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ABREVIATURAS

ASA = Area accesible al solvente

HisJ = Proteina de union a histidina

ITC = Calorimetria de titulacion isotérmica
Kd = Constante de disociacion

LAO = Proteina de unién a lisina, arginina, ornitina
PBP = Proteina de unién a ligando

SBP = proteina de union a substrato

AGp = Cambio en la energia libre de union
AHp = Cambio en la entalpia de unién
-TASp = Cambio en la entropia de unién

AAGmut-wt = Diferencia entre el cambio en la energia libre de union de la proteina

mutante y el de la proteina silvestre (AGmut - AGwt)

AAHmut-wt = Diferencia entre el cambio en la entalpia de unién de la proteina mutante

y el de la proteina silvestre (AHmut - AHwt)

A(-TAS)mu-wt = Diferencia entre el cambio en la entropia de unién de la proteina

mutante y el de la proteina silvestre (-TAS mut- (-TAS)w)

AAGarg-his = Diferencia entre el AGp para la union de arginina e histidina (AGarg -
AGhis)



RESUMEN

La comprensidon detallada de las bases energéticas y estructurales que guian el
reconocimiento molecular es crucial para entender adecuadamente los procesos
celulares y lograr nuevos avances biotecnologicos.

Las proteinas periplasmicas de unién (PBPs) forman parte de los sistemas de
transporte periplasmico bacterianos, los cuales estan involucrados en la
translocacion de nutrientes al citoplasma de bacterias gram negativas. Las PBPs
son utilizadas como modelo de estudio de los procesos de asociacion proteina-
ligando y se han empleado para desarrollar biosensores. Diversos grupos han
buscado redisefiar los sitios de union de dichas macromoléculas con el propdésito de
generar nuevos complejos PBP-ligando. Sin embargo, el disefio de nuevas
interacciones proteina-ligando con alta afinidad y especificidad ha resultado un
desafio. Esto indica que la comprension actual de las bases estructurales que guian
la energética de union es limitada. Por ello, es necesario profundizar en el estudio
de los procesos de asociacidn en tales sistemas.

La proteina LAO es una PBP involucrada en el transporte de los aminoéacidos
bésicos L-arginina y L-histidina en Escherichia coli y Salmonella typhimurium. LAO
interactia con ambas moléculas en el mismo sitio de union, el cual esta formado
por los residuos D161, S72, R77, Y14, F52, D11, S69, D30 y S70. Los valores de
Ka para la union de arginina e histidina son de 1 nM y 2.7 uM, respectivamente, lo
cual representa una diferencia en afinidad de cuatro 6rdenes de magnitud. Las
estructuras cristalograficas de LAO en presencia de ambos ligandos sugieren que
los residuos D11 y S69 son responsables de tal diferencia. El objetivo de este
trabajo es el estudio de la contribucion de todos los residuos que conforman el sitio
de union de LAO a la energética de asociacion. Para ello, se realizé un escaneo de
alaninas y se estudi6 el efecto termodinamico y estructural de las mutantes en la
unién de arginina e histidina a través de experimentos de calorimetria de titulaciéon
isotérmica y cristalografia de rayos X. Como resultado, se encontro que la diferencia
de cuatro 6rdenes de magnitud en la afinidad no depende exclusivamente de los
contactos formados por D11 y S64. Ademas de ello, los datos cristalograficos

sugieren que la contribucibn de las interacciones proteina-ligando a la



termodinamica de union esta influenciada por el solvente. Finalmente, se encontro
que el estado cerrado de la proteina no es perturbado por las mutaciones, no

obstante, la conformacién del estado abierto es modificada por la remocion de los
residuos R77 y F52.



INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas que llevan a cabo una gran diversidad de
funciones dentro y fuera de la célula, como es el transporte de nutrientes, la
produccién de ATP, la catélisis de las reacciones metabdlicas y la respuesta
inmune, entre otras. Para llevar a cabo estas funciones, las proteinas requieren
interactuar con otras moléculas, por ello, el estudio del reconocimiento molecular es

esencial para entender a detalle los procesos celulares.

La asociacion proteina-ligando depende de la formacion de contactos no covalentes
entre las moléculas interactuantes (puentes de hidrégeno, interacciones idnicas,
interacciones de van de Waals), los cuales, a su vez, determinan la termodindmica
de unién [1-5]. La afinidad de interaccion esta relacionada con la energia libre de

union (AGp) de acuerdo a la ecuacion 1.
Ecuacion 1. AG = —RTInK,

El valor de AGp, por su parte, depende de dos parametros termodinamicos: 1) el
cambio en entalpia de unidon (AHb), el cual esta asociado directamente con la
formacion de las interacciones antes mencionadas, y 2) el cambio en entropia de
union (ASp), el cual esta relacionado con el cambio en los grados de libertad de las

moléculas implicadas en la interaccién (ecuacion 2).
Ecuacion 2. AG = AH —TAS

Es importante mencionar que otra caracteristica estructural que tiene un gran
impacto en la termodindmica de union es el solvente [6,7]. De este modo,
comprender detalladamente la manera en la cual las interacciones proteina-ligando,
en conjunto con el solvente, “modulan” la termodinamica de asociacion es parte
fundamental en el estudio de los procesos de reconocimiento molecular. Ademas,
tal conocimiento es necesario para el disefio exitoso de nuevos complejos proteina-
ligando con fines meédicos y biotecnologicos. Desafortunadamente, el disefio de
nuevas interacciones proteina-ligando con alta afinidad y selectividad aun

representa un gran reto [8-11]. Por ello, es importante continuar el estudio de los



procesos de asociacion de los complejos proteina-ligando presentes en la

naturaleza.

Las proteinas de union a sustrato (SBPs por sus siglas en inglés) participan en
varios procesos de sefalizacion y transporte en organismos procariontes y
eucariontes [12]. Dichas proteinas se encuentran asociadas a diversos complejos
de membrana, entre los cuales se encuentran los transportadores ABC, receptores
asociados a proteinas G, sistemas de dos componentes y canales ionicos, entre
otros. Todas las SBPs estan constituidas por dos dominios o I6bulos (a/B) unidos
por una region de bisagra (figura 1A) y pueden presentar un peso molecular entre
25 y 70 kDa. El sitio de unién a ligandos se encuentra ubicado entre ambos
dominios, cerca de la region de bisagra. Estas macromoléculas han sido
clasificadas en seis grupos o clases (A-F) con base a las caracteristicas
estructurales mostradas por la region de bisagra [12]. Las proteinas pertenecientes
al grupo A presentan una hélice a conectando a ambos dominios mientras que los
miembros del grupo B muestran tres segmentos polipeptidicos sin estructura
secundaria definida. Por su parte, la zona de bisagra en los miembros del grupo C
estd constituida por un tercer dominio, el cual, de acuerdo a Berntsson y
colaboradores, podria ser necesario para la union de péptidos, principales ligandos
de estas proteinas. De manera similar al grupo B, los miembros de las clases Dy F
muestran dos segmentos polipeptidicos conectando a ambos dominios, siendo su
longitud la principal diferencia entre los dos grupos. Finalmente, las proteinas
pertenecientes al grupo E presentan una hélice a y una hebra 8 formando parte de
la zona de bisagra.

Las SBPs pueden interactuar con una gran variedad de moléculas de bajo peso
molecular, entre las cuales podemos encontrar carbohidratos (ej. glucosa, lactosa,
arabinosa, maltosa), aminoacidos (ej. arginina, leucina, lisina, histidina), metales (ej.
zinc, hierro, manganeso), vitaminas (ej. vitamina B12 ), péptidos, entre otras,
mostrando afinidades en el orden nM a puM. La asociacion SBP-ligando esta
acompafnada por un movimiento de cuerpo rigido tipo “fly trap” por el cual las SBPs
pasan de una conformacion abierta a una conformacién cerrada [13—-15] (figura 1B).

Varios biosensores se han desarrollado a partir de SBPs al acoplar dicho cambio
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conformacional a una sefial detectable, como la fluorescencia, por esta razon tales

macromoléculas son de gran importancia biotecnoldgica [14,16—20].

- £ Cambio
conformacional
DominioB . asociado ala
"\ unién del
L v
_ Sitio de ; ligando
union J
Dominio A —

Estado abierto Estado cerrado
(sin ligando) (con ligando)

Figura 1. La asociacion del ligando induce un cambio conformacional en la estructura de LAO . A)
Representacion de “caricaturas” y superficie de la estructura cristalografica de LAO wt (PDB: 2LAO) donde
se indican la posicion de los dominios denominados A y B, asi como el sitio de unién. B) Cambio
conformacional asociado a la unién del ligando. El estado abierto (sin ligando) se muestra en color purpura
mientras que el estado cerrado (con ligando) se muestra en color verde; la flecha punteada representa el
movimiento de los dominios.

Las proteinas periplasmicas de union (PBPs por sus siglas en inglés) son un grupo
de SBPs asociadas a transportadores ABC las cuales estan involucradas en la
internalizacion de diversos nutrientes al citoplasma de bacterias gram negativas
[12-15]. Estas proteinas son sintetizadas con una secuencia sefial para su
exportacion al periplasma bacteriano, la cual es proteolisada en dicho
compartimiento. Las PBPs unen a sus ligandos para posteriormente asociarse al
trasportador ABC correspondiente, el cual se encuentra insertado en la membrana
interna (figura 2). Todos los transportadores ABC estan constituidos por cuatro
dominios estructurales: dos dominios transmembranales (TMDs por sus siglas en
inglés) y dos dominios de unién a nucleétido (NBDs por sus siglas en inglés), los
cuales se encuentran localizados en la cara citoplasmica de la membrana interna

[21,22]. La interaccién PBP-transportador se lleva a cabo entre la cara periplasmica



del transportador y ambos dominios de la PBP; posterior a su interaccion, los

dominios NBD catalizan la hidrdlisis de ATP lo cual propicia la apertura de la PBPs

y el transporte del ligando (figura 2) [23].

Membrana
externa
\
Moléculas de !
arginina (ligando) >' Periplasma
J
Membrana
interna

Transportador ABC
(HisQMP para LAO)

Figura 2. Las PBPs se asocian a transportadores ABC para la internalizacion de nutrientes al citoplasma
bacteriano. Representacion grafica del sistema de transporte de membrana utilizado por la PBP LAO para
la internalizacidon de aminoacidos basicos (lisina, arginina, ornitina e histidina).

En general, una sola PBP pueda unir mas de un ligando en el mismo sitio de union
con diferentes afinidades y proteinas homélogas pueden unir los mismos ligandos
con distintas selectividades, por ello, las PBPs se han usado ampliamente como
modelo de estudio de los procesos de asociacion [6,15,24-32]. Los datos
estructurales obtenidos para los complejos PBP-ligando han mostrado que la
presencia de residuos aromaticos y moléculas de solvente, ademas de otros
residuos capaces de formar interacciones favorables con el ligando, juegan un papel

importante en la interaccién [25,26,30,31,33,34]. Por su parte, los estudios



termodinamicos muestran una correlacion entre la polaridad del ligando, la entalpia
y la entropia de unién (polares guiadas por entalpia y apolares por entropia), sin
embargo, existen diversos casos que siguen un comportamiento distinto (ej.
Ligando polar guiado por entropia) [25,27-30,33,35]. A pesar todos los trabajos
realizados con PBPs, aun es complicado entender a detalle la manera en la cual las
caracteristicas estructurales de los complejos PBP-ligando determinan la energética
(y cinética) de interaccion. Varios grupos han buscado redisefiar los sitios de union
de ciertas PBPs con el propésito de estudiar las bases estructurales de su
selectividad asi como generar nuevos biosensores, basado en los conocimientos
adquiridos hasta ahora. A pesar de que se ha logrado que algunas PBPs interactten
con moléculas distintas a los ligandos naturales, no ha sido posible reproducir las
mismas caracteristicas energéticas (ej. alta afinidad) [14,33,36]. Por ello, diversos
autores han hecho hincapié en que es necesario estudiar con mayor profundidad

los complejos PBP-ligando.

Entre las PBPs estudiadas previamente se encuentra la proteina de union a lisina,
arginina y ornitina (LAO), una proteina de 238 residuos cuyos ligandos son los
aminodacidos basicos L-lisina, L-arginina, L-ornitina y L-histidina, siendo arginina e
histidina los de mayor y menor afinidad, respectivamente (tabla 1) [31,37,38]. Desde
el punto de vista bioldgico, LAO pertenece al sistema de transporte de aminoacidos
basicos presente en Salmonella typhimurium y Escherichia coli [27,37,39,40].
Posterior a la union del ligando, LAO interactda con el complejo de membrana
HisQMP2 quien transporta al aminoacido en cuestion al citoplasma bacteriano a
partir de la hidrélisis de ATP (figura 2) [27,39]. Dicho complejo de membrana se
comparte con la proteina de unién a histidina (HisJ), ambas proteinas muestran un
70% de identidad en secuencia y unen los mismos ligandos con afinidades opuestas
[27,31,37-39].

El sitio de union de LAO esta constituido por los residuos Arg-77, Asp-161, Ser-72,
Tyr-14, Phe-52, Asp-11, Ser-69, Ser-70 y Asp-30 (figura 3). Los residuos Arg-77,
Asp-161 y Ser-72 interactian con los grupos amino y carboxilo de todos los
ligandos, mientras que la Tyr-14 y la Phe-52 realizan interacciones cation-pi con la



cadena lateral. Por su parte, el residuo Asp-11 solo interactia con los ligandos
arginina y lisina, mientras que la cadena lateral de Ser-69 interacttia exclusivamente
con el grupo guanidino del ligando arginina. Por dltimo, la cadena lateral de los
residuos Ser-70 y Asp-30 hacen contacto con una molécula de agua (a la cual
llamaremos Watl) quien interactia directamente con el grupo guanidino del ligando
arginina. El cambio conformacional asociado a la union del ligando, caracteristico
de las PBPs, también se observa en LAO. Dicha modificacion estructural es una
rotacion de 52° de un l6bulo con respecto al otro alrededor de un eje imaginario

ubicado en la zona de bisagra.

28,504 W R77

Figura 3. El sitio de unién de LAO adopta conformaciones similares en presencia de arginina e histidina. A) Sitio de union
en presencia de arginina (PDB ID: 1LAF, ligando en color naranja); los residuos que lo integran se muestran en “sticks” verdes
mientras que la molécula de agua denominada Wat1 se representa como una esfera roja. B) Sitio de unidn en presencia de
histidina (PDB: 1LAG, ligando en color magenta); los residuos que lo integran se muestran en “sticks” color azul claro mientras
que las esferas rojas representan a las moléculas de agua Wat1 y Wat2. C) Alineamiento de los sitios de unién mostrados en
los paneles Ay B.

Previamente en el laboratorio se estudio la termodinamica de union de LAO en
presencia de arginina e histidina a partir de calorimetria de titulacion isotérmica
(ITC) [28]. La afinidad obtenida por ITC fue de 1 nM para la union de argininay 2.7
UM para la unién de histidina (tabla 1), similar a los valores obtenidos anteriormente

por dialisis al equilibrio [31]. En ambos casos, el proceso de asociacion esta guiado

10



por entalpia y la diferencia en afinidad para la unién de estos ligandos (AAGarg-his=
4.7 kcal mol 1) es principalmente entalpica (AAHarg-his= 3.1 kcal mol 1). Tales
resultados correlacionan con el nimero de interacciones proteina-ligando que se
observan en las estructuras de la LAO en complejo con arginina e histidina, en los
gue las cadenas laterales de los residuos D11 y S69 realizan contacto directo solo
con el primer ligando (figura 3, residuos en color rojo). Por ello, se propuso que D11
y S69 son los residuos responsables de la diferencia de afinidad entre la unién de
arginina e histidina. Tal hipétesis nos lleva a plantear las siguientes preguntas: ¢, Son
D11 y S69 los unicos residuos responsables de la diferencia de afinidad observada
para union de arginina e histidina?, ¢ Cual es la contribucion a la termodinamica de
interaccion de cada uno de los residuos del sitio de unién de LAO?, ¢ Cual es el
papel que juegan las moléculas de agua presentes en el sitio de unién de LAO en
la afinidad? Para dar repuestas a tales preguntas estudiamos la contribucion de
todos los residuos del sitio de unién de LAO a la energética de unién de los ligandos
arginina e histidina. Para ello se realiz6 un escaneo de alaninas de los residuos
D161, S72, R77, Y14, F52, D11, S69, D30 y S70 y se estudid el efecto
termodinamico y estructural de las mutantes sencillas en la unién de ambos ligandos

a través de experimentos de ITC y cristalografia de rayos X.

Tabla 1. Afinidad de unién para los ligando de LAO

. K
Ligando (nlt\jll)
Arginina 1.0

Lisina ° 15
Ornitina 29
Histidina 2.7x10°

& Valores obtenidos a partir de experimentos de ITC.

b valores obtenidos a partir de experimentos de dialisis al equilibrio.
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HIPOTESIS

Los residuos D161 y R77 estan conservados entre las PBS que unen aminoéacidos,
lo cual indica que son de gran relevancia para la union de este tipo de moléculas.
Por ello, se espera que tales residuos contribuyan de manera importante a la
afinidad. No obstante, D161 y R77 interactian de la misma forma con todos los
ligandos, por lo cual, no deberian de contribuir a la selectividad. Por su parte, los
estudios termodinamicos descritos previamente sugieren que la discriminacion
entre arginina e histidina esta determinada por D11 y S69 [28]. De este modo, se
espera que la contribucién de estos residuos a la union de cada ligando sea distinta.
En cuanto a Y14 y F52, los estudios de dinamica molecular realizados por Silva y
colaboradores indicaron que la interacciones cation-pi formadas por tales residuos
son sumamente importantes en el proceso de union [41]. De ser asi, Y14 y F52
deberian de mostrar una contribucion relevante a la afinidad. Finalmente, Ames y
colaboradores sugirieron que la molécula de agua que se encuentra posicionada
entre los residuos S70, D30 y el ligando también juega un papel importante en la
asociacion LAO-ligando [38]. Por ello, se espera que la perturbacion de la
interacciones formadas con esta molécula de agua tenga un efecto relevante en la

union.
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OBJETIVO

Estudiar la contribucion de los residuos del sitio de unién de LAO a la termodinamica

de asociacién a los ligandos arginina e histidina.

Objetivos particulares

e Generar mutantes de alanina de los residuos D161, S72, R77, Y14, F52, D11,
S69 y D30.

e Realizar experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica a 25 °C de las
mutantes en presencia de arginina e histidina para caracterizar la
termodinamica de union de ambos ligandos.

e Determinar la contribucién de los residuos del sitio de unién a la afinidad y
selectividad de LAO a partir de los resultados termodinamicos.

e Realizar experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica de las
mutantes en presencia de arginina e histidina a distintas temperaturas para
obtener los valores de capacidad calorifica de unién.

e Obtener estructuras cristalograficas de las mutantes en ausencia y presencia
de ligandos para establecer una relacién entre los efectos termodinamicos y
estructurales de las mutaciones.

13



MATERIALES Y METODOS
Mutagénesis sitio dirigida

Cada una de las mutantes sencillas de los residuos del sitio de union de LAO se
generaron por mutagénesis sitio dirigida a partir del gen de LAO silvestre (argT)
previamente clonado en el vector de expresion pET 12b. Para ello, se disefiaron y
sintetizaron oligonucleétidos (IDT®) en los cuales se sustituyé el codén del residuo
a mutar por el codon GCG el cual codifica para alanina (tabla 2). Con tales
oligonucledtidos se amplific6 completamente el plasmido pET 12b-argT por la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para lo cual se utilizo la DNA
polimerasa de alta fidelidad y procesividad Pfu-X (Jena Bioscience). EL protocolo
de PCR implementado se describe a continuacion: 1) desnaturalizacion inicial a 95
°C por 3 minutos, 2) desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, 3) asociacion a
62°C por 30 segundos, 4) elongacion a 72 °C por 8 minutos, 5) elongacion final a
75 °C por 20 minutos. El producto de PCR se incubd por 1 hora a 37 °C en presencia
de la enzima Dpnl (New England BioLabs) la cual digiere el DNA parental metilado.
Finalmente, se transformaron células quimiocompetentes de Escherichia coli de la
cepa XL 1-Blue con el producto de la digestion de Dpnl y se crecieron en cajas de

medio Luria Bertani (LB) con ampicilina para obtener un plasmido circular mutante.

Tabla 2. Secuencias de los oligonucle6tidos usados para generar las

mutaciones

Mutante Oligonucleétido
Di6l 5-CGC ATT ACA GGC TGA AGT CGC CG -3’
R77A 5°-ATC ACC GAT AAA GCC CAG CAA GAA AT -3’
S72A 5°-TTCATC GCT CGC TAT CAC CGA TA -3’
D11A 5-CTC ATC AAA AGC TGC CAA AGG C-3°
S69A 5°-TGC CAT TAT TGC ATC GCTCTCTA -3’
Y14A 5’-ATA CCA CCG CCG CGCCTTT-3°
F52A 5’-CCA GCG ACG CTG ATG CGCT -3°
D30A 5°-TAT TGG CTT TGC TAT CGA TCT C-3’
S70A 5-CCATTATTT CAG CGC TCT CTATAC -3’
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Expresion y purificacion de proteina

La expresion de proteina se llevo a cabo en células de E. coli de la cepa BL21-Al
las cuales se transformaron con el DNA mutante por choque térmico y sembradas
en una caja con medio LB + ampicilina para obtener colonias aisladas. A partir de
una colonia se inocularon 10 mL de medio “terrific broth” (TB) + 100 pug/mL de
ampicilina, los cuales se incubaron a 37 °C toda la noche. Los 10 mL de cultivo se
transfirieron a un matraz con 1L de medio TB + 100 pg/mL de ampicilina el cual se
incub6 a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica (600 nM) de 0.8 -1.0. Una vez
alcanzada la densidad optica adecuada, la expresién de proteina se indujo con
0.25%de L-arabinosa, incubando a 37 °C por 4 horas. Todas las mutantes se
expresaron con la  secuencia de exportacion a periplasma
MKKSILALSLLVGLSTAASSYA, la cual se proteoliza en dicho compartimiento. De
este modo, la proteina se extrajo del periplasma celular utilizando el método de
choque osmotico. Para ello, las células se recolectaron centrifugando el medio de
cultivo a 5129 g por 10 minutos y se resuspendieron suavemente en una solucion
de acetato de potasio 10 mM pH 5.1 + 20% de sacarosa + 1 mM de EDTA. Después
de permanecer por 10 minutos en hielo, las células se centrifugaron por segunda
ocasion en las condiciones antes mencionadas y se resuspendieron en una solucién
de acetatos de potasio 10 mM pH 5.1. Las células permanecieron en hielo por 20
minutos Mas y posteriormente se centrifugaron a 15256 g por 20 minutos. El
sobrenadante, el cual contiene a la proteina, se recolectd y se coloc6 en un filtro
Amicon® (Merck KGaA) Ultra-15 de 10K donde se agreg6 una solucion de Tris 5 mM
pH 8.5 + 2 M de cloruro de guanidina para desnaturalizar a la proteina y eliminar el
ligando unido. El filtro se centrifugd hasta llevar a la muestra a un volumen de
aproximadamente 3 mL y se agregé nuevamente la soluciobn con cloruro de
guanidina hasta completar un volumen de 15 mililitros; el proceso se repitié por 5
ocasiones. Posteriormente, se agreg6 una solucion de Tris 5 mM pH 8.5 para
eliminar el desnaturalizante y replegar a la proteina. El filtro se centrifugo y
nuevamente se agrego la solucién antes mencionada; el proceso se repitié por 5
ocasiones. Finalmente, se utilizé cromatografia de intercambio aniénico, para ello la

muestra previamente filtrada se inyecté a una columna HiTrap™ Q HP (GE Healthcare
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Bio-Sciences) y la elucién se llevo a cabo con un gradiente lineal de 0-500 mM de
NaCl. En todos los casos la proteina eluyé a una concentracion de NaCl de
aproximadamente 50 mM.

Calorimetria de titulaciéon isotérmica

Los experimentos de union se realizaron a temperaturas entre 10 °C y 40 °C,
utilizando un calorimetro TA de bajo volumen (TA Instruments). La solucién
amortiguadora utilizada para todas las titulaciones fue HEPES 10 mM pH= 8.0, tal
como se describe en [28]. Las muestras de proteina se dializaron exhaustivamente
con el mismo amortiguador usado para diluir los ligandos con el objetivo de disminuir
al maximo el calor de dilucion. La muestra de proteina previamente degasificada fue
cargada en la celda de 0.17 mL a concentraciones de 50 uM a 600 puM; por su parte,
el ligando se cargo en la jeringa a concentraciones de 0.5 mM a 100 mM. Cada
experimento se llevd a cabo realizando inyecciones de 1uL de ligando a la celda,
con un tiempo de espera entre inyecciones de 300 s, agitando a 100 rpm. Para la
mutante S69A se llevaron a cabo experimentos de union a arginina de manera
convencional y por desplazamiento. Para el ensayo de desplazamiento se preparo
una muestra de 100 uM de proteina + 4 uM de histidina la cual se titul6é con arginina
4 pM.

Todos los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Affinimeter
[42]. Los valores de las constantes de disociacion (Kd), los cambios en entalpia (AH)
y la estequiometria de unién (n) se calcularon a partir del ajuste no lineal de las
curvas de titulacion normalizadas a un modelo de union 1:1 (figura 4). Los valores
de calor de dilucién se obtuvieron del ajuste de las isotermas (calculados de la zona
del ajuste donde se alcanza la saturacidn) y se restaron de los valores de entalpia.
Los valores de AG y AS de unién se calcularon a partir de las ecuaciones 1y 2 con

base a los valores experimentales de Ka y AH.

La forma de las curvas de titulacion depende del valor “c”, el cual esta definido como
el producto del nimero de sitios de unién n por la concentracion de proteina [M],

dividido entre la constante de disociacion Ka (ec. 3).
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Ecuacion 3. c=n[M]/Ky

A valores de ¢ mayores a 5 se obtienen curvas sigmoidales donde la pendiente de
la transicion es proporcional a c. Por otra parte, a valores de ¢ menores a 5 se
obtienen curvas hiperbdlicas, las cuales pueden llevar a una estimacion incorrecta
de los valores de AH debido a la dificultad para calcular adecuadamente el valor de
n. Por ello, las concentraciones de proteina utilizadas se optimizaron con el objetivo
de obtener valores de ¢ mayores a 5. Sin embargo, para las titulaciones con L-
histidina de las mutantes S72A, D161A, R77A, D11A, Y14A, F52Ay D30A, asi como
la titulacién con arginina de F52A no fue posible obtener valores de ¢ mayores a 5
(tablas 4, 6, 8 y 10, seccion de resultados) debido a que las concentraciones de
proteina requerida era demasiado elevada. Con el objetivo de obtener datos
termodinamicos confiables se realizaron tres repeticiones de los experimentos
donde c fue mayor a 1 y cuatro cuando ¢ fue menor a 1, en este ultimo caso las
curvas se ajustaron fijjando el valor de n a 1.0 de acuerdo a [43]. Los valores
reportados en la tabla 3 en la seccion de resultados son el promedio + desviacion

estandar obtenidos de tres o cuatro réplicas.

Tiempo (s)
40 80 120
0 i - :
-0.1
-0.21
-4
" Ky | AH
(pendiente) (relacién molar (calor liberado)
en el punto de
-12 1 inflexion)

05 1 15 2
Relacion molar

Figura 4. El analisis de los experimentos de ITC permite calcular la afinidad, la estequiometria y el cambio en entalpia de
union. En la parte superior se muestra un experimento representativo de ITC mientras que en el panel inferior se encuentra la
curva de titulacidon que se obtiene de tales datos (circulos negros), ajustada a un modelo de unién 1:1 (linea roja). El valor de
K, se obtiene de la pendiente de la transicién en la curva de titulacion (linea azul) mientras que la estequiometria se obtiene

de la relacién molar en el punto de inflexién (flecha amarillas). Por su parte, el valor de AH representa la suma del calor

liberado debido a la unién del ligando.
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Cristalografia de rayos-X

Para los ensayos de cristalizacion, todas las proteinas se dializaron con una
solucion amortiguadora de HEPES 10 mM pH 8.0 y se concentraron utilizando filtros
Amicon® Ultra-5 de 10K hasta alcanzar una concentracion de aproximadamente 10
mg/mL. Se utilizd6 el método de difusion de vapor por gota colgante montado en
cajas Limbro, para lo cual se probaron las mismas condiciones usadas previamente
para la cristalizacion de LAO silvestre [38]. En ausencia de ligando, las gotas se
prepararon mezclando una muestra de proteina con solucion precipitantes en una
relacion 1:1, por otra parte, las pruebas con ligando se realizaron agregando una
muestra de arginina o histidina 100 mM en HEPES 10 mM pH = 8.0 a la gota en una
relacion proteina-precipitante-ligando = 1/3:1/3:1/3. Se obtuvieron cristales
incubando las gotas a 18 °C, en una solucion precipitante de acetatos de potasio +
cacodilato de sodio + PEG 800. La colecta de datos de difraccion se llevo a cabo a
una temperatura de -173 °C (100 K) con un detector DECTRIS PILATUS 200 K,
oscilando 0.25° por cuadro. La fuente de rayos-X fue un anodo rotatorio Rigaku
MicroMax-007 HF el cual genera ondas electromagnéticas de 1.5418 A en longitud
de onda. Para la coleccidon de datos se incluyeron reflexiones que mostraron picos
de Bragg a alta resolucion con un I/sigma de 2 en al menos 2 cuadros (0 y 90
grados). Para la reduccién de datos se seleccioné la capa con los mejores valores
de Rmerge Y Rpim de acuerdo con la redundancia. Los datos obtenidos de la colecta
se integraron y escalaron con el programa HKL-3000R [44]. El nimero de moléculas
por unidad asimétrica se determiné a partir del célculo del coeficiente de Matthews
en CCP4 v.6.1.2 [45].

Las estructuras tridimensionales se determinaron por remplazo molecular con el
programa PHASER, el cual es parte del conjunto de programas PHENIX [46], para
ello se utilizaron las estructuras previamente resueltas de LAO silvestre en ausencia
de ligando (PDB ID: 2LAO) y en presencia de arginina (PDB ID: 1LAF) e histidina
(PDB: 2LAG). Los modelos se corrigieron y mejoraron a través de la inspeccion de

los mapas de densidad electrénica utilizando el programa COOT [47]; el afinamiento
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se llevd a cabo con phenix.refine [46]. Cada estructura se validé con MolProbity [48],

asi como el servidor de validacion del Protein Data Bank (PDB) [49].

Dado que no hay factores de estructura depositadas en el PDB para LAO wt-arg
(PDB ID: 1LAF), decidimos resolver nuevamente dicha estructura para asegurarnos
gue nuestras comparaciones estructurales estan basadas en modelos resueltos
adecuadamente (tabla 3). El alineamiento de la estructura previa (1LLAF) con la que
resolvimos en este trabajo (6MLE) arroja un RMSD calculado para todos los atomos
0.28 A, lo cual indica que ambas estructuras son casi idénticas (figura 5).

Todas las imdgenes mostradas en este trabajo fueron generadas con el programa
PyMOL v1.5.0.4 (Schrodinger, LLC). Los mapas de densidad electronica

presentados son mapas de omision compuesto con recocido simulado (2mFo-dFc).

Y14
D30
Watl
D11 S69
F52

Figura 5. La estructura cristalografica de LAO-arginina resuelta en este trabajo no presenta diferencias
significativas con la estructura resuelta previamente . A) Alineamiento de las estructuras de LAO wt en presencia
de arginina resueltas de manera independiente (1LAF se muestra en verde claro y 6MLE en verde fuerte); (RMSD =
0.28 A). B-C) Acercamiento al sitio de unién del alineamiento mostrado en el panel A; en el panel C se muestra el
mapa de densidad electrénica de omision (2mFo-dFc) contorneado a 1o.
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Tabla 3. Coleccion de datos y estadisticas de afinamiento para LAO wt en

presencia de arginina

Colecta de datos®
Mutante LAOwt arg
PDB ID 6MLE
Resolucion (A) 50.00-1.85 (1.88-1.85)
Grupo espacial P 212121(19)
Dimensiones de la celda unitaria
a, b, c, (A) 37.32,58.93, 115.38
Mosaicismo 0.57-1.44
Reflexiones totales 84120 (6203)
Reflexiones Unicas 21780 (2001)
Multiplicidad 3.9(3.1)
Integridad (%) 98.3 (95.8)
I/ sigma (1) 19.9 (2.2)
R-merge 0.120 (0.508)
CC1/2 0.992 (0.614)
Estadisticas de afinamiento
Rwork , Riree 0.171, 0.226 (0.268, 0.3329)
Factor B promedio (A?) 22.2
Proteina 20.7
Ligando 34.2
Solvente 30.0
Factor B de Wilson (A2) 22.0
Numero de 4tomos 2152
Proteina 1814
Ligando 8
Moléculas de agua 325
Residuos de la Proteina 238
RMS (enlaces) (A) 0.007
RMS (&ngulos) (°) 0.940
En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 97.00
En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.00
Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00
Choques 0.84

@ En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolucion.
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Las estructuras cristalograficas y los factores de estructura se depositaron en el
PDB con los siguientes cddigos de acceso (tablas 3, 5, 7, 9y 11): 6MLE (LAO wt
con arginina), 6MLN (mutante S72A con arginina), 6MKX (mutante R77A sin
ligando), 6MLG (mutante R77A con arginina), 6MLI (mutante R77A con histidina
6MLA (mutante D161A con arginina), 6MLV (mutante Y14A sin ligando), 6MLO
(mutante Y14A con arginina), 6MLP (mutante Y14A con histidina), 6MLD (mutante
F52A sin ligando), 6MKU (mutante D11A con arginina), 6MKW (mutante D11A con
histidina), 6MLO (mutante S69A sin ligando), 6ML9 (mutante D30A con arginina),
and 6MLJ (mutante S70A con arginina).

Todas las imagenes mostradas en este trabajo fueron generadas con el programa
PyMOL v1.5.0.4 (Schrddinger, LLC).

Calculo de los valores de ACp experimentales y basados en estructura

Los valores del cambio en capacidad calorifica de union (ACp) experimentales se
calcularon a partir de la dependencia de los valores de AH y -TAS con la

temperatura, tal y como indica la ecuacion 4.

., dAH TdAS
Ecuacion 4. ACP = =

ar ar

Para ello se graficaron los valores de ambos pardmetros termodindmicos obtenidos
a distintas temperaturas con respecto a dicha magnitud y se ajustaron a una
ecuacion lineal de manera independiente, el valor de la pendiente representa el
valor de ACp en cal mol* K1, Los valores de capacidad calorifica para cada mutante
mostrados en la tabla 8 son el promedio de las pendientes obtenidas de los graficos
de AHy -TAS vs T en unidades de cal mol'* K2,

Las estimaciones de los valores de ACp obtenidos de las estructuras cristalograficas
se calcularon a partir de ecuaciones paramétricas que relacionan al cambio en
capacidad calorifica con cambios en el area accesible al solvente (AASA); (ec. 5-8)
[50-53] . Los valores de AASA utilizados en los calculos son la diferencia entre los
valores de area accesible al solvente de los estados abierto y cerrado, calculados

con el programa VADAR [54] a partir de las estructuras cristalograficas resueltas.
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En aquellas mutantes para las que no se resolvio la estructura del estado abierto
sin ligando, se utilizé la estructura de LAO silvestre mutada in silico. Los valores de
reportados en la tabla 8 son el promedio de los resultados obtenidos mediante las

ecuaciones 5 a 8.

Ecuacion 5. AC, = (0.32 +0.04)(AASA,,) — (0.32 +0.04)(AASA,0r)
Ecuacion 6. AC, = (0.45 +0.02)(AASA,,) — (0.26 +0.03)(AASA,0r)
Ecuacion 7. AC, = (0.51)(AASAy) — (0.21)(AASALy)

Ecuacion 8. AC, = (0.66 +0.21)(AASA,,) — (0.52 + 0.32)(AASA,01)
RESULTADOS

Para facilitar el analisis de los datos, clasificamos a los residuos del sitio de unién
de LAO en cuatro grupos. Los residuos D161, S72, R77, F52 y Y14 realizan
interacciones estructuralmente equivalentes con los ligandos arginina e histidina,
los primeros tres (clasificados como el “grupo de union a amino y carboxilo”)
interacttan con los grupos amino y carboxilo de ambas moléculas, mientras los dos
ultimos (pertenecientes al “grupo de unién a cadena lateral”) hacen contacto con la
cadena lateral. Por otra parte, los residuos D11y S69 (clasificados como el “grupo
de union al motivo guanidino”) interactian con el motivo guanidino del ligando
arginina, no obstante, ninguno de ellos hace contacto con el grupo imidazol de la
histidina. Finalmente, los residuos D30 y S70 (pertenecientes al “grupo de union
mediado por agua”) interactian con la cadena lateral del ligando arginina a través
de una molécula de agua (Watl). La molécula Watl no interactlia directamente con

la cadena lateral de la histidina ya que se encuentran a una distancia mayor a 5 A.
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Las figuras 6 y 7 muestran las isotermas de union de arginina e histidina a 25 °C
para todas las mutantes. La mayoria de los experimentos de titulacion con arginina
(excepto F52A) y algunas con histidina (D11A, S69A y S70A) mostraron curvas de
unién sigmoidales. En el caso particular de S69A fue necesario realizar el
experimento de unidén a arginina por competencia debido a que la transicion tan
abrupta no permite calcular la afinidad con precision (figura 6, panel J). En contraste,
la mayor parte de las titulaciones con histidina y una con arginina mostraron curvas
hiperbdlicas debido a que las afinidades mostradas en tales sistemas hicieron

practicamente imposible alcanzar valores de ¢ mayores a 1.

Los valores de AG, AH o -TAS obtenidos de los experimentos de ITC a 25°C se
encuentran reportados en las tablas 4, 6, 8 y 10. Por su parte, los efectos
termodinamicos de las mutantes en la unién de ligandos son presentados en las
figuras 8, 11, 13 y 16 como AAXLigando = AXmutante - AXwt (donde X = G, H o -TAS).
Valores de AAXLigando mayores a 0O indican un efecto desfavorable por parte de la
mutacion mientras que valores menores a 0 indican un efecto favorable. De este
modo, las mutantes de los residuos mas importantes para la afinidad tendran los
valores de AAGmutwt mas altos (>> 0). Mientras tanto, las mutantes donde se
removieron residuos implicados en la selectividad son aquellas donde el valor de
AAGmut-wt para la union de arginina es mayor que el valor para la union de histidina,

reduciendo, asi, el AAGarg-his de 4.7 kcal mol! observado en la proteina silvestre.
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Figura 6. Los resultados calorimétricos para las mutantes D161A, S72A, R77A y D11A muestran cambios en la afinidad para la
unioén de arginina e histidina mientras que S69A se comporté como LAO wt . A) Experimentos representativos para la unién de
arginina e histidina a 25°C por parte de las mutantes D161A (paneles Ay B), S72A (paneles Cy D), R77A (paneles E y F), D11A
(paneles Gy H) y S69A (paneles |, J por ensayo de competencia, y K). Los datos crudos se muestran en los paneles superiores de
cada inciso mientras que las curvas de titulacion (circulos negros) ajustadas a un modelo de unién 1:1 (lineas rojas) se muestran
en los paneles inferiores. La curva de titulacidén para S69A en presencia de arginina (panel I) muestra una transicién abrupta,
indicando que la afinidad es muy alta. Para calcular de manera precisa el valor de Kq se realizé un experimento de competencia
(panel J) en el cual se tituld con arginina (ligando de alta afinidad) una muestra de la mutante S69A en presencia de histidina

(ligando de “baja” afinidad).
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Figura 7. Los resultados calorimétricos para las mutantes Y14A, F52A, D30A y S70A muestran cambios en la afinidad para la union
de arginina e histidina. A) Experimentos representativos para la unidn de arginina e histidina a 25°C por parte de las mutantes Y14A
(paneles Ay B), F52A (paneles Cy D), D30A (paneles E y F) y S70A (paneles G y H). Los datos crudos se muestran en los paneles
superiores de cada inciso mientras que las curvas de titulacion (circulos negros) ajustadas a un modelo de unién 1:1 (lineas rojas)
se muestran en los paneles inferiores.
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Termodinamica de union y estructura cristalografica de las mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a cadena principal” (D161A, S7T2A y R77A)

En LAO wt, los residuos S72 y D161 realizan una y dos interacciones,
respectivamente, con el grupo amino del ligando, mientras que R77 forma dos
interacciones con el grupo carboxilo. Como se puede observar en la figura 3, estos
tres residuos adquieren conformaciones idénticas en presencia de ambos ligandos,
por lo cual se espera que la remocion de tales interacciones tengan el mismo efecto

en la unién de arginina e histidina.

La mutante S72A afectdé de manera similar a la unién de ambos ligandos (AAGarg =
2.1 kcal molt = AAGnis = 2.6 kcal mol?), tal y como fue predicho (comparar las barras
verdes entre S72A arg y S72A his en la figura 8A). Como podemos observar en la
tabla 4, la diferencia en la afinidad para la union de arginina e histidina no disminuyo,
por el contrario, el valor de AAGarg-nis mostré un ligero incremento de 0.5 kcal mol™.
En ambos casos, el valor de AH se modifico desfavorablemente por la mutacién
(barras azules en la figura 8A) mientras que el -TAS resulté favorecido (barras

naranjas en la figura 8A).

Por el contrario, la mutante D161A tuvo un impacto distinto en el AG de unién para
arginina e histidina (AAGarg = 6.4 kcal molt > AAGris = 4.9 kcal mol?), provocando
una reduccion en el valor de AAGarg-his de 4.7 kcal molta 3.2 kcal mol* El valor de
AH se afectd de manera similar en ambos casos (AAHarg = 6.6 kcal molt = AAHhis =
6.5 kcal molt), no obstante, el valor de -TAS no se modificé en la unién de arginina
y fue favorecido en la unién de histidina (A (-TASarg) = 0.2 kcal molt y A (-TAShis) =
-1.5 kcal mol?t). Por lo tanto, la reducciéon en el valor de AAGarg-his €S de origen

entropico.

De manera semejante a D161A, la mutacion R77A tiene un efecto muy desfavorable
en los valores de AG, siendo mayor para la union de arginina que para histidina
(AAGarg = 5.5 kcal mol* > AAGhis = 4.3 kcal mol?). De este modo, el valor de AAGarg-
his S€ redujo de 4.7 kcal molt a 3.5 kcal molt. Cabe resaltar que la perdida en la

afinidad por parte de esta mutante en la union ambos ligandos es el resultado de un
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impacto desfavorable tanto en AH como en -TAS (figura 8A), en lugar de ser

exclusivamente entélpico como en D161Ay S72A.

Como podemos observar, las mutantes D161A y R77A muestran valores de AAGarg
y AAGhis mayores a 4.0 kcal mol?, lo cual representa una disminucién en la afinidad
de al menos tres 6rdenes de magnitud. Estos resultados indican que los residuos
D161 y R77 son determinantes de la union de ambos ligandos. No obstante,
contrario a lo esperado, los datos termodindmicos muestra que estos residuos

también contribuyen a la selectividad.

Tabla 4. Datos termodinamicos obtenidos a 25 °C para la unién de arginina e
histidina por parte de las mutantes del grupo de unién a cadena principal.

Grupo Mutante Ky AG AH?® -TAS n Valor ¢
(nM) (kcal mol'l) (kcal mo|'1) (kcal mol-l) sitios de unién
LAO arg 1.0+0.2 -123+01  -11.3+0.1 -1.0+0.2  0.99+0.01
LAO silvestre” LAO his 27+01x10° -7.6%0.1 -8.2+0.2 06+02 099001
AAGarg-his 4.7
S72A arg 29+ 4 -10.2+0.3 -8.0+0.4 22 £04 108005 17 x10°
S72Ahis  0.2+0.05x10° 50202 -41+0.8 09+09 1.05£003 1
AA('?“arg-hls 52
- D161A arg 42+2x10" -5.9+0.2 -4.7+0.9 12407 095+0.1 5
Grupo de union a 4 o
cadena principal ® D161A his 8.9+6x10 -2.7+05 17+1.2 -1.0+£1.2 1.0 0.02
AA('?“arg-hls 32
R77A arg 9.0+2x10° -6.8+0.2 -8.4+0.8 1.6+0.8 1.1+0.2 5
R77Ahis”  37+03x10° -3.3%01 6.5+0.1 32+05 1.0 0.04
AAGarg-hls 3.5

3 Los valores experimentales de AH se corrigieron para la unién de histidina debido al efecto termodinamico de la
protonacion del ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC,
tal y como se indica en [20].

b Datos tomados de [20].
¢ Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes cuando ¢ >1y

cuatro experimentos independientes cuando ¢ < 1. Para las titulacion donde ¢ < 1 el valor de n fue fijado a 1.0 en el
ajuste.
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S72A D161A R77A
arg his arg his arg his

kcal mol™

-AAGmut-wt -AAHmut-wt A('TASmut-wt)

Figura 8. Los residuos D161 y R77 contribuyen de manera importante a la afinidad y participan en la selectividad. Los efectos
termodinamicos de las mutantes S72A, D161A y R77A son expresados en referencia a los valores reportados para la proteina

silvestre tal y como se describe a continuacién: AAG

- AH

wild type

(barras verdes)= AG
- (-TAS

mut-wt mutante wild type’ mut-wt

y A (-TAS ) (barras naranjas)= (-TAS

mut-wt mutante) wild type)'

Con el propésito de obtener una explicacion de los efectos termodindmicos en
términos estructurales se utilizé cristalografia de rayos X para obtener las
coordenadas de las mutantes en presencia y ausencia de ligandos. Para este grupo
logramos resolver las estructuras de S72A y R77A en presencia de arginina, asi
como R77A vacia y en presencia de histidina. Todas ellas fueron resueltas a una
resolucion mayor a los 2.3 A (mayor a 2.0 A para aquellas con ligando) (tabla 5) lo
cual permite comparar adecuadamente las caracteristicas del sitio de unién de las
mutantes con la proteina wt. La integridad de los datos colectados fue superior al
99% para la capa de baja resolucién y mayor al 94% para la capa de alta resolucion,
con una multiplicidad de 4 a 11y 3 a 6, respectivamente. Los valores del factor-b
general son adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las
diferencias entre el Rwork ¥ €l Riree S€ €ncuentran por debajo de 6%. Por otra parte,

la densidad electrdnica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteina
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y se encuentra bien definida en el sitio de, ademas, ninguno de los modelos
presenta angulos ¢ y @ fuera de las regiones permitidas del gréfico de
Ramachandran. Cabe sefialar que todas las estructuras reportadas en esta tesis se
obtuvieron a partir de cristales crecidos en las mismas condiciones (Materiales y

Métodos, pagina 17).

El sitio de union de S72A-arg es practicamente idéntico al sitio de union de LAO wt-
arg, las unicas diferencias claras son la mutacion y la presencia de un pequefio
cambio conformacional en la cadena lateral de D11 (figura 9), del cual se hablara
mas adelante. Ya que la principal diferencia entre las estructuras S72A y LAO wt es
la mutacién, podemos concluir que el efecto desfavorable de 2.1 kcal molten la
afinidad de union a arginina observada en los resultados termodindmicos es
consecuencia directa de la remocién de la interaccién entre el OH de S72 y el grupo

amino del ligando.

Figura 9. El sitio de unién de la mutante S72A en complejo con arginina es similar al de LAO wt . Alineamiento estructural
del sitio de unién de LAO wt-arg (verde) con S72A-arg (magenta, panel A. La cadena lateral eliminada se muestra como un
“stick” mas delgado al resto y estd marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas
como esferas. En color gris se muestra el mapa de densidad electrénica de omision (2mFo-dFc) contorneado a 1o.
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De manera similar, el sitio de union de R77A en presencia de arginina e histidina
no presenta cambios estructurales drasticos en comparacion con la proteina
silvestre. No obstante, en ambos casos se observan tres moléculas de agua
ocupando el sitio de la mutacion, dos de ellas interactuando con el ligando. Ademas,
R77A-his muestra una molécula de agua extra interactuando con la cadena lateral

de la histidina (figura 10).

A B

Figura 10. Las interacciones removidas en R77A son remplazados por contactos con el solvente. Alineamiento estructural
del sitio de unién de LAO wt-arg (verde, panel A) con R77A-arg (naranja, panel A) y LAO wt-arg (verde, panel B) R77A-his
(amarillo, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra como un “stick” mas delgado al resto y estd marcada con una
etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se muestra el mapa de
densidad electrdonica de omisidon (2mFo-dFc) contorneado a 1o.
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Tabla 5. Coleccion de datos y estadisticas de afinamiento para la mutantes

pertenecientes al grupo de unién a cadena principal

Colecta de datos?

Mutante S72A arg R77A vacia R77A arg R77A his
PDB ID 6MLN 6MKX 6MLG 6MLI
Resolucion (A) 50.00 - 1.72 (1.75-1.72) 50.00 - 2.28 (2.33-2.28) 50.00 - 1.91 (1.94-1.91) 50.00 - 1.88 (1.91-1.88)
Grupo espacial P 212121(19) P 212121(19) P 212121(19) P 2121 21(19)
Dimensiones de la celda unitaria
a, b, c, (A) 36.80, 59.05, 115.37 35.00, 76.75, 86.17 37.21, 57.66, 101.26 37.20, 58.85, 115.28
Mosaicismo 0.59 -0.96 1.04-1.65 0.96-1.88 0.93-1.56
Reflexiones totales 260163 (15270) 78380 (3299) 85914 (4746) 136579 (7642)
Reflexiones Unicas 27506 (2679) 10948 (1040) 17747 (1582) 21134 (2011)
Multiplicidad 9.5(5.7) 72(3.2) 4.8 (3.0) 6.5(3.8)
Integridad (%) 100.0 (99.8) 99.6 (96.6) 98.9 (97.1) 99.4 (94.9)
1/ sigma (1) 44.1 (6.0) 24.8 (3.9) 19.9 (2.0) 26.9 (2.3)
R-merge 0.065 (0.385) 0.109 (0.395) 0.140 (0.658) 0.106 (0.630)
CC1/2 0.997 (0.910) 0.995 (0.838) 0.992 (0.572) 0.996 (0.667)
Estadisticas de afinamiento
Ruon, i QWO Gombosw)  Ozmowmn (0303
Factor B promedio (A?) 17.9 24.6 21.0 23.0
Proteina 15.2 244 19.9 21.3
Ligando 421 39.4 47.2
Solvente 324 26.9 29.6 33.8
Factor B de Wilson (A2) 135 24.9 20.7 214
Numero de &tomos 2081 1932 2015 2075
Proteina 1774 1812 1799 1831
Ligando 38 13 30
Moléculas de agua 266 120 203 214
Residuos de la Proteina 235 238 238 238
RMS (enlaces) (A) 0.006 0.010 0.007 0.007
RMS (angulos) (°) 1.000 1.060 0.940 0.980
bEn zona favorecida (%) 97.00 96.19 97.00 98.00
PEn zona permitida (%) 3.00 3.81 3.00 2.00
PEn zona no permitida (%) 0.00 0.00 0.00 0.00
Choques 1.13 3.92 0.85 1.64

@ En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolucion.

@ En grafico de Ramachandran
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Al comparar las estructuras cristalograficas de estas dos mutantes se puede
observar observar que las principales diferencias recaen en el nUmero de moléculas
de agua presentes en el sitio de union. Aun cuando es necesario otro tipo de
estudios, es probable que las diferencias observada en los efectos entéalpicos y
entropicos de R77A con respecto a D161A y S72A estén relacionadas con la

incorporacion del solvente.

Termodinamica de unién y estructura cristalografica de las mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a motivo guanidino” (D11A y S69A)

Como se mencion6 anteriormente, las cadenas laterales de los residuos D11 y S69
interactian directamente con el grupo guanidino del ligando arginina y no con el
grupo imidazol del ligando histidina (figura 3). Tal discrepancia es la Unica diferencia
estructural clara entre los sitios de union de LAO wt-arg y LAO wt-his. Por ello, se
propuso a D11 y S69 como los residuos responsables de la diferencia de 4.7 kcal
mol? en la afinidad de LAO por arginina e histidina. Con base a esta hipétesis se
espera que las mutantes de alanina de tales residuos tengan un impacto importante

en la afinidad por arginina y un efecto pequefio en la afinidad por histidina.

La mutante D11A tuvo un efecto desfavorable en el AG de unién de ambos ligandos,
no obstante, tal efecto fue mayor para la unién de arginina (AAGarg = 2.6 kcal mol?
> AAGnis = 1.2 kcal mol? ), tal y como se esperaba. De este modo, el valor de AAGarg-
his S€ redujo de 4.7 kcal mol* a 3.3 kcal mol? (tabla 6). De manera interesante, la
mutacion favorecié al AH en la union de ambos ligandos, mientras que el valor de -
TAS fue desfavorecido (figura 11). Estos resultados confirman la participacion del
residuo D11 en la selectividad de la proteina. En contraste, los valores de AG para
la unién arginina e histidina no fueron modificados por la mutante S69A indicando
gue S69 no contribuye a la afinidad de ninguno de los ligandos utilizados, y por lo

tanto a la selectividad (figura 11).
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Tabla 6. Datos termodinamicos obtenidos a 25 °C para la union de arginina e

histidina por parte de las mutantes del grupo de unién a motivo guanidino.

Grune e K, AG AH? -TAS n Valor ¢
2 (nM) (kcal mol™) (kcal mol™  (kcal mol™) sitios de union
LAO arg 1.0+0.2 -12.3+0.1 -11.3+01 -1.0+02 0.99+0.01
LAO silvestre" LAOhis 2.7+0.1x10° 76+01 82+02  06+02 099%001
AAGan_:]-his 4.7
D11A arg 70 + 30 -9.7+0.3 -13.7+04 4004  1.1+0.05 580
D11Ahis 1.7+0.8x 10" -6.4+0.3 -121+12 55+10 1.2+0.2 3
Grupo de unién a AAGg1is 3.3
grupo guanidino®  S69A arg 1.0+0.5 -12.3+0.4 -13.0+08 07+05 106%0.04 22x10°
S69Ahis  2.1+0.1x10° -7.8+0.1 89+01  11+01 1£0.09 35
AAG"arg-his 4.6

2 Los valores experimentales de AH se corrigieron para la unién de histidina debido al efecto termodinadmico de la protonacion del
ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol- a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20].

b Datos tomados de [20].

¢Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes cuando ¢ >1y cuatro experimentos
independientes cuando ¢ < 1. Para las titulacion donde ¢ < 1 el valor de n fue fijado a 1.0 en el ajuste.

dFor these systems ¢ < 1, therefore AH and AS data must be taken with caution.

D11A S69A
5] arg his _ arg  his
T
4 iy
< 21
S
=
;3 04 - ‘I‘ﬁ —i&l
-2
-4-
-6 |EEANAG, ... BEAAH,,.... EEAN(-TAS )

Figura 11. La contribucion del residuo D11 esta guiada por entropia mientras que S69 no contribuye a
la afinidad. Los efectos termodinamicos de las mutantes D11A y S69A son expresados en referencia a los
valores reportados para la proteina silvestre tal y como se describe en la figura 8.
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Para tratar de dilucidar la razén por la cual la mutacion del residuo D11 tienen un
efecto entalpico favorable se determinaron las estructuras cristalogréficas de D11A
en presencia de arginina e histidina (1.7 A y 2.3 A de resolucion, respectivamente).
La integridad de los datos colectados fue superior al 97% para la capa de baja
resolucién y mayor al 93% para la capa de alta resolucién, con una multiplicidad de
4 a7y 3 a4, respectivamente (tabla 7). Los valores del factor-b general son
adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las diferencias entre el
Rwork ¥ el Riee Se encuentran por debajo de 6%. Por otra parte, la densidad
electronica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteina y se
encuentra bien definida en el sitio de unién. Ninguno de los modelos presenta

angulos @ y y fuera de las regiones permitidas del grafico de Ramachandran.

De manera sorprendente, la estructura de D11A es practicamente idéntica a LAO
wt-arg (RMSD = 0.14 A), la tnica diferencia clara es un ligero desplazamiento (0.6
A) de la cadena lateral del residuo T13 en conjunto con una molécula de agua
denominada Watl3 (figura 12 A). En consecuencia, la distancia entre Watl3 y la
cadena lateral de la arginina se reduce de 3.5 A a 3.0 A, lo cual podria contribuir al
efecto entalpico desfavorable observado. Adicionalmente, el valor del factor b de
Wat 13 disminuye de 20 A2 en LAO wt a 1.0 A2 en D11, lo cual correlaciona con la
pérdida de entropia. El alineamiento de la estructura de LAO wt-arg resuelta
previamente (1LAF) con la estructura que se resolvid en este trabajo (6MLE)
muestra un ligero movimiento en la cadena lateral de D11 (figura 5 B), similar a lo
observado en las estructuras D161A-arg, S72-arg y R77-arg. Esto nos indica que
D11 puede adquirir distintas conformaciones al interactuar con el ligando sin
impactar significativamente al AG de union . De hecho, la cadena lateral de este
residuo muestra el factor b mas alto en el sitio de union (24 A?) sugiriendo que D11

presenta una vibracion mayor al resto de los residuos.

De manera similar, la estructura de D11A en presencia de histidina muestra un ligero
desplazamiento en la cadena lateral de T13 en conjunto con Wat13. Adicionalmente
se observa la incorporacion de una molécula de agua al sitio de union la cual

interactda con el ligando y Wat13 (figura 12 B).
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Tabla 7. Coleccion de datos y estadisticas de afinamiento para la mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a grupo guanidino”.

Colecta de datos?

Mutante
PDB ID
Resolucién (A)
Grupo espacial
Dimensiones de la celda unitaria

D11A arg
6MKU

50.00-1.73 (1.76-1.73) 50.00-2.32 (2.36-2.32)

P 2121 21 (19)

D11A his
6MKW

P 2121 21(19)

S69A vacia
6MLO
50.00-1.68 (1.71-1.68)
P 212121(19)

a, b, c, (A 37.16,58.61, 115.28  36.81, 58.88, 115.16 35.51, 77.50, 102.89
Mosaicismo 0.94-1.45 1.27-4.76 0.84-1.81
Reflexiones totales 117866 (3482) 70586 (3482) 191095 (8999)
Reflexiones Unicas 27021 (1055) 11203 (1055) 33775 (3103)
Multiplicidad 4.4(3.2) 6.3 (3.3) 5.4 (2.9)
Integridad (%) 99.2 (96.0) 97.9 (93.1) 99.3 (95.8)
I/ sigma (1) 18.1 (2.3) 22.1(4.3) 47.6 (4.0)
R-merge 0.120 (0.587) 0.098 (0.327) 0.074 (0.317)
CC1/2 0.990 (0.592) 0.993 (0.865) 0.998 (0.834)
Estadisticas de afinamiento
Ruork . Res 0.194, 0.236 0.173,0.229 0.191, 0.244
' (0.291, 0.287) (0.206, 0.248) (0.233, 0.293)
Factor B promedio (A2?) 14.2 221(4.3) 211
Proteina 12.8 21.9 18.4
Ligando 25.3 259 30.2
Solvente 22.8 248 29.6
Factor B de Wilson (A2) 125 19.2 19.0
Numero de &tomos 2090 1966 2445
Proteina 1808 1835 1855
Ligando 10 12 10
Moléculas de agua 270 119 580
Residuos de la Proteina 238 237 238
RMS (enlaces) (A) 0.006 0.010 0.006
RMS (angulos) (°) 0.960 1.080 0.960
En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 96.00 95.74 96.50
En zonas permitidas del Ramachandran (%) 4.00 4.26 3.50
Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 0.00 0.00
Choques 0.56 3.57 2.16

@ En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolucion.
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Figura 12. El sitio de union de D11A presenta pequeiias diferencias estructurales relacionadas con el solvente.
Alineamiento estructural del sitio de unién de LAO wt-arg (verde, panel A) con D11A-arg (azul, panel A) y LAO wt-his (verde,
panel B) con D11A-his (azul, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra como un “stick” mas delgado al resto y esta
marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se
muestra el mapa de densidad electrdnica de omisidén (2mFo-dFc) contorneado a 1o.

Termodindamica de union y estructura cristalografica de las mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a motivo guanidino” (Y14A y F52A)

Los residuos arométicos Y14A y F52A realizan interacciones cation-pi con la cadena
lateral de ambos ligandos (figura 3). La mutante Y14A tuvo un impacto desfavorable
de 4.0 kcal mol* en el AG de union a arginina (tabla 8), tal efecto es el resultado de
un cambio entalpico altamente desfavorable (AAHarg = 8.1 kcal molt) y un cambio
entrépico muy favorable (A (-TASarg)=-4.1 kcal mol?); (figura 13). Por otra parte, el
AG de unién a histidina fue afectado por 2.5 kcal mol, causado completamente por
un efecto entdlpico desfavorable (AAHarg = 2.5 kcal mol?); (figura 13). Como
podemos observar, el efecto de Y14A en el AG es mayor para la unidn de arginina,
lo cual indica que Y14 contribuye a la selectividad, reduciendo el valor de AAGarg-his
a 3.2 kcal mol2.
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Tabla 8. Datos termodinamicos obtenidos a 25 °C para la union de arginina e

histidina por parte de las mutantes del grupo de union a cadena lateral.

Grupo Mutante Kq AG AH* TAS " Valore
P (nM) (kcal mOI_l) (kcal mol'l) (kcal mol'l) sitios de unién
LAO arg 1.0+0.2 123+01  -11.3+01 -1.0+£02  0.99+0.01
LAO silvestre® LAOhis  2.7+0.1x10°  -7.6+0.1 82+0.2 0.6+02  099%001
AAGarg—his 47
Yl4Aarg 08+01x10°  -8.3%0.1 32402 5.1+0.3 11£0.1 163
Y14Ahis  02+002x10° -5.1%0.1 5.7+06 0.6+0.7 101 1
Grupo de uniénC AAG, 4 s 3.2 2.6 5.8
acadenalateral coon arg  01£003x10° 54%02  -17+08 -37+09 103015 L
F52Ahis"  3+0.6x10° 34%0.1 28+06 -0.6+0.6 1.0 0.06
AAG 2.0

arg-his

@ Los valores experimentales de AH se corrigieron para la unién de histidina debido al efecto termodindmico de la protonacion del
ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20].

b Datos tomados de [20].

¢Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes cuando ¢ >1 y cuatro experimentos
independientes cuando ¢ < 1. Para las titulacion donde c < 1 el valor de n fue fijado a 1.0 en el ajuste.

dFor these systems ¢ < 1, therefore AH and AS data must be taken with caution.

La mutante F52A mostré un valor de AAGarg = 6.9 kcal mol?, lo cual representa un
aumento en la Kq de 5 6rdenes de magnitud (tabla 9); cabe sefialar que este es el
mayor impacto en la afinidad observado para las mutantes estudiadas en este
trabajo. De manera similar, F52A tuvo un impacto de 4.0 kcal mol%, en el AAGnis lo
cual representa un aumento en la Ka de aproximadamente 3 érdenes de magnitud,
tal efecto es superado solamente por D161A y R77A. El impacto mostrado sobre el
valor de AG para la unién de ambos ligandos es consecuencia de un cambio
altamente desfavorable en el valor de AH en conjunto con un cambio favorable en
el valor de —TAS (figura 13). Estos resultados indican que F52 es de suma
importancia para la unién de arginina e histidina, contribuyendo entalpicamente a la
afinidad. No obstante, el efecto causado por la remocion de la cadena lateral de F52
es considerablemente mayor para la union de arginina (AAGargnis = 3.1 kcal mol?),
disminuyendo la diferencia de afinidad entre ambos ligandos a tan solo un orden de
magnitud. De este modo, podemos afirmar que ambos residuos aromaticos

contribuyen a la selectividad.
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Figura 13. F52 es el residuo mas importante para la afinidad y selectividad de LAO. Los efectos
termodinamicos de las mutantes Y14Ay F52A son expresados en referencia a los valores reportados para
la proteina silvestre tal y como se describe en la figura 8.

Las estructuras cristalograficas de Y14A en presencia de arginina, histidina, y en
ausencia de ligando se resolvieron a 1.7 A, 1.5 Ay 2.1 A de resolucion,
respectivamente. La integridad de los datos colectados fue superior al 98% para
ambas capas de resolucién, con una multiplicidad por arriba de 4 (a excepcion de
la capa de alta resolucién en Y14A sin ligando); (tabla 9). Los valores del factor-B
general son adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las
diferencias entre el Rwork Y €l Riree S€ €ncuentran por debajo de 5%. Por otra parte,
la densidad electronica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteina
y se encuentra bien definida en el sitio de unién. Todos los angulos ¢ y y para los
tres modelos se encuentran dentro de las areas permitidas en el gréfico de

Ramachandran.
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Como se puede observar en la figura 14, la mutacion Y14A no modifico la posicion
de los grupos amino y carboxilo de ningun ligando, sin embargo, la cadena lateral
de ambas moléculas sufrié un ligero desplazamiento hacia la zona de la mutacién,
acompafado de un cambio en la conformacion de la cadena lateral del residuo D11.
Esta reubicacion en D11 es similar, aunque de mayor magnitud, a la observada en
D161A, S72A y R77A. En ambas estructuras, el espacio que dejé la remocion de
Y14 es ocupado por moléculas de agua (tres en Y14A-his y cuatro en Y14A-arg),
creando un canal que cruza el sitio de union y deja al ligando expuesto al solvente
(figura 15 A).

Figura 14. La mutacion del residuo Y14 propicia la entrada de varias moléculas de agua al sitio de union. Alineamiento
estructural del sitio de unién de LAO wt-arg (verde, panel A) con Y14A-arg (café, panel A) y LAO wt-his (verde, panel B) con
Y14A-his (café, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra como un “stick” mas delgado al resto y estda marcada con
una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se muestra el mapa
de densidad electrdnica de omisidn (2mFo-dFc) contorneado a 10.
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Tabla 9. Coleccion de datos y estadisticas de afinamiento para la mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a cadena lateral”

Colecta de datos?

Mutante
PDB ID
Resolucion (A)
Grupo espacial
Dimensiones de la celda unitaria

Y14A empty Y14A arg Y14A his
6MLV 6MLO 6MLP
P 212121(19)

P 212121(19) P 212121(19)

F52A empty
6MLD

50.00 — 2.08 (2.13-2.08) 50.00 - 1.72 (1.78-1.72) 50.00 - 1.48 (1.51-1.48) 50.00 - 1.66 (1.69-1.66)

P 212121(19)

a, b, c, (A) 35.54, 76.80, 98.61 37.17, 58.65, 115.46 36.99, 57.22,101.03 34.76, 76.23, 85.36
Mosaicismo 1.05-2.01 0.83-1.27 0.55-0.91 0.94-1.28
Reflexiones totales 87925 (4568) 218332 (14274) 351569 (18827) 293208 (15529)
Reflexiones Unicas 16624 (1575) 27578 (3103) 35985 (3362) 27708 (2632)
Multiplicidad 5.3(2.9) 7.9 (4.6) 9.8 (5.6) 10.6 (5.9)
Integridad (%) 98.3 (85.3) 99.2 (94.3) 99.5 (98.8) 99.9 (99.6)
I / sigma (1) 15.0 (2.5) 29.6 (2.3) 247 (2.5) 25.7 (2.1)
R-merge 0.122 (0.498) 0.073 (0.669) 0.109 (0.719) 0.097 (0.784)
CC1/2 0.987 (0.646) 0.996 (0.646) 0.995 (0.673) 0.994 (0.644)
Estadisticas de afinamiento
R R 02020 GGty o (0710209
Factor B promedio (A?) 21.1 21.7 13.1 15.3
Proteina 20.8 20.4 11.1 135
Ligando 34.4 30.5 324
Solvente 23.7 29.7 26.1 24.6
Factor B de Wilson (A2) 20.1 17.0 9.0 135
Numero de &tomos 2078 2137 2090 2120
Proteina 1859 1841 1821 1785
Ligando 10 16 16
Moléculas de agua 219 285 245 316
Residuos de la Proteina 238 238 238 238
RMS (enlaces) (A) 0.010 0.009 0.006 0.006
RMS (angulos) (°) 1.030 1.080 1.030 0.990
En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 96.61 98.00 98.00 97.00
En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.39 2.00 2.00 3.00
Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 0.00 0.00 0.00
Choques 2.96 4.62 0.28 1.14

@ En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolucion.
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El impacto entalpico altamente desfavorable observado para la union de arginina
puede ser causado en gran medida por la pérdida de la interaccién catidn-pi entre
Y14 y el ligando, sumado a la pérdida del contacto Y14-D161 y al aumento en la
distancia entre Watl y el grupo guanidino. Las cuatro moléculas de agua que entran
al sitio de unién a causa de la mutacion parecen no compensar tal efecto debido a
que solo una de ellas se encuentra a la distancia apropiada (3.3 A) para interactuar
con el ligando. Por otra parte, el impacto de la mutacion en la entalpia de union a
histidina es de menor magnitud, posiblemente debido a que la interaccion cation-pi
formada con este ligando es mas débil a la establecida con arginina.
Adicionalmente, dos de las tres moléculas que entran al sitio de union interactdan
de manera cercana (2.9 A) con la cadena lateral de la histidina. Dichas interacciones
solvente-histidina podrian estar compensando el efecto desfavorable de la
mutacion. Cabe sefalar que el ancho del canal formado a causa de la mutacion es

distinto en Y14A-arg y Y14A-his lo cual podria estar asociado a las diferencias

descritas en la organizacion del solvente.

Y14A-his

Y14A-arg |

Figura 15. El sitio de union de Y14A presenta un canal que expone al ligando al solvente. Alineamiento
estructural del sitio de unién de LAO wt-arg (verde, panel A) con Y14A-arg (café, panel A) y LAO wt-his
(verde, panel B) con Y14A-his (café, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra como un “stick” mas
delgado al resto y estd marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente son presentadas en
representacion de esfera.
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Termodinamica de union y estructura cristalografica de las mutantes

pertenecientes al “grupo de unién mediada por agua” (D30A y S70A)

Las cadenas laterales de los residuos D30 y S70 interactian con la molécula de
agua Watl, la cual, a su vez, interactia directamente con el grupo guanidino del
ligando arginina. Watl no interactia con el grupo imidazol del ligando histidina
debido a que se encuentran a méas de 5 A de distancia y entre ellos se encuentra

posicionada la molécula Wat2 (figura 3).

La mutacién del residuo D30 causo una reduccién de 5.1 kcal mol* en el valor de
AG para la unién de arginina , tal efecto es causado principalmente por un efecto
entrépico desfavorable (tabla 10, figura 16). De manera similar, el AG de union a
histidina se afect6 en 4.1 kcal mol, en esta ocasién como resultado de un efecto
entalpico desfavorable y un efecto entrépico favorable (tabla 10, figura 16). Estos
resultados indican que el residuo D30 es de suma importancia para la union de

ambos ligandos a pesar de no interactuar directamente con ellos.

Tabla 10. Datos termodinamicos obtenidos a 25 °C para la unién de arginina

e histidina por parte de las mutantes del grupo de unién mediada por agua.

Grupo Mutante Kq AG AH* TAS f Valore
o (M) (kcal mol™)  (kcal mol™)  (kcal mol™) sitiosdeunion
LAOarg  1.0£0.2 123+01 -11.3+01  -1.0+02  0.99+0.01
LAO silvestre® LAOhis 27+01x10° -7.6+01  -82+02 06+02 099001
AAGarg-hls 4.7
D30Aarg 50+03x10° -7.2+01  -10.9+0.2 35+0.2 1.08+0.05 20
. d 6
Grupo de unién D30A his® 3.1+3x10 33+04  -1.7%20 16+20 1.0 0.1
mediado por AAG, g s 41
moléculas de agua  S70A arg 55 + 20 -98+05  -11.4+07 1.6+0.7 098+01 18x10°
S70Ahis 7.6+08x10° -7.0+01  -9.1+10 21+1.0 0.87+0.1 14
AAGarg»his 2.8

@ Los valores experimentales de AH se corrigieron para la union de histidina debido al efecto termodindmico de la protonacion del
ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol- a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20].

b Datos tomados de [20].

¢Los valores presentados son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes cuando ¢ >1 y cuatro experimentos
independientes cuando ¢ < 1. Para las titulacion donde c < 1 el valor de n fue fijado a 1.0 en el ajuste.

dFor these systems ¢ < 1, therefore AH and AS data must be taken with caution.
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Figura 16. Los residuos D30 y S70 son importantes para la afinidad y selectividad de LAO. Los efectos
termodinamicos de las mutantes D30A y S70A son expresados en referencia a los valores reportados para
la proteina silvestre tal y como se describe en la figura 8.

Por otra parte, la mutante S70A mostrd una disminucién de 2.6 kcal mol-ten el AG
de union a arginina como consecuencia de una alteracion desfavorable en la
entropia, tal y como se observa en D30A (figura 16). En contraste, el valor de AG
para la uniéon a histidina no se afecté por la mutacion (AAGhis = 2.0 kcal mol?) debido
a una compensacion entalpia-entropia. Como se puede observar, el impacto de la
mutacion S70A es mayor para arginina que para histidina, reduciendo el valor de
AAGarghis de 4.7 kcal molta 2.8 kcal molt. De este modo podemos afirmar que el
residuo S70 contribuye principalmente a la selectividad de la proteina.

Las estructura cristalografica de D30A en presencia de arginina se resolvio a 1.7 A
de resolucion. El porcentaje de datos colectados fue superior al 98% para la capa

de baja resolucion y 96% para la capa de alta resolucién, con una multiplicidad de
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8 y 4, respectivamente (tabla 11). Los valores del factor-B general son adecuados
para las resolucion obtenida, mientras que la diferencias entre el Rwork Y €l Rfree S€
encuentran por debajo de 4%. Por otra parte, la densidad electrénica es continua a
lo largo de la estructura primaria de la proteina y se encuentra bien definida en el

sitio de union.

Como se puede observar en la figura 17, la estructura D30A-arg muestra el mismo
cambio conformacional observado previamente en la cadena lateral de D11.
Adicionalmente, se observa un movimiento en la cadena lateral de S18 el cual
permite la formacién de un nuevo contacto entre dicho residuo y Watl (figura 17).
Resulta interesante observar que la posicion de Watl en el sitio de union no se
modifico (figura 17), de modo que el efecto de la mutacion en la afinidad no se debe
a una cambio en la distancia Watl-arginina.

Figura 17. La posicion de Watl en el sitio de unién no es modificada por la mutacién del residuo D30. Alineamiento
estructural del sitio de unién de LAO wt-arg (verde) con D30A-arg (gris). La cadena lateral eliminada se muestra como un
“stick” mas delgado al resto y estda marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de agua Wat1 se encuentran representadas
como esferas. En color gris se muestra el mapa de densidad electrénica de omision (2mFo-dFc) contorneado a 1o.
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Tabla 11. Coleccion de datos y estadisticas de afinamiento para la mutantes

pertenecientes al “grupo de unién a mediada por molécula de agua”

Colecta de datos?

Mutante D30A arg
PDB ID 6ML9
Resolucion (A) 50.00 - 1.68 (1.75-1.68)
Grupo espacial P 212121(19)
Dimensiones de la celda unitaria
a, b, c, (A 37.18,57.77,101.44
Mosaicismo 0.91-1.20
Reflexiones totales 201796 (10242)
Reflexiones Unicas 25298 (2382)
Multiplicidad 8.0 (4.3)
Integridad (%) 98.6 (96.0)
I/ sigma (1) 38.3(3.8)
R-merge 0.089 (0.418)
CC1/2 0.998 (0.857)

Estadisticas de afinamiento

Rwork , Riree 0.135,0.172
(0.180, 0.278)
Factor B promedio (A?) 17.0
Proteina 15.2
Ligando 333
Solvente 29.3
Factor B de Wilson (A2) 14.1
Numero de &tomos 2086
Proteina 1829
Ligando 14
Moléculas de agua 241
Residuos de la Proteina 238
RMS (enlaces) (A) 0.010
RMS (angulos) (°) 1.200
En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 97.00
En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.00
Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00
Choques 0.82

@ En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolucion.
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Calculos de ACp para la unién de ligandos

El cambio en capacidad calorifica de unidon (ACp) es un parametro termodinamico
importante ya que determina la dependencia del AG, AH y AS con la temperatura.
En estudios previos se observo que, para la transferencia de solutos entre fases, el
plegamiento de proteinas y la unidn de ligandos, el valor de ACp correlaciona con
el cambio en el area expuesta al solvente (AASA) resultante del proceso [50-53].
Anteriormente se encontr6 que los valores de ACp, obtenidos de manera
experimental para la union de arginina e histidina por parte de LAO wt (299 y 264
cal molt KL, respectivamente) pueden ser reproducidos de manera adecuada (286
y 252 cal mol? K1, respectivamente) a partir de ecuaciones paramétricas al utilizar
los valores de AASA calculados de las estructuras de LAO en ausencia y presencia
de ligandos [28]. Las tres caracteristicas estructurales que contribuyen al ACp de
LAO wt de acuerdo a [28] son las siguientes: 1) el AASA debido a la deshidratacion
del ligando la cual corresponde a = 18-40 cal mol? K1; 2) la inclusién de moléculas
de agua al sitio de union asociadas a la interaccion proteina-ligando a la cual se le
atribuyen = 27-36 cal mol* K*; 3) el AASA asociado al cambio conformacional, el

cual representa la mayor contribucién (=207-210 cal mol* K-1).

Los valores de ACp obtenidos de manera experimental para las mutantes de LAO
son muy variados ya que en distintos casos tal parametro no se modifico, mientras
qgue en otros se observé un incremento o disminucién de hasta 100 cal mol?! K1
(tabla 12, figura 18). Dado que el 80 % del ACp, es atribuido al cambio
conformacional, se esperaba observar un efecto notable en los estados abierto y/o
cerrado de la proteina. No obstante, todas las estructuras obtenidas en presencia
de ligando mostraron la misma conformacién cerrada presente en LAO wt (figura
19). Por otra parte, las estructuras en ausencia de ligando para las mutantes F52A
y R77A presentaron una conformacion abierta distinta a la de la proteina silvestre.
Aunqgue tal modificacion en el estado abierto podria ser responsable de cambios en
la capacidad calorifica, el ACp para F52A no muestra diferencias en con respecto a
LAO wt, mientras que la union de arginina e histidina en R77A presenta efectos
opuestos en el ACp (tabla 4). De manera interesante, todos los ACp obtenidos de
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forma experimental fueron reproducidos adecuadamente por métodos paramétricos
(figura 20). Estos resultados indican que los efectos de las mutaciones sobre el
AASA que causaron los cambios en el ACp estén representados en las estructuras
cristalograficas a pesar de no mostrar cambios en la conformacion cerrada y en el

modo de union.
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Figura 18. Dependencia de los valores de AH y TAS con la temperatura. Los valores experimentales de AH y TAS para la unién
de arginina e histidina por parte de las mutantes se muestran en circulos negros y rojos, respectivamente; el ajuste lineal de
los datos es presentado como lineas continuas. La dependencia de ambos parametros termodindamicos en LAO wt se
muestran en cada panel como lineas punteadas.
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Tabla 12. Valores de ACp obtenidos para la union de arginina e histidina de

manera experimental y predichos a partir del analisis estructural.

Contribucién

AASA no polar AASA polar del solvente AC, AC,
Grupo Mutante cerrado-abierto cerrado-abierto 4,14 (cal mol™ K'l) (cal vl K'l)
2,a 2,a (cal mol " K7)

(A% (A% BE™ ITC
LAO silvestre LAO arg -689 -80 9 -303 + 74 -299 + 41
LAO his -626 -86 9 270 + 65 -264 + 41
D161A arg’ -458 -36 0 212 £51 -198 + 20

D161A his ND ND ND ND ND
Grupo de unibna  S72A arg’ -508 -21 9 -232+59 -197 £ 30
cadena principal  S72A his ND ND ND ND -312 + 48
R77A arg -575 -199 -18 -241 + 46 -220 35
R77A his -747 -219 -27 -328 + 64 -365 + 37
Y14A arg -317 -149 -9 121+ 21 -121+18
Grupo de unidna  Y14A his -367 -176 -9 -137 + 24 -110 + 60

cadena lateral F52A arg ND ND ND ND -270 + 14

F52A his ND ND ND ND ND
D11A arg’ -649 -57 9 298 + 72 -298 + 19
Grupo de uniébna  D11A his’ -597 -72 0 -269 + 64 -271 £ 50
grupo guanidino  S9A arg ND ND ND ND -290 + 23
S69A his ND ND ND ND -281+21
y D30A arg’ -768 -41 9 -352 + 89 -370+ 20

Grupo de union ) i ND ND ND ND ND

mediado por b

moléculas de agua S70Aarg -663 -18 9 -307 £ 79 -295 + 35
S70A his ND ND ND ND -280 + 41

@ Los valores de AASA se obtuvieron restando el ASA calculado para la estructura cerrada al ASA calculado para la estructura abierta .

b|a estructura abierta de LAO wt fue utilizada para calcular del ASA en ausencia de ligando de aquellas mutantes para las cuales no se obtuvo
una estructura cristalografica en dicho estado. Para ello re realizaron las mutaciones correspondientes mutada in silico.
¢ Los valores de ACp basados en estructura reportados en la tabla son el promedio + desviacion estdndar de aquellos que se obtuvieron de las

ecuaciones 5-8.

4 La contribucién al AC, de las moléculas de agua incorporadas o removidas del sitio de unién como parte del proceso de asociacion del
ligando fueron agregadas al valor basado en estructura (9 cal™* mol* K-*por molécula de agua de acuerdo a ). El nimero de aguas que
contribuyen al AC, se obtuvo al restar el nimero de moléculas presentes en el sitio de union en estado cerrado al de aquellas presentes en el

estado nativo.
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Figura 19. Las mutantes en presencia de ligando adoptan el mismo estado conformacional observado
en LAO wt. Alineamiento de la estructura LAO wt-arg (verde en todos los paneles) con las estructuras
estructuras S72A-arg (panel A, RMSD = 0.34 A), R77A-arg (panel B, RMSD = 0.37 A), D11A-arg (panel C,
RMSD = 0.14 A), Y14A-arg (panel D, RMSD = 0.22 A) y D30A-arg (panel E, RMSD = 0.36 A).
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Figura 20. Los valores de ACp basados en la estructura (BE) correlacionan adecuadamente con los valores

experimentales (ITC). Los valores de BE ACp cony sin la contribucién de las moléculas de agua incorporadas

al sitio de unidén como parte de la asociacion del ligando se muestran en circulos abiertos y cerrados,
respectivamente. El ajuste lineal de los datos se muestra como una linea roja.
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Estado conformacional semi-abierto

El alineamiento de las estructuras cristalograficas de R77A y F52A con LAO wt,
todas en ausencia de ligando, muestra que dichas mutantes adquieren una
conformacion distinta a la que presenta la proteina silvestre (figura 21 A). Como se
puede ver en la figura 21 B, la conformacion adoptada por R77A y F52A tiene un
grado de apertura menor al del estado abierto adquirido por LAO wt, lo cual resulta
evidente al observar la posicidn de los residuos D161 y Y14 (figura 21 C). Por esta
razon denominamos a dicha conformacion como semi-abierta. De manera
interesante, la cadena lateral de S72 en las estructuras semi-abiertas adopta la
misma conformacion observada en la estructura de LAO wt en complejo con
arginina. En el estado abierto de la proteina silvestre, S72 interactia con R77, sin

embargo, en ambas mutantes, tal contacto se pierde y en su lugar S72 interactla

con una molécula de solvente.

Y14 §F
D161

S70

Figura 21. Las estructuras de las mutantes R77A y F52A en ausencia del ligando presentas un estado
conformacional semi-abierto. A) Alineamiento de las estructuras R77A-vacia (naranja) y F52A-vacia (café)
con LAO wt-vacia (morado); (RMSD = 1 A) . B) Alineamiento de las estructuras R77A-vacia (naranja), LAO
wt-vacia (morado)y LAO wt-arg (verde). C) Acercamiento al sitio de unidn del alineamiento mostrado en
el panel B.
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DISCUSION

Como parte de este trabajo hemos logrado dilucidar la contribucion relativa de todos
los residuos del sitio de union de LAO a la afinidad y selectividad por dos ligandos
que difieren en 4.7 kcal mol! en su energia de unién. Para varios casos se propuso
una explicacion estructural de los efectos termodinamicos causados por las
mutantes sencillas de alanina. Los resultados estructurales permitieron observar
que los contactos solvente-ligando y proteina-solvente-ligando juegan un papel
crucial en la afinidad y selectividad de LAO.

Participacion de los residuos de sitio de unién de LAO en la afinidad y
selectividad

Las mutantes sencillas D161A y R77A redujeron el valor de AG para la union de
arginina e histidina a aproximadamente la mitad de su valor original. Estos
resultados indican que los contactos formados entre la proteina y los grupos amino
y carboxilo de dichos ligandos son cruciales para la unién. De manera sorprendente,
D161 y R77 contribuyen a la selectividad, este resultado es completamente
inesperado ya que tales residuos interactian de forma similar con ambos ligandos
(figura 3). La presencia de una molécula de agua contactando a la cadena lateral
de la histidina en R77A-his, la cual no se observa en LAO wt, ofrece una posible
explicacion. Si la interaccion entre R77 'y el grupo carboxilo de la histidina propicia
la salida de esta molécula del sitio de unién, el valor de AG podria verse afectado
negativamente debido a la pérdida del contante solvente-ligando. De este modo, la
contribucion de R77 a la afinidad por histidina disminuiria como resultado del efecto
desfavorable que conlleva la salida del solvente. Es probable que el motivo por el
cual R77 y D161 contribuyen a la selectividad sea mas complejo, por ello es
necesario realizar otro tipo de estudios, como dinamica molecular, para obtener

mayor informacion.

Por su parte, los resultados termodindmicos para las mutantes D11A y S69A
mostraron que el residuo D11 contribuye a la afinidad de ambos ligandos a pesar

de interactuar exclusivamente con la cadena lateral de la arginina. De manera
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interesante, dicha contribucién es completamente entrépica y no entalpica como se
esperaba. Estas observaciones, en conjunto con los datos estructurales, sugieren
que la contribucion de D11 a la energia de unidn se debe a una reorganizacion del
solvente y no precisamente a su interaccion con el ligando. En contraste, S69 no
contribuye a la unién de ninguno de los ligandos estudiados debido a que su impacto
en la entalpia de asociacion se compensa con un efecto entrépico opuesto y de la
misma magnitud. Este resultado indica que no todas las interacciones formadas
entre la proteina y el ligando contribuyen a la afinidad y nos lleva a cuestionar cual

es la funcion, si es que la hay, de S69 en el proceso de union.

En lo que respecta a las interacciones cation-pi, F52 juega el papel mas importante
en la union de arginina y presenta una de las mayores contribuciones a la union de
histidina, tal y como habian propuesto Silva y colaboradores. Adicionalmente, F52
es el residuo de mayor relevancia para la discriminacion de ambos ligandos (AAGarg-
his = 2.0 kcal molt en F52A). Por su parte, la mutaciéon de Y14 mostré que dicho
residuo también contribuye de manera importante a la afinidad. Ademas, los
resultados termodinamicos sugieren que Y14 contribuye a la selectividad de forma
similar a D161, R77 y D11 (AAGarg-his = 3.2 kcal mol?).

Finalmente, los resultados termodinamicos obtenidos para las mutantes D30A y
S70A mostraron, una vez mas, lo importante que son los residuos que no
interactian directamente con el ligando. De manera interesante, la remocién del
contacto D30-Watl tuvo un impacto muy alto en la afinidad de ambos ligandos
mientras que la remocién del contacto S70-Watl afecté principalmente a la
selectividad (AAGarghis = 2.8 kcal mol?). Estos resultados muestran que las
interacciones realizadas por Watl en el sitio de union son de crucial importancia,
tanto en la afinidad como en la discriminacion de ligandos, tal y como fue propuesto
tiempo atras por el grupo de Ames [31].
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Participacion del solvente en la termodinamica de union

Como hemos podido observar, la mayoria de las mutantes presentan efectos
estructurales que involucran la incorporacién de nuevas moléculas de solvente al
sitio de union y/o alteraciones en la organizacién del solvente que ya estaba
presente. Una clara excepcidbn es S72A-arg cuya estructura no presenta
modificaciones importantes ademas de la mutacién. De este modo, los efectos
termodinamicos observados para esta mutante pueden ser atribuidos directamente
a la remocién del contacto entre S72 y el grupo amino del ligando. Por el contrario,
R77A incorpora nuevas moléculas de agua al sitio de unién, varias de ellas
remplazando las interacciones proteina-ligando que fueron removidas. Tales
moléculas parecen estar contribuyendo de manera favorable a la entalpia de unién,
compensando en cierta medida el efecto desfavorable de la mutacion a costa de un
efecto entrépico desfavorable. La mutante Y14A es otro caso en el cual se observa
la incorporacion de moléculas de agua al sitio de unién. No obstante, estas
moléculas interactian de manera distinta con ambos ligandos por lo cual parecen

influir de forma diferente en la termodindmica de unién.

Como se menciond anteriormente, resulta sorprendente observar que la remocion
de las interacciones formadas entre D30 y S70 con la molécula Watl tuvo efectos
muy importantes en la afinidad y selectividad. Estos resultados muestran de manera
clara que los contactos formados con el solvente son relevantes para la union de
ligandos. Es interesante resaltar que la cadena lateral de S18 rompe su interaccién
con el residuo T10 para formar un nuevo contacto con Watl, el cual no remplaza la
contribucion del contacto D30-Watl. Esta observacidn sugiere que las interacciones
formadas en el sitio de unién de LAO han sido optimizadas a lo largo de la evolucién

para la union de aminoéacidos basicos con alta afinidad.
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Capacidad calorifica de union

La obtencién del valor de ACp de unidn es muy importante en la caracterizacion
termodinamica de los procesos de interaccion proteina-ligando ya que dicho
parametro describe la dependencia de la afinidad con la temperatura.
Estructuralmente, el ACp se ha relacionado con el cambio en el area accesible al
solvente asociado a la union del ligando y en LAO wt cerca del 80% de su valor
proviene del cierre de la proteina. Por ello, supusimos que los efectos de hasta 100
cal mol't K1 observados en el ACp para ciertas mutantes debian ser resultado de la
modificacion del estado cerrado de la proteina. Sin embargo, todas las estructuras
en presencia de ligando mostraron la misma conformacion cerrada encontrada en
LAO wt. A pesar de que algunas mutantes presentaron modificaciones en la
conformacion abierta de la proteina, no existe una correlacion clara de dicho efecto
estructural con los cambios en ACp. De esta manera podemos afirmar que el efecto
de algunas mutantes en el cambio en la capacidad calorifica de unién no es causado
por un impacto en las conformaciones abierta y cerrada de la proteina. No obstante,
los valores de ACp obtenidos de manera experimental fueron reproducidos
adecuadamente a partir de ecuaciones paramétricas basadas en el AASA. Con base
en estas observaciones es posible concluir que la contribucion del cambio
conformacional al ACp depende en gran medida de las caracteristicas estructurales

locales y no exclusivamente del grado de apertura de la proteina.
Conformaciones semi-abiertas y el complejo de encuentro

La conformacion cerrada adoptada por LAO es estabilizada por la formacién de las
interacciones proteina-ligando, por ello, se esperaba que alguna mutacién afectara
dicha conformacién. Sin embargo, la proteina se cierra completamente sin importar
el residuo del sitio de unién que fue removido y el cambio en la afinidad que esto
conlleva. En contraste y de manera inesperada, encontramos que las estructuras
vacias de las mutantes F52A y R77A adoptan una conformacién abierta con un
grado de apertura menor al adquirido por LAO wt, al cual hemos denominado estado
semi-abierto. Estas observaciones indican que algunos de los residuos del sitio de

unién también estabilizan la conformacion totalmente abierta presente en la proteina
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silvestre. Anteriormente, Silva y colaboradores encontraron por dindmica molecular
la presencia de un estado semi-abierto como parte del mecanismo de unién del
ligando de LAO [34,41]. Tal estado fue denominado complejo de encuentro. Aunque
no podemos afirmar que la estructura que obtuvimos por cristalografia corresponda
al complejo de encuentro, hemos demostrado la presencia de estados

conformacionales distintos al abierto y al cerrado.
Comparacion entre PBPs relacionadas

El estudio termodinamico y estructural de las interacciones proteina-ligando se ha
llevado a cabo en diversas PBPs [6,17,55-59,24,26-32]. La figura 24 muestra los
valores de AH y —TAS de unién obtenidos para varios miembros de esta familia de
proteinas, incluyendo a LAO (hexagonos negros) y a las mutantes del sitio de unién
(hexagonos blancos). Como es posible observar, existe una relacion entre la
polaridad de los ligandos y la firma termodinamica. En general, la union de ligandos
polares (simbolos negros) esta guiada por entalpia (cuadrantes | y lll, AH negativo),
en algunos casos con una contribucion entrépica favorable (cuadrante Ill, —=TAS
negativo) y en otros desfavorable (cuadrante Ill, —=TAS positivo). En contraste, los
ligandos no polares (simbolos color vino) estan guiados por entropia (cuadrante 1V,
—TAS negativo, simbolos color vino), con una contribucion entalpica desfavorable
en la mayor parte de los casos. Adicionalmente, hay una dependencia lineal,
inversamente proporcional, entre ambos parametros termodindmicos, indicando
que existe una compensacion entre la entalpia y la entropia de unién asociada a la
interacciones PBP-ligando, tal y como se ha observado en otros grupos de proteinas
[60—66]. No obstante, los valores para la union de ligandos polares y no polares se
ajustan a dos lineas rectas distintas, las cuales comparten la misma pendiente (-
0.85) pero presentan valores diferentes de ordenada al origen (-7.5 y -10,
respectivamente). De este modo, es posible afirmar que la dependencia entre el AH
y el =TAS para la unién de ligandos polares y no polares es la misma , sin embargo,
parten de un balance entalpia-entropia distinto, en el cual, la contribucién entrépica
a la unién de ligandos no polares es mayor (-TAS de 2.5 kcal mol'* mas negativo).
Por su parte, la pendiente de -0.85 indica que un cambio de 1 kcal mol*en el valor
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de AH estéa asociado a un cambio de = -0.85 kcal mol? en el -TAS, de modo que las
contribuciones entalpicas tienen un peso ligeramente mayor que las entrépicas. Si
la compensacion entalpia-entropia fuera perfecta, todas las PBPs presentarian la
misma afinidad por sus ligando. Esto indica que las diferencias en la magnitud de
los cambios entrépicos y entalpicos son la base de la diversidad de valores de Kq
observados en las PBPs. De manera interesante, los valores termodinamicos
obtenidos para las mutantes del sitio de uniéon de LAO se ajustan adecuadamente
a la misma correlacion. Estas observaciones indican que cualquier modificacion
estructural que tenga un efecto sobre el valor de AH también lo tendra sobre el AS
(o viceversa), aunque de manera opuesta, tal y como se ha sefialado previamente
[60—66]. Cabe mencionar que la mutantes que afectaron la afinidad presentaron un
efecto entalpico y entrépico desigual, sin embargo, S69A, quien tuvo un efecto
neutral en el AG de unién, mostré una compensaciéon entalpia-entropia cercana a
cero. De este modo, es claro que para modificar la afinidad de una PBP se requiere
propiciar un desbalance en la compensacion entalpia-entropia lo cual aun resulta

complicado.

Una pregunta importante que surge a partir de este analisis es la siguiente: ¢ cul
es el origen de la correlacion entre la entalpia y la entropia de unién? Como hemos
visto, tal comportamiento se observa en todas las PBPs analizadas sin importar la
polaridad de los ligando, las diferencias estructurales de los sitios de union, o los
residuos mutados. Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos al
analizar otros complejos proteina-ligando a partir de los cuales se ha propuesto que
la compensacion entalpia-entropia estd asociada en gran medida al solvente
[60,63—66].

A pesar de la correlacion que existe entre los datos termodinamicos de unioén y la
polaridad de los ligandos, es posible observar que ciertas PBPs se comportan de
manera distinta, tal como STM4351. STM4351 es una PBP completamente
especifica para la unién de arginina, ligando por el cual presenta una Kq de 5.7 uM
[29]. La estructura del sitio de union de LAO es notablemente similar a la estructura
observada en STM4351, no obstante, esta ultima no presenta moléculas de agua
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interactuando con el ligando. En su lugar, los contactos solvente-arginina que se
observan en LAO son remplazados por interacciones proteina-ligando en STM4351.
De manera interesante, la union de arginina por parte de STM4351 es un proceso
endotérmico, el cual presenta una contribucion entalpica ligeramente desfavorable
(AH = 1.4 kcal molt) y una contribucién entrépica altamente favorable (-TAS = -8.9

kcal mol?).

Por otra parte, AncQR es un ancestro reconstruido de las proteinas periplasmicas
de unidén a arginina y glutamina [67]. Esta proteina une arginina con una Kq de 2.9
UM (similar a STM4351) como resultado de una contribucién entalpica altamente
favorable (AH = -11.2 kcal mol?, similar al observado en LAO) y una contribucién
entrépica muy desfavorable (-TAS = 4.1 kcal mol?, mucho mayor al que LAO
presenta). En contraste a STM4351, AncQR presenta moléculas de agua en el sitio

de union.

Como se puede observar, la unién de arginina en LAO y AncQR es un proceso
exotérmico, mientras que en STM4351 es endotérmico. Estas caracteristicas
termodinamicas correlacionan con la presencia y ausencia de moléculas de
solvente en el sitio de union. Por su parte, Stamp y colaboradores propusieron que
STMA4351 solo interactda con arginina debido a la ausencia de moléculas de agua
en el sitio de unidn de dicha PBP [29], lo cual reafirma el papel del solvente en la
selectividad. Adicionalmente, estas observaciones muestras que la presencia de un
mayor numero de contactos proteina-ligando no necesariamente implica una

contribucién mas favorable a la afinidad.

Otra PBP que esta altamente relacionada con LAO es HisJ. Como mencionamos en
la introduccion, LAO es HisJ son proteinas homologas que interactian con los
mismos ligandos pero con distinta afinidad (K4 de 3.0uM y de 64 nM en HisJ para la
union de arginina e histidina, respectivamente). Interesantemente, Paul y
colaboradores mostraron que la union de arginina por parte de HisJ es un proceso
endotérmico (similar a STM4351), mientras que la union de histidina es exotérmica

[27]. Por esta razoén, el estudio termodinamico y estructural detallado de la unién de

58



ligandos en HisJ podria arrojar informacién importante para comprender a fondo la

relacion energética-estructura en las PBPs.
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oligopéptidos (OppA), entre otras. Finalmente, los simbolos abiertos pertenecen a las mutantes sencillas de LAO
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como resultado de este trabajo hemos logrado dilucidar la contribucion de los
residuos del sitio de union de LAO en la asociacion de los ligandos arginina e
histidina (figura 25). El mayor aporte a la afinidad y selectividad est4 dada por la
interaccion cation-pi realizada por la fenilalanina 52. De igual forma, los residuos
D161 y R77 contribuyen de manera importante a la afinidad y, opuesto a lo que se
esperaba, participan en la discriminacion de arginina e histidina. El residuo D30
también presenta un efecto notable en la energética de union de ambos ligandos a
pesar de no interactuar directamente con ellos; en este caso no hay una contribucién
a la selectividad. Por su parte, los residuos Y14, D11y S70 contribuyen a la afinidad
en menor medida que los residuos antes mencionados, no obstante, juegan un
papel importante en la selectividad. Dado que la contribucion de los residuos D30 y
S70 esta dada a partir de su interaccion con las moléculas de agua Watl y Wat2,
podemos concluir que la presencia de solvente en el sitio de unién es de suma
importancia. Finalmente, S69 no contribuye la afinidad de unién de ninguno de los
ligandos estudiados, por lo cual no queda claro si dicho residuo presenta alguna
funcién relevante en el proceso de asociacion LAO-ligando. Este ultimo caso deja
claro que no todos los contactos realizados entre la proteina y los ligandos tienen
un efecto favorable en la energética de asociacion, de modo que un mayor nimero
de interacciones no siempre conlleva una mayor afinidad. En conclusién, podemos
afirmar que la afinidad y selectividad en LAO son el resultado de la integracion de
interacciones proteina-ligando, proteina-solvente y ligando-solvente. Aun es
necesario realizar otro tipo de estudios, como dinAmica molecular o resonancia
magnética nuclear, para obtener mayor informacion sobre la relacion estructura-
termodinamica en las mutantes de LAO. Ademas, el estudio termodindmico, cinético
y estructural en otras PBPs (gj. HisJ) y complejos proteina-ligando es indispensable

para mejorar nuestro conocimiento de los procesos de unién.
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Figura 25. Contribucidn de los residuos del sitio de unién de LAO a la afinidad y selectividad.
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