvestre y la mutante. En el caso de los intermediarios, el
calculo de los valores ¢ surge del cociente AAGp.,/ AAGp-n (Friel, 2009). Valores ¢ de 1
indican que ambas especies son igualmente desestabilizadas por la mutacién, mientras que
valores de 0 indican que solo el estado nativo es afectado (fig. 10). Por lo tanto, regiones
con valores de 1 sugieren que la estructura de ET o | en esa zona es muy similar a la nativa,
por el contrario, valores de O representan una region desestructurada (ltzhaki, 1995). Por
otra parte, valores intermedios indican que dichas interacciones se forman en ET o | con
menor fuerza que en el estado nativo o estan presentes en sélo una fraccién de la poblacion,
mientras que valores mayores a 1 son indicio de la presencia de interacciones no nativas
(Capaldi, 2002). El andlisis de valores ¢ permite conocer el modelo que explica el
plegamiento de las proteinas. Por ejemplo, para un modelo de difusién-colisidn, la mutacion
de los residuos implicados en la formaciéon de la estructura secundaria daria valores ¢
cercanos a 1; en cambio, la mutacidn de residuos que estabilizan la estructura terciaria daria

valores cercanos a 0. Por el contrario, en un modelo de nucleacidn-condensacion los
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residuos que forman parte del nucleo de plegamiento presentarian valores cercanosa 1y

el resto de la proteina valores intermedios (ltzhaki, 1995; Morris, 2012).
Isomerizacion de prolinas

Ademas de la presencia de intermediarios, otro factor importante en el plegamiento de
proteinas es la heterogeneidad en el estado desnaturalizado, la cual puede generar vias
alternas hacia la formacion de la estructura nativa. La heterogeneidad surge principalmente
de la isomerizacidn cis-trans de residuos de prolina, asi como de otros enlaces peptidicos.
Puesto que es comun encontrar este tipo de isomerizacién en los enlaces Xaa-Pro presentes
en las proteinas, es importante estudiar el papel de la isomerizacién de dichos residuos en
el proceso de plegamiento. Generalmente, una fraccién de la poblaciéon de prolinas se
encuentra en cis y otra en trans, dependiendo de la naturaleza del residuo Xaa. Dado que
en la mayoria de los casos dichos residuos estan en una u otra configuracién en el estado
nativo, la configuraciéon no nativa tiene que llevar a cabo una reaccién de isomerizacién
lenta durante el plegamiento. La presencia de isomeros no nativos puede tener diversos
efectos: podria impedir la formaciéon de cualquier tipo de estructura, llevar a la formacidn
de intermediarios o, incluso en algunos casos, ser toleradas por la estructura nativa,
generando estados alternativos (Pappenberger, 2003). Algunos estudios han mostrado que
la isomerizacidn de prolinas es relevante para la funcién de ciertas proteinas y para la
regulacién del ciclo celular. Cambios de configuracién de prolinas en las proteinas Cdc25 y
Weel, propiciadas por la prolil isomerasa Pinl, promueven cambios conformacionales que
modifican su funcidn, permitiendo que la célula salga de la interface y entre a la mitosis
(Stukenberg, 2001)

En el plegamiento de proteinas es posible determinar la presencia de isomerizaciéon de
prolinas a partir de la actividad de la enzima ciclofilina, la cual cataliza dicha reaccién, o a
partir de experimentos de doble salto. Los experimentos de doble salto consisten en la
desnaturalizacion de diversas muestras de proteina manteniendo a cada una de ellas en
dicho estado por un tiempo determinado, para después transferirlas a condiciones nativas
y monitorizar el proceso de replegamiento. El experimento se repite variando el tiempo en
el que la muestra permanece en condiciones desnaturalizantes. Dado que en el estado

22



nativo los residuos de prolina presentan una configuracidn especifica y su isomerizacioén es
un proceso lento, su efecto en el plegamiento desaparecera cuando la muestra se
mantenga en condiciones desnaturalizantes por tiempos cortos, debido a que no habrd
tiempo suficiente para que las prolinas adquieran una configuracion diferente a la que se
encuentra en la estructura nativa. Por otra parte, su efecto reaparecerd cuando la proteina
se mantenga desplegada por tiempos largos ya que las prolinas podran isomerizar y adquirir

la configuracién incorrecta antes de iniciar el replegamiento.
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Figura 10. Andlisis de valores ¢ para la mutacién de un residuo (circulo punteado verde) cuya estructura en el
estado de transicidn es igual que en el estado nativo (p=1), y uno (circulo punteado azul) que no presenta

estructura en ET (¢=0) Imagen modificada de (Dagget, 2003).

Proteinas de union a ligando (SBPs)

La familia de proteinas de unién a ligando (SBP) son una clase de proteinas asociadas a
complejos de membrana implicados en transporte y sefializacion, como son los
transportadores ABC (donde fueron inicialmente identificadas), sistema de dos

componentes, proteinas G acopladas a receptores y canales idnicos, entre otros (fig. 11).

23



Todas las SBPs presentan una estructura bilobular (fig.12) y cada dominio muestra un
plegamiento tipo Rossmann (hoja B mixta rodeada por hélices a). La zona que conecta
ambos dominios es conocida como bisagra y puede presentar caracteristicas estructurales
diferentes, a partir de las cuales las SBPs se clasifican en seis grupos principales (fig. 13)
(Berntsson, 2010). En las proteinas del grupo A la bisagra esta formada por una hélice a
mientras que las del grupo B estd formada por tres segmentos polipeptidicos cortos. Las
SBPs del grupo C presentan un dominio extra en dicha regidn, por lo cual son mucho mas
grandes, mientras que la bisagra de las proteinas del grupo D esta constituida por dos
segmentos polipeptidicos cortos. Por Ultimo, la bisagra de las proteinas del grupo E consiste
en una hélice a muy larga y una hebra 3, mientras que en el grupo F estd constituida por
dos segmentos polipeptidicos de casi el doble de tamafio en comparacidon con los que
forman a la bisagra del grupo D. En otra clasificacion propuesta por Fukami-Kobayashi en
1999, las SBPs se agrupan en dos conjuntos de acuerdo al nimero y posicion de las hebras
B que conforman la regidn central de cada ldbulo. Las proteinas de tipo | presentan seis
hebras B en orden 213456 dentro de la hoja y las de tipo Il presentan solo cinco, en orden

21354,

A XD B c D b

T™MD
TMD

AT Su bs.t rate
cation

ATP ATP ATP
ADP ADP
Substrate Substrate

cation

Figura 11. SBDs asociadas a: (A y B) transportadores ABC, (C) transportadores TRAP, (D) receptores asociados
a la guanilato ciclasa, (E) canales idnicos, (F) receptores asociados a proteinas G y (G) sistema de dos

componentes. Imagen (Berntsson, 2010).
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Figura 12. Estructura general de las SBPs. (A), Proteina de union a histidina y B) proteina de unidén a vitamina

B12. PDB: 1HSL y 1N2Z respectivamente.

GRUPO A GRUPO B

BtuF . Vitamina B12 (PDB: 1N22) RBP. D-Ribosa (PDB: 1DRIJ) OppA . Péptidos (PDB: 3DRF)

GRUPO E GRUPO F

ModA . Molibdato (PDB: 10NR) UehA . Ectoina (PDB: 3FXB) HisJ . Histidina (PDB: 1HSL)

Figura 13. Clasificaciéon de las SBPs de acuerdo a las diferencias estructurales que presentan en la zona de
bisagra (naranja). (Berntsson, 2010). En la parte inferior se encuentran los nombres, ligandos y cddigos PDB

de las estructuras mostradas.
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En bacterias gram negativas las SBPs asociadas a transportadores ABC se conocen como
proteinas periplasmicas de uniéon (PBPs) y estan implicadas en el transporte hacia el
citoplasma de bacterias y archaeas de diversas moléculas como aminos acidos, péptidos,
azucares, vitaminas e iones inorgdanicos. El proceso de unién es acompafiado por un gran
cambio conformacional. Se ha propuesto que en ausencia de ligando, las PBPs se
encuentran en un estado conformacional abierto, mientras que en presencia de ligando se
encuentran en una conformacion cerrada (fig. 14), uniendo al ligando en la zona de bisagra
y manteniéndolo totalmente aislado del solvente (Oh, 1994). Las PBPs, en conjunto con su
respectivo transportador, forman los sistemas de transporte peripldsmico bacteriano
(permeasas). En estos sistemas, el transportador es un complejo formado por dos proteinas
integrales y dos de proteinas unidon a nucleétido ubicadas en el citoplasma (fig 15). En
ausencia de PBP, el complejo de membrana se encuentra abierto del lado del citoplasma'y
cerrado del lado del periplasma. Una vez que la PBP ha unido a su ligando, interactua con
el complejo, el cual sufre un cambio conformacional que cierra el extremo citoplasmatico.
Posteriormente, la unién de ATP a las proteinas de unién a nucleétido, promueve la
apertura del extremo periplasmatico del complejo asi como de la PBP y de esta manera el
sustrato puede unirse al sitio de unidn del transportador. La hidrdlisis del ATP propicia la

liberacion de la PBP y la translocacién del sustrato hacia el citoplasma (Oldham, 2011).

Sin Con

Cambio conformacional

Figura 14. En ausencia de ligando, las PBPs se encuentran en un estado conformacional abierto (verde). En
presencia de ligando, dichas proteinas sufren un cambio conformacional que las lleva a un estado cerrado

(naranja). Imagen modificada de (Hoeppner, 2013).
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Proteina de union a
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nucleétidos

Figura 15. Estructura del sistema de transporte periplasmico de maltosa. En morado se muestra la proteina
de unidn a maltosa, en azul y amarillo las proteinas integrales del complejo de membrana, mientras que en

rojo y verde se ilustran las proteinas de unién a nucleétidos (Oldham, 2011).

Proteina de unidn a lisina-arginina-ornitina (LAO)

La proteina de unidn a lisina-arginina-ornitina (LAO) es una PBP de 238 aminoacidos la cual,
al igual que todas las PBPs, presenta dos dominios estructurales. El primero (A) es
discontinuo y esta formado por los residuos 1 al 88 y 195 al 238, el segundo (B) es continuo
y lo forman los residuos 93 al 185 (fig. 16A). Cada dominio esta constituido a su vez por 5
hebras B, cuatro paralelas y una antiparalela, rodeadas por 4 hélices a, y estdn conectados
por dos segmentos polipeptidicos (residuos 89 al 92 y 186 al 194). LAO tiene un puente
disulfuro entre los residuos 38 y 45, y dos triptofanos en las posiciones 47 y 130 (fig.16B),
los cuales permiten seguir modificaciones estructurales a partir de cambios de fluorescencia

intrinseca (Oh, 1993).
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— Dominio A

~ Dominio B

Figura 16. (A) Estructura de LAO en estado abierto, en rojo y azul se muestran los segmentos de la secuencia
que componen al Iébulo A y en verde se muestra la continuidad del I6bulo B. (B) En naranja se observa el

puente disulfuro formado por los residuos 38 y 45, los triptofanos 47 y 130 se encuentran en azul. PDB: 2LAO

La afinidad de LAO por lisina, arginina, ornitina e histidina es de 14, 15, 30 y 500 nM,
respectivamente, de acuerdo a estudios de dialisis al equilibrio. La estructura cristalografica
muestra que la unién de LAO a sus ligandos se lleva a cabo a través de la interaccién de los
grupos a-amino y a-carboxilo con los residuos Arg-77, Asp-161, Ser-70, Ser-72 y Thr-121
(fig. 17). Por otra parte, los anillos aromaticos de la Tyr-14 y la Phe-52 mantienen a la cadena
lateral en una estructura tipo “sandwich” y los residuos Asp-30 y Ser-69 interactian
indirectamente a través de moléculas de agua. Estas interacciones conservan al ligando
completamente aislado del solvente. El cambio conformacional que presenta LAO después
de la unién del ligando es un movimiento de cuerpo rigido de un Iébulo con respecto al otro,
en el cual la cadena principal de ambos dominios no sufre modificaciones (fig. 18). Este
movimiento es una rotacion de 52° alrededor de un eje imaginario ubicado en la zona de
bisagra, formada por los dos segmentos polipepitidicos que conectan a los dominios Ay B.
Los residuos presentes en esta regidon que sufren modificaciones en sus angulos ¢ y
durante el cambio conformacional son la Ala-90 ( 52°) y Ser-92 (y 22°) en el primer
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segmento polipeptidico, y Tyr 190 (¢ 23°) y Asp 193 (Y 34°, d 22°) en el segundo . El andlisis
de la estructura muestra que no existen interacciones directas entre el ligando y la bisagra,

lo cual indica que el ligando no provoca directamente el cambio conformacional (Oh, 1994).

=

Figura 17. Sitio de unién de LAO en presencia de arginina. El grupo amino interacciona con los residuos D161
y S72 mientras que el carboxilo interacciona con T121y R77. La cadena lateral es mantenida en una estructura

tipo "sandwich" por los residuos Y14 y F52, mientras que el grupo guanido interacciona con la S60 y D11.

Figura 18. (A) Estructura de LAO en estado abierto y B) cerrado en presencia de arginina. PDB: 2LAO, 1LAF
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A partir de estudios de calorimetria de titulacidon isotérmica realizados en el laboratorio
(Pulido, 2015) se han obtenido los valores de ACp, AH y AS para la unién de LAO a histidina
y arginina, ligandos de alta y muy alta afinidad, respectivamente. El AH y TAS calculados
para arginina a 25 °C fueron de -11.3 kcal mol™* y +1 kcal mol?, mientras que para histidina
resultaron de -8.2 kcal mol! y -0.6 kcal mol?, respectivamente. Estos datos muestran que
la unién de LAO a ambos ligandos esta guiada por cambios en la entalpia. Un analisis de las
caracteristicas termodinamicas de la unién de diversas proteinas a sus ligandos ha mostrado
que un aumento en la afinidad esta relacionada directamente con un incremento en el
componente entalpico, en nuestro caso, el AAH entre ambos ligandos es de ~ 3 kcal mol™.
El analisis de las estructuras cristalograficas muestra que dicha diferencia se debe a la
presencia de dos puentes de hidrégeno que forma el grupo guanidino de la cadena lateral
de arginina con el Asp-11 de LAQ, los cuales no se encuentran presentes en la histidina. El
valor de ACp obtenido para la unién de ambos ligandos es de ~ -300 cal mol* K, la mayor
parte proveniente de la desolvatacion de la proteina que acompafia al cambio

conformacional entre el estado abierto y el cerrado (Pulido, 2015).
Plegamiento de PBPs: Proteina de unién a Maltosa

Se han realizado algunos estudios sobre el plegamiento de la proteina de unién a maltosa
(MBP), una PBP de 370 aminodcidos. El grupo de Varadarajan (Ganesh. 1997) llevé a cabo
experimentos de calorimetria de barrido diferencial (DSC) y desnaturalizacién inducida por
cloruro de guanidinio. Todas las trazas calorimétricas que obtuvieron en un intervalo de pH
de 4.5 a 10.4 presentaron una reversibilidad mayor al 80% y se ajustaron muy bien a un
modelo de dos estados. El AGnp a 28 C°, pH 7.4, obtenido a partir de la ecuacion de Gibbs -
Helmholtz, fue de 10.2 Kcal mol™. La curva de desnaturalizacién inducida por cloruro de
guanidinio a pH 7.4 y 28C°, se ajustd muy bien a un modelo de dos estados y el AGnp
calculado fue de 9.1 Kcal moll. Este conjunto de datos sugieren que el plegamiento de

MBP, al equilibrio, es un proceso de dos estados.

Por otra parte, estudios de desnaturalizaciéon utilizando espectroscopia de fuerza atdmica

de molécula Unica, realizados por el grupo de Ainavarapu (Ainavarapu, 2011), indican que
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MBP presenta un mecanismo de plegamiento de vias paralelas. El 62 % de las moléculas
que se desplegaron perdieron su estructura en dos pasos, indicativo de la presencia de un
intermediario mecdnicamente estable, mientras que el 38 % restante se desplegd en un
solo paso. Diversos ciclos de plegamiento y desplegamiento de una misma molécula
mostraron que efectivamente MBP puede plegarse en una sola etapa o a partir de un
intermediario. Del analisis conjunto de los datos obtenidos y la estructura cristalografica,
Ainavarapu y colaboradores proponen que el dominio amino y las hélices a del dominio

carboxilo de MBP estan desplegados en el intermediario.

Plegamiento de PBPs: Proteina de union a Histidina

La caracterizacion del proceso de plegamiento de HisJ es menos detallada en comparacién
al proceso de MBP. Estudios de DSC realizados por el grupo de Shnyrov muestran que la
desnaturalizacion térmica de HisJ es un proceso de tres estados. De acuerdo al andlisis
realizado, las trazas calorimétricas, cuya reversibilidad fue mayor al 90 %, son compatibles
con un esquema de dos transiciones independientes de dos estados. Basado en la
estructura bilobular de HisJ, Shnyrov y colaboradores propusieron que cada transicion

corresponde a la desnaturalizacidn independiente de cada Iébulo (Kreimer, 2000).

Estudios de plegamiento de LAO

Los estudios termodindmicos que se han realizado en el laboratorio sobre el
desplegamiento de LAO (Vergara, 2011) han mostrado que dicho proceso presenta un
comportamiento de dos estados. Las curvas de desnaturalizaciéon térmica seguidas por
técnicas espectroscopicas (IF y DC), asi como las trazas calorimétricas de los experimentos
de DSC, mostraron una sola transicién (fig. 19). Los pardmetro termodinamicos (AH, Tm y
ACp) obtenidos por las diferentes técnicas fueron coincidentes. Del mismo modo, las curvas
de desnaturalizacién inducida por urea se ajustaron adecuadamente a un modelo de dos
estados. En conjunto estos resultados indican que el desplegamiento de LAO no presenta

intermediarios estables.
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Figura 19. Curvas de desnaturalizacidn térmica (A) e inducida por urea (B) de LAO a pH 9.0, seguida por IF (m)

y DC (m). Traza calorimétrica de LAO en las mismas condiciones (C).

Por el contrario, los experimentos cinéticos mostraron una mayor complejidad. Las curvas
de renaturalizacién a concentraciones bajas de desnaturalizante (0.45 a 1.5 M de urea),
obtenidas por IF y DC, son biexponenciales (fig. 20), lo cual ocasiona la presencia de dos
ramas en ésta zona del chevron, ambas con curvatura (fig. 21). En contraste, las cinéticas
de desnaturalizaciéon fueron monoexponenciales y ésta rama del chevron no mostré

curvatura.
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Figura 20. Cinéticas de renaturalizacion (A) y desnaturalizacion (B) en 0.45M y 5M de urea respectivamente.

Residuales de los ajustes a una (m) y dos exponenciales (m) de las cinéticas A(CyE)y B (D y F).
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Figura 21. Comparacion de los graficos de Chevron de los experimentos cinéticos seguidos por DC (m) e IF
(®). (Vergara, 2011)

La presencia de varias ramas en el chevron -dos de ellas con curvatura- implica algun tipo
de heterogeneidad en el estado desplegado, como la presencia de isémeros de prolinas en
configuracion cis y trans, y sugiere la existencia de al menos un intermediario, el cual puede
estar fuera o dentro de la via de plegamiento, formando parte de vias paralelas o
secuenciales. Existen por lo tanto varios modelos cinéticos compatibles con los datos
experimentales. Una de las motivaciones centrales de esta tesis es llevar a cabo los
experimentos y analisis requeridos para determinar cual es el mecanismo cinético del
plegamiento de LAO. Los experimentos de doble salto y replegamiento interrumpido son
dos herramientas que permiten discriminar entre diversos modelos de plegamiento. De
igual manera, los experimentos en presencia de ciclofilina y la mutagénesis dirigida

permiten determinar el papel de las prolinas en el mecanismo de plegamiento.
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Mutante de LAO, P16A

La gran mayoria de los enlaces peptidicos en las proteinas presentan la configuracién trans;
sin embargo, los residuos de prolina pueden presentarse con frecuencia en la configuracion
cis. La interconversién cis/trans del enlace peptidico de los residuos de prolina en las
proteinas muestra una energia de activacion relativamente alta, es por ello que cuando una
proteina presenta una prolina en cis en el estado nativo, generalmente se observa una fase
lenta en el replegamiento. El andlisis de la estructura cristalografica de LAO muestra la
presencia de una prolina en configuracion cis en la posicion 16 (fig. 22A), la cual podria ser
la responsable de la fase lenta observada en el replegamiento de LAO (fig. 20y 21)

Este residuo se encuentra ubicado cerca del sitio de unién, en un asa importante para el
reconocimiento del transportador en la membrana celular, y estd conservado entre las
PBPs que unen aminodcidos. (Fig. 23). Tanto en LAO como en HisJ y Art) (PBP responsable
del transporte de arginina en Bacillus stearothermophilus) la P16, asi como los residuos
aledafios igualmente conservados (A15, F17 y Y18), presentan la misma conformacion (fig.

22B). Para determinar el efecto de P16 en el plegamiento y la unién de ligandos a la

proteina LAO, se estudiara la mutante P16A.

Figura 22. A) Prolina 16 en configuracion cis en la estructura de LAO. B) Residuos APFY correspondientes a las
posiciones 14, 15, 16 y 17 en LAO (azul) e HisJ (naranja), y a las posiciones 31, 32, 34 y 34 en ArtJ (negro). PDB:
LAO (1LST), HisJ (1HSL) y Art) (2Q2A).
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Figura 23. Alineamiento de los primeros 70 residuos de ArtJ con los primeros 50 residuos de LAO e His). En

letras blancas se muestran las posiciones conservadas en las tres PBPs, en rojo se muestran las conservadas
en dos de ellas, y en un recuadro verde se encuentran los residuos que interaccionan directamente con el

transportador de histidina. Imagen (Vahedi- Faridi, 2007)

OBIJETIVO

Las PBPs son un grupo de proteinas cuyo tamafio y complejidad es superior a la mayor parte
de los modelos estudiados hasta el momento. Dado que comparten una estructura general,
las PBPs son un buen modelo para el estudio comparativo del plegamiento. Por ello, el
objetivo general de este trabajo es la caracterizacién del mecanismo de plegamiento de la
proteina LAO, asi como el estudio de las repercusiones estructurales y funcionales de la

mutacion P16A.
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MATERIALES Y METODOS
Generacion de la mutante P16A

La mutante P16A se generd en colaboracion con el Bidlogo Haven Arturo Lopez Sdnchez.
Para ello se sintetizaron oligonucledtidos en los cuales se sustituyd el codéon CCT que
codifica para la prolina 16 por GCT que codifica para alanina y se realizé una PCR en
presencia del plasmido portador del gen de LAO silvestre y DNA polimerasa Pfu Turbo.
Posteriormente el DNA parental metilado se degradé al agregar endonucleasa Dpnl y el
plasmido con la mutacién producto de la PCR se transformé en células competentes de la

cepa de E. coli XL1-Blue para su posterior purificacion.
Purificacion de LAO y LAO P16A

La sobreexpresion de LAO y LAO P16A se realizd en células de la cepa BL21 Al de Escherichia
coli, las cuales tienen el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor araBAD.
Se transformaron 100 uL de células electrocompetentes con el plasmido portador del gen
de LAO silvestre o mutante (PET 12b) y se inocularon dos tubos de 10 mL de medio LB +
100 pg/mL de ampicilina (50 pL de células por tubo). Ambos cultivos se crecieron toda la
noche a 37 °C, 250 rpm. Posteriormente se inocularon dos matraces de 1L con 250 mL de
medio YT2x (1.6% de triptona, 1% de extracto de levadura y 1% de NaCl) + 100 pg/mL de
ampicilina, cada uno con un tubo de LB, y se incubaron por una hora en las mismas
condiciones de agitacion y temperatura. Es muy importante que a partir de este paso se use
sélo medio YT2x. Transcurrido el tiempo de incubacion se transfirié cada cultivo a un matraz
de 2 L con 750 mL de medio + ampicilina y se dejé crecer hasta alcanzar una DOssg entre
0.8 y 1. Una vez alcanzada la densidad dptica deseada se indujo la expresion de LAO
agregando arabinosa al 0.25% y se incubd por un tiempo de 4 hr. Después de la expresion,
los 2 L de medio se colectaron en seis tubos de centrifuga para el rotor SLA-1500 y se
centrifugaron a 5000 rpm por 15 min. Se desechd el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendié en una solucién de Tris 50 mM, pH 7.5 (50 mL por tubo), para lavar y eliminar
el medio remanente. Las células se juntaron en solo dos tubos y se centrifugaron a 5000

rpm por 15 min. Se deseché el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en una
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solucion de sacarosa al 20% y 1 mM de EDTA, en amortiguador de acetato de potasio (AcK)
10 mM, pH 5.1 (150 mL por tubo). Se dejé reposar en hielo por 10 min y se centrifugé a
5000 rpm por 15 min. Nuevamente se desechd el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendid por tercera ocasién, ahora en una solucion de AcK 10 mM, pH 5.1, sin sacarosa
ni EDTA (30 mL por tubo), esto con el fin de provocar un choque osmdtico y permitir la
liberacion de LAO del periplasma celular. Se centrifugd por ultima ocasién, a 10000 rpm

por 20 min y se colecté el sobrenadante, el cual contiene a la proteina.

Los 60 mL de sobrenadante se filtraron con un filtro WHATMAN® para jeringa, de 0.2 um,
y posteriormente se concentrd hasta un volumen de 10 mL en un tubo Amicon® 8400. Se
agrego una solucidn de bis-tris-propano 5 mM, pH 8.5, con 2 M de cloruro de guanidinio
(GdnCl), hasta un volumen de 50 mL y se volvid a concentrar a 10 ml. Esto se realizd cinco
veces con el objetivo de desnaturalizar a LAO y eliminar la mayor cantidad posible de
ligando. Después de ello, se agregd amortiguador bis-tris-propano 5mM, pH 8.5, hasta un
volumen de 50 mL y nuevamente se concentré hasta 10 ml. Al igual que con el GndCl, este
procedimiento se realizd cinco veces para eliminar el desnaturalizante y propiciar la
renaturalizacién de la proteina. Para el tubo Amicon® se usaron membranas de celulosa

con poros de 5 kDa.

Para purificar la proteina se usé una columna de intercambio aniénico (Source 15Q)
equilibrada con bis-tris-propano 5 mM, pH 8.5, conectada a un equipo de HPLC Waters 600.
Se colectaron los 10 mL de muestra del tubo Amicon® y se filtraron. La muestra se inyectd
en el equipo y posteriormente se aplicéd un gradiente de 0% a 30% de una solucidn de NaCl
250 mM, en un tiempo de 90 min. La proteina eluyd a una concentracion de 50 mM (20%)
de sal. Las fracciones con la proteina se colectaron en un tubo Amicon® Ultra de 4 mLy se
concentraron hasta un volumen de aproximadamente 2 mL por centrifugacién a 5000 rpm.
La muestra se diluyé con una solucién de bis-tris propano 10 mM hasta un volumen de
aproximadamente 4 ml, y se volvié a concentrar hasta 2 mL. Este procedimiento se repitid
5 veces con el fin de eliminar la sal proveniente del gradiente y dejar a la proteina en el

amortiguador al pH requerido para los experimentos. Es importante agitar el tubo antes de
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cada centrifugacion. Por ultimo, la muestra se llevé a un volumen de 4 mLy se alicuotd en

fracciones de 1 mL, las cuales se refrigeraron.
Experimento de doble salto

Un experimento de doble salto consiste en la desnaturalizacién de diversas muestras de
proteina manteniendo a cada una de ellas en dicho estado por un tiempo determinado,
para después transferirlas a condiciones nativas y monitorizar el proceso de replegamiento.
En la primera etapa o salto, se colocé una muestra de LAO en 2M de urea (condicion nativa
necesaria para llegar a la concentracién de desnaturalizante requerida), a 2.2 mg/mLen la
jeringa A del mddulo de stopped flow de un espectropolarimetro Chirascan™ de Applied
Photophysics (fig. 24), y urea 10 M en la jeringa B. Dichas soluciones se mezclaron en el
conector de 4 entradas (relacién 1:1) desnaturalizando a LAO a una concentracion de urea
de 6 M. La proteina permanecid en tales condiciones por tiempos de 0 a 240 segundos.
Posteriormente, en la segunda etapa o salto, la muestra desnaturalizada se mezclé con
amortiguador en la cdmara de observacion (relacion 1:10) hasta alcanzar una concentracion
final de urea de 0.5 M (condiciones nativas). Las cinéticas de replegamiento se
monitorizaron siguiendo la sefial de dicroismo circular a 220 nm.

Todos los experimentos mostrados en esta tesis se realizaron a una temperatura de 25°Cy
a una concentracion final de proteina de 0.1 mg/ml, utilizando como amortiguador bis tris

propano 10 mM, pH 9.0.
Ensayos de desnaturalizacion de ciclofilina (CyP)

La enzima ciclofilina utilizada en este trabajo fue sobrexpresada y purificada por el Bidlogo
Haven Arturo Lépez Sanchez. Ya que el efecto de esta enzima sobre el replegamiento de
LAO se estudia en presencia de urea, se realizaron experimentos de desnaturalizacién de
ciclofilina a distintas concentraciones de desnaturalizante (0.25 a 8 M) para conocer su
estabilidad. Las muestras se excitaron a 295 nm y se midié la sefial de fluorescencia a 325
nm en un espectrofluordmetro ISS PC1, utilizando celdas de cuarzo de 0.5 cm de paso de

luz.
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Experimento de renaturalizacion en presencia de CyP

Por una parte, se realizaron experimentos de renaturalizacion de LAO en presencia de
distintas concentraciones de CyP (1 a 10 uM). Para ello, se colocé una muestra de proteina
a 1.1 mg/ml, la cual se desnaturalizé en 5 M de urea, en la jeringa A del mddulo de stopped
flow, y amortiguador con CyP en la jeringa B. Ambas soluciones se mezclaron en la camara
de observacioén (relacion 1:10) alcanzando una concentracién final de urea de 0.45 M. Las
cinéticas de replegamiento se monitorearon siguiendo la sefial de dicroismo circular a 220
nm.

Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos de replegamiento a varias concentraciones de
urea, en presencia de una concentracion fija de CyP. Al igual que en los experimentos
mencionados anteriormente, una muestra de LAO a 1.1 mg/ml, desnaturalizada en 5M de
urea, se mezclé en la camara de observacion (relacion 1:10) con una solucién
amortiguadora a la concentracién de urea adecuada para llegar a concentraciones finales
de desnaturalizante de 2.75 M a 0.45 M. Todas las cinéticas replegamiento se realizaron en

presencia de 5 uM de CyP y se siguieron por dicroismo circular a 220 nm.

camara de observacion
conector de 4 entradas

jeringa F — +— jeringa A

jeringaC L —3 «———— jeringa B

Figura 24. Mddulo de stopped flow de un espectropolarimetro Chirascan™ de AppliedPhotophysics
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Experimento de replegamiento interrumpido

Los experimentos de replegamiento interrumpido inician con proteina previamente
desnaturalizada, la cual es renaturalizada al ponerse en contacto con amortiguador, y se
mantiene en dicho estado por un tiempo determinado para después transferirla a
condiciones desnaturalizantes y seguir el proceso de desplegamiento. En la primera etapa
se colocd una muestra de LAO a 2.2 mg/ml, desnaturalizada en 5 M de urea por 12 horas,
en lajeringa A del médulo de stopped flow, y amortiguador en la jeringa B. Dichas soluciones
se mezclaron en el conector de 4 entradas (relacion 1:5), renaturalizando a LAO a una
concentracion final de 0.83M de urea. La proteina permanecié en tales condiciones por
tiempos de 0 a 30 segundos. Posteriormente, en la segunda etapa, la muestra se mezclé
con urea 54 M en la camara de observacidon (relacién 1:10) hasta alcanzar una
concentracion final de 5 M. Las cinéticas de desplegamiento se monitorearon siguiendo la

sefial de dicroismo circular a 220 nm.
Ensayos de desnaturalizaciéon de LAO P16A

Se realizaron experimentos de desnaturalizacidn térmica de la mutante sencilla de LAO,
P16A, aumentando la temperatura de 20°C a 75 °C a una velocidad de 0.5 °C por minuto. La
desnaturalizacion se siguid por DC a 220 nm en un espectropolarimetro JASCO-700,

utilizando una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso de luz.

Por otra parte, se realizaron experimentos de desnaturalizacion de LAO P16A a distintas

concentraciones de urea (0.25 a 5 M) y se siguieron por DC a 220 nm.

Experimentos cinéticos de renaturalizacidon y desnaturalizacion de LAO P16A

Se llevaron a cabo experimentos cinéticos de renaturalizacidon y desnaturalizacion de LAO
P16A. Las cinéticas de renaturalizacion se realizaron a partir de una muestra de proteina a
1.1mg/ml, desnaturalizada en 5 M de urea, por 12 horas. Dicha muestra se mezcld en la

camara de observacidn con las soluciones de urea adecuadas para llegar a concentraciones
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finales de desnaturalizante de 0.45 a 2.75 M. Los experimentos de desnaturalizacién se
realizaron a partir de una muestra de LAO a la misma concentracién de proteina, en
ausencia de desnaturalizante, y se mezcld con las soluciones adecuadas de urea para

alcanzar concentraciones finales de 0.27 a 5 M.

Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) de LAO P16A

Los experimentos de ITC se llevaron a cabo en un microcalorimetro ITC200 (GE Healthcare),
en colaboracién con la Dra. Nancy Pulido y el Dr. Enrique Garcia del Instituto de Quimica
de la UNAM. Para ello se realizaron inyecciones consecutivas de 1ul de ligando (histidina
10.5 mM) a una muestra de 200 pL de LAO P16A (0.1 mM) hasta llegar a saturacion. Las
muestras de ligando y proteina se encontraban en amortiguador de HEPES 10 mM, pH 8.0.

La temperatura se mantuvo a 25 °C a lo largo del experimento.
Analisis de datos

Los datos experimentales de los ensayos de desnaturalizacién inducida por temperatura o
urea se normalizaron y transformaron a fraccion de proteina desnaturalizada (ec. 7)
basandose en un modelo de dos estados (ec. 1).

_ (vobs — yn+mpx))
Io = (wp+mpx)— (yn+myx)) (ec.7)

donde fp es la fraccién de proteina desnaturalizada, yobs es la sefal observada (IF o DC) y
yn+max Yy yp+mpx son las ecuaciones del ajuste de las zonas pre y post transicién a una
recta (y=ordenada al origen, m=pendiente y x=temperatura o [urea]).

Se obtuvieron las constantes de equilibrio (ec. 8) de la transicidn y su logaritmo natural se
graficd contra el inverso de la temperatura (grafico de Van’t Hoff). De este grafico se

obtuvieron los valores del AHy Tm (ec. 9).

fD
1-fD

Keq = (ec. 8)
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AHvh
RT

InKeq = + % (ec.9)

donde R es la constante de los gases (0.001987 Kcal molt K1).

Los datos obtenidos de los experimentos de desnaturalizacién por urea se transformaron a
fraccion de proteina desnaturalizada (ec. 7) y se ajustaron a la ecuacidn de Santoro y Bolen

(ec. 10), la cual supone un modelo de dos estados.

{(yN+mN[urea])+ (yp+mplureal) exp( AGH20~ ::L,IIYD [urea])}

AGy,0— myplureal
<1+ exp( RT ))

Yobs =

(ec. 10)

donde AGh20 es la energia libre de desnaturalizacion en ausencia de urea, y m es la

pendiente de la transicién, la cual se relaciona con el area accesible al solvente.

Las cinéticas de desnaturalizacién vy renaturalizacién, obtenidas en los diversos

experimentos realizados, se ajustaron a una o dos exponenciales (ec. 11y 12) en Origin® 8.

y =y, + Ajexp(x/t;) (ec.11)

y =y, + Ajexp(x/ty) + Ayexp(x/t,) (ec. 12)

El mejor ajuste se determind a través del analisis del grafico de residuales el cual muestra
la dispersién de los datos experimentales alrededor de la regresién. EL grafico de residuales
para un ajuste adecuado presenta una dispersion homogénea y lineal de los datos, de
manera contraria, un ajuste inadecuado muestra tendencia en la dispersién. En la mayor
parte de los casos se muestra el grafico de residuales con respecto a la variable
independiente, sin embargo, en algunos casos se presentan los residuales con respecto a la

variable dependiente debido a la presencia de tendencia poco clara en el primer grafico.

Los graficos de chevron de LAO, LAO+CyP y LAO P16A se ajustaron a modelos de dos estados
(ec. 1) y tres estados con un intermediario productivo o secuencial (ec. 2) y no productivo

(ec. 3). El plegamiento de dos estados presenta una sola constante de velocidad aparente A
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(también conocida como la constante observable kops), la cual a su vez es la suma de las
constantes microscépicas de plegamiento y desplegamiento, ks y kp respectivamente

(ec.13).
A=kr+kp (ec.13)

Puesto que el logaritmo natural de las constantes microscépicas cambia de manera lineal
con la concentracion de desnaturalizante, el valor de A en un grafico de chevron es descrito
por la ecuacion 14.

In 4 = In(kfp20) exp(—mf[urea]) (—ms + kpuz0) exp(mplureal)) (ec.14)

donde kf20) Y kpH20) representan los valores de dichas constantes en agua y myy mp la
dependencia de estas constantes con la concentracidon de desnaturalizante.

Por otra parte, un proceso de tres estados presenta dos constantes de velocidad aparentes:
A1y Az Para un modelo secuencial (ec. 4), la relacién entre las constantes aparentes y las
microscopicas, asumiendo que las especies D e | se encuentran en equilibrio rédpido, se
muestra en las ecuaciones 15 y 16. Debido a que en muchos casos no es posible medir A3,
nos referimos a A2 como kops.

/11 = kDI + kID (eC].S)
/12 = f} kIN + kNI (eC16)
_ 1
fl ~ [1+[D] (ec17)

Dividiendo el numerador y el denominador del miembro derecho de la ecuacion 17 entre la
- , . . I
concentracion de proteina desnaturalizada [D] y sustituyendo % por Kp; - la cual representa

a la constante de equilibrio entre ambas especies- obtenemos la siguiente ecuacion:

_ Kpgp
fi= Tiko (ec.18)
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Por lo tanto, si sustituimos la ecuacion 18 en la 16 y tomamos en cuenta la linealidad de las
constantes microscépicas y de equilibrio con la concentracion de desnaturalizante,

obtenemos que la koss en el grafico de chevron se describe por la ecuacion 19.

In kobs (AZ) =
In{(Kp, exp(—mp,[ureal])/(1 + Kp; exp(—mp,[ureal]))) k;y exp(—my[urea]) +

ky; exp(my;[ureal) } (ec. 19)

De la misma manera, para un modelo con un intermediario no productivo (ec. 5), la relacién
entre kobs y las constantes microscopicas se muestra en la ecuacion 20.

kobs = fp kpn + knp (ec.20)
_ Ip]
fD ~ [N+[D] (EC.Zl)

Dividiendo el numerador y el denominador del miembro derecho de la ecuacién 21 entre la

. , . . I
concentracion de proteina desnaturalizada [D] y sustituyendo iUl por Kp;, obtenemos la

(D]
siguiente ecuacion:

1

fo = Ko (ec. 22)

Por lo tanto, si sustituimos la ecuacién 22 en la 20 y tomamos en cuenta la linealidad del
logaritmo natural de las constantes microscdpicas y de equilibrio con la concentracién de
desnaturalizante, obtenemos que la kops en el grafico de chevron se describe por la ecuacidn

23.

In kobs (/12) =
In{(kpy exp(—mpy[ureal)/(1 + Kp; exp(—mp,[ureal))) kyp exp(myplurea)}

(ec. 23)
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Las cinéticas de desnaturalizaciéon obtenidas de los experimentos de replegamiento
interrumpido se ajustaron a dos exponenciales. Partiendo de la premisa de que los
intermediarios son mds inestables que el estado nativo, atribuimos la constante de
velocidad rdpida a la desnaturalizacion de la poblacion de intermediario y la constante lenta
a la de la especie nativa, ambas formadas en el primer salto. Los valores de las amplitudes
relacionadas con cada constante se normalizaron y se graficaron contra el tiempo que la
proteina permanecié en condiciones nativas después del primer salto. Para realizar la
normalizacién se tomdé como el cien por ciento ala suma de las amplitudes a los 60 s. Puesto
gue los valores normalizados representan la fraccidn de proteina nativa e intermediario que
se desnaturaliza en el segundo salto, el grafico contra el tiempo muestra cémo cambia la
poblacién de cada especie en el proceso de plegamiento. La fraccién de proteina
desplegada se obtuvo al restar las fracciones de proteina nativa e intermediario al cien por

ciento.

Los datos obtenidos del experimento de replegamiento interrumpido se analizaron en
colaboracién con el Dr. Rogelio Rodriguez-Sotres de la Facultad de Quimica de la UNAM. El
grafico de las fracciones de proteina contra el tiempo se ajustdé a un modelo de plegamiento
con un intermediario secuencial, a un modelo con un intermediario no productivo y a un
modelo triangular. Las ecuaciones diferenciales para cada uno de los modelos se integraron

por métodos numéricos en el programa MatLab™ .

Las ecuaciones diferenciales para un modelo secuencial son las siguientes:

IO = —kpy[D] + kypl1] (ec.24)

M = kpi[D] = (ki + kan) 1] + kg [N] (ec.25)
M = ey 11 + ke [N] (ec.26)

Co = [D] + [1] + [N] (ec.27)
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Las ecuaciones diferenciales para un modelo con un intermediario no productivo son las

siguientes:
% = —kyp[N] + kpy[D]
% = knp[N] — (kpy + kp)[D] + kip[I]
% = —kp,[D] + k;p[I]

Las ecuaciones diferenciales para un modelo triangular son las siguientes:

ad
% = —(knp + kny)[N] + kpy[D] + ki [1]

% = kyp[N] = (kpy + kp)[D] + kiplI]

o[1]

Er kni[N]+ kp;[D] — (kip + ki) (1]

(ec.28)

(ec.29)

(ec.30)

(ec.31)

(ec.32)

(ec.33)

(ec.34)

(ec.35)

Los valores de energia libre (AGpn, AGpi), phi (b1, ¢1), B de Tanford (Bru), Bray) y mon al

equilibrio se obtuvieron a partir de las siguientes ecuaciones:
AGpy = —RTIn(Kp, ’;LNNI)
AGp; = —RTIn(Kp;)
AAGpy = AGYY — AGPR!

AAGp, = AGYf — AGE™

(ec.36)

(ec.37)

(ec.38)

(ec.39)
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wt
kin

AAGpy = _RTln(kZ{,“f (ec.40)

¢, = AAGDI/AAGDN (ec.41)

drs = (AAGp; + AAG,y) /AAGDN (ec.42)

mpy = (Mp; + myy — my;) (ec.43)

'BTU) - (le)/(mDI + my —my;) (ec.44)
Bras = (mp; + mIN)/(mDI iy — ) (ec.45)

Los valores de AGi: y AGnt se obtuvieron en base a la teoria del estado de transicién:

-AG
kiy = R”TTe H/rr (ec.46)

~AG
kny = kaTe ar (ec.47)

donde kp es la constante de Boltzmann vy h es la constante de Planck.
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RESULTADOS

Como se menciond anteriormente, algunos estudios termodindmicos sobre el
desplegamiento de LAO muestran que dicho proceso presenta un comportamiento de dos
estados. Por el contrario, los experimentos cinéticos mostraron una mayor complejidad. Las
curvas de renaturalizacion a concentraciones bajas de urea (0.45 a 1.5 M) son
biexponenciales (fig. 20), lo cual ocasiona la presencia de dos ramas en ésta zona del
chevron, ambas con curvatura (fig. 21). Dicho comportamiento puede originarse por dos
causas principales: la presencia de intermediarios cinéticos y/o heterogeneidad en el estado

desnaturalizado, generalmente por isomerizacién de prolinas.
Experimentos de doble salto

Para determinar si el plegamiento de LAO presenta isomerizacion de prolinas se realizaron
experimentos de doble salto. Como se mencioné anteriormente, dichos experimentos
estan constituidos por dos pasos principales, en el primero de ellos la proteina en estado
nativo se mezcla con urea hasta llegar a una concentracion de desnaturalizante a la cual
LAO se despliega totalmente. La muestra se mantiene en dichas condiciones por un tiempo
determinado y posteriormente, en un segundo paso, se mezcla con amortiguador hasta
llegar a condiciones nativas para replegar la proteina. El replegamiento se monitoriza por
dicroismo circular o fluorescencia. El experimento se repite variando el tiempo en el que la
muestra permanece en condiciones desnaturalizantes. Dicho estudio se basa en que los
residuos de prolina en el estado nativo presentan una configuracién especifica y su
isomerizacidén es un proceso lento. Por lo tanto, si existe isomerizacion en el proceso de
plegamiento, su efecto desaparecera cuando la muestra se mantiene en condiciones
desnaturalizantes por tiempos cortos, debido a que no habra tiempo suficiente para que las
prolinas adquieran una configuracion diferente a la que se encuentra en la estructura
nativa. Por otra parte, su efecto reaparecerd cuando la proteina se mantiene desplegada
por tiempos largos, ya que las prolinas podran isomerizar y adquirir la configuraciéon
incorrecta antes de iniciar el replegamiento. Las cinéticas obtenidas a tiempos de

desnaturalizacion menores a 10 segundos se ajustaron adecuadamente a una sola
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Residual

Residuales

exponencial, como se puede observar en el grafico de residuales (fig.25 Ay B ), presentando

una sola constante de velocidad. Por el contrario, a tiempos mayores de desnaturalizacién

el ajuste de las cinéticas requiere dos exponenciales (fig. 25 C y D). En la figura 26 se

muestran los valores de las constantes de velocidad obtenidas al variar el tiempo de

desnaturalizacion, ambas coinciden con aquellas obtenidas de los experimentos sencillos.

La pérdida de la constante de velocidad lenta en las cinéticas de renaturalizacion a tiempos

de desnaturalizacion menores a 10 segundos, sugiere fuertemente que la rama que

corresponde a dicha constante en el grafico de chevron esta determinada por isomerizacién

de prolinas.
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Figura 25. Residuales de los ajustes a una (m) o dos exponenciales (m) de las cinéticas de renaturalizacién

después de 1s (Ay B) y 120s (Cy D) de desnaturalizacién para LAO silvestre.
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Figura 26. Constantes de velocidad rapida (m) y lenta (®) obtenidas de las cinéticas de renaturalizacion de los
experimentos de doble salto. A la izquierda se muestran los valores de las constantes calculadas de los

experimentos sencillos.

Experimentos de replegamiento de LAO en presencia de CyP

Para corroborar los resultados de los experimentos de doble salto, se realizaron
experimentos de renaturalizacion de LAO en presencia de distintas concentraciones de la
enzima CyP (0 a 10 uM), la cual presenta actividad de prolil-isomerasa. Las cinéticas
obtenidas a concentraciones de 0 a 2 uM de CyP mostraron dos constantes de velocidad;
sin embargo, a concentraciones mayores soélo se observa la constante répida (fig. 27 y 28).
Estos resultados confirman que la fase lenta en la renaturalizacién de LAO es debida a la
isomerizaciéon de prolinas. En la figura 28 se muestran los valores de las constantes de

velocidad obtenidas a cada concentracidn de CyP.

Con el objetivo de obtener la rama de replegamiento del chevron de LAO sin la contribucidn
de la isomerizacién de prolinas, se llevd a cabo un experimento de renaturalizacién a
distintas concentraciones de urea (0 a 3 M), agregando una concentracidn fija de ciclofilina

(5 uM). Cabe mencionar que CyP mantiene su estructura a las concentraciones de

51



Residuales

desnaturalizante empleadas en este experimento. Todas las cinéticas mostraron una sola
exponencial y la rama del chevron que se obtuvo de dichos experimentos concuerda con la
rama rdpida en ausencia de CyP (fig. 29). Sin embargo, la curvatura no se eliming, lo cual

indica que existe un intermediario cinético independiente de la isomerizacidn de prolinas.

A

15 -

Residuales

Variable independiente Variable independiente

Figura 27. A) Cinética de renaturalizacién a 5 uM de ciclofilina. B y C) Residuales de los ajustes a una (m)y

dos exponenciales (m)
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Experimentos de replegamiento interrumpido

Como se menciond anteriormente, el grafico de chevron de LAO no es caracteristico de un
proceso de dos estados. Para determinar el mecanismo de plegamiento, se realizaron
ajustes al modelo de tres estados, tanto en su variante secuencial (ec.4) o con un
intermediario no productivo (ec.5). Ambos describieron muy bien los datos experimentales
(fig. 30) y los valores de AGpn calculados a partir de las constantes microscépicas fueron de
-9.0 Kcal mol? y -11.1 Kcal mol* respectivamente, los cuales son muy similares al AGpy al
equilibrio (-10.3 Kcal mol). Sin embargo, mientras que el valor de mpy calculado del ajuste
al modelo secuencial (3.4 Kcal mol* M) concuerda muy bien con el valor al equilibrio (3.7
Kcal mol'*M1), el calculado a partir del modelo no productivo mostré mayor diferencia (5.2
Kcal molt M). Las constantes de velocidad y de equilibrio obtenidas de los ajustes, asi

como los valores de las pendientes, se muestran en la tabla 1.

In k
X
1

Urea (M)

Figura 30. Ajuste del grafico de chevron a un modelo de dos (—) y tres estados con el intermediario dentro

(—) y fuera de la via (—).
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Secuencial

No

productivo

Kb kin kni Mp | M mni AGpn AGpn Mpn

(s?) (sY) (Kcal mol™) | Equilibrio | (Kcal mol*M?)
35.5 1.3 1.2x10 1.9 0.41 -1.12 -9.0 -10.3 3.4
+22.2 +0.5 +23x10° | £+0.2 | £0.3 | £0.02 +0.03
Ko kpn knp mp | Mpn | Mnp
35.4 46.5 1.2x10 2.3 1.9 -1.1 -11.1 5.3

t22.2 +41 | £23x10° | £0.2  +0.2  +0.02

Tabla 1. Parametros cinéticos y termodinamicos obtenidos del ajuste del grafico de chevron a modelos de

tres estados con el intermediario fuera y dentro de la via.

Estos resultados sugieren que el plegamiento de LAO presenta un intermediario dentro de
la via. Para corroborarlo, se realizaron experimentos de replegamiento interrumpido, los
cuales permiten conocer las fracciones de proteina nativa, de proteina desplegada e
intermediario a diferentes tiempos de replegamiento. Al igual que los experimentos de
doble salto, los estudios de replegamiento interrumpido consisten en dos etapas. En el
primer paso, la proteina desnaturalizada se mezcla con amortiguador propiciando su
replegamiento. Después de que la muestra permanece en dichas condiciones por un tiempo
determinado, se mezcla nuevamente con urea a una concentracién a la cual la proteina se
despliega. La cinética de desnaturalizacion se monitoriza por fluorescencia o dicroismo
circular. El experimento se repite variando el tiempo en el que la muestra permanece en
condiciones nativas. Dicho estudio se basa en el hecho de que los estados intermediarios
son mas inestables que el estado nativo y por lo tanto se desnaturalizan a una velocidad
mayor. De este modo, si el plegamiento de una proteina es de dos estados, la Unica especie
que se formara en el proceso serd el estado nativo y, por lo tanto, las cinéticas de
desnaturalizacion mostraran una sola exponencial cuya velocidad correspondera a la
velocidad de desplegamiento de la proteina nativa. Por el contrario, la presencia de un
intermediario se reflejard en la observacion de una segunda exponencial de mayor
velocidad en la cinética. Puesto que las amplitudes correspondientes a cada velocidad estan

relacionadas directamente con la poblacién relativa de cada especie que se estd
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DC (milideg)

Residuales

desnaturalizando, un gréfico de la amplitud contra el tiempo que la proteina permanece en

condiciones nativas refleja directamente el cambio de la fraccién de cada especie a través

del tiempo en el proceso de plegamiento. Todas las cinéticas obtenidas para LAO se

ajustaron a dos exponenciales (fig. 31).
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Figura 31. Experimentos de replegamiento interrumpido seguidos por DC. Cinéticas de renaturalizacidn

después de 2s en condiciones nativas ajustadas a una (A) y dos exponenciales (B). Residuales de los ajustes a

una (m)y dos exponenciales (m).

La constante de velocidad lenta concuerda con la constante obtenida de los experimentos

sencillos, lo cual indica que dicho valor corresponde a la desnaturalizacion del estado nativo
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(fig. 32). La grafica de las amplitudes sin normalizar contra el tiempo se muestra en la figura

33. 12
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Figura 32. Tiempos de relajacion (1) rapido (e) y lento (m) obtenidos de las cinéticas de desnaturalizacion de
los experimentos de replegamiento interrumpido. A la izquierda se muestran el valor de la constante calculada

de los experimentos sencillos.
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Figura 33. Grafico de las amplitudes contra el tiempo obtenidas de las cinéticas de desnaturalizacién de los
experimentos de replegamiento interrumpido (DC). Las amplitudes se encuentran relacionadas con la

poblacidn relativa de especie de proteina nativa (m) e intermediario (e).
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El cambio en la fraccién relativa de cada especie de proteina con respecto al tiempo se
ajustd a los modelos secuencial (ec .4) y con un intermediario no productivo (ec.5), asi como
a un modelo triangular (ec.6). Como podemos observar en la figura 34, el modelo secuencial
describe adecuadamente los datos experimentales y los valores calculados de las
constantes Kp,, kivy kni concuerdan con los valores obtenidos del chevron, extrapolados a
0.8 M de urea (tabla 2). De manera contraria, el modelo no productivo no se ajusta
correctamente, por lo cual se puede descartar (fig. 35). Por otra parte, el modelo triangular
se ajusta mejor a los datos a tiempos menores a los 5 s (fig. 36), en comparacion al modelo
secuencial. De hecho, los valores de kpi, kin, kio y kni son muy similares entre ambos ajustes
(tabla 2); sin embargo, el valor de la constante kon -que describe la via directa entre D y N-
es menor a las constantes kp y kiny no se observa fase explosiva en la formacién de N, en
contraste a lo reportado para otras proteinas cuyo plegamiento es descrito por un
mecanismo triangular (Kiefhaber, 1997). Por ello concluimos que el mecanismo mds sencillo
gue mejor describe el plegamiento de LAO es de tres estados con un intermediario dentro

de la via (fig. 37).

Fraccion de Proteina

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (s)

Figura 34. Ajuste de las fracciones nativa (®), desnaturalizada (m) e intermediario (A ) a un modelo

secuencial.
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Fraccion de Proteina

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (s)

Figura 35. Ajuste de las fracciones nativa (®), desnaturalizada (m) e intermediario (A ) a un modelo no

productivo.

Fraccion de Proteina

Tiempo (s)
Figura 36. Ajuste de las fracciones nativa (e), desnaturalizada (m) e intermediario (A ) a un modelo

triangular.
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Como se menciond anteriormente, el valor de AGpn calculado a partir de las constantes de

velocidad es de -9.0 kcal mol?, muy similar al obtenido de los experimentos al equilibrio.

Por otra parte, los valores de B de Tanford (Br), los cuales estan relacionados con el area

superficial expuesta al solvente de cada especie en comparacién al estado nativo, son de

0.55y 0.67 para el intermediario y el estado de transicion respectivamente (Tabla 3). Dichos

valores indican que ambas especies presentan aproximadamente la mitad del area

accesible al solvente en comparacion al estado nativo.

Constante

Secuencial
(0.8M) (chevron)
Ko 2.7
Kin (s7) 0.7
kni (s2) 5.6 x 10
koi ()
kip ()
kon (s)
knp (s)

Secuencial

5.1
0.17+£0.01
8.4x10%t 3x103
0.6 +0.06

0.12 +0.04

Triangular

12
0.12+0.01
3x10%+ 2x103
0.45+0.05
0.03+0.03
0.08 £0.01

3x10%+ 2x103

Tabla 2. Constantes de velocidad y de equilibrio obtenidas del ajuste de las fracciones de cada especie de

proteina a un modelo secuencial y triangular, asi como de la extrapolaciéon a 0.8 M de urea del ajuste del

grafico de chevron a un modelo secuencial.
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kin= 1.3+0.5s?
\

D Kpi=35.4 + 22 ] N

N N
kn=1.2x10°+2x10°s?

Figura 37. Mecanismo de plegamiento de LAO. Las constantes mostradas provienen del ajuste del chevron a

dicho modelo.

AGpy 2.1
AGiN -6.7
AG ¢ 15.6
AGsn 22.4
BTi 0.55
BT: 0.67

Tabla 3. Valores de AG y Br calculados a partir de las constantes y pendiente obtenidas del ajuste del chevron

a un modelo secuencial.
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Mutante de LAO, P16A

Como se menciond anteriormente, el residuo 16 en la estructura de LAO es una prolina en
configuracion cis la cual podria ser responsable de la isomerizacién observada en los
experimentos de doble salto y renaturalizacién en presencia de ciclofilina. Para determinar
el efecto de P16 en el plegamiento de LAO, se llevaron a cabo estudios termodindmicos y

cinéticos de la mutante P16A.
Experimentos de desnaturalizacion térmica

Se realizaron experimentos de desnaturalizacién térmica de LAO P16A seguidos por DC. Al
igual que LAO silvestre, la curva de desnaturalizacién de la mutante es monofasica (fig. 38)
y el AH obtenido para ambas es el mismo (141+ 4.3 y 139 + 4.8 Kcal mol para LAO silvestre
y mutante respectivamente). La Tm de LAO P16A es de 52.3°C, 1.7°C menor a la de la
silvestre (tabla 4). Estos resultados indican que la estabilidad térmica de LAO no se ve

afectada por la mutacion.

m LAOP16A
1.2 e LAO
] °
1.0 ST
o _‘
0.8 e
[ ]
| ]
0.6 n
5 :o
0.4 ad
| ny
0.2 v
1 n
004 =
-0.2 T T T T T T T T T T T T 1

20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (C)

Figura 38. Curvas de la fraccion desnaturalizada de proteina de los experimentos de desnaturalizacion térmica,

seguidos por DC, de LAO wt (e) y LAO P16A (m).
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LAO wt LAO P16A

Tm (°C) 54 52.3

AH (Kcal mol?) 141+4.3 139.1+4.8

Tabla 4. Valores de Tm y AH obtenidos a partir de las curvas desnaturalizacidn térmica de LAO wt y LAO P16A.

Experimentos de desnaturalizaciéon inducida por urea

Se realizaron experimentos de desnaturalizaciéon inducida por urea de LAO P16A, que
fueron seguidos por DC. Al igual que LAO wt, la curva de desnaturalizacion de la mutante
fue monofasica (fig. 39) y los valores de AGpn, mpny Y Cm Obtenidos del ajuste a un modelo
de dos estados fueron de 7.8 + 1.8 Kcal mol?, 3.6 + 0.8 Kcal mol* Mt y 2.2 M,
respectivamente (Tabla 5). Como podemos observar, la estabilidad de LAO se ve
comprometida por la mutacion, ya que la mutante presenta un AGpy menor al de la proteina

silvestre. Sin embargo, el valor de m no se modifica lo cual indica que la cooperatividad del

proceso se conserva.
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Figura 39. Curva de desnaturalizacién inducida por urea de LAO P16A, seguida por DC.
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LAO wt (CD) LAO P16A (DC)

AG (Kcal mol?) 10.3+0.3 7.8+1.8
m (Kcal mol’*M™1) 3.7+0.1 3.6+0.8
Cm (M) 2.7 2.2

Tabla 5. Valores de AGon, mony Cm oObtenidos a partir de las curvas desnaturalizacion inducida por urea,

seguidas por DC, de LAO wt y LAO P16A.

Experimentos cinéticos de replegamiento y desplegamiento

Se estudid la cinética de renaturalizacidon y desnaturalizaciéon de LAO P16A inducida por
urea, seguidos por DC. A diferencia de la proteina silvestre, todas las cinéticas de la mutante
se ajustaron a una sola exponencial. De este modo, el grafico de chevron presenta una
rama con curvatura en la zona de replegamiento, la cual coincide con la rama rapida en el
grafico de LAO silvestre (fig. 40). Estos resultados indican que, como se habia sugerido
anteriormente, la isomerizacién de la prolina 16 determina la presencia del proceso lento
observado en el replegamiento de LAO silvestre.

El ajuste del chevron de LAO P16A a un modelo secuencial muestra que las constantes Kp y
kin presentan valores muy similares a los obtenidos para LAO silvestre, sin embargo, la
velocidad de desnaturalizacién se acelera un orden de magnitud (tabla 6). Por lo tanto, la
mutacion P16A tiene un impacto negativo en la estabilidad del estado nativo y no en el
intermediario ni en el estado de transicidn (=0, $+=0.1). El valor de AGpn calculado a partir
de las constantes de velocidad es 1.3 kcal mol™* menor al de la proteina silvestre y coincide
con el obtenido de los experimentos al equilibrio (tabla 7).Por otra parte, los valor de BT:y

BT, son de 0.67 y 0.49, muy similares a los de LAO wt (tabla 7).
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Figura 40. Comparacion de los graficos de Chevron obtenidos a partir de los experimentos cinéticos seguidos

por DC, tanto de LAO wt (m) como LAO P16A (e).

LAO wt LAO P16A

Ko 35.4+£22 45.4 + 46

kin (s'2) 1.3+0.5 1.5+0.25
kni(s?) 1.2x10°+2x10°% | 1.4x10%+4x10°

Tabla 6. Constantes de velocidad obtenidas del ajuste del
grafico de chevron de LAO wt y LAO P16A a un modelo

secuencial.

LAO P16A
AGp (kcal mol?) 2.1 -2.2
AGpn -9.0 -7.7
AGpn (Equilibrio) -10.3+0.3 -7.8+1.8
BT, 0.55 0.49
BT: 0.67 0.67

Tabla 7. Valores de energia libre y BT calculados a partir de las
constantes obtenidas del ajuste los experimentos cinéticos a un

modelo secuencial, asi como de los experimggtos al equilibrio.



Calorimetria de titulacion isotérmica

Se realizaron experimentos de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) de LAO P16A en
presencia de histidina para conocer el efecto de la mutacién en la termodinamica de unién
(fig. 41). Los resultados obtenidos muestran diferencias claras entre la proteina silvestre y
la mutante (tabla 8). La constante de disociacidn (Kg) calculada para LAO P16A es de 146
UM, dos érdenes de magnitud mayor a la K¢ de LAO wt (2.7 uM). Por otra parte, los valores
de AH y TAS obtenidos fueron de -6.8 Kcal mol* y -1.5 Kcal mol* respectivamente, lo cual
da como resultado un AG de -5.3 Kcal mol?, 2.3 Kcal mol* menor a la proteina silvestre.
Comose puede observar, la mutacién de la prolina 16 tiene un efecto importante en la union
de LAO a histidina, ya que dicho proceso se vuelve menos entalpico y el AG se reduce

considerablemente (tabla 8), provocando asi una disminucién significativa en la afinidad.

LAO wt LAO P16A
Kd (uM) 2.7+1.9 146 + 19
AH (Kcal mol?) -8.2+0.2 -6.8+1.4
TAS (Kcal mol?) -0.6 -1.5
AG (Kcal mol?) -7.6 -5.3

Tabla 8. Valores de Kd, AH, TAS y AG obtenidos a partir de los experimentos de ITC de LAO wt y LAO P16A en

presencia de histidina.
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DISCUSION
Termodinamica y cinética del plegamiento de LAO

Estudios de desplegamiento de LAO utilizando temperatura y urea como agentes
desnaturalizantes, han mostrado que dicho proceso es altamente reversible y presenta un
comportamiento de dos estados (Vergara, 2011). Estas observaciones también se ha
reportado para la proteina de unidn a maltosa (Ganesh. 1997) y la proteina de unién a
arabinosa (Fukada, 1983), PBPs de tipo Il de 370 y 306 residuos, respectivamente. Por otra
parte, experimentos de DSC realizados para la proteina de unién a histidina, cuya identidad
con LAO es del 80 % y comparten la misma topologia (RMSD=1.1 A), sugieren que su
desplegamiento se ajusta a un modelo de tres estados (Kreimer, 2000). Sin embargo, debido
a que las trazas calorimétricas presentadas son curvas simétricas, es muy probable que la
desnaturalizacion de HisJ también pueda ser descrita por un modelo de dos estados. Los
resultados obtenidos para estas proteinas son interesantes ya que sugieren que el
desplegamiento de las PBPs no presenta intermediarios estables. En contraste, otras
proteinas de igual o menor tamafio y complejidad, como son la triosa fosfato isomerasa e
Im7 (Capaldi, 2001), se despliegan en dos o mas etapas. Debido a que las PBPs muestran
diferencias en tamaiio y topologia, es posible atribuir la alta reversibilidad y cooperatividad
observada en la desnaturalizacién inducida por temperatura y urea a la estructura general

gue comparten dichas proteinas.

A diferencia de la sencillez mostrada en la desnaturalizacion de LAO al equilibrio, los
estudios cinéticos fueron mas complejos ya que el grafico de chevron presentd dos ramas
en la zona de replegamiento, ambas con curvatura. Estas caracteristicas difieren a las
esperadas para un proceso cinético de dos estados, tal como se observo para la proteina
Csp, cuyo chevron muestra una sola rama lineal en esta region (Schindler, 1995). La
presencia de dos constantes de velocidad en las cinéticas de renaturalizacién, asi como de
curvatura en la rama de replegamiento en el grafico de chevron, se ha observado
previamente para otras proteinas, como son la lisozima, RNasa A, Che Y, Ubiquitina,

Citocromo c e Im7, entre otras (Capaldi, 2001; Gianni, 2003; Biichner, 2004; Bofill, 2005;

68



Kathuria, 2008). En la mayor parte de los casos se encontré que dichas caracteristicas son
consecuencia de la formacidén de intermediarios cinéticos. Sin embargo, en algunos de ellos,
como fue para RNasa Ay Che Y, este comportamiento estuvo determinado por la presencia
de isomerizacion de prolinas, o la combinacién de ambos fendmenos.

Los experimentos de doble salto, realizados inicialmente por Brandts y colaboradores en
estudios sobre la RNasa A (Brandts, 1975), mostraron que a tiempos de desnaturalizacion
menores a los 10 s la cinética de velocidad lenta en el replegamiento de LAO desaparece, y
reaparece a tiempos mayores. Estos resultados coinciden con los tiempos de relajacién
reportados para la isomerizacién de prolinas (10 s a 60 s), lo cual sugiere que dicho proceso
esta presente en el plegamiento de LAO. Los estudios de renaturalizacién en presencia de
prolil-isomerasa confirman la existencia de isomerizacién de prolinas, ya que todas las
cinéticas perdieron la constante de velocidad lenta, al igual que en los experimentos de
doble salto. Estos resultados indican que la rama correspondiente a dicha constante en el
grafico de chevron, estd determinada por este fendmeno. Sin embargo, la existencia de
curvatura en la rama rdpida, aun en presencia de ciclofilina, demuestra la formacién de un
intermediario cinético.

Se ha reportado la presencia de intermediarios en el plegamiento varias proteinas, los
cuales han mostrado diferentes caracteristicas estructurales y se han encontrado fuera o
dentro de la via, formando parte de vias paralelas o secuenciales. Por ejemplo, los estudios
de plegamiento realizados para Im7 mostraron la formacion de un intermediario dentro de
la via, cuya estructura se encuentra semiplegada y presenta interacciones no nativas (Friel,
2004). Por otra parte, en el trabajo realizado por Kiefhaber se observé que la lisozima puede
plegarse a través de un intermediario secuencial o directamente en un proceso de dos
estados (Kiefhaber, 1997). De acuerdo a estudios de intercambio deuterio-hidrogeno, este
intermediario muestra uno de sus dos dominios totalmente plegado y el otro desplegado.
Otro caso es el de la proteina Che Y, cuya duplicaciéon génica dio origen a las PBPs, de
acuerdo a lo propuesto (Fukami-Kobayashi, 1999). El proceso de plegamiento de esta
proteina es un ejemplo de la existencia de isomerizacidon de prolinas en conjunto con la

formacion de un intermediario, tal y como se observa para LAO. En este caso, una parte de
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la poblacion del estado desnaturalizado muestra una prolina en configuracién cis y la otra
en trans. Ambas especies dan origen a un intermediario no productivo, el cual debe
desplegarse nuevamente para poder llegar al estado nativo. De este modo, la estructura
nativa es adquirida directamente desde el estado desnaturalizado y su formaciéon es
limitada por la presencia del intermediario. Al igual que la especie de proteina desplegada,
los estados nativo e intermediario pueden encontrarse con la prolina en cis o trans.

El ajuste del grafico de chevron de LAO a un modelo secuencial y a uno de tres estados con
un intermediario no productivo parece indicar que el intermediario se encuentra dentro de
la via, y para corroborarlo se realizaron experimentos de replegamiento interrumpido. El
modelo no productivo no logra describir correctamente el cambio de las fracciones de
proteina a través del tiempo, por lo cual podemos descartarlo como posible mecanismo de
plegamiento. De manera contraria, el modelo secuencial se ajusté adecuadamente y los
valores calculados de las constante Kpi, kin y kni concuerdan con los valores obtenidos del
chevron, extrapolados a 0.8M de urea. No obstante, el modelo triangular se ajusta mejor a
tiempos menores a los 5 s. Los valores de las constantes de velocidad kpj, ki, kio y kni
obtenidas del ajuste a ambos modelos son muy similares, lo cual indica que efectivamente
el intermediario se encuentra dentro de la via. Sin embargo, a pesar de que el ajuste al
modelo triangular es mejor que el secuencial, no es posible afirmar la existencia de una via
directa entre el estado desnaturalizado y el nativo. Para ello es necesario obtener mayor
informacién, como se realizdé para la lisozima (Kiefhaber, 1997). En dichos estudios, la
presencia de una via directa en el plegamiento de la lisozima se infirid6 a partir de la
existencia de una fase explosiva en la curva de Fn con respecto al tiempo, de
aproximadamente el 10% de la amplitud total. Estos resultados indicaron que la formacién
del estado nativo de la lisozima se lleva a cabo a partir de dos constantes de velocidad, una
lenta debida a la formacién del intermediario y una rapida debido a la via directa. Estas
observaciones fueron confirmadas a través de experimentos de resonancia magnética
nuclear. En nuestro caso, no observamos fase explosiva ya que la extrapolacion de Fy ato =
0. (fig. 33). Ademas de ello, en el plegamiento de la lisozima, asi como en otras proteinas

(Kiefhaber, 1997; Gianni 2003), el valor de la constante kon que describe la via directa entre
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D y N es mayor a las constantes kp, y kin, en contraste a lo observado para LAO al ajustar al
modelo triangular. Con base a estas observaciones, concluimos en que el mecanismo mas
sencillo que describe el plegamiento de LAO es de tres estados con un intermediario dentro
de la via (fig. 40). Sin embargo no descartamos la posibilidad de una via directa entre los

estados Ny D.

ET2

AGi¢= 15.6
ET1
AGyn= 22.4

AGDN= -9.0

Figura 40: Coordenada de reaccién de LAO.
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Los valores de AGpn Yy mpn, calculados para LAO a partir de las constantes y las pendientes
del ajuste del chevron a un modelo secuencial, (-9.0 kcal molty 3.4 kcal mol! M*
respectivamente) son muy similares a los obtenidos de los experimentos al equilibrio (-10.3
kcal mol* y 3.7 kcal molt M), Por otra parte, la B de Tanford, calculada para el
intermediario y el estado de transicion (0.55 y 0.67 respectivamente), sugieren que el area
accesible al solvente de ambas especies es aproximadamente la mitad del area en el estado
nativo. Estos resultados son compatibles con un escenario en el cual el intermediario de
LAO presenta un lébulo plegado y el otro desplegado, o ambos dominios parcialmente
plegados. Para ello, es necesario caracterizar con mayor detalle la estructura de ambas
especies, ya sea a través de mutaciones y el andlisis de valores ¢ o de resonancia magnética

nuclear.

Aun no existe informacién cinética sobre el plegamiento en otra PBP; sin embargo,
experimentos de microscopia de fuerza atdmica de molécula Unica han mostrado la
existencia de un intermedio cuando MBP es sometida a estrés mecdanico. De igual manera,
también se ha realizado la caracterizaciéon termodindmica vy cinética de Che Y, proteina que
dio origen a la familia de PBPs. De acuerdo a estos estudios, al equilibrio el desplegamiento
de CheY presenta un comportamiento de dos estados, tal y como se ha observado para LAO
y otras PBPs. Sin embargo, el replegamiento de Che Y muestra un intermediario de fase
“explosiva”, asi como isomerizacidon de prolinas. Esta claro que un modelo de dos estados
puede describir el desplegamiento al equilibrio de las PBPs y de Che Y, las cuales muestran
un plegamiento tipo Rosmann y se encuentran relacionadas filogenéticamente. Por otra
parte, los enfoques cinéticos y mecanicos han mostrado que el proceso de plegamiento
para estas proteinas presentan caracteristicas comunes todas ellas, asi como diferencias.
El estudio de varias PBPs por distintos métodos es importante para estudiar detalladamente
el plegamiento de proteinas y determinar las propiedades que surgen como consecuencia
de las caracteristicas estructurales compartidas y aquellos que se originan a partir de las

peculiaridades de cada grupo de PBPs.
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Mutante P16A

Puesto que la prolina 16 se encuentra en configuracidn cis en la estructura de LAO, se realizd
la mutante P16A para determinar si dicho residuo es responsable de la reaccidon de
isomerizacién observada en el plegamiento de LAO. Los experimentos de desnaturalizacién
inducida por urea sugieren que la estabilidad de la proteina se ve afectada por la mutacion.
El AGpncalculado para LAO P16A (AAG) es 2.5 kcal molt menor al de LAO wt. Por otra parte,
los experimentos cinéticos indican que, efectivamente, el proceso lento observado en el
replegamiento de LAO es determinado por la isomerizacion de P16. La amplitud de dicha
constante contribuye aproximadamente al 70% de la sefial, mientras que la amplitud de la
constante rapida es del 30%. Estos valores concuerdan con las poblaciones de los ismeros
trans y cis al equilibrio reportados en la literatura (Pappenberger, 2003). El ajuste del
chevron de LAO P16A a un modelo secuencial muestra que las constantes Kp y kni presentan
valores muy similares a los obtenidos para LAO wt, sin embargo, la velocidad de
desnaturalizacion se acelera un orden de magnitud (fig. 38). El valor de AGpn calculado es
menor al de la proteina silvestre, tal y como se observé en los experimentos al equilibrio.
Por lo tanto, la mutacién P16A tiene un impacto negativo en la estabilidad del estado nativo
(fig. 41). Por el contrario, el estado de transicion y el intermediario no se ven afectados (b=
0.1, $=0.1, BT+=0.67 y BTi= 0.49).

Interesantemente, la mutacidn P16A también repercute de manera importante en la
funcién. Los experimentos de ITC indican que la presencia del isémero cis de la prolina 16
es relevante para la unién, puesto que su mutacidn afecta significativamente al AH y al AS
del proceso, lo cual se refleja directamente en la disminucién de la afinidad de LAO por
histidina (fig. 42). Los resultados obtenidos en éste trabajo muestran la relacidn estructura-
funcién en LAO ya que la desestabilizacién de la estructura a causa de la mutacién de la
prolina 16, la cual se encuentra fuera del sitio de unién, también afecta de manera relevante

su funcion.
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Mecanismo de plegamiento e isomerizacion de prolinas

La ultima incdgnita en este trabajo es el papel de la isomerizacién de prolinas en el
mecanismo de plegamiento. Como se ha reportado previamente (Kathuria, 2008), la
isomerizacién de prolinas es un proceso independiente de la concentracion de
desnaturalizante; sin embargo, la rama lenta del chevron depende de la concentracion de
urea. Ademads, dicha rama presenta curvatura. Este comportamiento se debe a que la
velocidad de formacion del estado nativo a partir del intermediario es muy similar a la
velocidad de isomerizacion. De este modo, a concentraciones de urea de 1.5 a 2.75 M la
constante de velocidad kin, la cual depende de la concentracién de desnaturalizante, es
menor a la constante de isomerizacion kr.¢c, por lo cual es limitante en esas condiciones. Esto
propicia que las cinéticas de replegamiento sean monoexponenciales y el valor de la
constante se modifique con la concentracién de desnaturalizante. De manera contraria, de
0 a 1.5 M de urea kin es mayor que krc, lo cual vuelve a la isomerizacién el paso limitante.
Por ello, a concentraciones menores a 1.5 M las cinéticas presentan dos constantes de
velocidad, la lenta consecuencia de la isomerizacion. La transicidon entre uno y otro paso
limitante provoca la curvatura en la rama lenta del chevron ya que el pasode | a N depende
de la concentracién de urea y la isomerizacién de prolinas no. Los estudios cinéticos de la
mutante P16A indican que dicho residuo es responsable de la isomerizacién observada en
el plegamiento de LAO. Mas aun, dicha mutaciéon afecta la estabilidad del estado nativo
pero no del intermediario ni del estado de transicion. Estos resultados sugieren que la
region en la estructura de LAO que se ve afectada por la isomerizacidon de la prolina 16 se
forma en una etapa tardia del plegamiento. Por lo tanto, el intermediario se puede formar
sin importar la configuracién de la prolina. Con base en esta informacién y suponiendo que
el estado nativo sdlo se adquiere cuando la prolina se encuentra en la configuracién
adecuada, el mecanismo minimo que explica los datos experimentales obtenidos hasta el

momento para el plegamiento de LAO se muestra en la figura 44.
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Estabilidad y funcién

Como se menciond anteriormente, las proteinas presentan una estabilidad muy pequefia

debido a que las fuerzas que propician la formacién de su estructura son compensadas por

fuerzas que la desestabilizan. Sin embargo, la presencia de flexibilidad estructural es

importante para la funcidn y por ello se ha propuesto que la evolucién de las secuencias

con fines funcionales ha comprometido la estabilidad (Brockwell, 2007).
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Como podemos observar en la figura 45, a 25 °C, el cambio en la energia libre de unién a
arginina (AGp) es ligeramente mayor al AG de plegamiento (AAG= 1.1 kcal mol?). Aunque el
AH de plegamiento es mucho mayor al de union, el TAS aumenta en la misma proporcion,
por lo cual ambos factores se compensan. De manera contraria, a 25 °C, el AGp para la unién
a histidina es mas pequefio que AGn-p (AAG = 4.1 kcal mol?) (fig. 45). La dependencia del
AGp con la temperatura, para ambos ligandos, es menor en comparacion a la dependencia
de AGn.p (fig. 46), lo cual asegura que la funcién de LAO persista aunque su estabilidad
disminuya debido a cambios en la temperatura y puede estar relacionado con el ambiente
cambiante en el cual las bacterias se desarrollan. La curva de AGy, contra T intersecta con la
curva de estabilidad a -22 °Cy 25 °C, indicando que la energia de plegamiento supera al de
unidon en este intervalo de temperaturas. A temperaturas mayores a 25 °C (y menores a -
22 °C) y la energia de interaccidn proteina-ligando sobrepasa la estabilidad. Dichos
resultados muestran como, en estas condiciones, la energia de interaccién entre LAO vy
arginina es mayor a la energia que mantienen a la proteina en su estado nativo en
conformacion abierta. De igual manera, la curva para la unién de histidina intersecta dos
veces con la de estabilidad, sin embargo, en este caso a -53 °Cy 38 °C, por lo cual el AGn-p
es mayor a la energia de interaccién con histidina en un intervalo mdas amplio de
temperatura (fig. 46). Por otra parte, la temperatura de maxima estabilidad de LAO (-4 °C)
se encuentra entre las temperaturas de unién maxima para ambos ligandos (-18 °Cy 24 °C
para arginina e histidina respectivamente), aunque mas cercana a la de arginina.

A partir de estos resultados podemos observar como la estructura de LAO es estabilizada,
de manera general, por un AGn-p cuyo valor es intermedio a los valores de energia para su
interaccidn con arginina e histidina, ligandos de mayor y menor afinidad, respectivamente.
Este comportamiento se debe, muy probablemente, a la existencia de un balance
energético entre la estabilidad y la funcidn, y para corroborarlo seria interesante estudiar a

detalle ambas caracteristicas en otros sistemas.
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CONCLUSIONES

El estudios detallado del proceso de plegamiento en proteinas homdlogas es un enfoque
que se ha empleado con el objetivo de dilucidar las bases estructurales que rigen las
caracteristicas de dicho proceso. En este trabajo se caracterizdé el mecanismo de
plegamiento de LAO, el cual serd la base para el estudio comparativo con HisJ y otras PBPs.
Como pudimos observar, al equilibrio el plegamiento de LAO es un proceso altamente
reversible y muestra un comportamiento de dos estados, tal y como se reporté para MBP y
ABP, asi como para Che Y. Probablemente esta sea una caracteristica ligada a la estructura
general de las PBPs, la cual podria favorecer la cooperatividad y reversibilidad del
plegamiento de proteinas. Sin embargo, el estudio detallado del proceso en estas proteinas
ha mostrado que todas ellas presentan intermediarios cinéticos o mecdnicos, los cuales a
su vez se encuentran formando parte de distintos mecanismos. Por ejemplo, el
intermediario de Che Y parece encontrarse dentro de la via, mientras que para MBP forma
parte de vias paralelas. Sin embargo, a diferencia de CheY y MBP, el intermediario de LAO
parece ser parte de un mecanismo secuencial. Por otra parte, el plegamiento de Che Yy
LAO estdn caracterizados por la presencia de isomerizacion de prolinas. Es necesario
estudiar a fondo el plegamiento de otras PBPs para determinar si estas caracteristicas estan
ampliamente distribuidas en los miembros de esta familia de proteinas, asi como indagar
en sus bases estructurales. Por ultimo, los estudios con la mutante P16A han mostrado el
estrecho lazo que existe entre la estructura y la funcién, dado que la perturbacion
estructural de LAO a causa de la mutacién tiene un efecto directo sobre su funcidn. Por ello,
para profundizar en la comprensién de las propiedades de las proteinas es importante el
estudio detallado de los factores que proporcionan estabilidad a dichas macromoléculas y

aquellas que determinan sus caracteristicas funcionales.
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