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Resumen

La glucosamina 6-fosfato desaminasa de Escherichia coli (EcGNPDA, E.C. 3.5.99.6) es un
homohexamero de 179 kDa y la unica enzima alostérica que participa en el catabolismo de los
aminoazicares. Cada subunidad de 266 aminoécidos tiene un sitio activo y un sitio alostérico. La
EcGNPDA cataliza la desaminacion e isomerizacion reversible de la glucosamina 6-fosfato (GIcN6P)

en fructosa 6-fosfato (Fru6P) y ion amonio (NH4").

Las estructuras cristalograficas de la EcGNPDA han sido reportadas en dos estados
conformacionales: cristaliza en el conférmero T el estado de baja afinidad en ausencia de ligantes
(PDB:1FSF) y en el conférmero R en presencia de distintos ligantes como el activador alostérico, la
N-acetilglucosamina 6-fosfato (GIcNAc6P) (PDB:1FRZ), el producto de la reaccion Fru6P
(PDB:1FQO) o el inhibidor competitivo no fisioldgico, que es un andlogo del estado de transicion, la
glucitolamina 6-fosfato (GlcNol6P) (PDB:1HOR). La catélisis en solucién de la EEGNPDA presenta
cooperatividad positiva por el sustrato en ausencia de activador alostérico y puede ser descrita en
términos de las ecuaciones de Monod-Wyman-Changeux (MWC); también la unién al equilibrio de

la GIcNAC6P presenta cooperatividad positiva.

En este trabajo recurrimos a la nanoencapsulacion de la desaminasa en geles himedos de ortosilicatos,
sol-gel, con el fin de enlentecer la relajacién conformacional y restringir la movilidad cuaternaria. La
nanoencapsulacion nos permite estudiar el comportamiento de estados poco poblados o practicamente
inaccesibles en fase soluble, principalmente el estado T en presencia de ligantes y la forma R libre de
ligantes. La EEGNPDA nanoencapsulada en geles puede ser medida con técnicas y aparatos comunes
para el estudio de la proteina en solucién; los geles micro disgregados en forma de suspensién para
los estudios de catdlisis se obtienen mediante una ultrasonicacion suave del sol-gel. La ECGNPDA en
geles en forma de monolitos sobre laminas de cuarzo y en el fondo de placas de pozos, se utilizaron

para realizar distintos experimentos de espectrometria de dicroismo circular y de fluorescencia.

En los experimentos de catdlisis se abolié la cooperatividad positiva observada en la enzima en
solucién, utilizando la enzima nanoencapsulada en cada estado conformacional restringido T o R. Las
constantes de disociacion por el sustrato calculadas para ambos estados, en ausencia y a saturacion
de activador alostérico, son similares a las obtenidas de los experimentos de catdlisis en solucién
ajustados con las ecuaciones de MWC. Estimamos las constantes de equilibrio terciarias para cada
estado cuaternario, /1 y Iz, en el marco teérico del modelo de dos estados terciarios (TTS por las siglas

en inglés Two-tertiary states), de Eaton-Hofrichter-Henry.



Mediante experimentos espectrofluorométricos con la enzima nanoencapsulada en monolitos,
calculamos velocidades de cinética de relajacion en presencia de distintas concentraciones de
activador alostérico. Utilizamos el desarrollo matemético propuesto por F. Paul y C. L. Weikl en 2016
para interpretar los resultados de velocidad de relajacién. En el estado T, el mecanismo de transicién
conformacional de las subunidades en la unién de ligante es de ajuste inducido, mientras que en el
estado R, es de seleccidon conformacional. La interpretacion del mecanismo alostérico en cada estado
cuaternario estudiado con cinética de relajacién por fluorescencia se confirma con los resultados de

cinética de catalisis con la enzima nanoencapsulada.

Los estudios de catdlisis de geles en T, muestran dos constantes de velocidad y dos constantes de
disociacién por el sustrato, ambas distintas y no acopladas, cada una puede observarse
independientemente en ausencia y a saturacién de GIcNAc6P. En la forma T, a concentraciones
intermedias de activador alostérico, la heterogeneidad conformacional se vuelve mds aparente y
muestra cooperatividad negativa (nimero de Hill < 1). En un mecanismo de ajuste inducido, donde
el estado conformacional de cada subunidad se modifica concomitante a la unién del activador
alostérico, lo esperado seria observar estados independientes y desacoplados, similar a lo que se

aprecia en T por sus ligantes.

Los experimentos de catélisis de los geles en R muestran un sistema alostérico de activacion tipo K
con subunidades independientes, el desacoplamiento entre las subunidades se detecta por ausencia de
efecto homotrépico por los ligantes; el equilibrio conformacional entre dos estados terciarios se
modifica por la presencia de activador alostérico, cambia la constante de disociacion aparente por el
sustrato, pero a diferencia de T la constante de disociacion y la velocidad estd compartida por todo el
ensamble (nimero de Hill = 1). En R cuando el cambio conformacional terciario t — r ocurre en
ausencia de ligantes, se observa un tnico estado promedio que cataliza la reaccién, por lo que
observamos una sola velocidad para todo el sistema y una constante de disociacion aparente, que
depende del equilibrio del estado conformacional que es desplazado por el activador, un
comportamiento asi puede esperarse de un mecanismo de seleccion conformacional; al contrario de

dos velocidades y constantes separadas que se observan con los geles en T.

En este trabajo propongo una interpretacion mecanistica del origen de la influencia del estado
cuaternario sobre el equilibrio terciario. El sesgo del equilibrio terciario en cada estado cuaternario
es uno de los postulados del modelo TTS; en el caso de la ECGNPDA la influencia cuaternaria es
consecuencia del cambio de mecanismo de unién de ligantes en dos pasos, que va de un mecanismo

de ajuste inducido en el estado T, a uno de seleccion conformacional en el estado R.



Abstract

Escherichia coli Glucosamine-6-Phosphate Deaminase (EcGNPDA, E.C. 3.5996) is a
homohexamer of 179 kDa and the only allosteric enzyme of the amino sugar catabolism. Each subunit
formed of 266 residues has one allosteric site and one active site. The ECGNPDA catalyzes the
reversible reaction of deamination and isomerization of Glucosamine-6-Phosphate (GIcN6P), giving

Fructose-6-Phosphate (Fru6P) and ammonium ion (NH4").

EcGNPDA crystallographic structures have been reported in two conformational states: its low-
affinity conformer the T state in absence of ligands (PDB:1FSF) and in its high affinity conformation
the R state, in the presence of diverse ligands. The forms co-crystalized with allosteric activator N-
acetylglucosamine 6-Phosphate (GIcNAc6P, PDB:1FRZ), the reaction product Fru6P (PDB 1FQO)
and the non-physiologic competitive inhibitor that is a transient-state analogous Glucitolamine-6-
Phosphate (GlcNol6P, PDB 1HOR). Its catalysis in soluble phase show positive cooperativity for its
substrate in absence of allosteric activator, which can be described in terms of the Monod-Wyman-

Changeux (MWC) equations. GIcNAc6P binding also shows positive cooperativity.

The nanoencapsulation of EEGNPDA in wet orthosilicate gels (sol-gels) to slow down conformational
relaxations and restrict its quaternary mobility. Nanoencapsulation study some inaccessible or low
populated states of ECGNPDA in solution, mainly the T-state in the presence of ligands and the
ligand-free R-state. The nanoencapsulated enzyme can be measured with standard methods and
equipment common with the enzyme in soluble phase. Micro-disaggregated gels in suspension
obtained by mild ultra-sonication of sol-gels were used for the catalysis experiments. The sol-gels in
form of monoliths formed over quartz slabs or at the bottom of well-plates were used in circular

dichroism and fluorescence spectroscopy.

Catalysis experiments with nanoencapsulated enzyme in each conformational state, T or R, abolished
the positive cooperativity observed in the enzyme in solution. The obtained substrate dissociation
constants measured in both states and in absence and presence of allosteric activator, were in good
correlation with the known constants of the enzyme in solution. We calculated the tertiary state
equilibrium constants, I+ and /g, in the context of the Eaton-Hofrichter-Henry two-tertiary states

model (TTS).

We obtained the fluorescence relaxation rates of the nanoencapsulated ECGNPDA in presence of
increasing allosteric activator concentrations; this data was interpreted using the theoretical
framework proposed by F. Paul and C. L. Weikl in 2016; we found that in the T state, the tertiary

allosteric transition behaves as an induced-fit mechanism, while in R state is of conformational



selection. The fluorescence relaxation experiments are confirmed within the observed catalytic
behavior. In T-gels, the tertiary species equilibrium shows two uncoupled conformations in
equilibrium, showing two different velocity constants and two separate dissociation constants for the

substrate.

At subsaturating allosteric activator concentrations, the appearance of the conformational
heterogeneity is more pronounced and negative cooperativity is observed, as would be expected for
an induced-fit mechanism, where the tertiary conformation of each subunit is modified upon
interaction with the allosteric ligand. In R-gels the catalysis kinetics behaved as a K-type allosteric
system of independent subunits, supporting a conformational selection mechanism; where the
apparent conformational equilibrium is defined by the allosteric activator presence, modifying the
apparent dissociation constant for the substrate where a single velocity is shared throughout the
system. When the conformational tertiary-state t to r change occurs in absence of ligands, the catalysis
can be achieved by a single state independently of the binding state, showing the expected behavior
for a conformational selection mechanism; inversely of what happens in the T-gels where velocities

for each state are discernible.

A mechanistic interpretation of the origin of the tertiary conformational equilibrium bias, one of the
postulates of the TTS model. Is the consequence of a quaternary transition change in EEGNPDA that
modifies the allosteric binding mechanism at the tertiary level, shifting from induced-fit in the T-state

to conformational selection in the R-state.



Introduccion

Mecanismos de regulacion alostérica

La regulacion alostérica encierra secretos de la adaptaciéon que controla las respuestas de los seres
vivos a su entorno. Jacques Monod al conceptualizarla la llamé “el segundo secreto de la vida”.! La
alosteria es el cambio de actividad o afinidad de un sitio ligante por efecto del estado ligante de otro
sitio en la misma molécula; la palabra fue acufiada del griego “allos” distinto y “stereos” sélido
(distinto ligante o distinto sitio) el sitio alostérico es el sitio ligante distinto al sitio activo y es capaz
de regular su funcién o actividad.

Existe una gran diversidad de proteinas alostéricas con funciones distintas como factores de
transcripcion, proteinas de transporte, transduccion de sefiales y enzimas.>* Existen tanto
homooligémeros como heterooligémeros, algunas que pueden exhibir cambios conformacionales con
grandes rearreglos estructurales con cambios en la posicién de las subunidades de un mismo ensamble
que incluyen cambios cuaternarios y terciarios; incluso cambios como la posicién de una cadena
lateral > Otras en las que el cambio alostérico se puede propagar como una redistribucién de los
contactos o de la dindmica entre dominios. %’

Las proteinas oligoméricas muestran dos tipos de efectos alostéricos el homotrépico y el
heterotrépico. El efecto homotrépico, se propaga entre sitios ligantes semejantes del oligémero y da
origen a la cooperatividad positiva. Este se observa como un comportamiento de unién sigmoide,
donde la unién de un sitio ligante favorece la unién de los sitios de la misma naturaleza en el
ensamble.

Existen dos posibles modelos generales que surgieron contemporaneamente entre si para explicar el
comportamiento de unién sigmoide o cooperativos; las ecuaciones de ambos modelos estdn basadas
en la suma de ecuaciones de Adair por lo que cumplen con las leyes del equilibrio termodindmico.?®
Por una parte, tenemos el modelo de Koshland-Némerthy-Filmer (KNF),” que interpreta el fendmeno
como un cambio secuencial en la afinidad de los sitios ligantes; es decir, en el momento en que uno
de los sitios se llena cambia su estado conformacional. Para explicar los efectos de cooperatividad
positiva el modelo supone que un sitio vecino ligado se vuelve mds capaz de ligar y asi

subsecuentemente (figura 1).
Lo G
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Figura 1. Esquema del modelo de KNF para un tetrdmero. Las subunidades en el estado de baja afinidad
(cuadros), unen el ligante y transitan al estado de alta afinidad (circulos), los cuadros rellenos son los vecinos a
una subunidad ligada que tienen mayor probabilidad de unir el siguiente ligante, cuando la cooperatividad que
se simula es positiva.

Las ecuaciones de este modelo dependen del nimero de subunidades y de la geometria del ensamble,
lo que genera mayor complejidad matematica a mayor numero de subunidades en el ensamble. La
idea central del modelo secuencial es el mecanismo de unién de ligantes de dos pasos de ajuste
inducido lo que la transicién cc conformacional se propaga en un paso posterior a la interaccion de la
proteina con el ligante. En el ajuste inducido la transicién conformacional se encuentra impedida en
el estado libre de ligantes y el equilibrio conformacional observado es entre dos estados ligados.



El ajuste inducido puede ser apreciado a través de la perspectiva planteada por Weikl y Paul, quienes
proponen que lo que vemos como ajuste inducido en un sentido, en realidad es la salida de un ligante
del sitio a través de un mecanismo de seleccién conformacional observado en reversa. ° Lo plantean
para el caso de proteinas con cambio conformacional que tienen acoplada la transicién
conformacional a la entrada y salida de los ligantes del ciclo catalitico.

Por otra parte, para interpretar el efecto homotrépico tenemos el modelo de MWC que propone un
equilibrio conformacional entre dos estados ligantes con distinta afinidad (figura 2). /’ El ligante es
capaz de recorrer el equilibrio conformacional al ir seleccionando el estado de mayor afinidad. El
cambio de estado cuaternario produce cambios en las interfaces entre las subunidades causando un
rearreglo simétrico en el estado de las subunidades del ensamble. Esto implica que el estado
cuaternario define todas las constantes cinéticas y se va recorriendo en el equilibrio al estado de mayor
afinidad por el ligante. En las ecuaciones de MWC es posible obtener el ajuste de las constantes de
disociacién de cada estado conformacional, T y R, y el equilibrio entre ellas. Ademads, la ecuacion de
MWC permite incrementar el nimero de subunidades sin agregar mas complejidad en la cantidad de
constantes de disociacion simuladas.

Una de las ideas centrales de este modelo es la unién de ligantes por seleccion conformacional; donde
el cambio conformacional ocurre independientemente del estado ligante. El mecanismo de unién de
seleccion conformacional implica que la transicion al estado de mayor afinidad ocurre en un paso
previo del paso de unién del ligante. El modelo asume dos estados cuaternarios de afinidades distintas
que coexisten y se interconvierten al equilibrio. Que desplaza el equilibrio hacia la conformacion que
une al ligante con mayor afinidad.
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Figura 2. Esquema minimo del modelo de MWC para un nimero de sitios de 6. Las formas libres de ligantes
y las formas unidas se encuentran en equilibrio en ambos estados cuaternarios.

Aunque el ajuste inducido y seleccién conformacional fueron vistas como modelos opuestos; el
estado actual propone que ambos mecanismos forman parte del paisaje energético conformacional de
las proteinas alostéricas.’* ¥ Lo que permite estudiarlas como partes de un mecanismo acoplado de
cuatro estados en donde ambas rutas son posibles.’*

El modelo de MWC considera a los dos sitios ligantes, el alostérico y el activo, como funciones
ligadas que comparten el mismo estado conformacional, lo cual es util para explicar la propagacion
de la transicion alostérica de un sitio a otro.® Generalmente los sitios alostéricos se forman en las



interfaces de las subunidades del ensamble. La unidén del efector al sitio alostérico produce efectos de
activacion e inhibicién sobre el sitio activo modificando el equilibrio conformacional.

El efecto homotrépico o de cooperatividad positiva y el efecto heterotrépico o alosteria son
propiedades que frecuentemente se pueden encontrar relacionadas en la naturaleza, probablemente
debido a que la cooperatividad amplifica los efectos de la alosteria.”” Aunque aparecen asociados,
esto no implica que los mecanismos de activacién homotrdpica y heterotrépica compartan las mismas
rutas o estrategias a nivel microscopico para modificar el equilibrio conformacional del ensamble.

En el planteamiento original del modelo de Monod en 1963 no se hace una distincion clara entre los
niveles estructurales terciario y cuaternario; la informacién cristalografica de la hemoglobina
disponible en la época llevd a Monod a considerar el uso del mecanismo mas sencillo para la
definicion de los estados conformacionales y posteriormente en 1965 proponer el modelo alostérico
con simetria absoluta; lo que lo llevd a sacrificar el detalle mecanistico a nivel atémico, el cual parecia
mads bien una complicacién para el modelo y sus ecuaciones. >/

A nivel macroscépico el modelo cumple con la posibilidad de describir el equilibrio conformacional,
en conjunto con una gran variedad de comportamientos cinéticos de cooperatividad, efectos
alostéricos y efectos cinéticos clasicos simultineamente. La simetria o acoplamiento absoluto de la
transicion cuaternaria-terciaria en el modelo de Monod es debatible. Existen ejemplos experimentales
en donde los efectos de cooperatividad y alosteria pueden disociarse, demostrando que no existe un
acoplamiento total. /7’3 Las ecuaciones del modelo de MWC tienen plasticidad por su origen modular,
lo que les permite simular un amplio conjunto de efectos cinéticos.’®

ufw cal+ca) 1 +a(l+a)*?
y= I

T +y)

A+ca)»+ (1 +a)”

Ecuacion 1. Ecuacion general de MWC para efecto homotrépico y heterotrépico. Donde, L es la constante de
s . - . . 4 L
equilibrio entre los estados T y R, y es la concentracion especifica para el activador alostérico E{—] de fijacion
A

exclusiva al estado R, a es la concentracion especifica de sustrato 1[(—], n el ndmero de sitios del ensamble y ¢
R

. ., K
define la relacién K—R
T

El modelo de MWC y aquellos que surgieron de éste estan basados en el mecanismo de seleccion
conformacional. El desarrollo de nuevos modelos y ecuaciones derivadas del modelo de Monod
explican principalmente las evidencias estructurales de la hemoglobina, que es la principal proteina
alostérica modelo.’??°

Uno de los modelos que prevé transiciones conformacionales en dos niveles estructurales terciario y
cuaternario, es el modelo TTS (figura 3). / Este modelo introduce constantes de equilibrio terciario,
las constantes /r y /r,que definen los equilibrios entre subunidades en dos estados, [t] y [r], en cada
estado cuaternario T y R. En el TTS, la transicion cuaternaria T 2 R, definido por la constante de
equilibrio conformacional cuaternario L, cambia la proporcién entre los equilibrios terciarios t 2 r,
definidos por las constantes de equilibrio terciario para cada estado cuaternario, /r y /r. La unién de
los ligantes ocurre a nivel de las subunidades, definiendo la constante de disociacién por el ligante de
la forma r como Ky del estado t como K.



En el modelo TTS se descarta la simetria conformacional absoluta del modelo de MWC, al incluir la
coexistencia de subunidades en estados conformacionales terciarios distintos dentro de un mismo
estado cuaternario. El TTS permite explorar toda la gama de combinaciones de estados ligantes, de
dos estados terciarios y dos cuaternarios posibles. En este trabajo se utiliza el TTS conceptualmente
y no sus ecuaciones para el ajuste de datos experimentales.

a
& & l = E ] = g
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Figura 3. Tomada de 2. Esquema minimo del modelo TTS para hemoglobina. Las K estdn definidas como
constantes de unién. Se muestra un equilibrio conformacional terciario de subunidades libres y unidas en cada
estado cuaternario. La L se define de la misma manera que en el modelo de MWC y representa el equilibrio
entre estados cuaternarios simétricos vacios, T y R, y las It y g, representan los equilibrios entre estados
terciarios, t y r, de cada estado cuaternario.

Determinando el mecanismo de unién de ligantes a través de la cinética de
relajacion.

Estudiar el cambio conformacional en el tiempo en presencia de ligantes es necesario para determinar
el mecanismo de unién de ligantes mds probable, ya sea de ajuste inducido o seleccién
conformacional. Los experimentos de cinética rapida miden el cambio de una sefial que sigue el
cambio conformacional dependiente de los ligantes, haciendo posible medir la cinética del cambio de
sefial respecto al tiempo.

El ajuste de las constantes de velocidad de relajacidn, k., a concentraciones variables de ligante se
obtiene por medio de una regresion no lineal de los resultados de la relajacién conformacional a una
ecuacion biexponencial. En los mecanismos de unién de ligantes de dos pasos existen distintas
aproximaciones para diagnosticar el tipo de interaccion proteina-ligando. La interpretacion del
mecanismo de unidn correlaciona las kg mas lentas respecto a la concentracion de ligante para
determinar el paso limitante del mecanismo. Conocer el mecanismo de unién no es un problema
trivial debido a que los mecanismos de unién de ligantes en dos pasos contienen 4 velocidades
distintas involucradas en el mecanismo y pueden depender tanto de la concentracion del ligante como
la de la proteina.?

Interpretacion del equilibrio rapido

En equilibrio rapido se asume que la velocidad de unién del ligante es mucho mds rdpida que la
velocidad del cambio conformacional de la proteina, por lo que el cambio de sefial respecto al tiempo
produce una kqs dependiente del cambio conformacional de la proteina. Las ecuaciones de velocidad
se plantean asumiendo pseudo-primer orden, donde la concentracion total de ligante excede por
mucho la concentracion total de la proteina; de forma que el ligante unido sea despreciable y la
concentracion de ligante libre pueda ser utilizada como constante respecto a su k.. De esta manera
las ecuaciones de velocidad contienen términos lineales respecto a la proteina dependientes del



tiempo. Esta aproximacién ha sido la herramienta estindar de diagndstico para determinar el
mecanismo de unién como seleccion conformacional o ajuste inducido. %

En el mecanismo minimo de unién de ligantes de selecciéon conformacional, Pi=P, + L= P,L » el
estado P, une el ligante, L, y la poblacién depende de una constante de equilibrio previo entre las
formas P1 y P2; esto ocasiona que el estado P2 se va a ir agotando proporcionalmente a mayores
concentraciones de L y el cambio de ks se vuelve asintético a la velocidad de transformacién de
P,—P,, que es mas lenta que la velocidad de unién de ligante por lo que la ko tenderfa hacia
velocidades menores a mayor concentracion de ligante.

En el mecanismo de ajuste inducido, p, + [ @P,L=P,L. 1a ko aumenta con respecto a la
concentracion de ligante, ya que es esencial para producir el cambio conformacional y la velocidad a
saturacion estaria relacionada con las velocidades del equilibrio P;L = P,L.

Ajuste inducido un caso particular de la seleccion conformacional

La visién comiinmente aceptada para interpretar el mecanismo de unién de dos pasos produjo muchos
casos descritos como mecanismos de ajuste inducido, sin embargo, en el trabajo de Austin D. Vogt
and Enrico Di Cera se expone que una curva de kqps respecto a la concentracion de ligante hiperbdlica
ascendente no es evidencia inequivoca de un mecanismo de ajuste inducido, tal como se plantea con
la simplificacion del equilibrio rapido./# #2627

El caso del ajuste inducido efectivamente produce curvas de ko ascendentes y no puede producir
curvas descendentes (ecuacion 2). Pero en el caso de la seleccion conformacional, también es posible
obtener curvas de ks ascendentes, ademds de las curvas descendentes esperadas; el cambio de sentido
de la relacion de ko respecto al ligante, depende de la relacion entre la constante de velocidad de
salida del ligante ko y las constantes de velocidad del cambio conformacional, k; y k: (ecuacion 3).

Vogt y Di Cera plantean que los trabajos en la literatura interpretados como mecanismos de unién de
ajuste inducido, al ser solamente un caso matemdtico descrito dentro del mecanismo de seleccion
conformacional, probablemente deban ser reinterpretados como mecanismos de seleccion
conformacional.”*?® Los autores proponen ecuaciones de velocidad para los mecanismos mas
sencillos de dos pasos (ecuacién 2 y 3) y explican como obtener simulaciones numéricas de los
comportamientos de las ks de mecanismos con mayor complejidad, utilizando matrices de
ecuaciones diferenciales de cada especie en el mecanismo respecto al tiempo. Los autores proponen
ecuaciones de los valores propios que describen la matriz de los comportamientos de k. en los
mecanismos. Para los casos mas sencillos de dos pasos de seleccion conformacional (ecuacion 3) y
de ajuste inducido (ecuacién 2), los valores propios que se obtienen tienen solucién analitica.’* %7
También proponen utilizar los resultados de las ks rdpidas y lentas en conjunto para intentar
identificar los mecanismos. %

2
ke + ky + konL + kosp — J(koff + konL — ke — k)" + 4k kosr
kobs 1,2 = 2

Ecuacion 2. Valores propios para la constante de velocidad en el mecanismo de ajuste inducido %.



ke + Ky + konl + kops — \/(kw +konl — kt — kr)” + 4kekoy L
kobs 1,2 = 2

Ecuacion 3. Valores propios de la constantes de velocidad para el mecanismo de unién de seleccion
conformacional %,

Determinando el mecanismo de union de ligantes: constantes de velocidad de las
relajaciones cercanas al equilibrio, considerando la concentracion de proteina total.
Cuando se exploran concentraciones de ligante menores que la concentracion de proteina, se obtienen
patrones con los que podemos revelar el mecanismo asociado. Otros autores F. Paul y T.R. Weikl,
plantearon tedricamente una manera de distinguir con cinética de relajacion quimica, directamente en
los patrones de k., mds lentas observadas, entre los mecanismos de ajuste inducido y seleccién
conformacional.” Para acceder a estas relajaciones, suele ser necesario equipo sofisticado como
NMR, microscopios de fuerza atomica y fluorémetros adaptados con laser para experimentos con
moléculas aisladas.

Los autores utilizaron simulaciones de las curvas de relajacién que se obtienen para cada mecanismo
y propusieron los sistemas de ecuaciones para ajustar los resultados de velocidad contra
concentraciones de ligante por debajo y por encima de la concentracion de proteina. Los sistemas de
ecuaciones que describen el comportamiento de los mecanismos de dos pasos, los obtuvieron del
planteamiento de las ecuaciones diferenciales de velocidad de las especies del sistema respecto al
tiempo, considerando todas las especies libres y unidas con ligante, L, y de la proteina en sus dos
estados conformacionales, [P1] y [P2] (figura 4).

Este desarrollo tedrico introduce términos de conservacion de la concentracién de proteina en dos
estados distintos y del ligante. Para obtener las ecuaciones de velocidad utilizan matrices Jacobianas
para escribir de forma vectorial las ecuaciones; resolviendo las matrices, obtienen un par de valores
propios de los cuales sélo uno de ellos describe la kqs de cada mecanismo.

a) induced-fit binding mechanism b) conformational-selection binding mechanism
(c) induced fit (d) conformational selection for k, > k. (e) conformational selection for k, <k
kobs kobs A kobs ‘ ‘
T " min = " min = =
(LIS (L], (LIS (L], (L],

Figura 4. Tomada de #. (a) y (b) muestra los esquemas de los mecanismos de ajuste inducido y seleccion

conformacional. (c) comportamiento de constantes de velocidad del mecanismo de ajuste inducido, la “v” es
simétrica; es decir, la ko en el origen limita la ko a saturacion, en seleccién conformacional la kqps a saturacion
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puede estar por abajo y por arriba de la ko en el origen. (d) y (e) comportamiento de constantes de velocidad
del mecanismo de seleccion conformacional.

Ecuacioén de la k. mds lenta observable para el mecanismo dominante de seleccién conformacional
(ecuaciones 4-6 y 8). [tomadas de %]

(ecuacion 4)

@ = Ky — g + (kppy et 0 Wolrloke))

2keKg4

koff(d—[L]0+[P]0))
Kq

B = 2k, (2ke — kogy — (ecuacién 5)

k. + @ _J@+p) (ecuacion 6)

k =
obs 2 2

Con la ecuacidn de la constante de disociacion del mecanismo de seleccidn conformacional

koff(kKetky) .
Ky =2 (ecuacién 7)
konke

Ecuacion de la ks mds lenta observable para el mecanismo dominante de ajuste inducido y la
ecuacion correspondiente de la K4 (ecuaciones 8-11). [tomadas de %]

8§ = ([L]o — [Plo + Kg)? + 4 [P]o K4 (ecuacién 8)

Y= —ke =k + Kopr + kon(6 — Kq) (ecuacion 9)

2
ko..=k, + k +1_M
obs e r 2

> (ecuacion 10)

Kd _ koffke

= etk (ecuacién 11)

Desaminasa: Operén rag y la regulacion en la expresion del catabolismo de
aminoazicares.

La glucosamina 6 fosfato desaminasa de E. coli esta codificada en el operdn divergente nagE-
nagBACD. La expresion del operdn estd regulada por el represor transcripcional NagC, que tiene un
dominio de interaccidn con el DNA de hélice-vuelta-hélice y al igual que la desaminasa, su efector
alostérico o inductor en este caso es la N-acetilglucosamina 6-fosfato (GIcNAc6P), uno de los
principales aminoaziicares componente de los peptidoglicanos de la pared celular.?” %

El catabolismo de aminoazicares estd relacionado con el reciclaje de la pared celular. Ademads, es util
en condiciones de crecimiento en donde se encuentra glucosamina (GIlcN) o N-acetilglucosamina
(GIcNACc) en el medio; por ejemplo, la quitina que es un polimero de GIcNAc es muy abundante en
la naturaleza. Actualmente suponemos que la expresion del operén y el control alostérico de la
desaminasa no estan relacionadas directamente en condiciones de crecimiento con GlcNAc o GIcN
en el medio; la concentracion de sustrato observada en los estudios de metabolémica implican que la
desaminasa se encuentra funcionando a la velocidad méxima y el control alostérico aparentemente
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no tiene ninguna relevancia.’’ Es posible que la alosteria en la desaminasa esté relacionada en otras
condiciones de crecimiento de E. coli como en eventos de ayuno.*

NagE es un componente especifico para GlcNAc del sistema de fosfotransferasas (PTS), que es el
sistema de transporte de azucares que utiliza fosfoenolpiruvato (PEP) para la fosforilacion y
transporte del aminoazicar al interior de la célula.’’ El gen nagB codifica para la EECGNPDA que
cataliza la desaminacién e isomerizacion reversible de la glucosamina 6-fosfato (GIcN6P) en fructosa
6-fosfato (Fru6P) y ion amonio (NH.*) y es activada alostéricamente por la GIcNACc6P. El gen nagA
codifica para la GIcNAc6P desacetilasa, que cataliza la hidrdlisis del N-acetilo de la GIcNACc6P,
dando como producto GIcN6P y acetato, alimentando asi la via para ECGNPDA en el sentido
catabdlico.. Esta enzima alimenta la via catabdlica. nagC que codifica para la proteina que controla
la expresion de este mismo operén. Finalmente, nagD codifica para una ribonucle6tido monofosfatasa
que se expresa en conjunto con las enzimas del catabolismo de aminoazicares; aparentemente podria
tener relacion en alimentar las pozas de fosfato inorgénico y comparte con NagC la presencia de iones
metélicos divalentes en su estructura.

La desaminasa de E. coli como sistema modelo de alosteria y cooperatividad

La EcGNPDA es una enzima alostérica con efecto homotrépico y heterotropico que cataliza una
reaccion reversible con mecanismo uni-bi de equilibrio rapido al azar. Su cinética se comporta como
un mecanismo alostérico de activacién de tipo K, es decir que el activador alostérico recorre la
constante de disociacion aparente por el sustrato sin cambiar la velocidad maxima (figura 5).

o -
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£ 100-‘? o
e f A -2- 0 GIcNAc6P

‘F{_‘f -0~ 100 uM
0 r 1

1
0 5 10 15
[GIcN6P] mM

Figura 5. Cinética de catdlisis en sentido desaminante. Se muestran inicamente los datos en ausencia (cuadros
vacios) y en presencia de 100 M de activador alostérico (circulos vacios). Datos ajustados globalmente la
ecuacién general de MWC con activador alostérico. La regresion no lineal incluye datos de concentraciones
intermedias de GIcNAC6P no mostrados en la grafica. L = 52477+31514, Ka = 27.8 + 1.7uM, ¢ = 0.056 +
0.008, Kg = 1.163 £ 0.1416 mM, V = 25.4 + 0.5 uM min"'. El ajuste de los datos de catdlisis en ausencia de
activador alostérico se ajusta a un L=10°+ 2 x 10*, Kg = 0.55 £ 0.05 M ¢ = 0.025 + 0.002

La unién del activador alostérico también muestra cooperatividad positiva. Al analizar la unién del
activador alostérico medida con *H-GIcNAc6P (figura 6) con la ecuacién general de MWC,
asumiendo que el equilibrio conformacional es igual al que se observa en catélisis por el sustrato en
ausencia de activador, fijando la L en 1x10°, se obtiene un buen ajuste con una Kg de 7.08 +0.15 yM
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y una ¢ de 0.019 £ 0.002. Lo que implicaria, que la constante de 27uM que se calcula de los datos de
cinética como de fijacion exclusiva a la forma R, en realidad esta compuesta por un equilibrio entre
dos especies con constantes distintas por el activador.

Unién de 3H-GICNAC6P

1.0-

0.0 . .
0 50 100

[GICNAc6P] pM

Figura 6. Experimento de uni6n al equilibrio de 3H-GIcNAc6P de la EcCGNPDA en solucién, datos tomados
de [IBJ]. Fraccién de saturacion contra concentracion de GIcNAc6P, ajustados a una ecuacién general de MWC
con L fijaen 1x10°que es la constante de equilibrio calculada de los datos de catélisis en ausencia de GIcNAc6P
y que debe ser el mismo, ya que define el equilibrio de las formas vacias; se obtienen una Kz de 7.08 yM £ 0.15
#M y una c de 0.019 +0.002

A través de los afios el interés en el mecanismo quimico y en los mecanismos de alosteria y
cooperatividad de la ECGNPDA ha producido gran cantidad de mutaciones sitio dirigidas. La mayoria
de los estudios con mutantes y homdélogos humanos de esta enzima, se han podido interpretar en el
marco tedrico y ecuaciones del modelo de Monod, en los que se pudo adaptar para interpretar
relaciones estructura-funcion en los estudios’. Un par de casos interesantes son el de la mutante
K160A, la cual no puede unir el activador alostérico en su sitio, presenta cinética hiperbdlica por el
sustrato, aunque es capaz de cristalizar en ambos estados cuaternarios *°. Y en el caso de E148Q que
pierde la cooperatividad por el sustrato y el efector alostérico se convierte en inhibidor (figura 7).”

[GIcNAc6P]
2] 0(0)
10pM (@)
30uM (O)
14 2mM (M)

0 T T T
0 1 2 3 4

[GICNBP] / K,
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Figura 7. Grifica de velocidad inicial por concentraciéon normalizada de sustrato de la mutante E148Q a
distintas concentraciones de activador alostérico (figura tomada de [34]).

Estos dos residuos forman un puente salino en el sitio alostérico en el estado T, el cual es remplazado
con el fosfato de la GIcNACc6P que interactia con la K160 en el estado R. Impedir su interaccién deja
a la enzima sin cooperatividad por el sustrato. Lo que implica que la funcién de una de sus formas
cuaternarias debe estar silenciada, impedida o poco poblada; lo que da pauta para pensar en la posible
disociacién de los efectos homotrépico, heterotrépico y su relacion con la transicion cuaternaria.

La nanoencapsulacion en geles de silice

La nanoencapsulacion en geles de ortosilicatos es una herramienta ideal para estudiar la existencia de
estados conformacionales terciarios en proteinas alostéricas, impidiendo el cambio conformacional
cuaternario. El entramado que forma el gel de poli-O-silicatos durante su polimerizacion y
consolidacion alrededor de las proteinas forma una estructura que impide la transicion cuaternaria. %
Esta técnica fue utilizada inicialmente con otras proteinas oligoméricas como la hemoglobina,

fructosa-1,6-bisfosfatasa, aspartato transcarbamoilasa entre otras.*#

Los geles de silice himedos son un material ideal, al ser suficientemente rigidos para restringir la
movilidad de las proteinas, los grupos SiO que quedan expuestos forman parte del disolvente que se
encuentra entre el gel y la proteina. Son nanoporosos y permeables a la difusién de la mayoria de los
solutos y moléculas pequefias, lo que permite experimentar distintas condiciones ligantes con las
proteinas dentro del gel.”” Ademads, son completamente transparentes y pueden ser usados en estudios
espectrofotométricos. La hemoglobina tuvo un papel esencial en el desarrollo de la técnica de
nanoencapsulacion en geles como método de restringir la movilidad conformacional.*?

La restriccion del cambio cuaternario por medio de la nanoencapsulacion fue probada inicialmente
por la similitud entre las curvas de unién del monéxido de carbono a la hemoglobina en geles y las
curvas obtenidas en cristales de hemoglobina.’® 2 Junto con la técnica de nanoencapsulacion se logrd
mayor evidencia experimental para proponer el modelo TTS.

La nanoencapsulacion en geles de silice abri6 la posibilidad de estudiar estados poco visitados por
las proteinas alostéricas en fase soluble. Esto nos permitié observar situaciones extremas para la
EcGNPDA, como el comportamiento de T con activador alostérico o R en ausencia de ligantes. Esta
técnica simplifica el estudio del sistema, lo que nos permitié observar el equilibrio de los estados
terciarios ¢ y r, en cada estado cuaternario T o R independientemente en ausencia de la transicién
cuaternaria. La nanoencapsulacién, ademas de bloquear los cambios cuaternarios, también enlentece
en varios 6rdenes de magnitud las velocidades de relajacién del cambio conformacional terciario,

brinddndonos un escenario experimental favorable para el estudio de cinéticas de relajacion quimica.
38,43-46

Seiial fluorescente reportera del cambio conformacional

La sefial del cambio conformacional, fue construida eligiendo algunas de las posiciones previamente
utilizadas para introducir sondas fluorescentes.”” Las posiciones puntuales para el estudio de
transiciones conformacionales en ECGNPDA que elegimos son D165 y S206. La distancia entre las
cadenas laterales de D165 y S206, presenta un cambio considerable entre estados cuaternarios, de 5.4
A de diferencia entre los Ca. cristalogréficos (figura 8).
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Las posiciones para los pares de apagamiento se encuentran entre subunidades de distinto trimero y
distinto dimero del hexdmero, haciendo estas posiciones ideales para una marca del cambio
conformacional. De esta manera los residuos reporteros, no comparten una interfaz directa entre las
subunidades que los portan (figura 8).

Otra ventaja de la posicion 165 en el par reportero, es su ubicacion en el dominio de la tapa del sitio
activo, lo que permite detectar los cambios a nivel de cada subunidad independientemente del estado
cuaternario en que se encuentre el ensamble; la combinacién del cambio de distancia de los residuos
reporteros del cambio cuaternario y el cambio asociado al estado terciario de cada subunidad, permite
seguir la transicion alostérica de la desaminasa con nuestro par reportero fluorescente (figura 9).

Figura 8. Hexdmero de la EEGNPDA. A la izquierda en T (PDB 1FSF). A la derecha en R (PDB 1FRZ), la
GIcNAC6P esta representada en esferas color naranja unida a su sitio. Posiciones 165 y 206, representados en
esferas rojas y azules respectivamente. Se muestran los tres dimeros en verde, salmén y gris. Las posiciones
165 y 206 se acercan en la transicion alostérica de ECGNPDA, entre subunidades de distinto trimero y distinto
dimero; tinicamente se muestran las posiciones de los residuos reporteros entre un par de subunidades.

La mutante F, es una quintuple mutante con las cisteinas superficiales mutadas por serina, que evitan
la interaccidn con la cisteina superficial mutante en 165. Observamos que trabajando con el par de
apagamiento Cys — Trp obtenemos un buen reportero del cambio conformacional en solucién
siguiendo la fluorescencia del triptéfano, especificamente con la mutante 165C y 206W (mutante F)
(figura 9).
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Figura 9. Reportero del cambio conformacional C165/W206 (Tomada de #5). Cambio de posicion entre los
residuos mutantes 165 Cys y 206 Trp. A) forma T, B) forma R

El comportamiento de la cinética de catélisis de la mutante F puede considerarse cercano al de la
enzima silvestre; muestra cooperatividad positiva por el sustrato y se comporta como un sistema de
activacion de tipo K en concentraciones crecientes de GIcNAc6P (figura 10). La constante que se
estima por el activador alostérico a través de la catalisis de la mutante F, es idéntica a la que se obtiene

de la ECGNPDA silvestre (figuras 5y 10).
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Figura 10. Cinética de catalisis de la mutante F en solucién a distintas concentraciones de GIcNACG6P (La
concentracion final de enzima utilizada es 2 nM). El comportamiento homotrépico respecto al sustrato y la
activacion tipo K es semejante a la enzima silvestre. Las constantes del ajuste mostrado a la ecuacién de MWC
para activador de fijacion exclusiva a la forma R son, L 1074 + 384, KA 27 + 3 yM, KR 0.53 + 0.04 mM,
C=0.13 £ 0.02; los pardmetros del ajuste de la curva de catdlisis en ausencia de activador estan resumidos en la

tabla 1 de #.

La mutante F permite seguir en solucién el equilibrio conformacional T-R con el apagamiento de
fluorescencia. Los experimentos de union de ligante al equilibrio con la mutante F en solucién
siguiendo el cambio total de la intensidad de fluorescencia excitando a 295 nm y midiendo la
diferencia en el mdximo de la emisién a 334 nm, muestran cooperatividad positiva respecto a la

concentracion de activador (figura 11).

La constante de disociacion del activador que se calcula para la enzima silvestre y para la enzima
mutante F de los experimentos de catalisis es idéntica de 27 M. La intensidad de fluorescencia en
equilibrio de la mutante F respecto al activador alostérico muestra un equilibrio conformacional, L,
idéntico al estimado para mutante F por el sustrato. La L para el sustrato de mutante F en ausencia de
activador es de 10°+10° (apéndice 1, Tabla 1 de #).
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Figura 11. Mutante F, izquierda, espectro de emisién excitando a 295 nm en ausencia y saturada de activador,
se muestra un apagamiento que es lo que se espera del acercamiento de los residuos del par reportero. Derecha,
cambio de intensidad de fluorescencia en solucién al equilibrio dependiente de la concentracién de activador
alostérico (excitacion 295 nm, emisién 334 nm). Los datos fueron ajustados a la ecuacion general de MWC con
lo que se obtienen las siguientes constantes Kg =41.8 + 1.1 uM, ¢ =0.043 + 0.008, L = 1.08x105 + 0.17x105.

La Kr de 42 uM que se obtiene de los datos de fluorescencia es similar a la Kq por el activador
obtenida por catalisis de 27 uM (figura Sy 11). La velocidad de las relajaciones en solucidn a distintas
concentraciones de GIcNAc6P, se obtuvieron en un Chirascan de Applied Photophysics con el
accesorio de stopped-flow en el modo de fluorescencia (figura 12).

La velocidad de relajacion en solucién se encuentra entre 0.2 s' y 1.2 s”'. Estas velocidades de
relajacion fueron medidas a distintas concentraciones de mutante F, entre 0.35 puM y 1 uM. La Kd
para el activador calculada de los pardmetros de ajuste de los datos a la ecuacion 2 (tabla en figura
12) es 45.8 uM, coincide con la constante que se calculé de la diferencia de intensidad de
fluorescencia al equilibrio de 41.8 uM (figuras 11y 12).

[Mutante F] (pM)
o 0.35
10 © 050 Caso general de seleccion conformacional (ecuacion 2)
© 1.00 0.35 uM 0.5 uM 1 uM
= kt | 0.050 +0.025 0.357 + 0.064 1.121 £ 0.086
% 5 kr | 0.507 £ 0.019 0.779 £ 0.025 1.385 £ 0.031
< 0.5 - kon 0.005 + 0.003 Ajustado globalmente
koff 0.229 + 0.025 Ajustado globalmente
----- Induced Fit
— Conformational Selection
0.0

0 200 400 600 800 1000
GICNACEP (M)

Figura 12. Cinética rdpida de la mutante F en solucién en condiciones de equilibrio rdpido. Constante de
velocidad, ks, a distintas concentraciones de activador alostérico. Los datos se ajustaron a las ecuaciones 2 y
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3. Los ajustes obtenidos en ambos modelos son equivalentes como se muestra.” S6lo se muestran los valores
de ajuste en la tabla a la izquierda para el modelo de seleccion conformacional. En las tres concentraciones &, >
kotr, por lo que el comportamiento de las curvas es ascendente.

El uso del reportero fluorescente de la mutante F en conjunto con la restriccién conformacional de la
nanoencapsulacion ha sido esencial para descubrir la naturaleza del mecanismo cinético de la
activacion alostérica en ECGNPDA.

Hipotesis

La EcGNPDA es un hexdmero alostérico que presenta cooperatividad positiva por sus ligantes en
solucién. Es activado alostéricamente y su estado conformacional libre de ligantes tiende al estado T,
lo cual la hace un sistema ideal para el estudio de distintos modelos alostéricos y de cooperatividad.
De acuerdo con el planteamiento del modelo TTS, el bloqueo de la transicién cuaternaria con la
nanoencapsulacion debe desaparecer la cooperatividad de la EEGNPDA por sus ligantes en cualquiera

de sus estados T o R; en consecuencia, podremos profundizar en el estudio del mecanismo alostérico

y las transiciones conformacionales a nivel terciario.

Objetivos

- Restringir la movilidad cuaternaria de la ECGNPDA mediante la nanoencapsulacion en geles de

silice.

- Estudiar los cambios conformacionales de las subunidades en los ambientes cuaternarios

restringidos, mediante diversos métodos espectrofotométricos y catdlisis al equilibrio.

- Definir la relevancia de la transicidn cuaternaria en el mecanismo homotrépico y heterotrépico de

la ECGNPDA.

- Estudiar la asociacién del estado ligante de cada sitio con el estado conformacional de las

subunidades, para observar las funciones ligadas a nivel terciario.

Resultados y Discusion

Esta seccion presenta los datos publicados en S. Zonszein Et al. PLoS one 2014 # (Apéndice 1),
donde se abordan la restriccion de los estados cuaternarios por nanoencapsulacién y las propiedades
cinéticas del estado T.

Los resultados del articulo en conjunto con una vision mds amplia de ambos estados, métodos
experimentales mejorados y métodos analiticos que surgieron en la literatura de manera
contemporanea o posterior a la publicacion, permiten comprender mejor el mecanismo alostérico de
la desaminasa.
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Nanoencapsulacion de la desaminasa, restriccion del cambio conformacional

cuaternario

Una prueba estructural de la restriccion cuaternaria de la ECGNPDA con geles se observa en los
espectros de dicrofsmo circular en el ultravioleta cercano (figura 13). La ECGNPDA encapsulada libre
de ligantes, T-gel, y la que se atrapé saturada de activador alostérico, R-gel, presentan
comportamientos distintos. Se midi6 la respuesta de los espectros de dicrofsmo a la presencia de
GIlcNACc6P. En ausencia de ligantes, To y Ro, presentan practicamente el mismo espectro; al agregar
1 mM de GIcNACc6P se aprecia un gran cambio en la regién de 270 y 280 nm en la forma R ligada,
RA (figura 13 A).

Se registré el cambio conformacional de T con activador, TA, el cambio del espectro a 274 nm contra
el tiempo se observa que es estable por mds de una hora (figura 13 B); por otra parte, se observa una
relajacion de la forma RA que llega al equilibrio alrededor de 30 minutos.

Se muestran los espectros diferenciales de cada una de las formas, Ta— To y Ra— Ro, para destacar el
efecto del activador en cada forma; la forma R presenta un espectro diferencial muy similar al que se
observa en la enzima en solucién (figura 13 C y figura 14 B). El espectro diferencial R4 — To, es
andlogo a lo que ocurre en solucién cuando vamos de la forma libre de ligantes a la forma saturada
de activador (figura 13 D y figura 14 B).

El cambio de sefial de dicroismo circular es dependiente tanto del estado cuaternario, como del estado
ligante. La sefial de dicrofsmo proviene de la tirosina 254, que se encuentra cercana al sitio alostérico
y forma interacciones en la interfaz con la subunidad vecina; esto se demuestra con los espectros de
dicroismo circular en solucién de las mutantes Y254F y Y254 W (figura 15).

El cambio cuaternario que modifica las interfaces entre subunidades es capaz de bloquearse con el
gel; ya que la forma restringida en T, aun en presencia de activador alostérico practicamente no
presenta cambio de dicroismo, que implica que Y254 no cambio su posicion en la interfaz respecto a
su orientacion y contactos con la subunidad vecina (figura 16).
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Figura 13. Espectros de dicroismo circular en el ultravioleta cercano de la EEGNPDA atrapada en geles en el
estado T y R. A) Se muestran los espectros de los monolitos con enzima atrapada; en azul la forma T y en rojo
la enzima atrapada en R; se muestran en tonos distintos los estados ligantes para cada estado cuaternario. B)
curso en el tiempo de la sefial de dicroismo circular a 274 nm. C) Espectros diferenciales de las formas vacias
y saturadas de activador alostérico de los monolitos en cada estado cuaternario. D) Espectro diferencial de la
forma R saturada de activador y la forma T libre de ligante; este espectro es andlogo a un espectro diferencial
de la enzima libre y saturada de activador en soluciéon. Tomada de #.
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Figura 14. Espectros diferenciales de la ECGNPDA en solucién, A) saturada con de GlcNol6P 0.1 mM y B)
saturada con GIcNAc6P 2 mM. Tomada de
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Figura 15. Espectros de dicroismo circular en solucién. a) ECGNPDA silvestre, b) Mutante Y254F ¢) Mutante
Y254W. Se muestran los espectros en ausencia y distintas concentraciones de activador alostérico. En (b), la
respuesta al activador alostérico en 274 nm es practicamente nula, en cambio, la sefial en c¢) se mueve a la region
del triptéfano. Esto muestra como el componente de cambio del dicroismo circular observado a 274 nm por la
unioén del activador alostérico a la enzima silvestre proviene de la Y254.

Figura 16. Cambio conformacional del sitio alostérico, cada subunidad formando la interfaz estd representada
de distinto color; A) es el estado T (PDB 1FSF), B) es R con activador alostérico (PDB 1FS5). La subunidad
azul, muestra la tapa del sitio activo, con los residuos de la bisagra que forman parte del sitio alostérico K160
y R158. Se muestra el cambio de contactos de la Y254 entre estados. Proponemos un origen estructural de la
propagacién de la activacion en el cambio cuaternario, respecto a cambios puntuales observados en las
interfaces entre subunidades que forman al sitio alostérico. (Tomada de #°)

Catalisis de la ECGNPDA nanoencapsulada en el estado T
Los ensayos de cinética de catdlisis en sentido desaminante se realizaron midiendo la formacién de
Fru6P a un tiempo fijo de 10 minutos, por el método del resorcinol */. Para utilizar la enzima
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nanoencapsulada en ensayos de catalisis, desencadenando la reaccién con la enzima como se hace
con la enzima en solucidn, se utiliza una suspension de gel. El gel una vez que termina su proceso de
polimerizacién y consolidacidn, se somete una ultrasonicacion suave para obtener una suspension
particulada homogénea; posteriormente se lava para retirar la proteina que llega a liberarse en el
proceso. Se hace una dilucién de la suspension concentrada de proteina en el gel. La concentracién
de enzima se estima con el método de hidrdlisis alcalina del gel en NaOH 2M.

La enzima atrapada en T libre de activador alostérico tiene un comportamiento hiperbdlico de muy
baja afinidad, consistente con la afinidad esperada para el estado terciario ¢ (figura 17 A). En los geles
se pierde el efecto homotrdpico y unicamente el estado ligante del sitio alostérico puede mover el
equilibrio conformacional. Al explorar concentraciones subsaturantes de GIcNAc6P en T-geles
observamos cooperatividad negativa por el sustrato y a saturacion de activador la cinética vuelve a
ser hiperbdlica, pero con una constante de disociacion menor (figura 17 B).

Los datos los interpretamos con un modelo basado con dos estados terciarios desacoplados.
Ajustamos los datos a una ecuacion que es la suma de dos componentes hiperbdlicos de los estados
terciarios t y r, con un factor de conservacion de la proteina o subunidades entre las dos especies, i y
(n — i), siendo n el nimero de subunidades e i las subunidades en el estado r. (ecuacién 12) Asi,
podemos analizar las curvas con cooperatividad negativa, a través de la relacion de dos componentes
hiperbdlicos.

[SI(n-D)Ve | [SIOV;

vobs = + (ecuacién 12)
Km;+[S] Km,+[S]

Este modelo explica las curvas de catdlisis obtenidas en geles en T. Ademds, esta aproximacion nos
permitid estimar el equilibrio conformacional del sistema, a distintas concentraciones de activador
(figura 17 C).
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Figura 17. A) Grificas de velocidad contra concentracién de sustrato de T-gel (tomado de #), la concentracién
final de enzima es 2 nM. Se muestran las curvas a distinta concentracioén de activador alostérico. El ajuste
global de los resultados se obtuvo mediante regresion no lineal a la ecuacién dejando unicamente i
independiente en el ajuste. B) Gréafico de Scatchard, se muestran los datos experimentales y el ajuste
transformados. El grafico de Scatchard amplifica los cambios de constante de disociacién aparente en las
pendientes. La cooperatividad positiva produce curvas concavas hacia arriba y la cooperatividad negativa,
produce curvas ligeramente convexas. Se muestra la cooperatividad negativa de las concentraciones

22



subsaturantes de activador por un 4 < 1. C) Regréfico de i contra la concentracion de GIcNACc6P, el ajuste se
obtuvo por regresion no lineal a la ecuacién 12 para unién; muestra como se desplaza la poblacion detaren T
por efecto del activador alostérico.

En el estado T la EcGNPDA se encuentra funcionando en dos estados terciarios distintos
desconectados, cuyo equilibrio conformacional solo puede ser desplazado con el activador alostérico;
lo que muestra el origen terciario de la activacion alostérica. Esto implica que el efecto heterotrépico
puede ocurrir en cada subunidad independientemente.

Las constantes que se obtuvieron del ajuste global de los datos a la ecuacién 12, concuerdan con las
constantes de disociacion calculadas de la cinética en solucion, K= 23.1 + 3.6 mM, Kr=0.98 = 0.06
mM. La k..,que se estima para la forma t, k..t 185 + 16 s}, es similar a la k.. de la enzima en solucién
158 + 8 s, mientras que para la forma r la k.r observada es de 279 + 27 s!. El aumento de la
actividad por la nanoencapsulacion en geles es un hecho conocido *?, sin embargo, el cambio de kca
entre estados se puede atribuir a cada estado terciario de la enzima.

Obtuvimos la constante de equilibrio terciario /r, estimada de la catalisis libre de activador utilizando
la fraccion de r, (i en la ecuacién 12), que se ajustd a 0.12 subunidades en r por 5.88 en t, lo que nos
permite calcular una constante de equilibrio /r de 49. Obtuvimos la constante de disociacion por el
activador de t, Kat, graficando el parametro i contra la concentracién de activador y ajustando a la
ecuacion 12. Es necesario usar esta ecuacion, debido a que se encuentra cooperatividad negativa en
el cambio de i respecto a la concentracion de activador.

En el experimento de catalisis (Figura 17) no hay resolucion suficiente para calcular con confianza
la constante de disociacidn de la forma r, el mejor ajuste a la ecuacién 12 se obtuvo con una Kur fija
de 7 uM, tomada de la Kr del ajuste de los datos de unién de *H-GIcNAc6P en solucién con la
ecuacion de MWC (figura 6), la K4t ajustada es de 2.18 + 0.37 mM. Se probé también la Kr de 27
uM, obtenida de los experimentos de catélisis de la enzima silvestre, el ajuste de la Kat no cambia.
Esta es la primera prueba directa de la afinidad de T por el activador alostérico.

Catalisis de la ECGNPDA nanoencapsulada en el estado R

La cinética de catélisis del estado R libre de ligantes muestra un comportamiento hiperbdlico por el
sustrato con una sola constante de disociacion aparente, la constante va disminuyendo al aumentar la
concentracion de activador (figura 18). En el caso de los geles en R, se observa el patrén de un
mecanismo de activacion alostérica tipo K en ausencia de cooperatividad positiva; que produce, a
concentracion creciente de activador, una serie de curvas hiperbdlicas con constante de disociacién
aparente variable y velocidad constante.

La cooperatividad positiva requiere el cambio cuaternario, la obtencién de cinéticas hiperbdlicas
indica que estamos observando una sola conformacién a nivel cuaternario y estados conformacionales
terciarios con su transicion acoplada en equilibrio; a diferencia de T-gel en donde la transicion entre
estados estd desacoplada y las constantes entre los estados terciarios aparecen separadas, lo que
produce cooperatividad negativa en condiciones subsaturantes de activador alostérico.

El estado R al ser un sistema de activacién tipo K, se ajusta bien con una velocidad maxima
compartida para todas las condiciones de saturacién de activador alostérico, lo que implica que la
catalisis se produce bajo un mismo estado conformacional, independientemente del equilibrio
conformacional que une al ligante. El equilibrio conformacional en el caso de R define la afinidad
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aparente por el sustrato. El modelo més simple que explica el patrén observado en la catélisis es el de
una poblacién de subunidades libres de ligantes, en dos estados conformacionales en equilibrio.

[GIcNACBP] (mM)
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Figura 18. Cinética de catdlisis al equilibrio de geles R libres de activador y relajados. La concentracién de
enzima utilizada en el ensayo fue de 1.2 nM. A la izquierda, grafico directo de datos experimentales de
velocidad a concentraciones variables de sustrato y de activador. Los resultados se ajustaron a una ecuacion del
modelo de Monod con activador alostérico de fijacion exclusiva a r (Ecuacién 1), se muestran las lineas del
ajuste global de las curvas. Los parametros de ajuste son Kx= 0.0065 +0.0006 mM, K;=0.77 + 0.10 mM, ¢ =
0.045 £0.008, K, =17, [r =38 £ 8. Se calculd una k. para el estado R de 369 + 10 s!. A la derecha, se muestra
el regrafico de Scatchard de los datos experimentales y los ajustes correspondientes. Se aprecia la ausencia de
cooperatividad, el cambio de constante de disociacion y la Vi compartida. La gréfica del recuadro cambia la
escala para apreciar el comportamiento de la curva sin activador alostérico.

Los estados terciarios en R cuaternario pueden transitar libremente entre ¢ y r, como se esperarfa de
un modelo de seleccion conformacional. De esta manera, la relacion entre t y r modifica la constante
de disociacion aparente y la Vi S€ comparte para todo el sistema y el estado que cataliza es el mismo,
independientemente del equilibrio conformacional inicial, que se desplaza a un estado de mayor
afinidad mediante la interaccién del activador alostérico. En cambio, el estado T presenta
cooperatividad negativa por los ligantes, los estados conformacionales en las subunidades no pueden
transitar libremente o estdn desconectados entre si; la tinica manera de recorrer el equilibrio
conformacional a un estado mas catalitico es con el activador alostérico.

En los geles en R la cooperatividad positiva desaparece en ausencia de la transicion cuaternaria y las
subunidades actian como unidades alostéricas independientes, sin embargo, el equilibrio entre t y r
puede ocurrir espontdneamente y esto provoca que se comparta la misma Vm.. Para ajustar
globalmente los datos de cinética de catalisis de R gel, utilizamos la ecuacién de Monod con activador
(ecuacién 1) (figura 18), esta ecuacion prevé dos conformaciones en equilibrio, cambiando las
constantes para interpretar el equilibrio a nivel terciario, donde las constantes de disociacién
corresponden a los estados de las subunidades y la L se representa como /r, ya que solo estamos
analizando un solo conférmero cuaternario. Utilizamos una n de 1, que simula la independencia
conformacional entre subunidades. Unicamente la concentracién de activador alostérico recorre el
equilibrio, modificando la constante alostérica [ aparente. Esto nos permite, a partir de los datos de
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catalisis, estimar una constante de equilibrio terciario en el estado R, Iz, y el valor ajustado de las
constantes de disociacién Kar por el activador de fijacion exclusiva a R, asi como K, y K, por el
sustrato; que son practicamente idénticas a las observadas en los geles en T y en solucion.

La Kar estimada por el ajuste de los datos a la ecuacién de MWC para fijacion exclusiva ar, es tres
6rdenes de magnitud menor que la K; dominante en los geles en T. En el estado R se estima una Ka,
de 6.5 +£0.6 uM, que es practicamente la misma constante calculada en los datos de unién de activador
al equilibrio en solucién (Figura 6); en conjunto, la afinidad por el activador de T, KaT 2.2 mM se
desplaza a la de R, Kar 6.5 uM, siendo un cambio de tres érdenes de magnitud, puede explicar la
cooperatividad positiva observada por el activador alostérico en solucién por medio de un mecanismo
de seleccion conformacional a nivel cuaternario.

Catalisis de las formas T y R nanoencapsuladas: un modelo estructural para
explicar la aparicion del efecto homotroépico en solucion

Observando el comportamiento de las formas nanoencapsuladas se intenta explicar el
comportamiento cooperativo de la enzima en solucidn.

Las constantes de equilibrio conformacional terciario en el estado T, It = 49, es muy similar a la del
estado R, Iz = 38. Este pequefio cambio de constante de equilibrio de estado conformacional terciario
no explica por si mismo el sesgo planteado por el modelo TTS que da origen a la cooperatividad
positiva en solucion, donde se espera que la constante /r sea mucho mayor que la /x.

Las constantes de disociacion aparente por el sustrato en ambos conférmeros restringidos son altas
en ausencia de activador; en T la K, calculada es de 23 mM, y en R es de 17 mM. Este discreto cambio
de Kt entre estados cuaternarios restringidos se debe a que las subunidades en estado t pueden existir
tanto en T como en R.

La k. calculada en geles en T libre de activador alostérico es de k..tr 185 = 16 s!' y en geles en R
libre de activador es k.. 369 + 10 s, la transicion en solucion entre dos formas con la misma
constante aparente por el sustrato igual pero distinta k..., tampoco explica directamente la aparicion
de cooperatividad en solucion, debido a que el comportamiento de la activacidon del sistema en
solucién es de tipo K y no de tipo V.

Se observa que el comportamiento de las especies cataliticas de T y R relajados a # no es exactamente
igual, lo que puede estar relacionado al acoplamiento de la transicion conformacional a las
transiciones del ciclo catalitico./” Este cambio de mecanismo se exploré con cinética rdpida de las
transiciones terciarias en cada estado cuaternario, como se describe mds adelante en este trabajo.

La cooperatividad observada por la GIcNAc6P en solucién ocurre por un cambio en la interfaz de las
subunidades donde se forma el sitio alostérico; la transicion cuaternaria influye directamente sobre la
estructura y afinidad de los sitios alostéricos (figura 16). La estructura del sitio alostérico, al estar
ubicado en la interfaz entre subunidades, se modifica radicalmente en la transicion cuaternaria. Su
estado ligante es capaz de estabilizar subunidades en estado r al interrumpir los contactos que
estabilizan a t.

Estructuralmente no es igual el sitio activo en T que en R debido a los cambios de posicidn de cadenas
laterales de algunos residuos cataliticos, como el Glu148 que se encuentra en el sitio alostérico en el
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estado T y en el sitio activo en el estado R. Para entender la cooperatividad del sitio activo por el
sustrato en solucién, a partir de la informacién de catalisis, debemos de plantear una ruta o mecanismo
que estabilice el estado cuaternario a través del estado conformacional del sitio activo. De esta forma,
al aparecer estados R cuya transicion terciaria t 2 r parece libre, aumenta la probabilidad de que
aparezcan mas estados r vacios.

Anteriormente, se habia propuesto que el efecto homotrdpico por el sustrato y la estructura de la tapa
del sitio activo estan ligados. ** Propongo una ruta de conectividad en el ensamble, entre los dominios
dindmicos de la tapa del sitio activo; capaz de estabilizar el estado cuaternario R, a partir de la
sincronizacion de la dindmica entre las tapas de los sitios activos del hexdamero.

En presencia de activador alostérico la conexion de la tapa del sitio activo con el resto de las tapas
del ensamble se interrumpe dando lugar al origen de la ruta homotrépica para el sustrato, llevando en
conjunto el equilibrio hacia R cuaternario y hacia r terciario. En el estado R con activador, el puente
salino del Glul48 y la Lys160, se interrumpe cuando la Lys160 interactia con el fosfato de la
GIcNAC6P; por otro lado, el Glu148 se encuentra en el sitio activo en R, activando a la His143 que
esta relacionada con la abertura del anillo B-piranosa de la GIcN6P.** Esto sugiere que la presencia
de E148 en el sitio activo hace mas eficiente la catdlisis, por lo que podria definir también una de las
propiedades del estado r.

El movimiento de la cadena lateral del E148 desde el sitio alostérico hacia el sitio activo, se podria
relacionar con la transicién t — r. Podemos notar su importancia en el mecanismo homotrépico
debido a que la mutante E148Q pierde la cooperatividad positiva por el sustrato, ademas de que el
activador se vuelve inhibidor (figura 7) ***, lo que indica que la estructura en r con activador de esta
mutante se encuentra peor adaptada a la catélisis que la forma 7. Esta mutante nos indica nuevamente
que puede existir un cambio de mecanismo catalitico entre estados conformacionales.

La ruta de interaccidn entre las tapas de los sitios activos va desde la bisagra de la tapa del sitio activo
hasta la interfaz entre subunidades en el eje de orden 3. Los posibles residuos involucrados y contactos
que forman la ruta tapa-interfaz trimérica desde la bisagra de la tapa del sitio activo son: la Lys160
en estado T forma un puente salino con el Glu148 (figura 16). El Glu148 tiene contactos a través de
la cadena principal, pasando por Pro149, Alal50 y Ser151 y puentes de hidrégeno a nivel de la cadena
principal de Ala150 y Ser151 con la His222. La His222 forma parte de la interfaz entre subunidades
del trimero Val216-His222 (figura 19). Esta His222 contacta con la Val216 de la subunidad vecina
en el trimero.

La sefial conformacional se propaga a la subunidad vecina a través de la hélice del C-terminal. La
cadena lateral del Glu217 contacta con la base de la hélice del C-terminal (figura 19), que forma el
dominio C, N-terminal. Este dominio forma parte del sitio alostérico, el N-terminal forma
interacciones con la GIcNACc6P, esto se ha demostrado mediante modificacion quimica selectiva del
amino terminal.” La dependencia de la conexidn entre el C-terminal y el N-terminal; se muestra por
la ausencia de cooperatividad en la mutante en Arg2 (figura 20), que impide la formacion del puente
salino entre el N-terminal y C-terminal con Glu259 (figura 16).

El cambio de posicién del dominio N-C-terminal estd relacionado a la transicidon cuaternaria, la
interaccion de la ruta entre las tapas con la base de este dominio podria indicar que la transicién
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cuaternaria a R libera la ruta de comunicaciéon conformacional entre sitios activos, la ruta tapa-interfaz
trimérica.

)
BN\ O

\

QA
B

S/

V|

Figura 19. Vistas del eje de orden 3 de un trimero y del sitio alostérico de la EcCGNPDA en estado R
cristalografico (PDB 1FRZ). La tapa del sitio activo esté representada en caricatura y color magenta en las tres
subunidades. El C-terminal en azul, se representé como caricatura en un solo sitio alostérico. La interfaz entre
trimeros Val216-His222 estd representada en amarillo. La GIcNACc6P estd representada en cian. La ruta que
conecta la interfaz con la base de la tapa estd representada en esferas naranjas. En la vista del sitio alostérico
mostrado, la ruta esta representada en palitos con los posibles contactos polares calculados en la estructura,
Glu148 se encuentra desconectado de Lys160 que se encuentra haciendo contactos con el activador alostérico.
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Figura 20. Gréficas de velocidad de la catalisis en sentido desaminante de la mutante R2A, a distintas
concentraciones de activador alostérico. Notese la falta de cooperatividad positiva por el sustrato y el efecto de
activacion tipo V.

Esto podria explicarse, si suponemos que una sincronizacion dindmica entre los sitios activos
estabiliza a los estados t en T, y que sélo la transicién espontanea a R permite la desconexién
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espontanea de las tapas del ensamble dinamico, lo que disminuiria la dindmica compartida con el
resto de las tapas del ensamble, estabilizando el estado R al momento de encontrar su ligante.

Esta disminucién de la dindmica compartida aumentaria la probabilidad de que otra subunidad del
ensamble salte a r, desplazando el equilibrio y llevando al ensamble a la actividad de R, mientras
tenga los sitios activos ocupados. En el momento que los sitios se vacian el Glu148 puede regresar a
reconectar todas las tapas de los sitios activos, llevando a un estado de mayor dindmica compartida,
estabilizando T de vuelta. En cristalografia, el cambio de T a R estd acompafiado con una
estructuracion de la tapa del siti6 activo y una restriccion de sus posiciones en R *. El acoplamiento
dindmico de la tapa de los sitios activos es una explicacidn mecanistica plausible del efecto
homotrépico observado en la catdlisis del sustrato en ausencia de activador.

Describimos al menos dos rutas de acoplamiento homotrépico en EcCGNPDA, una para los sitios
activos y otra para los sitios alostéricos. Estas dos rutas se intersectan en la formacién del puente
salino entre Lys160 y Glul48. En solucién, ambos mecanismos de acoplamiento ocurren
simultdneamente con la transicién cuaternaria o con la unién del activador, que cambian la
probabilidad de formacién de esa interaccion. Esto crea la ilusion de simetria absoluta a través de una
sola ruta y transicién conformacional tnica, aunque en geles estas rutas pueden ser disociadas.

Cinética de relajacion de fluorescencia de la mutante F nanoencapsulada
La cinética de relajacion del estado T publicada, se realiz6 asumiendo condiciones de equilibrio
rapido, lo que nos llevé a interpretar el fendmeno como de ajuste inducido (figura 21).%”

k k,
T+ A2 Tt =T, r

B . 2
2 koA
xé kobs:k—z‘}‘lq%dﬂ
0.0 T T
0.0 05 1.0

[GIcNAC6P] (mM)

Figura 21. Cinética de relajacion de fluorescencia de la mutante F encapsulada en estado T asumiendo
equilibrio rdpido. Interpretaciéon como mecanismo de ajuste inducido. Se muestra la ecuacién de pseudo-primer
orden del ajuste, corresponde al mecanismo de ajuste inducido mostrado.

En el estado T nanoencapsulado puede entenderse un resultado asi que tiene correlacién con lo
observado en la catdlisis. Un mecanismo de ajuste inducido explica que las subunidades se vayan
activando de una en una, conforme unen el efector alostérico, dando como resultado una cinética de
activacion de tipo V (figura 17).

Inicialmente cuando se abordd este mismo problema con R, nos encontramos que en condiciones de
pseudo-primer orden y asumiendo equilibrio rdpido también aparenta ser un mecanismo de ajuste
inducido (figura 23 B, con los puntos experimentales mayores a 30 uM de GIcNAc6P; y figura 23 C,
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con los puntos experimentales mayores a 100 #M). Sin embargo, los patrones de activacién de la
catalisis en la forma T (figura 17) y en la forma R (figura 18), no tienen mucho parecido entre si.

Posteriormente, a la luz de la interpretacion de los mecanismos de Vogt y di Cera’#, comprendimos
que la cinética de relajacion de R podia provenir de un mecanismo de seleccion conformacional. Sin
embargo, la cinética de T podia estar mal interpretada a la luz de esta nueva teoria, puesto que el
mecanismo de ajuste inducido solo produce curvas ascendentes que saturan, mientras que la seleccion
conformacional puede producir curvas ascendentes y descendentes saturables con la concentracion
de ligantes.

La interpretacion del mecanismo como ajuste inducido es vélida solo para un caso especial de la
seleccion conformacional dentro del planteamiento tedrico de Austin D. Vogt and Enrico Di Cera %°.
Ellos descartan la validez de la mayorfa de los casos de ajuste inducido interpretados con las
simplificaciones del equilibrio rdpido. Aunque no proponen un método definitivo para conocer el
mecanismo descartan el mecanismo de ajuste inducido para explicarlo como seleccion
conformacional, que para ellos en ciertos casos son equivalentes.?® 23

El método para conocer si la cinética observada es de ajuste inducido o seleccién conformacional
propuesto es complejo, depende del conjunto de patrones de constantes de velocidad lentas y rdpidas
observadas a distintas concentraciones de ligante, utilizando distintos ligantes. Para la desaminasa su
aplicabilidad fue limitada, atn asf el tratamiento tedrico de estos autores nos dio la posibilidad de
entender los datos de R como de selecciéon conformacional y nos planteo la importancia de obtener
curvas con mayor resolucion. Respecto a T, dejaron nuevamente abierta la incégnita de la naturaleza
de su mecanismo ligante.

El estudio del estado R present6 un reto experimental por la dificultad para obtener suficientes puntos
de concentraciones de GIcNAc6P comparables entre si. En R es muy evidente la relajacién por el
cambio de temperatura y en T es minima. (figura 22).
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Figura 22. Relajacién por cambio de temperatura, medido por el cambio de fluorescencia de la mutante F
encapsuladaen T y en R. Las dos formas estan libres de ligantes. Las medidas se registraron cada 10 segundos,
excitando a 290 nm y midiendo la emisién a 334 nm, utilizando monolitos en placas de cuarzo medidas con el
espectrofluorémetro ISS PC1. El cambio de temperatura se realizé al transferir el gel de 4 °C a la celda con
amortiguador a 30 °C. La relajacién que se observa depende del estado conformacional en que fue encapsulada
la proteina. La velocidad, ko, estimada como una relajacion exponencial en T es de 2.15 x 10* £ 0.05 x 10* s
yen R de 1.14 x10* £ 0.06 x103 s

Esta relajacion por el cambio de temperatura se puede explicar como un cambio de dindmica del
ensamble en relacion al estado cuaternario en que se encapsula, de tal manera que el cambio
observado en T es menor que la relajacién por temperatura en R. Ademas, se probd que esta relajacion
por un cambio de temperatura s6lo modifica la velocidad méxima y no la afinidad por el sustrato en
la catalisis.

El cambio en catalisis es exclusivamente de velocidad y no de constante de disociacién indica que el
equilibrio terciario en el ensamble no esta cambiando y se vuelve asintdtico en aproximadamente 30
minutos. También el estado conformacional tiene cierta dependencia con la temperatura, este es un
hecho conocido para la desaminasa en solucion.” En los experimentos de catdlisis se controla esta
relajacion, incubando previamente la suspension de gel a la temperatura del ensayo.

Para poder controlar con precision el avance de la transicion seguido por fluorescencia en el cambio
de temperatura, de manera que sean comparables las medidas de las velocidades a distintas
concentraciones de activador, se sincroniza esa relajaciéon. Con esta estrategia, se pueda analizar el
sistema a todas las concentraciones en conjunto, controlando la relajaciéon por temperatura
experimentalmente.

La cinética de relajacion de forma automatizada se utiliz6 para mejorar esta sincronizacion, esto lo
logramos utilizando placas de pozos con fondo transparente en los que se forman los monolitos en el
fondo de la placa y de esta manera se pueden sincronizar las diélisis. Las relajaciones de R cuaternario
con r terciario en presencia de GIcNACc6P, rrA, a la forma R cuaternaria libre de ligantes relajada a t,
R0, y las incubaciones de un mayor nimero de puntos experimentales simultineamente. También
buscdbamos obtener medidas instanténeas al tiempo cero del agregado del ligante.

Gracias al uso del Polarstar en conjunto con los sol-gel logramos observar comportamientos
biexponenciales, como era esperado por el planteamiento de Vogt y Di Cera #. Usar esta técnica
automatizada también tenia la finalidad de estimar a través de las cinéticas de relajacion, las
velocidades rapidas y lentas con mayor precision. Atn asi, para resolver el mecanismo, finalmente
s6lo fue necesario obtener con precision la constante mds lenta. Mediante nuestro disefio
experimental, se sincroniza la relajacion por cambio de temperatura en todos los geles de un mismo
experimento, se automatiza el agregado de ligante y se sincroniza la medida del tiempo cero de la
sefal a partir del agregado del ligante. (Otros detalles del uso de geles en el Polarstar se describen en
la seccion de métodos).

Las condiciones de pseudo-primer orden que implican que el ligante estd mucho mds concentrado
que la proteina, toma una perspectiva distinta en los experimentos con geles. La proteina estd
restringida en un volumen de gel mucho menor que el de la celda que lo contiene, la concentracién
de ligante se calcula para el volumen sumado del amortiguador en la celda y el volumen del gel. Asf,
se puede experimentar una concentracion baja de ligante respecto a la concentracion de proteina en
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el gel, sin depletar la concentracion de ligante en la celda y asumir que lo que se observa depende de
la relacidn de la proteina con el ligante. Esto nos permitié medir concentraciones menores de ligante
que la concentracién de proteina, saliéndonos del rango de concentraciones que se explorarian en
pseudo-primer orden en solucion.

Se observan patrones descendentes en las ko, desde el origen [L]o hasta la concentracién de
subunidades en las relajaciones medidas a concentraciones de ligante menores que la concentracion
de subunidades en el gel. El comportamiento de las velocidades se vuelve ascendente en
concentraciones de GIcNAc6P mayores que la concentracion de sitios. Estos patrones se observaban
en geles en R y en T (figuras 23 y 24). Es mas dificil sincronizar la relajacién espontanea en R que
hacerlo en T, cuando se trabaja con monolitos en el fluorémetro ISS PC1.

El cambio de fluorescencia con la temperatura en geles en estado R impide medir precisamente los
patrones que suben y bajan en un fluorémetro comun, solo pueden ser observados con un lector de
placas como el Polarstar. Trabajando con el fluorémetro de mesa y cuidando bien los tiempos de
incubacién es posible reproducir el fenémeno con geles en T. El Polarstar nos permitié explorar
concentraciones de proteina mayores sin depletar el ligante (figura 24 C), ya que la relacién del
volumen entre el gel y la celda es mds limitada en los pozos, los cuales tienen 50 ul de gel y su
volumen final en el pozo es de 200 ul. En cambio, en la celda el volumen del gel es de 120 ul y el
volumen final es de 1.5 ml.

Para describir nuestros resultados experimentales recurrimos a simular numéricamente los valores
propios de un mecanismo complejo, pensando que se trata de un mecanismo de relajacién acoplado
se puede aproximar el comportamiento con el tratamiento tedrico de Vogt y Di Cera.’* % En estas
simulaciones intentamos reproducir los patrones bifasicos de las k., mas lentas observables.
Logramos reproducir en conjunto los patrones de R rdpidos y lentos utilizando un mecanismo
acoplado de tres estados; resolviendo las matrices de ecuaciones diferenciales respecto al tiempo, de
todas las especies involucradas en el mecanismo acoplado de tres estados, con el método publicado
por Vogt y Di Cera (apéndice 2, simulacién numérica con Mathematica).’# 2

Para encontrar las constantes que reprodujeran los patrones en alguno de los valores propios, se
utilizaron algunas de las constantes analizadas de los mecanismos de relajacion con las ecuaciones 2
y 3; pero también requiri6 escoger por prueba y error las constantes de velocidad de la ruta de ajuste
inducido y del intermediario, que con los resultados no podemos estimar directamente.

El mecanismo de estados ligantes en cada estado cuaternario seguia siendo una incdgnita hasta la
publicacion del trabajo de Paul y Weikl (figuras 4, 23 y 24). Los autores explican cémo obtener
ecuaciones con solucién analitica para los patrones bifdsicos de las k. més lentas observables para
los mecanismos ajuste inducido y seleccion conformacional de dos pasos; los patrones de velocidad
contra concentracion son muy similares a los que se obtienen experimentalmente.

Ademas Paul y Weikl plantean una forma de conocer el mecanismo asociado a la unién del ligante.
Para reconocer entre ambos mecanismos la forma de la curva de ajuste inducido produce el patrén de
“y” simétrico, donde el ajuste inducido llega a un limite compartido por la ko en el origen y 1a kobs a
saturacion de ligante. Y se vuelve mas aparente al aumentar la concentracién de proteina, como

muestran Paul y Weikl con sus simulaciones.” Esta relacion simétrica no se cumple en seleccion
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conformacional, las ks en el origen y a saturacion pueden estar arriba o abajo uno del otro
indistintamente (figura 4).

Los resultados del analisis de la cinética de relajacién de alta resolucién con fluorescencia en los
estados T y R con este planteamiento matemadtico, indican que el mecanismo del paso limitante de la
unién de activador alostérico al estado T es de ajuste inducido, mientras que el mecanismo observado
para R es de selecciéon conformacional (figuras 23 y 24). Los geles en T muestran el patrén simétrico
en forma de v, mientras que los de R no son simétricos con el cambio de concentracién de proteina.

También, en los datos crudos de la relajacién a distintas concentraciones de ligante, se llegan a
observar patrones similares entre los datos experimentales y los simuladas en [23], lo que apoya la
interpretacion del mecanismo observado.

En los ajustes con las ecuaciones de Paul y Weikl (ecuaciones 4-8), se fijé6 como constante de
disociacién un valor alrededor de 6 M. A través de distintas técnicas se han obtenido constantes con
valores similares como en los datos de catdlisis de R (figura 18) y los de la kz observada en el
experimento de unién al equilibrio en solucién (figura 6).

La constante de disociacion baja para el activador alostérico también se ha observado con una mutante
que bloquea la transicién cuaternaria hacia T mediante la insercién de un “candado molecular” por
derivatizacién con 4cido-2,3-dibromopropidnico (DBPA) entre los tioles de las cisteinas colocadas
por mutagénesis en las posiciones 206 y 165 (mutante L).” En esta construccion se bloquea la
estructura de todo el ensamble en R cuaternario y r terciario y no se espera un cambio conformacional;
en ella se observé una unién hiperbélica con una K; = 5.5 £ 0.5 uM #. La fluorescencia en esta
mutante proviene de la Y254, esta sefial es principalmente de unién y sigue la transicion alostérica
hacia al estado R.
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Figura 23. (A) Relajacion de R geles medidos en espectrofluorémetro de placas Polarstar. Datos
experimentales curvas de relajaciéon a distintas concentraciones de activador, ajustados a una funcién
exponencial doble. En amarillo 10 M de ligante, que ha sido la concentraciéon mds baja explorada. En azul, 3
mM de activador, la concentracién mds alta explorada en este experimento. A la derecha de las relajaciones
experimentales se muestran las relajaciones simuladas para un mecanismo de unién de seleccion
conformacional, tomada de [*] (B y C) Grafica de ko lentas en funcién de la concentracion de activador a dos
distintas concentraciones de proteina. Ajuste de los datos al sistema de ecuaciones de seleccién conformacional
(ecuaciones 4-8)[**]. La K, utilizada en los ajustes es fija alrededor de 6 yM. Las constantes de las simulaciones
se muestran en la tabla.
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Figura 24. (A y B) Relajacion de T geles medidos en espectrofluorémetro de placas Polarstar. (C) Medidos en
espectrofluorémetro ISS con monolitos en ldminas de cuarzo. (A) Datos experimentales curvas de relajacion a
distintas concentraciones de activador, ajustados a una funcién exponencial doble. En amarillo 10 M de ligante,
la concentracién mds baja explorada. En azul 2 mM de activador, la concentracién més alta explorada en este
experimento. A la derecha de las relajaciones experimentales se muestran las relajaciones simuladas para un
mecanismo de unién de ajuste inducido, tomada de [*] B) y C) Grifica de ks lentas en funcién de la
concentracion de activador a dos distintas concentraciones de proteina. Lineas sdlidas, ajuste de los datos al
sistema de ecuaciones de ajuste inducido (ecuaciones 8 a 11). Lineas interrumpidas ajuste de los datos al sistema
de ecuaciones de seleccion conformacional. La Kd utilizada en los ajustes de seleccion conformacional se fija
alrededor de 6 #M. Las constantes de las simulaciones se muestran en la tabla.

El cambio del mecanismo ligante entre T y R puede explicar el cambio de k.. entre geles en R y en
T, ademas, explica el comportamiento cooperativo por el sustrato en solucién. De acuerdo con Weikl
y Paul, los mecanismos con la transicion conformacional acoplada a la entrada de sustrato y salida de
productos en el ciclo catalitico, cambian la cantidad de pasos de unién y conformerizacién.”” Los
estados ligantes visitados en el ciclo catalitico, pasan de 5 estados ligantes en ajuste inducidoa 3 0 4
en seleccién conformacional (figura 25).

Este cambio de pasos en el ciclo de unién y salida de sustrato y producto podria explicar el aumento
de k.. al doble de T a R nanoencapsuladas. R es mds eficiente que T con menos estados terciarios que
visitar. Por otra parte, la presencia del activador alostérico restringe los estados a visitar. La
interaccion del ligante alostérico en este caso permite que la transicion t 2 r ocurra con mayor libertad
al impedir el puente salino en el sitio alostérico entre Lys160 y Glul48 que estabiliza a T, esta
interaccion conecta la ruta tapa-interfaz trimérica (figuras 16 y 19).
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La ruta de acoplamiento entre las tapas de los sitios activos le da sentido a la seleccion conformacional
por el sustrato y también le da sentido la activacion de esta ruta de acoplamiento en la transicién
cuaternaria. El cambio posicién del dominio C,N-terminal estd relacionado a la transicién cuaternaria,
la interaccion que existe en la interfaz trimérica entre la ruta de acoplamiento de la tapa y el dominio
C,N-terminal puede cambiar la manera en que la interfaz trimérica comunica la dindmica de las tapas
entre las subunidades vecinas, haciendo el cambio de mecanismo ligante a seleccién conformacional
en R. En este punto de la estructura donde conectan las dos rutas que conocemos cambian el
acoplamiento conformacional en ECGNPDA.
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Figura 25. Ciclo catalitico acoplado a transiciones conformacionales. a) mecanismo de ajuste inducido, b)
mecanismo de seleccién conformacional. Figura tomada de

Conclusiones
El mecanismo de unién del activador alostérico al estado T es de ajuste inducido, mientras que el

mecanismo en R es de selecciéon conformacional, esto se prueba en los comportamientos de cinética
rapida analizados con el marco tedrico de Paul y Weikl. Este resultado le da sentido mecanistico al

origen del sesgo conformacional definido por el estado cuaternario en el modelo TTS.

Los resultados de los experimentos de catalisis con la enzima restringida conformacionalmente en
geles y en solucidn se pueden explicar en conjunto con el cambio de naturaleza de mecanismo ligante

entre estados cuaternarios.

La cooperatividad negativa aparente por los ligantes en geles en T puede correlacionarse con el

mecanismo de ajuste inducido.

La cooperatividad positiva observada en solucién por el activador solo puede ser explicada mediante
el cambio conformacional cuaternario, que libera el cambio conformacional terciario en el cambio de
mecanismo de ajuste inducido en T a seleccién conformacional en R. Esto produce un aumento de la
ke que puede ir ocurriendo en conjunto con la seleccidn de estados r en R, lo que aparentemente
produce un mecanismo en solucidén que se aprecia tinicamente como un sistema de activacion tipo K

de seleccion conformacional y se ajusta al modelo de MWC.
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Existen al menos dos rutas o mecanismos de acoplamiento homotrépico en ECGNPDA, una para el
sitio activo y otra para el sitio alostérico. Ambas rutas resultan modificadas por el cambio cuaternario
y la interaccidn del activador alostérico las mantiene desconectadas en estado R, la capacidad de
establecer la conexién de la ruta de interaccion tapa-interfaz trimérica, con el puente salino entre
K160 y E148 de nuevo estabiliza T. La ruta del sustrato consiste en cambiar el acoplamiento dindmico
entre las tapas del sitio activo, que cuando acoplan su dindmica estabilizan T y cuando se impide

momentdneamente el acoplamiento entre ellas estabiliza el estado R.

La cooperatividad por la GIcNACc6P se origina en la diferencia de la estructura del sitio alostérico, la
transicion cuaternaria cambia directamente la estructura de la interfaz entre subunidades que forma
el sitio. Este es un mecanismo més obvio para producir cooperatividad homotrépica, que depende del
cambio de afinidad ocasionado directamente por el cambio de estructura del sitio y esta relacionado

directamente con la transicion T 2 R.

El equilibrio de la desaminasa tiende fuertemente a T en el nivel cuaternario y también tiende a t con
equilibrios conformacionales terciarios similares entre T y R. Aunque el sesgo conformacional del
modelo TTS esperaria un cambio grande entre los equilibrios conformacionales de cada estado
alostéricos. La estrategia en desaminasa es cambiar el mecanismo de ajuste inducido en T a seleccion

conformacional en R para producir la cooperatividad.

Métodos

Expresion y purificacion de la EcCGNPDA silvestre y mutantes

La cepade E. coli IBPC590 transformada con el plasmido pTZ18R que contiene el gen nagB silvestre
o mutantes, se crece durante toda la noche a 30 °C en medio LB con ampicilina y se cosechan las
células por centrifugacion. El paquete celular se lava y se rompen las células por ultrasonicacion. Se
obtiene la fraccion citosélica que contiene la ECGNPDA por centrifugacion. Del extracto, se sigui6
el protocolo de purificacion por afinidad para la ECGNPDA desarrollado y descrito por Calcagno M.L
y col. 7. Mediante este método se obtiene a la enzima pura en un solo paso de purificacion. El método
se basa en una matriz de afinidad por el sitio alostérico, con N-g-aminocaproil glucosamina-6-fosfato
inmovilizada en una matriz de agarosa entrecruzada. La ECGNPDA interactia con la columna, la que
se lava con varios volimenes de columna con amortiguador de Tris-HCI 50mM, pH 7.8 , hasta que
la absorcion a 280 nm se estabilice cerca del blanco. La enzima se eluye con el mismo amortiguador
al que se le afladi6 GIcNAc6P 10 mM. Para almacenar la proteina purificada, se precipita con de
sulfato de amonio a 50 % de saturacion. Antes de llevar a cabo cualquier experimento, la enzima
conservada en sulfato de amonio se dializa contra el amortiguador de didlisis que contiene 0.4 U L~
'de fosfatasa alcalina para hidrolizar la GIcNAc6P. En el caso de la mutante F, se afiade en todos los
pasos el agente reductor tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 0.1 mM, para mantener reducida a la
cistefna en 165 y evitar que se formen puentes disulfuro entre subunidades. El TCEP también se afiade
en todos los amortiguadores para el trabajo con la mutante
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Concentracion de proteina

La concentracion de la EcGNPDA se determind para cada nueva preparacion, mediante la
absorbancia en el ultravioleta a 278 nm y utilizando el coeficiente de absortividad molar, que para la
enzima silvestre en Tris-HCI 50 mM, pH 7.7, es €7 = 202 x 10* M! cm! Para obtener la
concentracion y el coeficiente de las mutantes, se utilizé el método de acido bicinconinico *® usando
como referencia la ECGNPDA silvestre. El coeficiente de absortividad obtenido para la mutante F en
Tris-HCI 50mM, pH 7.7 es €3= 17.3 x 10* M! cm, el de la mutante Y254W es €75 = 24 x 10* M!
cmly el de la mutante Y254F €573=21 x 10* M cm’!.

Ensayos enzimaticos

La catdlisis en sentido desaminante se mide a través de la Fru6P producida a diferentes
concentraciones de sustrato (GIcN6P). La velocidad inicial se calculé con la Fru6P formada a tiempo
fijo a 30 °C en Tris-HC1 50 mM pH 7.7, manteniéndose el avance de la reaccién por debajo de 0.05 .
En el caso de las enzimas nanoencapsuladas el amortiguador utilizado fue Tricina 50 mM pH 7.7; la
concentracion de Fru6P se cuantificé por el método del resorcinol de Roe, modificado *7.

Nanoencapsulacion de la desaminasa en geles nanoporosos de ortosilicatos.

Preparacion de monolitos
La nanoencapsulaciéon de la ECGNPDA se obtiene de la polimerizacion del tetrametil-o-silicato

(TMOS) en condiciones alcalinas (figura 26).
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Figura 26. Reaccion de polimerizacion de los ortosilicatos. a) reaccion de hidrélisis del metoxilo, b) y c)
reaccidnes de entrecruzamiento liberando agua y alcohol respectivamente. Figura tomada de *°.

El gel se polimeriza en presencia de la proteina a una concentracién final de EEGNPDA de hasta 20
#M; la polimerizacion ocurre mediante el cambio de pH al mezclar la proteina con el TMOS. El
TMOS se mezcla con agua y acido clorhidrico, se sénica en un bafio frio durante 20 minutos. Después
de la sonicacion, se burbujea en el cuarto frio con N, himedo por 30 minutos para sacar el metanol
formado en la hidrolisis acida del grupo metoxilo. El protocolo que se siguid estd basado en el descrito
por Bettati et al.*, con excepcion de la preparacién de enzima, la cual se dializé en 100 mM de tris-
HCI pH 7.5 para asegurar la encapsulacién del estado cuaternario. La mezcla de ortosilicatos de
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TMOS hidrolizado se mezcla 1:1 con la EEGNPDA a encapsular. Al momento en que aumenta el pH
de los ortosilicatos comienzan a polimerizarse alrededor de las proteinas. Esta etapa se realiza en una
camara himeda. Luego de la polimerizacion, los geles se mantienen sumergidos en amortiguador de
consolidacién al menos por dos dias. La forma T se encapsulé libre de ligantes y la forma R en
presencia de GIcNAc6P 2 mM final. El mismo ligante se aflade al amortiguador de consolidacién
para la forma R. Para la obtencién de monolitos sobre ldminas de cuarzo, se polimerizaron 120 uL
de gel sobre el soporte de cuarzo sintético, transparente al ultravioleta, este material se pidi6
especialmente a Hellma para que tuviesen la calidad Optica requerida. El gel con enzima
nanoencapsulada presenta una porosidad y propiedades dpticas suficientes para la adecuada difusién
de los ligantes *. Los soportes de cuarzo (figura 23), tienen las dimensiones adecuadas para caber
dentro de las celdas para uso espectrofotométrico. La receta de nanoencapsulacion es la misma para
las diferentes modalidades de utilizacion de los geles, por ejemplo en los geles para placas de pozos,
se colocaron 50 uL de la mezcla en el fondo de una placa de 96 pozos con fondo transparente
(GRENIER pClear) (figura 24).
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Figura 28. Placa de 96 pozos, esquema de los monolitos de 50uL en el fondo del pozo Tomada de #.

Preparacion de geles en suspension para ensayos de cinética de catalisis

El gel se polimeriza con la ECGNPDA a una concentracion de 20 yM final en el fondo de un tubo de
ensayo; luego de su consolidacidn, el gel se disgrega por ultrasonicasién suave, de manera de obtener
una dispersiéon homogénea de gel. Se utiliza un procesador ultrasénico de 800W usando micropunta.
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Se empled un pulso de muy baja potencia (2% de amplitud) por 10 minutos, en un bafio frio y
cuidando que la muestra no se caliente. Posteriormente, la suspension se dejo sedimentar para lavar
el gel con amortiguador y retirar la proteina soluble que pudiera haber escapado del gel. La suspensién
de proteina se diluye y se pipetea en los ensayos de catalisis en la misma forma como se trabaja con
la proteina en solucién. El amortiguador de trabajo con geles es Tricina 50 mM pH 7.7 . Para el trabajo
con la forma R, se sigue el mismo proceso, pero en presencia de GIcNAc6P. La estrategia
experimental para estudiar la forma R libre de ligantes es permitir que la enzima se relaje a un estado
terciario de baja afinidad sin que pierda la estructura cuaternaria, restringida por el gel. En cinética
de catalisis es importante poder llegar al médximo de estado t en conformacion R que sea posible, para
poder apreciar bien sus caracteristicas. Para lograr esto, se dializan los geles en R en suspensién
dentro de una bolsa de didlisis, contra amortiguador que contiene fosfatasa alcalina, para aseguramos
de liberar eficientemente a la proteina del ligante. Luego de la didlisis, controlamos la relajacion del
estado conformacional a través de cinética de catdlisis (figura 29). Encontramos, que el estado de
mayor relajacidn, al que se puede llegar sin encontrar cambios en el mecanismo de activacion
alostérica, es el de tres dias. Sin embargo, a partir de 2 dias después de dializado, el estado R muestra
practicamente la misma afinidad por el sustrato que en los dias siguientes, pero la velocidad sigue
siendo tan alta como la de un dia de didlisis (tabla en figura 29). A partir del cuarto dia después de la
dialisis aparentemente se comienza a perder la restricciéon cuaternaria, aparece cooperatividad
positiva por el sustrato y el mecanismo alostérico cambia, se convierte en un sistema de activacién
tipo mixto (figura 30). En la seccion de resultados se muestran los datos obtenisdos de los geles de 3
dias de relajacién a distintas concentraciones de GIcNACc6P, en este estado de relajacion se comporta
como un sistema alostérico tipo K con alta afinidad por el activador. Llegamos al maximo estado de
relajacion hacia t posible tratando de evitar un cambio en el mecanismo alostérico de R, para poder
observar la maxima activacion de vuelta a rra

- ] 4 dias | 3dias | 2dias | 1dia
Hill [6]
== 2 [ Bestit values
V 20.21 21.67 30.96 28.58
== 3 h = = = =
K 12.76 10.38 10.7 4.787
- 4 Std. Error
V 4.413 | 4.206 3.993 2.014
K 3.877 2.952 1.994 0.6237
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 9 8 14 14
R square 0.985 0.9834 | 0.9907 | 0.99
0 T T T 1 Absolute Sum of Squares | 0.8931 | 1.33 2.413 5.184
0 2 4 6 8 Sy.x 0.315 0.4077 | 0.4151 | 0.6085
[GICNGP] mM Constraints

Figura 29. Relajacién de Ra a Ry seguida por cinética de catdlisis en ausencia de activador. Se justaron a un
componente hiperbdlico, observa como la K, aumenta y la V. disminuye a través de los dias de incubacion en
el cuarto frio.
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Figura 30. Catdlisis de la forma R encapsulada, relajada por cuatro dias después de dializar el activador. Sin
activador alostérico aparece cooperatividad positiva por el sustrato que se muestra en el regrafico de Scatchard
a la derecha. La activacion alostérica se convierte en un sistema tipo mixto. Esto se refleja en el cambio de
constante de disociaciéon aparente a bajas concentraciones de activador y un aumento de Vn. altas
concentraciones de activador. A comparacion de la relajacion de 3 dias (figura 14) en donde la activacién
alostérica se sigue observando como un sistema K puro.

La concentracion de proteina en la suspension de gel, se determiné mediante la hidr6lisis alcalina del
gel en NaOH 2M. El coeficiente de extincion molar de la ECGNPDA a 2 M de NaOH es €230 = 6.36 x
10° M cmr, que se calcul6 utilizando como patron EcGNPDA de concentracién conocida. Una
muestra de la suspension se lleva a2 M de NaOH y se agita vigorosamente en vortex hasta obtener
una solucion. Esta muestra se mide en el espectrofotdmetro y se calcula la concentracién con el
coeficiente de extincién molar dado.

Espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta cercano, fueron tomados con un
espectropolarimetro Jasco J-715 a temperatura controlada de 30 °C. Se utilizaron celdas de 5 mm
dentro de las cuales se coloc6 el monolito con el soporte de cuarzo adherido a la ventana de la celda,
en la direcciéon del haz de luz hacia el fotomultiplicador. El amortiguador utilizado en los
experimentos de dicroismo fue Tris-HCI 100 mM pH 7.7

Ensayos de fluorescencia con la mutante F nanoencapsulada en monolitos

Para poder utilizar los monolitos con ECGNPDA en R libre de ligantes, los geles se dializaron en
Tricina 50 mM pH 7.7, con dos cambios de amortiguadot de 2 L. cada uno. Los geles en monolito se
colocaron dentro de una canastilla de plastico suspendida en un matraz con el mismo amortiguador a
4 °C durante toda la noche, con agitacién ligera. Posterior a la didlisis los geles se dejaron sumergidos
en Tricina 50 mM pH 7.7 durante los dias de relajacion a 4 °C.

Los espectros y ensayos de relajacion por fluorescencia se hicieron en un espectrofluorémetro ISS
PC1 (ISS Inc., Champaign, IL.). Para obtener el espectro correspondiente de emisién de
fluorescencia, se colocé el monolito con el gel dentro de una celda prismética triangular (figura 31).
La trayectoria del haz de luz pasa de la fuente de excitacidn por la ventana perpendicular de la celda
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al haz, a través del amortiguador antes de impactar en el gel; de la misma forma, la emisién pasa por
el amortiguador y la otra ventana perpendicular a la trayectoria del haz en la celda.
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Figura 31. Esquema de la posicion del monolito en una celda prismadtica triangular para mediciones de
fluorescencia de la proteina nanoencapsulada. Figura tomada de .

El amortiguador utilizado en los ensayos de fluorescencia es Tricina 50 mM pH 7.7, TCEP 10 yM.
El volumen total se calcula sumando el volumen del gel y el volumen del amortiguador en la celda.
En nuestros experimentos se utiliza un volumen final de 1.5 mL. La muestra de proteina
nanoencapsulada se excitd a 295 nm y se registré el maximo de emision a 334 nm. Los espectros se
registraron entre 300 y 400 nm. Las ranuras de paso de luz tanto de excitaciéon como de emisién
fueron de 0.5 mm. El nimero de iteraciones por medicion fue de 10. La temperatura en la cimara de
la celda se mantuvo a 30 °C.

Ensayos de fluorescencia con la mutante F nanoencapsulada en pozos

Las placas de pozos con monolitos en estado R, se dializan para obtener el estado R libre de ligantes,
el procedimiento es el mismo que con los monolitos. La placa de pozos se coloca en un soporte de
plastico dentro de un vaso de precipitados grande. Después de la didlisis, se coloca amortiguador
fresco en los pozos para el proceso de relajacion, se incuban por dos dias a 4 °C para evitar la
relajacion cuaternaria. Antes del ensayo se elimina el amortiguador de los pozos ya que se utiliza el
amortiguador a 30 °C incubado dentro del lector de placas. La medicién se llevd a cabo en un
espectrofluorémetro de placas Omega Polarstar, utilizando un filtro de excitacion a 295 nm y uno de
emision de 330 nm. Se utilizaron las fibras de excitacién y emisién en el fondo del pozo de manera
de medir directamente en el gel. Se muestra un barrido de la fluorescencia del gel en los pozos (figura
32), la fluorescencia es similar entre pozos, aunque no homogénea. Eso nos llevo a elegir la medida
orbital en nuestro programa, de manera que se muestrea un promedio de campos en el pozo.

Figura 32. Representacién de un barrido de la fluorescencia del gel con mutante F en 12 pozos. Se utiliz6 el
Polarstar con filtro de excitacién de 295 nm y de emisién de 330 nm. Figura tomada de .

El programa de medicidn se describe a continuacién:
Modo de barrido: Orbital

Diametro de barrido: 3 mm
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Ganancia: 1000

Numero de ciclos: 240

Tiempo de ciclo: 30 s

Numero de flashes por pozo: 13

Estos parametros permiten medir con comodidad, dentro del marco de tiempo en el que ocurre la
relajacion de la mutante F en geles, alrededor de 12 concentraciones distintas de GIcNAc6P en un
solo experimento. Los experimentos se llevaron a cabo en Tricina 50 mM pH 7.7, TCEP 10 yM. El
volumen final por pozo, incluyendo el volumen del gel, fue de 200 xL. El aparato fue programado
para inyectar los volimenes necesarios de una solucién de GIcNAc6P para llegar a la concentracién
deseada y comenzar las lecturas de fluorescencia simultdneamente.

Ajuste de datos y simulacion de ecuaciones
Los datos experimentales se ajustaron por regresion no lineal utilizando GraphPad Prism 6.0

La simulacién numérica de las ecuaciones de los valores propios de velocidades de relajacion de los
mecanismos acoplados se realizaron con Wolfram Mathematica 11.
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Apéndice 1. Articulo S. Zonszein Et al. PLoS one 2014.
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Abstract

The role of tertiary conformational changes associated to ligand binding was explored using the allosteric enzyme
glucosamine-6-phosphate (GlcN6P) deaminase from Escherichia coli (ECGNPDA) as an experimental model. This is an enzyme
of amino sugar catabolism that deaminates GIcN6P, giving fructose 6-phosphate and ammonia, and is allosterically
activated by N-acetylglucosamine 6-phosphate (GIcNAc6P). We resorted to the nanoencapsulation of this enzyme in wet
silica sol-gels for studying the role of intrasubunit local mobility in its allosteric activation under the suppression of
quaternary transition. The gel-trapped enzyme lost its characteristic homotropic cooperativity while keeping its catalytic
properties and the allosteric activation by GIcNAc6P. The nanoencapsulation keeps the enzyme in the T quaternary
conformation, making possible the study of its allosteric activation under a condition that is not possible to attain in a
soluble phase. The involved local transition was slowed down by nanoencapsulation, thus easing the fluorometric analysis
of its relaxation kinetics, which revealed an induced-fit mechanism. The absence of cooperativity produced allosterically
activated transitory states displaying velocity against substrate concentration curves with apparent negative cooperativity,
due to the simultaneous presence of subunits with different substrate affinities. Reaction kinetics experiments performed at
different tertiary conformational relaxation times also reveal the sequential nature of the allosteric activation. We assumed
as a minimal model the existence of two tertiary states, t and r, of low and high affinity, respectively, for the substrate and
the activator. By fitting the velocity-substrate curves as a linear combination of two hyperbolic functions with K; and K; as Ky,
values, we obtained comparable values to those reported for the quaternary conformers in solution fitted to MWC model.
These results are discussed in the background of the known crystallographic structures of T and R ECGNPDA conformers.
These results are consistent with the postulates of the Tertiary Two-States (TTS) model.
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Introduction of MWC model were supported along the subsequent years by
many structural and physicochemical evidences, and several

The concept of allostery, introduced by Monod et al. in 1963, allosteric proteins were crystallized in either quaternary confor-
embodies one of the fundamental principles of life [1]. Allosteric mational state, foreseen by the model. In most cases, the
effects are a consequence of the thermodynamic coupling of a pair comparison of the crystallographic structure of the extreme
of binding sites in a protein molecule that are distant and have allosteric conformers, in spite of their limitations, afforded the
different functional properties. The functional coupling between first descriptions of the mechanism of allosteric transitions [4].
binding sites is mediated by specific conformational changes in the Later studies on hemoglobin and other well-known allosteric
protein molecule and were the object of a classic thermodynamic proteins demonstrated that the MWC model alone was not
analysis by Wyman in 1948 with the name of linked functions [2]. sufficient to explain the tertiary-quaternary coupling of human
Oligomeric proteins with identical thermodynamically-linked sites hemoglobin. The evidence that the tertiary conformational
located in different subunits give rise to homotropic cooperativity, changes alone can produce heterotropic, that is, allosteric effects
which frequently is incorporated into the concept of allostery. in hemoglobin contradict the original postulates of the MWC
Indeed, both properties appear frequently associated and are model [5]. From these and other experimental evidences, Henry
considered as two aspects of the same phenomenon. Monod et al. et. al. proposed a MWC-inspired theory to account for the role of
in their landmark model presented a unified theory of coopera- tertiary allosteric transitions and its coupling to the quaternary
tivity and heterotropic allosteric effects [3]. Their model conceived transition in hemoglobin [6]. Their model, designated TTS for
allosteric transitions as symmetric quaternary rearrangements of tertiary two states, considers that the oxygen affinity of each
subunits between two extreme conformational states T and R, hemoglobin subunit is determined only by its tertiary conforma-

with different binding affinities (MWC model [3]). The postulates tional state, while cooperativity is of quaternary origin. The
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tertiary-quaternary coupling is explained by the mutual biasing
between the tertiary and quaternary conformational states, which
undergo sequential and concerted transitions respectively.

The dissociation of heterotropic allostery and cooperativity has
been observed under diverse experimental conditions, in other
allosteric proteins as fructose 1,6-bisphosphatase by chemical
modification [7] or aspartate transcarbamoylase, by site-directed
mutagenesis [8]. Natural biodiversity offers a rich variety of
allosteric mechanisms, thus stressing the importance of their study
in different experimental models. The present research takes as a
model the enzyme glucosamine-6-phosphate deaminase from
Escherichia coli (EcGNPDA, E.C. 3.5.99.6) [9-11], with the scope
of characterizing the linkage between its subunit local mobility and
its allosteric kinetics. This enzyme has been subject of many
structural and physicochemical studies with emphasis in its
allosteric  properties. EcGNPDA  isomerizes and deaminates
glucosamine 6-phosphate (GlcN6P), forming fructose 6-phosphate
and ammonia and it is allosterically activated by MN-acetylgluco-
samine 6-phosphate (GIcNAc6P). It is a homohexameric enzyme,
displaying homotropic cooperativity with respect to GlcN6P and
R-type allosteric activation by GlcNAc6P [11]. Our knowledge of
EcGNPDA allosteric properties derives from the analysis of the
crystallographic structures of its extreme conformational states, T
(PDB 1FSF) and R (PDB1FS5) [12-14] and from physicochemical
studies of the wild-type enzyme and some chemically or genetically
modified forms [15-17]. In previous research on EcGNPDA we
succeeded to suppress cooperativity while keeping allosteric
activation by interfering with intersubunit contacts by chemical
modification or mutagenesis [18,19]. Crystallographic studies by
Rudiiio et al. provided experimental support for the existence of
tertiary structural sub-states of EcCGNPDA R conformer. Some
other studies revealed the existence of local intrasubunit changes
accompanying the quaternary transition of ECGNPDA and the
apparent uncoupling of allostery and cooperativity [20,21]. The
lack of information about the time-course of these structural
changes makes difficult the discussion of their role in EcCGNPDA
allosteric mechanism.

Nanoencapsulation of ECGNPDA in silica sol-gels improved the
understanding on its allosteric mechanism, allowing us to
characterize its transitional short-lived intermediates. Silica
polymers formed surrounding the protein molecules, generate a
wet nanostructured environment that restricts the protein confor-
mational mobility. This approach has proven to be a valuable tool
for the study of allosteric proteins, particularly human hemoglobin
[22-24] and allosteric enzymes [25,26]. Under our experimental
conditions, we succeeded to block the quaternary transition of gel-
trapped EcGNPDA, its catalytic and allosteric functions were
conserved and its intrasubunit mobility was considerably slowed
down. This approach gave us experimental access to the otherwise
undetectable conformational sub-states of the allosteric activation
process by GIcNAc6P. We centered our study on the activation of
the T state, which in the case of the soluble enzyme is the most
populated conformation in absence of ligands. This experimental
approach gave us access to the otherwise undetectable conforma-
tional sub-states of the allosteric activation process of this enzyme.

Materials and Methods

Biochemicals

Most biochemicals were purchased from Sigma-Aldrich S.A. de
C.V. (Mexico) or were reagent-grade products. GlcNAc6P was
synthesized according to the procedure by Leloir and Cardini
[27]. All buffer solutions used had their pH adjusted at 20°C.
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Wild-type enzyme and site-directed mutants

EcGNPDA and its mutant forms were obtained by a single step
purification procedure using allosteric-site affinity chromatogra-
phy on a matrix of N-6-aminohexanoyl-glucosamine 6-phosphate

agarose [19]. Specific elution was performed with 0.01 M sodium
GlcNAc6P in 0.1 M Tris-HCI buffer pH 7.8.

Construction of a fluorescent allosteric reporter

A mutant form of EcGNPDA was designed to introduce a
fluorescent reporter signal for monitoring the molecular confor-
mational changes. On a previously constructed triple mutant form
of EcGNPDA in which all the surface-exposed cysteine residues
were replaced by serine (Cysl118-Ser:Cys228-Ser:Cys239-Ser)
[28], we introduced the additional replacements Aspl65-Cys
and Ser206-Trp. The site-directed mutation was carried out by
oligonucleotide-directed mutagenesis using the QuickChange-II
kit (Agilent Technologies, U.S.A.) following the instructions of the
manufacturer. A pTZ18RnagB plasmid containing the mutant
form of nagB gene [29] was used to transform the E. coli strain
IBPC590 Anag, previous verification of the plasmid insert by DNA
sequencing. Along all the purification procedure and the
experimental work with this mutant, the thiol group of the
introduced Cys165 was maintained in its reduced state by working
in the presence of 10 pM Tris(2-carboxyethyl)phosphine.

The kinetic and allosteric properties of this mutant (Mutant I)
are not significantly different to those of the wild-type enzyme
(Table 1). The rationale for the selection of these positions comes
from the comparison of the crystallographic structures of
EcGNPDA using computational energy minimizations and short
molecular dynamic simulations of both quaternary conformers.
This comparison shows a substantial shortening of the distance
between the residues in positions 165 and 206 during the transition
from T to R state [21]. The involved residues are located in two
subunits without permanent interfacial contacts. On the basis of
this observation, we replaced for a cysteine and a tryptophan the
residues at the selected positions to form a fluorescence quenching
pair. We observed the quenching of tryptophan emission at
334 nm in response to GIcNAc6P binding to the soluble enzyme
form. The binding curve of the soluble mutant F resulting from
fluorescence measurements, display homotropic cooperativity (not
shown). Contrastingly, the fixed enzyme in the T quaternary
conformation shows quenching of tryptophan fluorescence emis-
sion at 320 nm upon activator binding, producing hyperbolic
saturation curves.

Enzyme-doped gels

We encapsulated EcGNPDA by alkaline polymerization of
tetramethyl-o-silicate in the presence of the enzyme, according to
the procedure described by Bettati et al. [30], except that the
protein dialysis buffer used was 0.1 M Tris-HCI at pH 7.5. The
final enzyme concentration in the sol-gels was between 5 and
20 uM. We produced thin gel monoliths of nearly 100 um-thick
and with a total volume of 100 pL, layered on quartz windows of
38x9.15x1 mm. The monoliths have good optical quality and
adequate thickness and porosity for the rapid diffusion of ligands
[30]. The absence of light scattering produces gels of crystal clear
aspect, suggesting that their pores are smaller than 100 A [31].
Thin gel monoliths were kept in 10 mM Tris-HCI buffer pH 7.0
at 4°C (storage buffer) before use. The gels were ready for use 48 h
after their preparation. Ligand-free EcGNPDA was used to
produce T-gels; this enzyme is expected to be in an all-T state
according to its known allosteric properties [16]. Gels containing
the deaminase in the R state were initially prepared from gelation
mixtures containing 2 mM GIcNAc6P and conserved in the
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Table 1. Reference values for the wild-type enzyme [20] and for the mutant F in solution.

Enzyme K® (mM) K:? (mM) keat® (s77) é A i
Wild-Type 22.0+2.0 0.55+0.05 158+8 0.025+0.002 106+1.9x10* 29+0.1
Mutant F 7.86*0.59 0.44*0.01 107£1 0.056+0.004 10°+10° 2.0+0.1

PObtained by fitting velocity data to Hill equation.
doi:10.1371/journal.pone.0096536.t001

storage buffer added with the same concentration of allosteric
activator. This concentration is 70 times the Ky value for the
ligand [16]. Ligand-free R gels (Ry) were prepared just before use,
by overnight dialysis against 10” volumes of storage buffer to get
rid of the activator. We used Ry gels in this research only for
reference experiments. We used the following notation to
represent the different conformational and binding states consid-
ered in this research. The quaternary fixed conformations T or R
followed by a zero subscript represents the ligand-free enzyme,
and the A subscript indicates saturation with GIcNAc6P (i.e. T,
Ta, Ry and R,). The low and high-affinity tertiary states are
indicated as ¢ and 7, respectively (as in Tos, Rar, etc.).

Circular dichroism spectra

CD spectra in the aromatic absorption range were recorded
with a Jasco J-715 spectropolarimeter using 5 mm light-path
quartz cuvettes filled with 100 mM Tris-HCI buffer pH 7.7
(30°C). The enzyme-doped gel monoliths were immersed with the
quartz support adhered to photomultiplier wall of the cuvette. The
temperature of the sample compartment was set at 30°C.

Kinetics of the catalyzed reaction

The enzyme used in the kinetic experiments was prepared by
disintegration of the enzyme-doped gels at low-power sonication,
as described by Pioselli ¢t al. [32]. The particle suspension was
washed several times with storage buffer and decanted by gravity
to discard the enzyme leaked from the gel during sonication. The
protein concentration in the particulate suspension was measured
after depolymerization of the gel in 1 M NaOH at room
temperature followed by intense vortexing until getting a clear
solution. The concentration of ECGNPDA in the initial suspension
was obtained from its absorbance at 290 nm and a molar
absorptivity of 6.3x10° M~ ! em ™. This value was experimentally
determined from an EcGNPDA solution of known concentration
dissolved in 1 M NaOH. GIcN6P deamination rate was measured
at 30°C in 100 mM Tricine buffer, pH 7.8 (assay buffer). The
amount of fructose 6-phosphate formed at a fixed time was
measured by using a previously described procedure [11], always
keeping the reaction progress below five percent of substrate
conversion. The reaction was started by the addition of a vortexed
suspension of micro-disaggregated gel to get a final enzyme
concentration of 2 nM in the microparticulate suspension and
added to the assay mixture in a shaking bath.

Data analysis

Data fitting and graph plotting were processed with Prism 5.0
for MacOS X (GraphPad Software Inc., U.S.A.). Non-linear
regression analyses were always checked by inspection of their
residual plots. SD values given in tables and text are the standard
deviation of the regressions.
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“Parameters obtained by fitting velocity against substrate concentration data to the MWC general equation [6].

Fluorometric monitoring of conformational changes

We recorded the fluorescence emission spectra on a PC-1
spectrofluorometer, ISS (Champaign, IL, USA). The cuvettes were
filled with the assay buffer and kept at 30£0.1°C. Mutant F doped
monoliths were placed in a triangular prismatic quartz cuvette
(Starna 4-SB-Q-10 cell), the monolith on the gel-supporting
window was placed on the oblique wall of the cuvette, such as both
excitation and emission beams pass through the solvent. The rate
of tertiary transitions was determined by the time-course of
tryptophan fluorescence quenching, measured by exciting at
295 nm and recording the emission at 320 nm. The relaxation
process was started by the addition of variable concentrations of
allosteric activator.

Results and Discussion

Kinetics of the reaction catalyzed by ECGNPDA

nanoencapsulated in the T conformation

A general finding of all the kinetic experiments with EcGNPDA
nanoencapsulated in T quaternary conformation is the absence of
positive cooperativity for the substrate. The plot of initial velocities
against substrate concentration for the encapsulated ECGNPDA in
T state shows hyperbolic kinetics at zero (Ty) and at saturating
GIcNAc6P concentrations (T's) (Figure 1A). Apparent negative
cooperativity for the substrate was found at intermediate
concentrations of activator, evidenced by Hill coefficients lesser
than one. This effect can be explained by the simultaneous
presence of subunits of low and high substrate-affinity (Figure 1B).
The observed ¢ ratio depends on GIcNAc6P concentration and is
not modified by the substrate. The latter effect is a consequence of
the suppression of the homotropic cooperativity. The progress of
the ¢ transition depends on the time of contact of the enzyme
with the allosteric activator, which was kept constant at 10 min,
corresponding to the duration of our standard activity assay. This
tertiary transition is slowed down by nanoencapsulation, as it will
be shown in the following section (Figure 2). The velocity versus
substrate curves shown in Figure 1 represent “kinetic snapshots” of
the progress of the ¢ transition as a function of the allosteric
activator concentration, which is appreciated by the change in the
tertiary heterogeneity of the enzyme. We analyzed this set of
curves (Figure 1) by global non-linear regression with the following
semi-empirical expression:

(n—i)V,.X
K+X

iV, X)
K+x (1)

1
Vobs = —
n

This equation gives the sum of the reaction rates contributed by
each tertiary conformer, v,,, as a function of X, the ligand
concentration. It derives from a minimal model assuming the
existence of two tertiary states with different substrate affinities; the
expression is the linear combination of two hyperbolic binding
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Figure 1. Kinetics of the reaction catalyzed by EcGNPDA nanoencapsulated in the T conformation at variable GIcNAc6P
concentration. Curves of velocity against substrate concentration, obtained before the tertiary transition reached the conformational equilibrium.
The presence of transient intermediates containing subunits with low or high affinity for the GIcN6P is apparent. Substrate concentration was varied
over a wide concentration range to detect binding by both tertiary conformers. The enzyme concentration was 2 nM. (A) Velocity versus substrate
plots taken at different allosteric activator concentrations. Data were fitted by global non-linear regression to equation 1. The symbols representing
each activator concentration are equal in the three panels. (B) Scatchard transform of data in panel A. The plotted lines correspond to the simulated
function using the parameters obtained from the global regression; negative cooperativity is apparent at intermediate GIcNAc6P concentrations. The
Hill equation was used as a diagnostic tool for negative cooperativity and this panel shows the corresponding Hill coefficients. (C) Parameter i
obtained from fitting data in panel A to equation 1, plotted against GIcNAc6P concentration. This parameter value describes the change in subunit
tertiary composition with increasing activator concentration; it represents the number of subunits per molecule in the r state. Inset: Scatchard plot,
showing the apparent negative cooperativity of GIcNAc6P binding. The existence of at least two different affinity states for the allosteric activator can
be appreciated.

doi:10.1371/journal.pone.0096536.g001

steps. The Ky values for the subunits in their low and high-affinity constants are in good agreement with the MWC substrate
are, respectively, A; and K, n is the number of subunits, the dissociation constants Ag and AT, reported for the enzyme in
parameter ¢ is the number of sites in the high-affinity tertiary state solution (Tables 1 and 2). This observation indicates that
per oligomer and n-z is the corresponding number of subunits in nanoencapsulation does not significantly perturb the binding
the low-affinity state. Sidewise, the fraction of subunits in the high properties of EcGNPDA. The k., values were determined by
affinity state, i/n, is a tertiary equivalent to the function of state using the V; and V; parameters. The 4., value is similar to the 4.,
defined by Monod ¢t al. for the quaternary states [3]. From the of the soluble enzyme (Tables 1 and 2). This is the expected result
global non-linear regression of this experiment to equation 1, we for an enzyme that behaves as a perfect A-system in solution.
obtained the values for the A; and K. The fitted values for these However, the nanoencapsulated enzyme shows a k., greater than
1A Preincubation time (min) 157 C
e 5 0 60 1.01
o 10 v 120 . e =V
. 25 v 300 > Pas
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Figure 2. Time-course of the tertiary conformational relaxation of the nanoencapsulated T-conformer, analyzed through the
catalytic activity of ECGNPDA. (A) Plot of velocities against substrate concentrations at a fixed (0.3 mM) activator concentration. Substrate
concentration was varied in an interval far below the K; value for the enzyme in the T state (Table 2), to mainly reveal the activity of the high affinity
subunits. Data were fitted to hyperbola. The enzyme concentration was 2 nM. The symbols representing each incubation time are equal in the three
panels. (B) Scatchard plot of the same data. Note the absence of homotropic cooperativity and the time-dependent recruitment of subunits in a high
affinity state. The plotted lines were obtained by simulating the corresponding fitted transform. (C) Time-course of the allosteric activation of the T
conformer, appreciated as an exponential increase of the apparent V... Data were fitted to the first order equation yielding a kops at 0.3 mM
GIcNAC6P of 1.6x10%+0.2x10~* 57", Note that along the assay, the enzyme was already in contact with GIcNAc6P; for this reason the allosteric
activation is in progress before starting the enzyme assay. Due to this experimental constraint, the observed span of fractional V . values is lesser
than one (Figure 2C), even when referred to the extrapolated value at zero time.

doi:10.1371/journal.pone.0096536.9002
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Table 2. Kinetic constants for the deamination reaction of the nanoencapsulated T conformer of ECGNPDA.

K (mM)? K, (mMm)? K (mm)®

keart (s71)? kearr (s71)?

23.1£3.6 0.98+0.06 0.760.02

185+16 5" 279+27 57!

doi:10.1371/journal.pone.0096536.t002

kearr, thus revealing an implicit V-effect. The r subunits must be
functionally different according to the quaternary state of the
molecule. Accordingly, the gel-trapped Tar state results catalyt-
ically more efficient than the activator saturated enzyme in
solution (Rar). This is the first demonstration of the properties of
this transient species, T ar, which was stabilized by nanoencapsula-
tion.

The 2 parameter is a useful analytical tool to estimate the tertiary
conformational landscape, giving a picture of the enrichment of
the enzyme population in 7 state subunits (Figure 1C). The inset of
this figure shows a Scatchard-like replot that demonstrates the
apparent negative cooperativity for the allosteric effector. This
finding suggests the existence of two tertiary conformers with
different binding affinities for GlcNAc6P.

The Tot —>Tar transition of ECGNPDA analyzed through its
catalytic activity. Targeting the activity of r subunits

It is known that nanoencapsulation slows down tertiary
relaxations in hemoglobin [24]. The time course of the tertiary
conformational relaxation of ECGNPDA in Tyt conformer upon
GIcNAc6P binding was directly explored by the kinetics of its
catalyzed reaction. This experiment consists of a series of reaction
rate measurements performed on samples previously incubated
with a fixed concentration of GIcNAc6P for different times. The
activator concentration was 0.3 mM, chosen to saturate the 7 state.
Each curve obtained corresponds predominantly to the activity of
the 7 subunits. We performed the reaction rate measurements by
varying the substrate concentration ranging from 0 to 7.5 mM.
The set of curves of velocity against substrate concentration in
Figure 2A, illustrates the time dependence of the tertiary ¢-r
transition involved in the allosteric activation of EcGNPDA. The
observed kinetics is largely hyperbolic, with a globally fitted Ay
value of 0.76=0.02 mM and increasing apparent V.. values.
This TV-effect evidences the sequential recruitment of ¢ subunits
towards the r state. The experiment starts with a molecular
population rich in the ligand-free, low-affinity state, Tyt Its
contribution to the measured reaction rates is minor and negligible
in mostly all of the data set. Taking into consideration the obtained
K and K values from the previous experiment (Table 2), we can
exclude data points with the largest error due to the presence of ¢
conformers, without a significant impact on the apparent V.«
values fitted. The variation of these apparent values as a function
of time, reports the tertiary conformational relaxation; velocity
increases as the population gets enriched in 7 conformers, which
are mostly the dominant species at the substrate concentration
range explored. We can analyze this enrichment in 7 subunits,
which follows apparent first-order kinetics with a 4y, of
1.6x10°*+£0.2x10"* 57" (Figure 2C). A detailed kinetic analysis
of this conformational relaxation by means of a direct fluorometric
method is presented in the following section.
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®From experiments shown in Figure 1; parameters were obtained from global data fitting to equation 1.
PFrom experiment in Figure 2 that detects the catalytic activity of the high-affinity tertiary state. The K, value is obtained from fitting to hyperbola.

Fluorometric study of the relaxation kinetics of the
nanoencapsulated T conformer of ECGNPDA

Wild-type EcGNPDA lacks of an adequate endogenous spectral
signal for the kinetic study of its conformational transitions. For
this purpose, we designed a multiple mutant form of EcGNPDA
described in the methodological section (mutant I), whose intrinsic
fluorescence is quenched by GlcNAc6P binding. The relaxation
kinetics of the ligand-free enzyme encapsulated in the T state was
determined at different GIcNAc6P concentrations, and the
resulting £, were plotted against the ligand concentration. The
plot of the calculated £, as a function of GIcNAc6P concentration
is hyperbolic with a positive ordinate at the origin (Figure 3). This
result is consistent with the following two-step mechanism, with a
first rapid binding step followed by a slower conformational
transition (Figure 4). The bimolecular step is expected to be the
faster one; the unimolecular step, the rate-limiting step, involves a
slower conformational change, further slowed down by encapsu-
lation. This step is certainly the origin of Trp206 fluorescence
quenching, given the geometry of the involved residues in the
hexamer. This analysis is consistent with an induced-fit mecha-
nism triggered by GIcNAc6P binding. The corresponding function
relating £, with activator concentration, derived from the
mechanism in the scheme shown in Figure 4, is [33]:

ka[A]
kobs=k72+ m (2)

Where [A] is GlcNAc6P concentration, K] is the dissociation
constant for the ligand. The fitted parameters to this equation are
shown Table 3. The overall apparent dissociation constant for this
process, K/}, , is given by the following expression [33]:

, k_1k_» K,

i J(ka+k_s) 1+Ks (3)

Where KQ = kfg/kg

The binding properties of mutant I were verified in solution,
showing a close resemblance to the activator binding curve of the
wild type enzyme (not shown). Also, the apparent first-order rate
constant (kops) resulting from the present relaxation kinetics with
mutant F (inset of Figure 3), is similar to the calculated £, from
data in Figure 2C. These observations support the reliability of
relaxation experiments using this mutant.

The tertiary origin of allosteric activation and the
abolition of quaternary transition demonstrated by CD
spectrometry

Nanoencapsulated EcGNPDA has its quaternary transition
abolished, as indicated by the loss of homotropic cooperativity. In
additional support of this conclusion, we measured the CD
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Figure 3. Relaxation kinetics of the nanoencapsulated F
mutant in T conformation: effect of GICNAc6P concentration.
The florescence decay curves recorded at different activator concen-
trations were fitted to a single exponential function and the obtained
kobs Values were replotted as a function of the allosteric activator
concentration. Data were fitted to equation 2. The resulting rate
constants are shown in Table 3. The inset shows an example of one of
the recorded relaxation curves fitted to the first-order equation (dashed
red line). This example corresponds to the highest GICNAc6P
concentration tested (1 mM) (red symbol).
doi:10.1371/journal.pone.0096536.9g003

spectral changes associated to GIcNAc6P binding, as a diagnostic
tool for the quaternary state.

The T-R transition of soluble EcGNPDA produces a well-
characterized ellipticity change at 274 nm, which has been
recognized as a specific reporter signal for the allosteric transition
[34,35]. We took advantage of this property for monitoring the
quaternary state of the nanoencapsulated enzyme. We recorded
the CD spectral changes in the aromatic absorption range
produced by GIcNAc6P binding by using ligand-free monoliths
in either quaternary conformation.

Figure 5A shows the near-UV CD spectra, obtained with T or
R-state nanoencapsulated enzyme, both as ligand-free and
GlcNAc6P-saturated. The previously identified spectral change
associated with allosteric activation in solution is absent in either
ligand-free quaternary conformers. Upon the addition of a
saturating concentration of the allosteric activator, the monoliths
doped with T enzyme did not present the ellipticity change at
274 nm. Actually, the ellipticity of the T form at this wavelength
remains stable for at least 80 min (Figure 5B), in spite that by this
time the enzyme becomes allosterically activated (Figure 2). Only
the enzyme in the R state when in presence of the activator,
displays the characteristic spectral change of the enzyme-
GIcNACc6P complex in solution (Figure 5C). Figure 5B shows the
time course of this spectral change, recorded after the addition of a
saturating concentration of the activator to the nanoencapsulated
Ry form. The differential CD spectrum between the free and the
activator-bound forms in solution [17] shows a similar profile to
the differential spectrum of the nanoencapsulated forms, Rx
against T, verifying that the nanoencapsulated enzyme yields
equivalent results as the enzyme in solution (Figure 5D).

The CD spectral change at 274 nm originates in the
interactions built by the hydroxyl phenolic oxygen of Tyr254
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Figure 4. Proposed two-step mechanism. The scheme depicts the
mechanism with a fast step of activator binding, followed by a slow
tertiary transition.

doi:10.1371/journal.pone.0096536.9004

with the neighboring polypeptide chain of the vicinal subunit
[19,34]. Tyr254 was already recognized as the origin of this CD
reporter signal, because the site-directed Tyr254-Phe mutant does
not present this negative CD peak change [19]. These results,
taken together, confirm the tertiary origin of the allosteric
activation and its independence on the quaternary background
of the molecule. This spectral signal detects the occupation state of
the allosteric site exclusively in the R quaternary background. The
absence of some critical intersubunit contact displacements is
reflected on the differential CD spectra given by Tar and Rar
complexes (Figure 5C). Only the tertiary r-state in an R quaternary
background can build these interfacial contacts on the allosteric
site, including those involving Tyr254 phenolic hydroxyl group
(Figure 6). This property helps to assert the quaternary state in
which the enzyme is trapped and demonstrates that the allosteric
activation of the nanoencapsulated T conformer occurs indepen-
dently of the quaternary change and does not involve modifica-
tions of the interfacial subunit contacts.

Structural implications of the dissociation of allosteric
activation and cooperativity in the nanoencapsulated
EcGNPDA

Previous crystallographic and physicochemical studies indicated
the existence of conformational sub-states of the R conformer of
EcGNPDA, [14,21] however, its T state remained unexplored
from this point of view, mainly due to the short-lived condition of
the involved intermediates. Nanoencapsulation of the quaternary-
locked conformers of the enzyme resulted particularly suitable for
the study of the T state. We have found that GIcNAc6P activates
the gel-trapped enzyme with similar catalytical parameters, such as
those reported for the enzyme in aqueous phase (Tables 1 and 2).
This implies that the enzyme is capable of building all the required
interactions with bound GIcNAc6P in order to stabilize the
occupied subunit in the high affinity tertiary state. The activation
by GlcNAc6P of the subunits in a T background is similar to the
activation of the soluble enzyme (Tables 1 and 2). However, the
allosteric site presents drastic structural differences when compar-
ing the crystallographic structures of both allosteric conformers.
The allosteric site is formed in a cleft between neighboring
subunits around the three-fold axis of symmetry of the hexamer
(Figure 6). Both sides of the allosteric site in the R conformer have
binding contacts with the activator molecule, while the allosteric
site of the ligand-free T state appears drastically modified. Our
results indicate that under a ' quaternary conformation, probably
not too different to that shown in Figure 6A, individual subunits
are able to undergo a tertiary transition in the presence of
GlcNAc6P and build a high-affinity binding site for the substrate.
Face A of the allosteric site (Figure 6) is contiguous to the active
site and contains most of the GIcNAc6P binding contacts. This is
most likely the only face involved in the activator binding in the T
state. The other face, containing the N and C-terminal segments of
the molecule (face NC in Figure 6), shows two intersubunit
interactions that are modified by the quaternary transition and
whose role in promoting cooperativity has been demonstrated.
[18,19]. These interactions involve two key groups on face NC,
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Table 3. Relaxation kinetics parameters of the nanoencapsulated ligand-free T conformer of mutant F, upon binding of GIcNAc6P
at variable concentrations.

K* k5* ? Kais®

8.6x10 °*+04x10 > s 13010 *+0.05%x10 % s’ 19.3x107°+7.0x107° M 7.7x107°+2.8%10° M

®Parameters obtained by fitting data in figure 3 to equation 2.
bCalculated from equation 3.
doi:10.1371/journal.pone.0096536.t003

both forming contacts with face A. The phenolic hydroxyl group concentrations that resemble those of the allosteric activation of
of Tyr254 that forms a direct intersubunit interaction and the N- the trapped T conformer.
terminal amino group (face NC) interacting with face A through On the facing side of the allosteric site, some intrasubunit

the phosphate bridge formed by the 6-phospho group of bound changes involving the active and allosteric sites have been
GIcNACc6P. The interruption of these contacts was brought about described. Even if we do not know the structural details of the ¢-

by site-directed mutagenesis or specific chemical modification of 7 transition, some changes observed in the crystallographic
N-terminal amino group, respectively. It is worth to remark that structures can be considered as possible components of the
these changing contacts of Tyr254 are the origin of CD spectral intrasubunit conformerization. A striking example is the rotation
changes associated with the T-R transition. Both modifications of the Glu148 side chain that interacts with the catalytic His143 in
produced velocity versus substrate patterns at different GIcNAc6P the R structure and moves in the T state, forming a salt-link with

Lys160, on the allosteric site of the same face A [13]. While
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Figure 5. Circular Dichroism spectra of GNPDA-doped gels in the aromatic absorption range. (A) continuous line, CD spectrum of a
monolith doped with ligand-free enzyme in T conformer; dashed line, spectrum of the same T gel equilibrated with 1 mM GIcNAc6P; dotted line, CD
spectrum of a monolith doped with ligand-free enzyme in R conformer; dotted-dashed line, spectrum of the same R gel equilibrated with 1 mM
GIcNAC6P. (B) Time course of CD change at 274 nm. The ligand-free enzyme nanoencapsulated in either quaternary conformer was added with 1 mM
GIcNAC6P: (@), T form; (O), R form. The decay curve given by the R conformer was fitted to a simple exponential function. (C) Differential CD
spectrum between the activator-saturated conformers and its correspondent ligand-free forms, showing the ellipticity change of the
nanoencapsulated enzyme produced by GIcNAc6P binding. Red line: Ta-Ty; green line, Ra - Ro. (D) CD spectral difference between the activator-
saturated R doped gel and the T, gel. These forms of the enzyme are equivalent to the extreme states observed in solution (T, and Ra); this
differential spectrum matches with the corresponding spectral changes reported in solution [34].

doi:10.1371/journal.pone.0096536.g005
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Tertiary Origin of ECGNPDA Allosteric Activation

Figure 6. ECGNPDA allosteric site represented at each quaternary conformation. (A) The intersubunit cleft in the T state (PDB 1FSF) and (B)
in the R state (PDB 1FS5) [14]. Face A is colored in blue and face NC in orange; GIctNAc6P carbons are in green. The allosteric site in both quaternary
conformations was oriented with respect to face C to emphasize its changes in relation to face A. The figure shows the cleft between faces A and NC
where GIctNAc6P binding site is located, this space narrows on quaternary transition from T to R state; its displacement is blocked in the T gel. In spite
of this apparent disruption of the GIctNAc6P binding site, the nanoencapsulated T state enzyme still binds the activator. The shown interactions of this
ligand to face A in the R state must be available also in the T conformation. The GIcNAC6P interaction in the face A of the T state can trigger a tertiary
activation restricted to its own subunit. The interfacial contacts disrupted in T state must play a critical role in the propagation of cooperativity to the

whole hexamer. Images were prepared using PyMOL [37].
doi:10.1371/journal.pone.0096536.g006

tertiary transition under a T background only modifies GIcNAc6P
binding properties of face A, the interfacial interaction appearing
in the R state seems to be responsible for coupling the tertiary
transitions with the quaternary rearrangement of the whole
hexamer.

Concluding Remarks

We characterized the allosteric activation of the nanoencapsu-
lated T conformer of EcGNPDA under conditions of total
suppression of the quaternary transition. Activation by GlcNAc6P
is elicited by its binding to face A of each subunit (Figure 6), which
undergoes a conformational change. These changes can be
interpreted as a transition between two extreme tertiary states f
and 7, respectively, of low and high affinities for its ligands,
GIcN6P and GIcNAc6P. Our analyses of GlcNAc6P binding
revealed the sequential nature of this conformational change that
modifies the binding properties of the active site located in the
same subunit. We provided kinetic evidence for the existence of
tertiary mixed forms at EcCGNPDA T conformers. Our results
pointed out the role of the intersubunit contacts between faces A
and NC at the allosteric site, in the coupling mechanism of tertiary
events to the quaternary T-R transition, which trigger homotropic
cooperativity in the free enzyme in solution. The present studies
on the T conformer of EcCGNPDA shed some light on its coupling
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Apéndice 2. Simulacién del comportamiento de ks con ecuaciones
para un sistema acoplado de tres estados conformacionales.

Logramos reproducir el patrén de velocidad de relajacién contra concentracion de activador alostérico
observado experimentalmente, a través de simulaciones numéricas utilizando Wolfram Mathematica
11. Los mecanismos conformacionales de dos especies de dos pasos tienen una solucién analitica
mientras que el mecanismo acoplados de dos especies y otras complicaciones solo pueden ser
simulados numéricamente planteando las matrices de ecuaciones con el método de Vogt Et al. '+

f!
f!

& =

Esquema del mecanismo acoplado de tres estados conformacionales. Se muestran las 6 especies que conforman
los tres estados conformacionales con su estado ligante. Las rutas de ajuste inducido y seleccién conformacional
estan acopladas en el mecanismo.

A continuacién, se muestran las simulaciones obtenidas con Mathematica. Los comportamientos
observados en el cuarto y quinto valor propio son similares a los que se obtienen experimentalmente.
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m dt/dt= tA kp+r*k7-t(koL+k5)
dtL/dt= tkoL+r*Ak3-tA(kp+k1
dr*L/dt= tAk1+rAk4+r*kqL-r*A(k3+k2+kr)
drA/dt=r*Ak2+rksL-rA(k4+kt)
dr/dt= rAkt+r*k6-r(ksL+k8)
dr*/dt=tk5+r*Akr+rk8-r*(k7+kqL+k6)

= Matriz de velocidad
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kl =0.000272
k2 = 0.00009219
k3 = 0.00006793

k4 = 0.0001787
k5 = 0.00003743
k6 = 0.0001259
k7 = 0.00024

k8 = 0.0002666
ko = 0.001018
kp = 0.00015
kq = 0.1018
kr = 0.00382
ks = 0.0075
kt = 0.0007378

0.000272

0.00009219
0.00006793

0.0001787

0.00003743

0.0001259

0.00024

0.0002666

0.001018

0.00015

0.1018

0.00382

0.0075

0.0007378

A={{-((koxL)+k5), kp, 0, 0, 0, k7}, {ko*L, - (kp + k1), k3, 0, 0, 0},

{0, k1, - (k2 +k3 +kr), k4, 0, kq+ L}, {0, 0, k2, - (k4 +kt), ksx L, 0},

{0, 0,0, kt, - ((ks*L) +k8), k6}, {k5, 0, kr, 0, k8, - (k7 + (kq#L) +k6)}}
({-0.00003743 - 0.001018 L, 0.00015, 0, 0, 0, 0.00024},

(0.001018 L, -0.000422, 0.00006793, 0, 0, 0},

(0, 0.000272, -0.00398012, 0.0001787, 0, 0.1018 L},

(0, 0, 0.00009219, -0.0009165, 0.0075 L, 0},

(0,0, 0, 0.0007378, -0.0002666 - 0.0075 L, 0.0001259},

(0.00003743, 0, 0.00382, 0, 0.0002666, —0.0003659 - 0.1018 L}}
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= Experimental data

S={{0.01, 0.0001897850}, {0.02, 0.0001623570},
{0.03, 0.0001413280}, {0.05, 0.0001199340}, {0.1, 0.0001043610},
(0.2, 0.0001046720}, {0.3, 0.0000919964}, {0.5, 0.0000816291},
{0.75, 0.0000891298}, {1, 0.0000681160}, {2, 0.0000787055}}

{{-k5-koL, kp, 0, 0, 0, k7}, {koL, -k1-kp, k3,0, 0, 0},
(0, k1, -k2 -k3 -kr, k4, 0, kqL}, {0, 0, k2, -k4-kt, ks L, 0},
{0, 0,0, kt, -k8 -ks L, k6}, {k5, 0, kr, 0, k8, -k6 - k7 -kqL}}

MatrixForm[{{-k5-ko L, kp, 0, 0, 0, k7}, {koL, -kl -kp, k3, 0, 0, 0},
{0, k1, -k2 - k3 -kr, k4, 0, kqL}, {0, 0, k2, -k4 -kt, ks L, 0},
{0, 0, @, kt, -k8 -ks L, k6}, {k5, 0, kr, 0, k8, -k6 - k7 -kq L}}]
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B = -Eigenvalues[A]

{-Root[8.36539 x 107! + 1.85842x 10 %% L +4.9558 x 10727 L? + 3.86552 x 1072° L° +
(1.53402x107*° +2.79449x10° L +2.58975x 10 ® L* + 8.58212x 10°° L®) nl +
(1.88111x10°°+0.0000441731 L + 0.000297774 L* + 0.00061082 L*) #1” +
(0.00738326 + 0.187309 L + 1.04662 L* + 1. L*) n1®+ (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?

71% + (7704.86 + 141935, L) #1°+ 1.2866 x 10°#1° &, 1],

-Root[8.36539 x 107> +1.85842 x 1072 L +4.9558 x 10 2" L? +3.86552 x 107%° L® +
(1.53402x107*° +2.79449x10°° L +2.58975x 10 ® L* + 8.58212x10°° L®) nl +
(1.88111x10°°+0.0000441731 L + 0.000297774 L* + 0.00061082 L*) #1? +
(0.00738326 + 0.187309 L + 1.04662 L* + 1. L*) n1®+ (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?)

#1% + (7704.86 + 141935, L) #1°+ 1.2866 x 10° #1° &, 2],

~Root[8.36539 x 107> + 1.85842 x 1072 L +4.9558 x 10 2" L? +3.86552 x 107 %° L® +
(1.53402x107*°+2.79449x107° L +2.58975x10°° L? + 8.58212 x 10 ® L?) 1 +
(1.88111x10°°+0.0000441731 L + 0.000297774 L* + 0.00061082 L*) #1? +
(0.00738326 +0.187309 L + 1.04662 L* + 1. L*) n1%+ (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?

11% + (7704.86 + 141935. L) #1° + 1.2866 x 10° #1° &, 3],

-Root[8.36539x 107> + 1.85842x107°° L +4.9558 x 102" L? +3.86552 x 107%° L® +
(1.53402x107*°+2.79449%x10°° L +2.58975x10°° L* + 8.58212 x 10 ® L?) 1 +
(1.88111x10°°+0.0000441731 L + 0.000297774 L* + 0.00061082 L*) #1? +
(0.00738326 +0.187309 L + 1.04662 L* + 1. L*) n1%+ (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?

#1% + (7704.86 + 141935. L) #1°+ 1.2866 x 10° #1° &, 4],

~Root[8.36539x 107> + 1.85842x107°° L +4.9558 x 102" L? +3.86552 x 107 %° L® +
(1.53402x107*° +2.79449x10°° L +2.58975x10°° L* + 8.58212 x 10 ® L?) 1 +
(1.88111x10°°+0.0000441731 L + 0.000297774 L* + 0.00061082 L*) n1” +
(0.00738326 + 0.187309 L + 1.04662 L? + 1. L°) n1° + (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?)

11% + (7704.86 + 141935, L) #1°+ 1.2866 x 10° 1#1° &, 5],

~Root[8.36539 x 10 > +1.85842x 10 % L +4.9558 x 1027 L? + 3.86552x 10 2° L* +
(1.53402x107*° +2.79449x10°° L +2.58975x10°° L* + 8.58212 x 10 ® L?) 1 +
(1.88111x107°+0.0000441731 L + 0.000297774 L + 0.00061082 L°) #1? +
(0.00738326 + ©.187309 L + 1.04662 L* + 1. L) #11° + (11.9924 +291.796 L + 1125.47 L?

11*+ (7704.86 + 141935. L) #1° + 1.2866 x 10° 11° &, 6] |

Show[Plot [B[[1]], {L, ©, 1}], Frame
Show[Plot [B[[2]], {L, ©, 1}], Frame

- True]
-

Show[Plot [B[[3]], {L, ©, 1}], Frame » True]
-
-
-

True]

Show[Plot [B[[4]], {L, ©, 1}]1, Frame
Show[Plot [B[[5]], {L, ®, 1}], Frame
Show[Plot [B[[6]], {L, ®, 1}], Frame

True]
True]
True]
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