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RESUMEN

La fosfofructoquinsa-2 (Pfk-2) de E. coli transfiere eficientemente un grupo
fosfato al hidroxilo 1 de fructosa-6-P utilizando MgATP, reaccién cuya velocidad es
regulada negativamente mediante un sitio alostérico para MgATP. Analisis filogenéticos
y la reciente obtencidon de la estructura cristalografica de la Pfk-2, sitian a esta enzima
entre un grupo de quinasas de azucares y vitaminas denominado superfamilia de la
riboquinasa. Las enzimas representantes de esta superfamilia comparten un dominio
comun tipo o/f/o que contiene la mayoria de los determinantes estructurales que
originan el sitio activo. Por otra parte, estudios cristalograficos, y en algunos casos
bioquimicos, han descrito a los miembros de esta familia como tetrdmeros, trimeros,
dimeros y mondmeros que presentan arreglos cuaternarios que ocurren a través de
diferentes superficies de interaccion.

En ausencia de sustratos o en presencia de fructosa-6-P, la Pfk-2 se ha descrito
como un homodimero de 66 KDa, cuya interfaz se crea a través de elementos de
estructura secundaria adicionales al dominio conservado o/fB/a de los representantes de
la superfamilia de la riboquinasa. Sin embargo, en la Pfk-2 y en sus homologos mas
cercanos, no se han determinado las caracteristicas estructurales de sus subunidades
aisladas y por ende se desconoce el papel de la estructura cuaternaria en cuanto a la
funcion y estabilidad en estos tipos de dimeros.

Por otro lado, la union de MgATP al sitio alostérico de la Pfk-2 tiene como
resultado la asociacidon del dimero nativo en tetramero, lo cual ha sido correlacionado
con la inhibicion de la actividad enzimatica. La inhibicion alostérica y el concomitante

cambio de estado de agregacion son caracteristicas exclusivas para la Ptk-2 de E. coli,
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ya que homologos cercanos capaces de fosforilar otros azlicares no presentan esta
caracteristica.

De esta forma, la Ptk-2 de E. coli presenta dos tipos de interfaz: una estructuralmente
conservada, relacionada con la arquitectura del sitio activo y otra no conservada,
relacionada con la regulacion alostérica de su actividad catalitica.

En esta tesis se perturbo la estructura de la Pfk-2 mediante la utilizacién de
agentes caotropicos, temperatura y mutagénesis sitio dirigida, con el propdsito de
conocer el papel de las interacciones cuaternarias en la estabilidad de la enzima, catalisis
enzimatica y regulacion alostérica.

El desplegamiento de la Pfk-2 inducido por GdnHCI se determiné mediante
medidas de actividad enzimatica, fluorescencia intrinseca, dicroismo circular,
cromatografia de exclusion y dispersion dinamica de luz, para caracterizar los cambios
conformacionales involucrados en la disociacion y desplegamiento de la enzima. El
tratamiento con GdnHCI de la configuracion dimérica de la Pfk-2 mostré la presencia de
un intermediario inactivo con propiedades fluorescentes similares al estado desplegado,
pero que retiene alrededor de un 30 % de la sefal de dicroismo circular correspondiente
al dimero nativo. Para evaluar el estado de agregacion del intermediario, se determind el
efecto de la concentracion de proteina en las transiciones que lo originan, con el fin de
detectar los cambios conformaciones acoplados a la disociacion de las subunidades de la
Pfk-2. Esta aproximacion experimental, junto a experimentos de cromatografia de
exclusion y dispersion dindmica de luz, indica que el intermediario corresponde a un
mondmero expandido con un radio hidrodindmico de ~38 A, lo que equivale a un radio

hidrodindmico 12 A mayor que el calculado para un monémero compacto de 33 KDa (el
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tamano de la subunidad de la Pfk-2). Estos resultados permitieron proponer un
mecanismo minimo para el desplegamiento de la Pfk-2 representado por el siguiente
modelo,

Nye2le2U

donde N representa el dimero nativo, I es el intermediario monomérico y U es el estado
desplegado de la enzima. El ajuste de este modelo a las transiciones conformacionales
observadas en presencia de GdnHCI, indico6 que los cambios conformacionales que
ocurren en la transicion N,«>2I dan cuenta del 75 % de la estabilidad del dimero nativo
N, respecto al estado desplegado. Por lo tanto, se postula que la pérdida de estructura
cuaternaria inducida por GdnHCI, es un proceso que no puede diferenciarse de la
pérdida de una parte importante de la estructura secundaria de las subunidades. Por otra
parte, el desplegamiento de la Pfk-2 a partir de su configuracion tetramérica, obtenida en
presencia de MgATP, mostr6 la formacion de un intermediario tetramérico que se
caracterizd por presentar un espectro de fluorescencia alterado respecto al tetramero
nativo. La disociacion del tetrdmero transcurre en un estrecho intervalo de agente
caotropico sin una clara prueba de la acumulacion de dimeros o mondémeros compactos.
Por el contrario, s6lo se observa la acumulacion de un intermediario monomérico
desestructurado con propiedades similares al anteriormente descrito. Estos resultados
indican que los mondmeros aislados de la Pfk-2 no son estabilizados por la uniéon de
MgATP al sitio alostérico

Con el fin de estudiar las propiedades estructurales del mondémero en ausencia de

GdnHCI, se perturb¢ la interfaz monémero-mondémero de la Pfk-2 mediante el cambio
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de L93 por alanina. La mutante se caracterizO como un mondémero inactivo, con un
mayor grado de estructura secundaria y 9 A més compacto que el intermediario
monomérico obtenido en presencia de GdnHCI. No obstante, en comparacion con su
conformacién asociada la mutante presentd una importante pérdida de estructura
secundaria. En condiciones donde la mutante se encuentra disociada, el aumento de la
temperatura y el tratamiento con GdnHCI, mostraron que esta especie presenta una
estabilidad marginal ya que la pérdida de su estructura secundaria no origina
transiciones sigmoides como las obtenidas a partir de su configuracion dimérica. En
conjunto estos resultados indican que las subunidades aisladas de la Ptk-2 carecen de
interacciones terciarias, las que solo se establecen cuando la enzima adquiere su
estructura cuaternaria.

El papel de la interfaz dimero-dimero en la regulacion alostérica de la Pfk-2 se
analizé mediante la caracterizacion cinética y la capacidad de formar tetrameros de una
serie de mutantes originadas por la remocion sistematica de residuos y segmentos del
extremo carboxilo terminal de la enzima. Estas mutantes se construyeron debido a que
experimentos de proteolisis limitada sugerian que el extremo carboxilo terminal de la
enzima podria contener residuos que participan en la formacion del tetramero. Se
encontrd que la remocion de segmentos del extremo carboxilo terminal de la Pfk-2,
produce enzimas con una pseudo-afinidad disminuida (elevadas Km aparentes) para
MgATP y no forman tetrdmeros en presencia del nucledtido. A partir de esta
informacion se generaron dos mutantes puntuales del extremo carboxilo terminal, con el
fin de afectar separadamente el aumento de la Km aparente para MgATP de la falla en la

formacion de tetrameros. La mutante Y306A mostrd parametros cinéticos y un patron de
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inhibicién de la actividad enzimatica idéntico a los de la enzima silvestre, pero no
presentd cambios en el estado de agregacion en presencia del nucledtido. Por otra parte,
la mutante L307A present6d el mismo comportamiento cinético y estado de agregacion
en presencia del nucledtido que las mutantes que resultaron al remover segmentos del
extremo carboxilo terminal. Estos resultados indican que la formacion de tetrameros no

es requisito para la regulacion alostérica de la Pfk-2.
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ABSTRACT

Phosphofructokinase-2 (Pfk-2) from E. coli efficiently transfers a phosphate group to the
1 hydroxyl of fructose-6-P using MgATP, a reaction whose velocity is negatively
regulated by an allosteric site for MgATP. Phylogenetic analysis and the recent
resolution of the crystallographic structure of the Pfk-2, place this enzyme among a
group of sugar and vitamins kinases known as the ribokinase superfamily. The
representatives of this superfamily share a common o/p/a type domain which contains
most of the structural determinants that originate the active site. Moreover,
crystallographic studies, and in some cases also biochemical studies, have described the
members of this family as tetramers, trimers, dimers and monomers that present
quaternary arrangements that occur through different areas of interaction.

In the absence of substrates or in the presence of fructose-6-P, Pfk-2 has been
described as a homodimer of 66 KDa, whose interface is created through secondary
structure elements that are, in addition to the conserved o/p/o. domain, representative of
the ribokinase superfamily. However, in Pfk-2 and its closest homologues, the structural
characteristics of its isolated subunits have not yet been determined and hence the role of
the quaternary structure, in terms of function and stability in these types of dimers, is
unknown.

On the other hand, binding of MgATP to the allosteric site of the Pfk-2 provokes
the association of the native dimer into a tetramer, which has been correlated with the
inhibition of the enzymatic activity. The allosteric inhibition and the concomitant change
in the status of aggregation are unique characteristics of Ptk-2 from E. coli, since close

homologues that phosphorylate other sugars do not present this feature.
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Thus, Ptk-2 from E. coli presents two kinds of interfaces: a structurally
conserved one, related to the architecture of the active site, and a non-conserved one
related to the allosteric regulation of its catalytic activity.

In this thesis the structure of Pfk-2 was unfolded by using chaotropic agents,
temperature and site directed mutagenesis, in order to find out the role of the quaternary
interactions in the stability, enzymatic catalysis and allosteric regulation of the enzyme.

The unfolding of Pfk-2 induced by GdnHCI was determined by measurements of
enzyme activity, intrinsic fluorescence, circular dichroism, size exclusion
chromatography and dynamic light scattering in order to characterize the conformational
changes involved in the unfolding and dissociation of Pfk-2. Treatment with GdnHCI of
the dimeric configuration of Pfk-2 shows the presence of an inactive intermediary with
fluorescent properties similar to the unfolded state, but retaining about 30% of the
circular dichroism signal shown by the native dimer. To evaluate the state of aggregation
of the intermediary, the effect of the protein concentrations in the transitions that
originate this species was determined in order to detect the conformational changes
coupled to the dissociation of the subunits of Pfk-2. This experimental approach, along
with size exclusion chromatography and dynamic light scattering experiments, indicates
that the intermediary is an expanded monomer with a hydrodynamic radius of ~ 38 A,
which is 12 A larger than the expected hydrodynamic radius calculated for a compact
monomer of 33 KDa (the molecular size of the Pfk-2 subunit). These results prompted
the proposition of a minimum mechanism for the unfolding and dissociation of Pfk-2
represented by the following model,

N, &2l - 2U

X1X



where N, represents the native dimer, I is the monomeric intermediate and U is the
unfolded state of the enzyme. The adjustment of this model to the conformational
transitions observed in the presence of GdnHCI, indicate that the conformational
changes that occur during the N,«»21 transition accounts for 75% of the stability of the
Ny native dimer with regard to the unfolded state. Therefore, we postulate that the loss of
quaternary structure induced by GdnHCI, is a process that cannot be distinguished from
the loss of an important part of the secondary structure of the subunits. On the other
hand, the unfolding of Pfk-2 from its tetrameric configuration obtained in the presence
of MgATP, shows the formation of a tetrameric intermediate that is characterized by the
presence of an altered fluorescence spectrum with respect to the native tetramer. The
tetramer dissociation takes place in a narrow interval of chaotropic agent concentration
without clear evidence of the accumulation of compact dimers or monomers. In contrast,
the accumulation of a monomeric intermediate with similar structural properties to the
one described above was observed only. These results indicate that the isolated subunits
are not stabilized by the allosteric binding of MgATP.

In order to study the structural properties of the monomer in the absence of
GdnHCI, the Pfk-2 monomer-monomer interface was disrupted by changing L93 by
alanine. The mutant was characterized as an inactive monomer, with a greater degree of
secondary structure and 9 A more compact than the monomeric intermediate obtained in
the presence of GdnHCI. Nevertheless, compared with its associated conformation, the
mutant presented a significant loss of secondary structure. Under conditions where the
mutant was found dissociated, the temperature increment and treatment with GdnHCI

show that the mutant has a marginal stability, since the secondary structure loss does not
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show sigmoid transitions as those obtained from its dimeric configuration. Together,
these results indicate that the isolated subunits of Pfk-2 lack tertiary interactions, which
are only established when the enzyme acquires its quaternary structure.

The role of the dimer-dimer interface in the allosteric regulation of Pfk-2 was
tested by kinetic characterization and by the ability to form tetramers of several mutants
created by systematic deletions of residues from the Pfk-2 C-terminal end. These
mutants were constructed since limited proteolysis experiments had suggested that the
C-terminal end could contain residues that participate in tetramer formation. It was
found that the deletion of segments from the C-terminal end of Pfk-2 produces enzymes
with a diminished pseudo-affinity (high apparent Km) for MgATP and do not form
tetramers in the presence of the nucleotide. From this information two puntual mutants
in the C-terminal region were generated, in order to separately affect the increment of
the apparent Km for MgATP from the failure in tetramer formation. The mutant Y306A
showed similar kinetic parameters and an inhibition pattern with respect the wild type
enzyme, but did not show changes in the aggregation state in the presence of the
nucleotide. Moreover, the mutant L307A had the same kinetic behavior and aggregation
state in the presence of the nucleotide compared to those mutants that resulted from the
successive deletion of the C-terminal residues. These results indicate that tetramer

formation is not a requirement for the allosteric regulation of Pfk-2.
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INTRODUCCION

La estructura cuaternaria, el arreglo tridimensional de las subunidades, juega un
papel critico en la regulacion, estabilidad y actividad catalitica de las enzimas
oligoméricas. En algunos casos, los contactos interfaciales de las subunidades son
completamente requeridos para la correcta funcion y estabilidad del oligdmero. Tales
tipos de complejos han sido referidos como permanentes debido a que la separacion de
las subunidades produce la pérdida de su actividad biolégica (Jones y Thornton, 1996;
Larsen y col., 1998; Tsai y Nussinov, 1997). Por otro lado, el estado de agregacion
puede ser modulado por interacciones proteina-ligando que favorezcan diferentes
estados de agregacion con propiedades diferentes (Nooren y Thornton, 2003).

En el caso de los complejos enzimaticos transitorios o no obligados, las
subunidades aisladas son especies estables (Nooren y Thornton, 2003) y por ende los
cambios conformacionales que dependen del estado de agregacion son sutiles y se
manifiestan a través de cambios estructurales a nivel del sitio activo. Los ejemplos mas
comunes corresponden a enzimas alostéricas, donde la union del efector alostérico
cambia el estado de agregacion de la enzima. La glicerol quinasa de E. coli controla la
utilizacion de glicerol en funcidn de la concentracion de glucosa (Holtman y col., 2001)
mediante la inhibicion alostérica inducida por fructosa-1,6-bisP (Zwaig y col., 1970). En
ausencia de su efector alostérico, esta enzima presenta un equilibrio dimero-tetramero
donde ambas especies son capaces de unir fructosa-1,6-bisP, pero con distintas
afinidades. Dado que la especie tetramérica presenta una constante de afinidad por

fructosa-1,6-bisP 4.000 veces superior a su contraparte dimérica, la presencia de



fructosa-1,6-bisP favorece la agregacion del tetramero (Yu y Pettigrew, 2003). Este
ejemplo corresponde a un equilibrio de agregacion facilitado por la unién del ligando, ya
que desplaza el equilibrio hacia un estado de agregacion en particular. En este caso, el
cambio de estado de agregacion es determinante para la inhibicion alostérica de la
enzima por fructosa-1,6-bisP, dado que la perturbacién de la interfaz del tetramero,
mediante mutagénesis sitio dirigida, produce dimeros incapaces de agregar ¢ insensibles
a la inhibicion por fructosa-1,6-bisP (Liu y col., 1994).

Por otro lado, en oligobmeros cuya estructura cuaternaria ha evolucionado
conjuntamente con su funcioén bioldgica, la formacion de la interfaz es crucial para la
actividad y, en algunos casos, para la estabilidad de sus subunidades aisladas (Neet y
Timm, 1994). En esos casos, las reacciones de disociacion/asociacion pueden estar
acopladas a reacciones de desplegamiento de las cadenas polipeptidicas constituyentes ¢
a cambios conformacionales mas sutiles que llevan a la pérdida de la funcion bioldgica.

Por ejemplo, el tratamiento del homotetramero de la Pfk-1 de E. coli, con agentes
caotropicos como urea (Bras y col., 1989) o isotiocianato de sodio (Deville-Bonne y
col., 1989), produce la disociacion del tetramero a lo largo de la interfaz donde se ubican
los sitios activos. Esto genera dimeros inactivos que conservan la capacidad de unir
efectores alostéricos, ya que los contactos dimero-dimero de la Pfk-1 no cooperan con
las interacciones intermoleculares responsables de la integridad estructural del
homodimero disociado, pero si son necesarios para formar los sitios activos ubicados en
el tetramero. En el otro extremo, existen proteinas oligoméricas cuyas subunidades
pierden casi toda su estructura terciaria y secundaria al ser disociadas; dicho de otra

manera, sus subunidades pierden la habilidad de existir independientemente. Un ejemplo



es el represor Arc del fago P22. Esta proteina es un homodimero de 22 KDa cuyas
subunidades se asocian a través del entrecruzamiento de dos hélices a y dos hebras
(Breg y col., 1990). La disociacion de esta proteina, inducida por urea como agente
desestabilizante, mostré que el desplegamiento y la disociacion de sus cadenas
polipeptidicas transcurre a través de una transicidon Unica, que resulta en la pérdida
simultinea de toda la estructura terciaria y secundaria del homodimero nativo,
estableciéndose que las Unicas especies que pueblan el equilibrio son el homodimero
nativo y el monomero desplegado (Bowie y Sauer, 1989). En este caso, las transiciones
que dan cuenta del equilibrio entre ambos estados son dependientes de la concentracion
de proteina, postulandose que el plegamiento y asociacién del homodimero nativo son
equilibrios que estdn fuertemente acoplados. Por otro lado, mutaciones puntuales de
algunos de los aminoécidos que participan en la interfaz mondémero-mondémero del
represor Arc, producen mondmeros con un contenido de estructura residual incapaz de
sostener interacciones cooperativas (Milla y Sauer, 1995). Este ejemplo corresponde a
un caso algo inusual, en donde el estado nativo de una proteina (dimero) es estabilizado
por un centro hidrofébico que se crea por la interaccion de las cadenas polipeptidicas
(Larsen y col., 1998). Asi, la disociacion de las cadenas polipeptidicas esta condicionada
a la hidratacion de los residuos apolares que conforman el centro hidrofobico del
dimero, es decir al desplegamiento de las cadenas polipeptidicas que lo conforman.

Las dos enzimas que catalizan la fosforilacion de fructosa-6-P dependiente de
MgATP en E. coli, la fosfofructoquinasa-1 (Pfk-1) y la fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2)
(Babul, 1978), estan compuestas por subunidades. Estas enzimas presentan propiedades

regulatorias diferentes, aunque ambas son inhibidas por MgATP (Babul, 1978; Guixé y



Babul, 1985). Esta inhibicion y la elevada especificidad por fructosa-6-P son
propiedades que han sido adquiridas por caminos evolutivos diferentes ya que ambas
proteinas han sido asignadas a familias no relacionadas filogenéticamente.

La Pfk-2 de E. coli, dimero conformado por subunidades idénticas de 33 KDa,
pertenece a una extensa familia de quinasas de azlicares denominada como superfamilia
de la riboquinasa (Ronimus y Morgan, 2001). Se han caracterizado miembros de esta
familia en una variedad de configuraciones cuaternarias, incluyendo tetrameros,
trimeros, dimeros y monémeros, las que comparten un dominio conservado que contiene
la mayoria de los contactos nativos de cada subunidad, denominado dominio o/B/a o
dominio mayor (Zhang y col., 2004). No obstante la gran variedad de estructuras
cuaternarias descritas, la caracteristica principal que diferencia la topologia del sitio
activo y la manera de formar los oligdmeros, es la presencia de un elemento de
estructura secundaria adicional que conforma una hoja B (Zhang y col., 2004). En la Pfk-
2, cuya estructura ha sido recientemente obtenida por nuestro grupo (Cabrera y col.,
2006; PDB ID: 3CQD") y en sus homoélogos cercanos, este elemento adicional es creado
por cuatro hebras tipo B que se insertan en el extremo N-terminal del dominio
conservado o/pf/a que conforma cada subunidad (Figura 1). Como fue descrito
inicialmente en la estructura de la riboquinasa (Sigrell y col., 1998), en la estructura de
la Pfk-2 la interaccion de ambas hojas-p crea una interfaz entrecruzada denominada

como S-clasp, donde las interacciones hidrofobicas predominan en la region central

! Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Databank = PDB # 3CQD. Ambrosio,
A.L.B., Cabrera, R., Caniuguir, A., Garratt, R.C., Babul, J. Structure of the tetrameric inhibited form of
phosphofructokinase-2 from Escherichia coli.



Figura 1. Estructura del homodimero de la Pfk-2, correspondiente a la unidad asimétrica
del cristal obtenido en presencia de MgATP. A. La Pfk-2 se dibuja en diagrama de cintas
coloreadas de acuerdo a los elemeritos de estructura secundaria presentes: hélice-o. (morado),
hebras- B (amarillo), hélice; o (azvl), giros-p (celeste) y lazos (gris). Las flechas indican la
ubicacion de cada sitio activo presente en el dimero. En el centro de la estructura resaltan las
hebras B que cubren cada sitio activo y ademas forman la interfaz del homodimero. B. Superficie
de interaccion de los monomeros de la Pfk-2. En plomo se muestra los contactos apolares y en
rosado los contactos polares representados por puentes de hidrogeno; en negro se muestra la
superficie que no estd en contacto con el mondémero adyacente. La superficie escondida por cada
subunidad corresponde a 1.440 A% de los cuales unos 970 A” corresponden a contactos apolares
(68 % de la superficie total). Los valores se calcularon mediante el servidor usando el servidor
pissa (Krissinel y Henrick, 2007).



entre ambas hojas B (ver Figura 1). Estas caracteristicas sugieren que la interfaz de
asociacion de la Pfk-2 constituye un dominio per se (un dominio creado por
interacciones intermoleculares) el cual estd separado del dominio conservado (o/B/a) a
través de los sitios activos presentes en el homodimero, como se observa en la Figura 1.
De esta forma, el dimero nativo de la Pfk-2 parece estar estabilizado por dos dominios:
un dominio creado por un centro hidrofobico bimolecular, conformado por Ia
interaccion de dos hojas B y el dominio conservado o/B/a, que da cuenta de la mayor
parte de los contactos intramoleculares de cada subunidad. Sin embargo, para la Pfk-2 y
sus homologos mas cercanos, se desconoce como la interaccion de los mondmeros
coopera para lograr una enzima estable y biolégicamente activa, ya que no existen
estudios de plegamiento disponibles para este tipo de topologias de la superfamilia de la
riboquinasa.

Por otra parte, en presencia de su sustrato MgATP, Pfk-2 cambia su estado de
agregacion de un dimero a un tetrdmero formando una interfaz adicional a la interfaz f-
clasp (Kotlarz y Buc, 1981; Guixé y Babul, 1988; Cabrera y col., 2002; Caniuguir y col.,
2005). La formacion del tetrdmero de la Ptk-2 ha sido correlacionada con la regulacion
de su actividad enzimatica ejercida por su sustrato MgATP. Pfk-2 es inhibida
alostéricamente por MgATP lo que se observa como una disminucion de la velocidad
cuando la enzima se ensaya a elevadas concentraciones del nucleotido y bajas
concentraciones de su co-sustrato fructosa-6-P (Kotlarz y Buc, 1981; Guixé y Babul,
1985). Esta caracteristica es relevante para el metabolismo de E. coli ya que la expresion
de una mutante incapaz de ser inhibida por MgATP resulta en una disminucion de la

velocidad de crecimiento de la bacteria en fuentes de carbono gluconeogénicas (Torres y



col., 1997). La correlacion entre la inhibicién enzimatica y el cambio de estado de
agregacion inducido por MgATP, proviene de experimentos de sedimentacion en
gradiente de sacarosa, que indican que la formacion del tetrdmero se favorece cuando se
utilizan mezclas de sustratos inhibitorias para la actividad enzimatica (Kotlarz y Buc,
1981; Guix¢é y Babul, 1988). De esta manera, la especie activa de la enzima ha sido
correlacionada con el dimero y la especie inactiva o inhibida con el tetrdmero. Bajo esta
hipdtesis, nuestro grupo ha estudiado el mecanismo de formacién del tetramero para
entender el mecanismo alostérico de la Pfk-2 que conduce a la inhibicién de su actividad
enzimatica. Isotermas de union de MgATP a la Pfk-2 indican que la formacion del
tetrdmero no ocurre por un desplazamiento de un equilibrio preexistente entre dimeros y
tetrdmeros, sino mas bien por un mecanismo secuencial que involucra la asociacion de
dos dimeros que previamente han unido MgATP en su sitio alostérico (Cabrera, 2004).
Sin embargo, atin no se ha aislado ni caracterizado un dimero con MgATP unido al sitio
alostérico en cuanto a sus propiedades regulatorias, por lo que se desconoce cudl es el
aporte de la formacion de la interfaz del dimero-dimero a la inhibicion de la actividad
enzimatica.

Experimentos de protedlisis limitada de la Ptk-2 indican que la remocién del
extremo carboxilo terminal de la enzima (~45 aminoacidos) genera un dimero inactivo,
el que es incapaz de formar tetrameros aunque preserva la capacidad de unir MgATP
(Cabrera y col., 2002). Por lo tanto, se predice que esta region podria contener residuos
claves para la formacion de la interfaz dimero-dimero del tetrdmero (como ha sido
confirmado recientemente con la estructura de la Pfk-2 obtenida en presencia de

MgATP).



En resumen, la Pfk-2 de E. coli presenta dos tipos de interfaz: una posiblemente
relacionada con la estabilidad de la proteina y arquitectura del sitio activo y otra
relacionada con la regulacion alostérica de su actividad catalitica. Sin embargo, se
desconoce el papel que cumple la interfaz monomero-monomero o dominio f-clasp en la
estabilidad del homodimero, ni cémo su formacioén influye en la estructura y estabilidad
del dominio conservado o/f/a de cada subunidad. Tampoco se conoce el papel que juega
la interfaz dimero-dimero en el mecanismo de inhibicion de la actividad enzimatica de la
Pfk-2.

Para resolver estas interrogantes es necesario conocer las propiedades
estructurales de las subunidades por separado y compararlas con las propiedades
presentes en su configuracion cuaternaria. Para cumplir con este objetivo se utilizaron
dos aproximaciones experimentales diferentes pero complementarias: perturbacion de
los estados diméricos y tetraméricos nativos mediante GdnHCI y mutacion sitio dirigida
de aminodcidos claves presentes en la interfaz del dimero (interfaz fS-clasp) y del
tetramero de la Pfk-2.

La perturbacion de estructuras nativas por agentes caotrdpicos, como GdnHCI, es
una metodologia que permite acceder a las especies que determinan los equilibrios
responsables de la estabilidad de las proteinas, las que tienen una baja representacion en
condiciones nativas (Creighton, 1990; Dill y Shortle, 1991)

Para determinar en detalle las caracteristicas estructurales de estas especies, se
midieron los cambios conformacionales de la Pfk-2 inducidos por GdnHCI por actividad
enzimadtica, fluorescencia intrinseca, dicroismo circular, cromatografia de exclusion

molecular y dispersion dinamica de luz. El andlisis en conjunto de los resultados



permitio determinar los cambios a nivel de estructura terciaria, secundaria y las
caracteristicas hidrodinamicas que presenta la subunidad aislada de la Pfk-2 respecto a
su conformacién asociada. Adicionalmente, se propuso un modelo minimo para
cuantificar las diferencias de energia libre que separan las especies encontradas al
desplegar la Pfk-2 con GdnHCI. Las diferencias de energia libre calculadas en presencia
de GdnHCI se extrapolaron a las condiciones nativas utilizando relaciones lineales de
energia libre (Santoro y Bolen, 1988).

También se analizaron las especies que resultan al desplegar el tetrdmero de la
Pfk-2, obtenido en presencia de MgATP, utilizando las mismas técnicas
espectroscopicas e hidrodindmicas indicadas anteriormente. Esta aproximacion permitid
obtener, en conjunto con la estructura de la Pfk-2, informacion acerca del origen de la
estabilidad del dimero silvestre y del papel que cumple la interfaz monémero-mondémero
en este particular tipo de plegamiento y estructura cuaternaria.

La perturbacion de un equilibrio mediante cambios fisicos del sistema (adicion
de agente caotrdopicos, variacion de pH o temperatura), cambia las poblaciones relativas
de las especies involucradas pero también puede alterar sus conformaciones respecto a
las condiciones no perturbadas (Dill y Shortle, 1991; Reed y col., 2006). Para obtener las
subunidades separadas a elevadas concentraciones de proteina, sin recurrir a la accion de
GdnHCI, la interfaz f-clasp de la Pfk-2 se perturbé mediante mutagénesis para poder
determinar sus caracteristicas estructurales y estabilidad. Esta aproximacién también se
utilizd para desestabilizar la interfaz del tetrdmero y evaluar como la falla en su
formacion afecta la union de MgATP al sitio alostérico y la inhibicion de la actividad

enzimatica inducida por este nucledtido.



HIPOTESIS.

a) La interfaz f-clasp de la Pfk-2 se comporta como un centro hidrofébico bimolecular
cuya formacion es requerida para la estabilidad y la estructura del dominio mayor que
conforma cada subunidad.

b) La interfaz dimero-dimero del tetrdmero, no participa de los cambios

conformacionales involucrados en la inhibicion alostérica de la Pfk-2.

OBJETIVOS

Los objetivos de esta tesis son: i) Proponer un modelo para el desplegamiento y
disociacion de la Pfk-2 a partir de su forma dimérica y tetramérica. ii) Perturbar la
interfaz f-clasp de la Pfk-2 mediante mutagénesis sitio dirigida para caracterizar la
estructura de las subunidades disociadas en ausencia de GdnHCI. iii) Perturbar la
interfaz dimero-dimero de la Pfk-2 para conocer el papel que juega la interfaz en el

mecanismo de inhibicion alostérica inducida por MgATP.
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MATERIALES y METODOS
MATERIALES

1. Cepas bacterianas.

La cepa de E. coli B121 (DE3), que posee en su genoma una copia del gen de la RNA
polimerasa T7 inducible por IPTG, se transform6 con el plasmido pET 21-d, que
contiene el gen de la Pfk-2 para la sobreexpresion de la Pfk-2 silvestre. La cepa de E.
coli DH5a se utilizd para la transformacion y extraccion de los plasmidos mutados.
Ambas cepas fueron adquiridas de INVITROGEN (California) como parte del kit de

mutagénesis sitio-especifica GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System.

2. Partidores.
Los partidores utilizados para introducir mutaciones en el gen Ptk-2 se disefiaron segiin
las instrucciones del kit de mutagénesis sitio especifica GeneTailor™ Site-Directed

Mutagenesis System (California, USA) y sintetizados por INVITROGEN™,

3. Medio Luria (LB). Se pusieron 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura sobre
900 ml de agua desionizada. El pH se ajust6 a 7,0 antes de aforar a 1 1 y esterilizar en

autoclave.

4. Reactivos.

Las enzimas aldolasa, triosafosfato isomerasa, a-glicerofosfato deshidrogenasa y el

NADH, se obtuvieron de SIGMA Chemical Co. (St Louis, MO, USA). El cloruro de
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guanidinio fue obtenido de WINKLER (Santiago, Chile) y PIERCE (Rockford, IL

USA).

METODOS

1. Mutagénesis sitio dirigida. Se utiliz6 como molde el plasmido pET 21-d de Novagen
(Madison, WI, USA) el cual contiene el cDNA de la Pfk-2 silvestre bajo el promotor del
fago T7. Este plasmido fue metilado mediante la DNA metilasa incluida como parte del
Kit GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System y amplificado con los partidores
que presentan la mutacién(es) deseada utilizando DNA polimerasa Platinium taq
Invitrogen ® (California, USA). El producto de amplificacion se transformé en bacterias
DH5a (incluidas en el kit de mutagénesis) segun instrucciones del fabricante, utilizando
un pulso de calor. Las bacterias transformadas se seleccionaron mediante siembra en

placas LB-agar preparadas con ampicilina.

2. Sobreexpresion de Pfk-2 y de las proteinas mutantes. Para obtener células en fase
exponencial, se inocularon 20 ml de medio LB con una colonia de la cepa BL21(DE3)
transformada con el plasmido pET 21-d que contiene el gen de la Pfk-2 y se incubd
durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se inocularon 1 6 2 1 de medio LB con el
cultivo anterior y se incubd a 37 °C con agitacién hasta que el cultivo alcanzd una
absorbancia de 0,5 a 580 nm. Para inducir la expresion de la Pfk-2 se agreg6 IPTG a una
concentracion final de 0,8 mM y se continud la incubaciéon a 37 °C por 4 h (algunas
pruebas de la induccion de proteinas realizadas con las mutantes carboxilo terminal

mostraron una disminucion de su expresion del contenido de proteina luego de 4 h). Las
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bacterias inducidas se colectaron por centrifugacion a 5.000 rpm por 10 min en una

centrifuga Sorvall RC-5 usando un rotor GSA.

3. Purificacion de la Pfk-2 y de las proteinas mutantes. El sedimento de las bacterias
correspondiente a 1 litro de cultivo se obtuvo por centrifugacion y se resuspendié en 100
ml de la soluciéon A: amortiguador fosfato de potasio 20 mM, pH 7,0, MgCl, 5 mM,
EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 28,6 mM y glicerol 5%. La suspension de bacterias se
lisé en un sonicador Microson™" XL (Misonic, USA) usando la sonda grande, mediante
la aplicacion de 12 pulsos de 30 s (40 watt de potencia) y 30 s de enfriamiento en hielo.
Las bacterias lisadas se centrifugaron en una centrifuga Eppendorff modelo 5810-R,
durante 30 min a 8.000 rpm a 4 °C. El liquido sobrenadante se aplicé sobre una columna
de hidroxilapatita (3 x 10 cm) equilibrada en la solucion A y la columna se lavo con 300
ml de la misma solucién A. La Pfk-2 se eluy6 con 600 ml de un gradiente lineal de 20 a
150 mM de fosfato de potasio en la solucion A.

Las fracciones con actividad fosfofructoquinasa se concentraron por
ultrafiltracion, hasta un volumen final de 30 ml, mediante el uso de una membrana
Amicon PM10 (Beverly, MA, USA). La enzima concentrada se dializd contra la
solucion B: amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, -
mercaptoetanol 28,6 mM y glicerol 5%. La solucién dializada se aplicd sobre una
columna de Azul de Cibacron-Sepharose (3 x 10 cm) equilibrada en la solucion B.
Después de lavar la columna con 100 ml de solucion B y luego con 200 ml de la
solucion B mas KCI 50 mM, la enzima se eluy6o con 150 ml de la soluciéon B, KCI 50

mM y ATP 0,8 mM. El conjunto de las fracciones con actividad fosfofructoquinasa se
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dializd contra la solucion B y fue re-cromatografiado en una columna de Azul de
Cibacron-Sepharose (3 x 10 cm) y eluido de la manera descrita. La actividad especifica
de la enzima fue entre 70 y 100 pmoles min” mg™ (Unidades/mg). La enzima se guardd
a -20 °C en Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, B-mecaptoetanol 5 mM, KCI 50 mM vy glicerol 50
%, a una concentracion de proteina entre 5-10 mg/ml. El rendimiento de la purificacion
fue de aproximadamente 20 a 30 mg de enzima por 2 | de cultivo original y la pureza de
la muestra fue evaluada por electroforesis en condiciones desnaturantes, usando el
método de Laemmli (1970). Las mutantes carboxilo terminales Q290 y T300 no fueron
capaces de interactuar con la columna de Azul de Cibacron-Sepharose y por lo tanto no
fueron purificadas a homogeneidad.

Antes de cada experimento el amortiguador de almacenamiento se cambi6 a las
condiciones experimentales requeridas, sometiendo muestras de la enzima a didlisis y
posterior cromatografia en una columna HiTrap Desalting (Amersham Biosciences),
procediendo segun las recomendaciones del fabricante. En casos de requerir
concentraciones elevadas de la proteina, las muestras se concentraron utilizando un
centricon-60 (Amicon, Beverly, MA). La concentracion de proteina se calculé mediante

el ensayo de Bradford (Bradford, 1976).

4. Desplegamiento y replegamiento de la enzima silvestre inducidos por GdnHCI.
Para los experimentos de renaturacion, la enzima fue expuesta a GdnHCI 3 M por al
menos 5 h a 20 °C. Esta condicion fue suficiente para desplegar a la Pfk-2
completamente, ya que concentraciones mayores del agente caotrdpico no mostraron

cambios en el espectro de dicroismo circular de la enzima. Las curvas de estabilidad,
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obtenidas en el sentido de replegamiento de la enzima, se realizaron diluyendo el
GdnHCI hasta alcanzar las concentraciones requeridas del agente caotropico. En estas
condiciones, las curvas de estabilidad no mostraron cambios luego de 5 h de incubacion
a 20 °C. Las curvas de estabilidad obtenidas en el sentido del desplegamiento de la
enzima, se obtuvieron diluyendo la Pfk-2 nativa en varias concentraciones de GdnHCI.
En este caso, el equilibrio fue obtenido luego de 36 h a 20 °C en amortiguador Tris-HCI
pH 8,2, DTT 10 mM, MgCl, SmM. Las concentraciones de proteina utilizadas se indican
en cada experimento. Las concentraciones de GdnHCI se prepararon y calcularon segun

lo descrito por Pace (1986).

5. Desplegamiento de la enzimas silvestre y mutante L93A inducido por el aumento
de la temperatura. Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron entre 205 y 250
nm cada 5 °C calentando una muestra de proteina a una velocidad constante de 20 °C h™
utilizando un aparato de dicroismo circular Jasco 715 con regulacién térmica de tipo
peltier y una celda de paso oOptico de 1 mm. Luego que se alcanzd la temperatura
deseada, las soluciones se equilibraron por 1,5 min antes de efectuar la medicion. Las
transiciones térmicas se obtuvieron en Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, MgCl, 5 mM y DTT 2

mM; la concentracion de proteina ensayada se indica en cada experimento.

6. Determinacion de la actividad enzimatica. La actividad de la enzima fue medida
espectrofotometricamente acoplando la produccion de fructosa-1,6-bisP a la oxidacion
de NADH, mediante el uso de enzimas auxiliares (Babul, 1978). La mezcla de reaccion

contenia amortiguador Tris-HCI1 25 mM, pH 8,2, MgCl, (en un exceso de 5 mM sobre la
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concentracién de ATP™), NADH 0,2 mM, 40 pg de aldolasa, 3 pg de triosa fosfato
isomerasa y 30 pg de glicerofosfato deshidrogenada (enzimas auxiliares). La
concentracion de sustratos y aditivos se indica en cada condicion experimental. Se
encontrd que la disminucion de la concentracion de Tris-HCl de 100 mM a 25 mM y la
eliminacion de NH4Cl del medio de ensayo, ademas del retiro de las sales residuales de
las enzimas auxiliares, permite eliminar la fase lenta observada en los primeros 30 s de
la curva de progreso, lo que facilita la medicion de la actividad enzimatica a bajas
concentraciones de sustrato. Normalmente, el ensayo se comenz6 diluyendo 1 pl de la
enzima dentro de 700 pl de la mezcla de ensayo. Las mediciones de la actividad
enzimdtica en funcion de la concentraciéon de GdnHCI implican la diluciéon del agente
caotropico en la cubeta de ensayo, pudiendo ocurrir eventos de renaturacion. Sin
embargo, experimentos controles mostraron que la reactivacion de la enzima durante el
tiempo de medicion de la actividad fue solo de un 3 % respecto a la actividad de la

enzima totalmente replegada.

7. Mediciones de fluorescencia intrinseca y extrinseca. Las mediciones se realizaron
usando un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 5 o, alternativamente, en un
espectrofluorimetro Shimadzu PC-5031. Las muestras de proteina se excitaron a 295 nm
para limitar la fluorescencia al tnico triptéfano presente en cada mondémero de la Pfk-2.
El espectro de emision fue obtenido entre 300 y 480 nm ajustando las ranuras de ambos
monocromadores de manera de obtener una emision adecuada para la concentracion de

proteina utilizada.
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Las mediciones de la fluorescencia de la sonda extrinseca ANS se hicieron entre 400 y
580 nm excitando a la sonda a 360 nm. Las soluciones de ANS se prepararon en metanol
y su concentracién se determiné utilizando un coeficiente de extincion de 7.800 M cm -
"'a partir de su absorbancia a 372 nm. En las muestras preparadas con varias
concentraciones de GdnHCI, el ANS fue agregado a una concentracion final de 40 veces
la concentracion de proteina utilizada. La mezcla fue incubada por 3 h en la oscuridad

previo a la determinacion de la fluorescencia.

8. Mediciones de dicroismo circular. Los espectros de dicroismo circular se
determinaron en un espectropolarimetro Jasco modelo J600 6 715 (Essex, UK)
empleando celdas de paso optico de 1 y 10 mm de manera de obtener valores de CD
entre 12 y 300 mgrad segun la concentracion de proteina utilizada. Cada espectro resultd
de la acumulacién de entre 3 y 8 barridos (20 nm min™) entre 210 y 260 nm. La elevada
absorbancia derivada de la concentracion de DTT empleada (2 a 10 mM), no permitid

obtener espectros bajo 205 nm.

9. Cromatografia de exclusion molecular. Excepto en donde se indique, los
experimentos se realizaron usando un sistema HPLC Water Breeze equipado con una
columna Bio-Rad (Bio-Sil SEC 250, 300 x 78 mm). La columna se equilibré con 60 ml
de fase movil (Tris-HCI1 25 mM, pH 7,6, DTT 2 mM, KCI 0,2 M y MgCl, 5 mM) que
contenia KCl 0,2 M ademas de los componentes presentes en las muestras inyectadas.
Los perfiles de elucion de las muestras se detectaron a 220 y 295 nm. La temperatura de

la columna se ajusté mediante una camisa de agua a 25 °C. La concentracion de proteina
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inyectada vari6 entre 2 y 20 uM. La columna se calibr6 con los siguientes marcadores de
peso molecular: vitamina B-12 (1,35 KDa, 8,5 A Rh), mioglobina de caballo (17 KDa,
19 A Rh), ovalbiimina de pollo (44 KDa, 30,5 A Rh), gamma globulina de bovino (158
KDa, 41,8 A Rh) y tiroglobulina de bovino (670 kDa, 85 A Rh). Los valores del
volumen de la columna no disponible para moléculas muy grandes (/0) y volumen total
accesible de la columna (F1), se determinaron usando los volumenes de elucion (ml) de
azul de dextrano y DTT, respectivamente; la variaciéon de Vo y V't con la concentracion
de GdnHCI se ajusté a la ecuacion: Vo = 5,23-0,021 [GdnHCI] y V't = 12,21-0,176
[GdnHCI], respectivamente. El volumen de elucion de las muestras (Ve) se expresd en

términos de los parametros de la columna segun la ecuacion,

Kav — [Ve—Voj
Vt—-Vo

y el radio hidrodindmico de las muestras se determind de una curva de calibracion
obtenida por el ajuste linear del radio hidrodinamico de los marcadores versus (-

logKaV)l/ 2

10. Dispersion dinamica de luz. Se utiliz6 el aparato de dispersion dinamica de luz LS
DynaPro MSTCO014 (Protein Solutions Inc.-Bucks, England). Los datos se colectaron
utilizando una celda de 12 pl luego de centrifugar las muestras por 10 min a 10.000 rpm
para eliminar el material particulado. La intensidad de luz dispersada por la proteina se
determind a partir de un histograma de regularizacion usado para encontrar la

contribucion de las especies individuales a la dispersion total de luz, por medio del
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programa DYNAMICS incluido en el instrumento. Las muestras para las mediciones de
dispersion dindmica de luz contenian 0,5 mg/ml de la enzima silvestre o la mutante
Y306A en Tris—HCI 25 mM, pH 8,2, MgCl,, 5 mM y DTT 5 mM y se incubaron por 4
min a las concentraciones indicadas de MgATP. Para el caso de las muestras obtenidas
en presencia de GdnHCI, las mediciones fueron tomadas luego de incubar la proteina

silvestre a 20 °C durante 36 h utilizando una concentracion de proteina de 15 uM.

11. Analisis de las transiciones obtenidas en presencia de GAnHCI. Las curvas de
desplegamiento, obtenidas por dicroismo circular, se analizaron de acuerdo a un modelo

de tres estados:

K, K,
N; & 212U (1)

donde N representa el dimero nativo, I es el intermediario monomérico y U es el estado
desplegado del polipéptido.

El cambio de la energia libre de Gibbs, expresado en el sentido de desplegamiento de la
reaccion, se define como: AGy, para la diferencia de estabilidad entre el dimero y el
intermediario; como AG,, para la diferencia de estabilidad entre el intermediario y el
estado desplegado. A su vez, estos valores son una expresion de las constantes de
equilibrio para cada una de sus reacciones: AG;=-RT In (K;) y AG,=-RT In (K;) (R es
la constante de los gases en kcal’ mol y T es la temperatura en grados Kelvin). El
cambio de energia total entre el dimero y el estado desplegado es la suma de energia

libre aportada por cada paso de la reaccion (AGt = AG; + 2 AGy). La relacion entre el
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cambio de energia libre y la concentracién molar del agente desnaturante (D) esta dada
por,
AG1=AG® +m; D

AGz = AGOZ +m2 D

Donde AG® y AG® es el cambio de energia libre extrapolado concentracion a 0 M del
agente desnaturante para el dimero nativo y el intermediario respectivamente, en tanto
que m; y m; corresponden a la dependencia de la energia libre con la concentracion del
agente desnaturante observada para el dimero nativo y intermediario respectivamente.
La fraccion del dimero nativo (fy), el intermediario (f;) y el estado desplegado (fy), estan

relacionadas con las constantes de equilibrio K; y K, segun la siguiente expresion:

K1 Kz |:'(1+K2)+\/(1+K2)2 +8X1:%< i|

Fu=
4 Pt
F.=1-F -F,
F, =F,/K,

La variable observada yobs se supuso como la contribucion aditiva de las senales de las
especies (yn, dimero, y; intermediario e yy, estado desplegado) ponderada por la fraccion
de las especies presentes (Yobs = Yu fu+ yifi+ yn fn). La dependencia de la sefial de
dicroismo circular para el estado nativo (yx), intermediario (y;) y desplegado (yy) con la
concentracion de GdnHCI (D) de la zona de pre y post transicion fueron asumidas como

lineales segun:
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YN= YNoTMN D

y1= yiotM; D

Yu= YuotMuy D
en donde yno, Yio € Yuo corresponden a las sefales para el estado nativo, intermediario y
desplegado extrapoladas a 0 M de GdnHCI y My, M;, My corresponde a las pendientes
que describen su variacion lineal en cada caso.
Los parametros energéticos obtenidos de la actividad enzimatica y la fluorescencia
intrinseca se ajustaron al modelo:

K1

Ny, > 21
El procedimiento es similar al descrito anteriormente, s6lo que las dependencias de las
fracciones de dimero nativo e intermediario (fx y f}) estan relacionadas con la constante
de equilibrio segun las ecuaciones:

(K’ +8K,P)'? -K,
4Pt

fi

fN: l-fl
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12. Analisis de las transiciones obtenidas al aumentar la temperatura. La sefial de
dicroismo circular obtenida a 220 nm se analizé usando un modelo termodinédmico de
dos estados en el que el desplegamiento de la Pfk-2 esta acoplado a la disociacion de sus

cadenas laterales,

K
N2<—>2U

donde N, representa el dimero nativo y U corresponde al mondémero en el estado
desplegado obtenido a elevadas temperaturas. La constante de equilibrio K para una
determinada concentracion de proteina (Pt, en términos de la concentracion de las
subunidades separadas) se expresod en funcion de la fraccion del estado desplegado fy
segun,

(K > +8KPt)"* - K
- 4Pt

U

Suponiendo que la entalpia de la reaccion AH se mantiene constante en el intervalo de
temperatura en donde ocurre la transicion térmica, la constate de equilibrio para cada

temperatura (Kr)) puede ser calculada segtn la relacion de Van’t Hoff,

K =Ptexp AH(I—IJ
R\Tm T
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en donde 7m corresponde a la temperatura a la cual la fraccion del estado desplegado
(fu) corresponde a 0,5 y Pt es la concentracion de proteina total en términos de
mondomeros.

La relacion entre la sefial de dicroismo a 220 nm observada para cada temperatura
(CD¢r)) y la fraccion de cadenas polipeptidicas desplegadas (fy) se establece seglin la

siguiente relacion,

CD(T): CD(N) (1 — fU) + CD(U) fu

donde CD(n) y CD(u) corresponde a la sefial de dicroismo a 220 nm del dimero nativo y

del monomero desplegado respectivamente.
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RESULTADOS

I. DESPLEGAMIENTO Y DISOCIACION DEL DIMERO NATIVO INDUCIDO
POR GdnHCI

La descripcion termodinamica de la estabilidad del estado nativo puede ser
considerada como un equilibrio que en los casos mas simples, se describe con s6lo dos
estados termodindmicamente estables; el estado nativo y el estado desplegado
(Creighton, 1990). Este comportamiento, radica en la naturaleza cooperativa de las
interacciones que estabilizan a las proteinas, lo que prohibe la formacion de una multitud
de intermediarios estables que potencialmente pueden ser originados frente a una
perturbacion. Esto trae como consecuencia que las transiciones entre uno y otro estado
sean observadas como la pérdida simultanea de todas las propiedades que los diferencian
en forma macroscopica (actividad enzimatica, estructura terciaria, secundaria, estado de
agregacion y otros). En condiciones de equilibrio, a temperatura y presion constantes, la
diferencia de energia libre conformacional (AG) es una expresion de la constante de
equilibrio dada por las poblaciones de las especies presentes en el sistema (AG=-RT In
Keq). La perturbacion de este sistema mediante el uso de agentes caotropicos permite
determinar la energia de estabilizacion de una proteina en una condicidon determinada,
mediante la relacion empirica AG = AG® — m [agente caotropico] (Pace, 1986; Fersht,
1998), donde AG representa la energia libre obtenida de la constante de equilibrio (AG=-
RT In Kq) derivada de las poblaciones de las especies encontradas durante la transicion
provocada por la accion del agente caotropico y m (valor-m) representa la pendiente de

la recta que define la variacién de la energia libre con la concentracion del agente
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caotrépico utilizado. La extrapolacion lineal a 0 M del agente caotropico permite obtener
AG°® (el intercepto), la energia libre en ausencia del agente caotropico (Pace, 1986;
Fersht, 1998). Dado que estos principios son validos sélo para sistemas reversibles, se
determino si la Pfk-2 puede ser replegada cuantitativamente luego de su desplegamiento

por GdnHCI.

1. Cambios en la actividad enzimatica, fluorescencia intrinseca y dicroismo circular
de la Pfk-2 obtenidos en funcion de la concentracion de GdnHCI.

En los insertos de la Figura 2, se muestra la recuperacion del espectro de
dicroismo circular (Figura 2A, inserto) y el espectro fluorescencia intrinseca (Figura 2
B, inserto) de la Pfk-2 luego de replegarla a partir de su estado desplegado obtenido con
3 M de GdnHCI. Como se observa, estas propiedades pueden ser recuperadas
cuantitativamente luego de retirar el agente caotropico. Para determinar la reversibilidad
de la reaccion de replegamiento en funcion de la concentracion de agente caotropico
utilizada para desplegar la proteina, se procedi6 a desplegar la Ptk-2 a varias
concentraciones de GdnHCI para posteriormente diluir el GdnHCI hasta 0,1 M. Como se
observa en el inserto de la Figura 2 C, la actividad enzimatica recuperada a partir de
varias concentraciones de GdnHCI fue mayor al 90 % de la actividad original. Estos
resultados indican que la reaccién de desplegamiento de la Pfk-2 es cuantitativamente
reversible, lo que faculta el andlisis termodinamico de las curvas de estabilidad de la

enzima y la obtencion de la energia asociada a cada transicion observada.
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Figura 2. Desnaturacion y replegamiento de la Pfk-2 inducido por GdnHCI. Curvas de
desplegamiento y replegamiento de la Pfk-2 obtenidas a partir de los cambios relativos de la
elipticidad a 222 nm (A), fluorescencia intrinseca a 350 nm (B) y actividad enzimatica en
funcién de la concentracion de GdnHCI (C). Los simbolos blancos y negros corresponden a la
reaccion estudiada en el sentido del replegamiento y desplegamiento respectivamente. Las
lineas solidas en A, B y C provienen de los ajustes obtenidos a partir de los modelos
Nye21e2U (A) y Npo2I (B y C) respectivamente. Insertos: A, espectro de dicroismo circular
de la proteina nativa (—), replegada (———) y desplegada (---). B, espectros de la fluorescencia
intrinseca de la Pfk-2 obtenidos para la enzima nativa (—), replegada (———) y desplegada (")
con 3 M de GdnHCI. C, recuperacion de la actividad enzimatica a partir de wvarias
concentraciones de GdnHCI luego de la dilucion hasta 0,1 M del agente desnaturante. La
concentracion de proteina fue de 3,3 uM en términos de la concentracion de monomeros.
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En los paneles de la Figura 2, se muestran los cambios en el espectro de dicroismo
circular (Figura 2 A), fluorescencia intrinseca (Figura 2 B) y actividad enzimatica
(Figura 2 C), obtenidos en el sentido del desplegamiento o replegamiento de la enzima
en funcion de la concentracion de GdnHCI. En cada panel se observa que las
transiciones obtenidas en ambos sentidos de la reaccion son superponibles, lo que indica
que la condicién de equilibrio se ha alcanzado. El andlisis de la fluorescencia intrinseca
(Figura 2 B) de la Pfk-2 y la pérdida de la actividad enzimatica (Figura 2 C), muestran
solo una transicion, cuya amplitud abarca el 100 % de la pérdida de ambas propiedades.
Sin embargo, el cambio en la estructura secundaria, calculado como la fraccién de
cambio de la elipticidad a 220 nm, muestra dos transiciones responsables del 100 % de
la pérdida de la estructura secundaria de la Pfk-2 (Figura 2 A). La primera transicion,
responsable del 70 % de la pérdida de estructura secundaria de la enzima, fue
superponible con las transiciones Unicas obtenidas por fluorescencia intrinseca y
actividad enzimdtica. La segunda transicion, responsable del 30 % restante de la
estructura secundaria de la enzima, abarca un intervalo de concentracion de GdnHCI en
el que la actividad enzimatica y fluorescencia intrinseca de la Pfk-2 no muestran
mayores cambios (Figura 2 B y C). En consecuencia, la segunda transicion observada
por dicroismo circular, indica la presencia de un intermediario acumulado en la via de
desplegamieto/replegamiento de la Pfk-2. A juzgar por la extensa meseta que separa
ambas transiciones, esta especie poseeria cerca de un 30 % de estructura secundaria en
relacion al dimero nativo. En su conjunto, estos resultados indican la existencia de al
menos tres especies altamente pobladas en el desplegamiento al equilibrio de la Ptk-2: el

dimero nativo, un intermediario y el estado desplegado.
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2. Efecto de la concentracion de proteina en las transiciones obtenidas en presencia
de GdnHCL.

Con el fin de determinar los cambios conformacionales acoplados a Ia
disociacion del dimero nativo y asi poder definir el estado de agregacion del
intermediario observado por dicroismo circular, se estudié el efecto de la concentracion
de proteina en el desplegamiento de la enzima. La Figura 3 A, muestra el efecto de la
concentracion de proteina en las transiciones de la estructura secundaria obtenidas por
dicroismo circular. Un aumento de 4 a 20 uM en la concentracién de proteina produce
un desplazamiento de la primera transicion hacia concentraciones mayores de GdnHCI
(Figura 3 A, inserto), pero no se observa un cambio apreciable en la segunda transicion,
que da cuenta del 30 % restante de la estructura secundaria. Este resultado indica que la
disociacion de las subunidades de la enzima ocurre simultaneamente con la pérdida de
un 70 % de la estructura secundaria. Por lo tanto, las interacciones intercadenas
(cuaternarias) parecen cooperar fuertemente con las interacciones intracadena presentes
en cada mondmero. Consecuentemente, se produce un intermediario monomérico con
estructura secundaria residual, como sugiere la insensibilidad de la segunda transicion a
un cambio en la concentracion de proteina.

Debido a la buena superposicion de las transiciones obtenidas por actividad
enzimatica y fluorescencia intrinseca de la Pfk-2 con la primera transicion obtenida por
dicroismo circular, cabe esperar que la pérdida de ambas propiedades también sea
sensible a la concentracion de proteina, ya que estas tres propiedades parecen
corresponder al mismo cambio estructural de la enzima. La Figura 3 B muestra los

puntos medios de las transiciones (Cm; ;) calculados a partir de las curvas de estabilidad
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Figura 3. Efecto de la concentracion de proteina sobre los cambios relativos de la
elipticidad a 222 nm. A. Cambios en la elipticidad relativa de la proteina nativa en funcion de
la concentracion de GdnHCI registrados a 4,7 uM (o) y 19 uM (o) de proteina (en términos de
concentracion de monomeros). En el inserto se muestra el intervalo de concentracion de
GdnHCI en donde ocurre la primera transicion. Las lineas representan el ajuste obtenido a partir
de un mecanismo de desplegamiento de tres estados con un intermediario monomérico,
N,2[<2U. B. Efecto de la concentracion de proteina (Pt) sobre el punto medio de las
transiciones (Cm,;) obtenidos por actividad enzimatica (®) y fluorescencia intrinseca (o). Las
lineas indican el ajuste a la ecuacion semilogaritmica 1 (pag. 28).
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para la actividad enzimatica y fluorescencia intrinseca, en funcion de la concentracion de
proteina. En el intervalo de concentracion de proteina ensayado (1 y 20 uM) se observa
una dependencia semi-logaritmica de los Cm;;, obtenidos para las curvas de estabilidad
obtenidas a partir de la actividad enzimatica y la fluorescencia intrinseca de la proteina.
Este resultado satisface la ecuacion 1, la que predice una variacion lineal del Cm;/, con
el logaritmo de la concentracion de proteina (Pt) en un equilibrio que involucra una

reaccion bimolecular acoplada a una reaccion de desplegamiento (Bowie y Sauer, 1989).

0
C.n= %log(ﬂ) + AG

Ecuacién 1

Cabe destacar que los valores correspondientes al valor-m (m) y la energia libre
(AG®), obtenidos a partir de la ecuacion 1, concuerdan con los valores de energia
obtenidos de los ajustes individuales de cada transicion (ver mds adelante). Debido a que
la pérdida de actividad enzimatica y fluorescencia intrinseca ocurre conjuntamente con
la pérdida de buena parte de la estructura secundaria, no se postula la presencia de otros

intermediarios aparte del intermediario monomérico observado.
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En resumen, los datos experimentales para el desplegamiento reversible de la
Pfk-2, estudiado por diversas técnicas, pueden ser descritos utilizando un modelo
minimo que involucra el desplegamiento y la simultdnea disociacion de las subunidades
del dimero nativo, produciendo la acumulacion de un intermediario monomérico que
presenta el 30 % de la sefial dicroica del homodimero nativo.

En base a estos resultados se propone un modelo para la reaccion de
desplegamiento de la enzima:

Nye2le2U

en donde N, es el dimero nativo, I el intermediario monomérico y U el estado
desplegado de la enzima. La Tabla 1 muestra los parametros energéticos obtenidos por
ajuste del modelo propuesto a las curvas de estabilidad obtenidas por dicroismo circular,
fluorescencia intrinseca y actividad enzimatica (ver Materiales y Métodos). Como se
espera de un cambio del 70 % de la estructura secundaria, la primera transicion (N,«21I)
contribuye con 12 kcal mol' a la energia conformacional total del dimero nativo.
Valores similares se obtuvieron a partir del cambio de la fluorescencia intrinseca y
actividad enzimatica (11,9+0.2 y 12,1+0.6 kcal mol”, respectivamente), reforzando la
idea que estas tres propiedades reflejan el mismo paso en el desplegamiento de la Pfk-2.
La segunda transicion, observada como el desplegamiento del intermediario
monomérico (I«<>U), solo contribuye con una estabilidad marginal de 2,6 kcal/mol.

El segundo parametro energético que se obtiene de las curvas de estabilidad, es el
valor m (la dependencia del cambio de la energia libre con la concentracion de GdnHCI).
Los valores m obtenidos por dicroismo circular para los pasos Ny«>2I e [«<-U fueron 17

+ 2 y 1,66 kcal mol" M™, respectivamente. Las curvas de estabilidad obtenidas por
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Tabla 1. Parametros termodinamicos para el desplegamiento de la Pfk-2
obtenidos a partir del modelo de tres estados N,«<—21-2U.

Actividad Fluorescencia CD
N,-21 N,-21 N,-21 I-U
AG?® (kcal mol™) 12,1+ 0.6 11,9+0,2 12,2+ 1 2,4
(-m) (kcal mol™” M™) 19+2 19,5+0,5 17,0+3 1,66

Los valores de AG® y el valor m fueron obtenidos mediante un ajuste no lineal de los datos
experimentales al mecanismo propuesto (N,«<»>21«>2U). Se muestran los valores promedios y
el error de tres experimentos independientes. La diferencia total de energia libre entre el
estado desplegado y el nativo es de 17 kcal/mol.
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actividad enzimatica y fluorescencia intrinseca arrojaron valores m de 19 = 2 y 19,5 +
0,5 kcal mol™ M respectivamente (Tabla 1). Estos valores, concuerdan con el valor m
obtenido para la primera transicion (N«>2I) detectada por dicroismo circular,
reforzando la idea que estas tres propiedades estan detectando el mismo cambio
estructural.

Ya que el valor m esta relacionado a la diferencia de area accesible al solvente
entre los estados observados (Myers y col., 1995; Fersht, 1998), estos resultados indican
que un 90% del cambio de area accesible al solvente ocurre con la formacion del
intermediario monomérico. Por lo tanto, a pesar de tener un 30 % de la sefial dicroica
observada en el desplegamiento completo de la enzima, la mayoria de los residuos de
este intermediario parecen estar expuestos al solvente.

Con el objetivo de obtener una prueba independiente de la presencia de este
intermediario, se utilizd6 una sonda hidrofébica (ANS) cuya fluorescencia aumenta al
unirse a regiones hidrofobicas de las proteinas expuestas al solvente (Daniel y Weber,
1966). Este cambio se refleja en un aumento de su rendimiento cuéntico y en el
corrimiento de su maximo de emisién hacia longitudes de onda menores. Como se
muestra en la Figura 4, al graficar el area de emision de la sonda en funcioén de la
concentracion de GdnHCI, se obtiene una curva en forma de campana asimétrica. Este
comportamiento se correlaciona bien con el cambio en la poblacion del intermediario
obtenido utilizando los valores energéticos derivados del ajuste experimental del las

curvas de dicroismo circular al modelo de desplegamiento de la Pfk-2 (Figura 4).
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Figura 4. Comparacion entre los cambios de la fluorescencia extrinseca del ANS y la
variacion de las especies que participan en el desplegamiento de la Pfk-2. La fraccion de
dimero nativo (—), intermediario monomérico (-.-.-) y estado desplegado (.....), se calcul6 a
partir de los parametros energéticos de la Tabla 1. El area de emision de la sonda ANS fue
obtenida entre 400 y 560 nm excitando con una longitud de onda de 380 nm y se muestra en
funcion de la concentracion de GdnHCI (o). El cambio en las poblaciones de las especies en
funcion de la concentracion de GdnHCI se calcul6 utilizando la concentracion de proteina que
fue utilizada para el experimento de ANS (2 uM).
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3. Cambios en el estado de compactacion de las especies involucradas en el
mecanismo de desplegamiento de la Pfk-2.

Para determinar el radio hidrodindmico (Rh) de las especies predichas por el
mecanismo de desplegamiento de la Pfk-2 se utilizaron técnicas de cromatografia de
exclusion molecular y dispersion dindmica de luz (DLS). La Figura SA muestra el perfil
de elucion de la Pfk-2 obtenido con diferentes concentraciones de GdnHCI, luego de
inyectar 50 pl de muestra de la enzima equilibrada en la misma concentracion de agente
caotrépico. El Rh calculado de la enzima a 0 M de GdnHCI fue 34,9 A mediante
cromatografia de exclusion molecular y 36,5 A mediante DLS (Figura 5 A y B
respectivamente). En el estrecho intervalo de concentraciones de GdnHCI previo a la
primera transicion (ver zona achurada, Figura 5 B), el volumen de elucion de la Pfk-2
incrementa en la forma de un solo pico, denominado pico I (Figura 5 A). Sin embargo,
en este mismo intervalo de concentracion, el incremento en el volumen de elucidén no
mostro correlacion con los cambios de Rh medidos por DLS (Figura 5 B), sugiriendo
que esta especie no es producto de la disociacion del dimero de la Pfk-2. Esto es
consistente con el efecto de la concentracion de proteina sobre las curvas de estabilidad
de la Pfk-2 obtenidas a partir de actividad enzimatica y técnicas espectroscopicas, que
indican que la disociacion del dimero no ocurre a concentraciones menores a 0,15 M de
GdnHCI. Por lo tanto, el incremento del volumen de elucion obtenido por cromatografia
de exclusion molecular en la region de la pre-transicion no es debido a un evento de
disociacion. Es conocido que el incremento en la concentracion de sales promueve las

interacciones apolares (Baldwin, 1996). Para explicar como el incremento del volumen
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Figura 5. Propiedades hidrodindmicas de la Pfk-2 en funcion de la concentracion de GAnHCl y
KCI. A. Perfiles de elucion de la Pfk-2 obtenidos a 220 nm mediante cromatografia de exclusion
molecular. Las muestras se inyectaron en la columna equilibrada con Tris-HCI 25 mM, pH 7,6, DTT
2 mM, KCI 0,2 M y MgCl, 5 mM y con las concentraciones de GdnHCI indicadas a la izquierda de
la Figura. A 0,3 M de GdnHCI se indican las especies referidas como pico I y II. B. Comparacion de
los voliimenes de elucion de la Pfk-2 obtenidos por cromatografia de exclusion molecular a partir de
la proteina nativa (0) o desplegada (+). Ademas, se muestran las medidas de radio hidrodinamico
obtenidos por dispersion dinamica de luz en funcion de la concentracion de GdnHCI (e). La zona
achurada indica el intervalo de concentracion de GdnHCl en donde no ocurren cambios
significativos en las propiedades nativas de la enzima. En el caso del experimento de exclusion
molecular (A) la concentracion de proteina inyectada fue de 0,2 mg/ml y en el caso del experimento
de dispersion dinamica de luz (B) fue de 0,5 mg/ml. C. Efecto de la concentracion de KCl en el
volumen de elucion de la Pfk-2. Muestras de Pfk-2 fueron cromatografiadas en una columna
equilibrada con las concentraciones de KCl indicadas en el grafico.



de elucion puede ocurrir en ausencia de la disociacion del dimero, se determino el efecto
de la concentracion de KCI en el volumen de elucion de la Pfk-2. En la figura 5 C se
muestra que al incrementar la concentracion de la sal ocurre un incremento en el
volumen de elucion de la Pfk-2. Experimentos controles realizados mediante DLS no
mostraron cambios en el Rh de la proteina en el mismo intervalo de concentracion de la
sal (datos no mostrados). Por lo tanto, se postula que a bajas concentraciones de GdnHCI
este actua principalmente como una sal aumentando las interacciones hidrofobicas entre
la proteina y la matriz de la columna lo que se traduce en un retraso en la elucion del
dimero a través de la columna.

Entre 0,15 y 0,5 M de GdnHCI emerge un nuevo pico (pico II) el cual presenta
un Rh aparente mayor al del pico I, como se desprende de su menor volumen de elucion.
La poblacion de este pico incrementa de 0,15 a 0,5 M de GdnHCl y parece predominar a
0,5 M (Figura 5 A), coincidiendo con la maxima acumulacion del intermediario
monomérico predicho por el andlisis de las transiciones que originan esta especie
(Figura 4). De esta forma, si el pico I corresponde a la dimero de la Pfk-2 y el pico II al
intermediario monomérico I (cuya formacion es predicha por la dependencia de la
concentracion de proteina de las transiciones obtenidas mediante el cambio de la
actividad enzimatica, dicroismo circular y fluorescencia intrinseca (Figura 3)) sus
poblaciones relativas pueden ser modificadas por la concentracion de proteina. Con la
columna y las muestras equilibradas a una concentraciéon de GdnHCI en donde aparecen
ambos picos (0,3 M de GdnHCI), se observo un incremento de la poblacion del pico I
por sobre la del pico II al aumentar la concentracién de proteina inyectada (Figura 6).

Por otra parte, al inyectar muestras a una columna equilibrada con 0,15 M sélo se
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Figura 6. Efecto de la concentracion de proteina en los volimenes de eluciéon del pico I y 11
obtenidos a 0,3 M de GdnHCI. La Pfk-2 equilibrada a 0,3 M de GdnHCI se inyectd a una
concentracion de proteina de 0,15, 0,6 y 1,1 mg/ml en una columna de exclusion molecular
equilibrada con la misma concentracion de agente caotropico. Las concentraciones de
amortiguador fueron las indicadas en la Figura 5. Se indican las especies denominadas como pico |
y 1I. Los perfiles de elucion fueron obtenidos a 220 nm.
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observa un aumento proporcional del area del pico I con la concentracion de proteina
(observaciones del autor). Estos resultados confirman que la especie que da origen al
pico II corresponde a una forma disociada de la Ptk-2 cuya aparicion coincide con la
formacion del intermediario monomérico I. En el mismo intervalo de concentracion de
GdnHCI predicho para la transicion de dimero a intermediario monomérico (N,«>21), se
observa un cambio en el Rh obtenido por DLS de 36,1+0,8 a 37,8+0,8 A (cambio de ~2
A, Figura 5 B). Este valor coincide con la diferencia de ~2,5 A determinada a partir de
los volumenes de elucion del pico I y II. Debido a que a 0,5 M de GdnHCI las
poblaciones del estado desplegado y nativo contribuyen marginalmente a la poblacion
del intermediario (ver Figura 4), el valor de Rh obtenido a esta concentracion de
GdnHCI debiera ser ~38 A. Es necesario enfatizar que el Rh esperado para una
subunidad compacta del dimero nativo es de ~25 A (Uversky,1993), por lo que la
expansion sufrida por el intermediario respecto a la subunidad plegada seria de ~13 A.

Como era de esperar, el desplegamiento del intermediario produce una
disminucién del volumen de elucion del pico II (como un solo pico) y un incremento del
Rh desde ~38 hasta 50+2 A (Figura 5 A y B). Este valor es semejante al esperado para
un polipéptido completamente desplegado (53 A; Uversky, 1993).

De los resultados obtenidos se concluye que la pérdida de estructura cuaternaria
inducida por GdnHCI, es un proceso que no puede diferenciarse de la pérdida de una
parte importante de la estructura secundaria de las subunidades de la Pfk-2. Esto genera
una especie monomérica “I”’ con una estructura mas semejante al estado desplegado “U”

que a un mondémero compacto.
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II. DESPLEGAMIENTO Y DISOCIACION DEL TETRAMERO INDUCIDO

POR GdnHCI

Con el objetivo de encontrar una especie dimérica capaz de unir MgATP, se desplegd
la Pfk-2 en presencia de MgATP 1 mM para promover el desplegamiento de la enzima,

su disociacion a partir del tetramero o ambos a la vez.

1. Cambios en la actividad enzimatica, fluorescencia intrinseca y dicroismo
circular de la Pfk-2 obtenidos en funcion de la concentracion de GdnHCI.

En presencia de MgATP, el desplegamiento comienza con la forma
homotetramérica de la Pfk-2. El complejo tetrdimero-MgATP muestra una disminucion
del 30 % del area de emision y un corrimiento de su maximo de emision de 350 a 340
nm respecto a la enzima libre (Guixé y col., 1998). En la primera fase, de 0 a 0,4 M de
GdnHCI, ocurre un corrimiento del maximo de intensidad de 340 hasta 350 nm (Figura
7 B, simbolos blancos) sin cambios significativos del area de emision la fluorescencia
(Figura 7 A, simbolos negros). Aunque esta complejidad no fue evidente de las
mediciones de actividad enzimadtica (Figura 7 B, simbolos negros), no se puede descartar
una rapida reconfiguracion del sitio activo en la mezcla catalitica del ensayo de la
actividad enzimatica. Se observo un incremento del area de la fluorescencia hasta 0,5 M
de GdnHCI, seguido por un abrupto descenso que termina alrededor de 0,8 M de
GdnHCI (Figura 7 A, triangulos negros). Este abrupto descenso es también observado
mediante las mediciones de actividad enzimatica (Figura 7 B, circulos negros) y se

correlaciona bien con una importante pérdida del contenido de estructura secundaria de
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Figura 7. Efecto del MgATP en el desplegamiento de la Pfk-2 inducido por GdnHCI. A. El
desplegamiento de la Pfk-2 fue seguido por mediciones dicroismo circular tomado a 222 nm (O0) y
area de la fluorescencia intrinseca (A ). En B se muestran las mediciones de actividad enzimatica
(@), comparadas con la variacion del maximo de emision de la fluorescencia intrinseca (©). En el
panel C se muestran los cambios en la fluorescencia del ANS durante el desplegamiento de la Pfk-
2. La intensidad de fluorescencia del ANS se muestra en unidades arbitrarias (UA) a 460 nm para
las curvas de desplegamiento obtenidas en presencia de MgATP 1 mM (©) y se comparan con las
obtenidas para la enzima libre (/). Se utiliz6 una concentracion de ANS 100 uM. En todos los
casos, las muestras fueron incubadas por 20 h a 20 °C utilizando una concentracion de proteina
entre 2y 3,3 uM.
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la Ptk-2 (Figura 7 A cuadrados blancos). La sefal de dicroismo circular muestra una
transicion adicional sobre 0,7 M de GdnHCI (Figura 7 A, cuadrados blancos) indicando
la presencia de un intermediario con bajo contenido de estructura secundaria, de manera
similar al observado en el caso del desplegamiento de la enzima libre (Figura 2 A).
Como ser mostrara mas adelante, la primera fase detectada como corrimiento hacia el
rojo del maximo de emision de la fluorescencia no fue acompanada por la disociacion
del complejo tetramero-MgATP, indicando la presencia de un intermediario tetramérico.
En el panel C de la Figura 7 se muestra la variacion de la fluorescencia del ANS en
presencia de MgATP y se compara con la variacion obtenida para la proteina libre. En
presencia de MgATP, la fluorescencia de ANS alcanza un maximo a concentraciones de
GdnHCI de ~0.8 M, lo cual coincide con la pérdida completa de la actividad enzimdtica
de la Pfk-2 y su fluorescencia intrinseca. La maxima intensidad de la sonda en presencia
de MgATP fue similar a la observada para el caso de la enzima libre y en ambos casos la
intensidad de ANS decae de manera similar con el incremento de la concentracion de
GdnHCI.

Exceptuando la variacion del méaximo de emision de la fluorescencia
intrinseca, los cambios descritos en presencia de MgATP ocurren en un mismo intervalo
de concentracion de agente caotropico y aparentemente suceden como una sola
transicion que da cuenta de la pérdida de la actividad enzimatica, la fluorescencia
intrinseca y un 75 % de la sefia de dicroismo circular. Estos cambios conformacionales,
junto con el aumento de la fluorescencia de ANS, son similares a los cambios que dan

cuenta de la formacion del intermediario monomérico “I” observado para el
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desplegamiento de la enzima libre. No obstante, el intervalo concentraciones de GdnHCl

en donde ocurre la disociacion del tetramero se desconoce.

2. Cambios en la compactacion de las especies observadas mediante cromatografia
de exclusion molecular en presencia de MgATP.

Con el objetivo de determinar los cambios en el volumen hidrodindmico en
funcién de la concentracion de GdnHCI, se realizaron experimentos de cromatografia de
exclusion con distintas concentraciones de GdnHCI. La Figura 8 A muestra los perfiles
de elucion de la enzima obtenidos con MgATP 1 mM a distintas concentraciones de
GdnHCI. Se observa que entre 0 y ~0,7 M de GdnHCI ocurre un aumento de volumen
de elucion del tetramero, lo que sucede sin cambios en la actividad de la enzima o en la
emision de la sonda extrinseca ANS (Figura 7). A concentraciones de GdnHCI mayores
a 0,7 M, los perfiles de elucion de la proteina libre y en presencia de MgATP se
superponen observandose en ambos casos una disminucion del volumen de elucion la
proteina. Este incremento en el radio hidrodinamico coincide con la disminucion de la
intensidad de la sonda ANS y la pérdida de la estructura residual observada en presencia
o en ausencia de MgATP (Figura 7 C). Sin embargo, en todo el intervalo de
concentracion de GdnHCI los perfiles de elucion obtenidos en presencia de MgATP no
muestran la aparicion de una especie discreta que pueda ser separada por la columna,
como en el caso del intermediario monomérico “I” observado al desplegar la enzima
libre. La zona achurada de la Figura 8 B, corresponde al intervalo de concentracion
GdnHCI en donde se observa el abrupto cambio de las propiedades espectroscopicas de

la Pfk-2 que dan cuenta de la acumulacion de una especie con caracteristicas similares al
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Figura 8. Cambios en el volumen de elucion de
la Pfk-2 inducidos por GdnHCI en presencia de
MgATP obtenidos por cromatografia de
exclusion molecular. A. Perfiles de elucion de la
Pfk-2 obtenidos luego de inyectar la enzima en una
columna de exclusiéon molecular Supelco (TSKgel
G2000 SWXL 300 x 78 mm) equilibrada a las
mismas concentraciones de GAnHCl a las utilizadas
para desplegar la enzima en ausencia de ligandos
(linea continua) o en presencia de MgATP 1 mM
(linea punteada). B. Cambios en los volumenes de
elucion de la enzima en funcion de la concentracion
de GdnHCI obtenidos de los perfiles en A. La zona
achurada corresponde al intervalo de concentracion
de GdnHCI en donde se observa una transicion
abrupta de las propiedades del tetramero. Las
muestras fueron incubadas por 20 h a 20 °C
utilizando una concentracion de proteina de 30 uM
y se inyectaron 20 pl a la columna.
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intermediario “I”. Como se observa, la abrupta transicion de las propiedades
estructurales observada en Figura la 7 no se puede correlacionar con cambios
significativos en el volumen de elucion obtenidos en presencia de MgATP (Figura 8 B).
De esta forma, es dificil establecer correlaciones entre los cambios hidrodindmicos y los
eventos de desplegamiento en presencia de MgATP mediante cromatografia de

exclusion molecular.

3. Cambios en el estado de agregacion y compactacion de las especies observadas
mediante dispersion dinamica de luz en presencia de MgATP.

Se uso dispersion dinamica de luz como metodologia complementaria para
determinar los cambios hidrodindmicos que ocurren junto al desplegamiento del
tetrdmero debido a la dificultad en la interpretacion de los perfiles de elucion obtenidos
por cromatografia de exclusion molecular como funcion de la concentracion de GdnHCI.
Esta metodologia permite la medicion simultanea del peso molecular de la particula y su
radio hidrodindmico asociado con el proceso de disociacion y desplegamiento
(Asgeirsson y col., 2000; Sanyal y col., 2002). A 0 M de GdnHCl el complejo MgATP-
Pfk-2 muestra un radio hidrodindmico de 43,1 A £ 0,2 A (alrededor de 8 A maés grande
que el dimero, Figura 9). Este valor permanece constante hasta 0,4 M de GdnHCI
indicando que la configuracion tetramérica permanece intacta bajo las condiciones
observadas y que el incremento del volumen de elucion observado mediante
cromatografia de exclusion molecular no es debido a la disociacion del tetramero. Sobre
0,4 M de GdnHCl el radio hidrodindmico mostré una disminuciéon desde 43,1 + 0,2 A

hasta un valor minimo de 37, 6 + 0,74 A medido a 0,7 M de GdnHC]I. Mas alla de 0,7 M
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Figure 9. Cambios hidrodindmicos seguidos por dispersion dinamica de luz en presencia
de GdnHCI. La enzima se desplegd en presencia de MgATP 1 mM y se determind la intensidad
de luz (o) y el radio hidrodindmico (Rh) (e). Las barras de error fueron calculadas de 4
mediciones utilizando una concentracion de proteina de 14 puM. Las muestras fueron
equilibradas por 20 h a 20 °C en las concentraciones de GdnHCI indicadas. El area achurada
corresponde al intervalo de concentraciéon de GdnHCI en donde ocurre un cambio abrupto de la

fluorescencia intrinseca, la actividad enzimatica y buena parte de la sefial de dicroismo circular
de la Pfk-2 en presencia de MgATP 1 mM.
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de GdnHCI el valor del radio hidrodindmico incrementa alcanzando un valor de 46 + 2
A a 3 M de GdnHCI, lo que coincide con la disminucién del volumen de elucion
observado por cromatografia de exclusion molecular (Figura 8 A y B). El cambio total
de la intensidad de luz dispersada fue observado entre 0,4 y 0,7 M de GdnHCI indicando
que la disociacion a mondmeros fue completa alrededor de 0,7 M de GdnHCI. Dado que
un mondmero globular plegado deberia tener un radio hidrodindmico de 25 A y el valor
menor obtenido a 0,7 M de GdnHCI fue de 37, 6 = 0.74 A, un mondémero compacto no
parece ser una especie altamente poblada a través de la disociacion del tetramero
inducida por GdnHCI. Esta conjetura es avalada por la buena correlacién entre la
disociacion del tetramero, observada entre la disminucion de la intensidad de la luz
dispersada, y el abrupto cambio de las propiedades de la Pfk-2 mostradas en la Figura 7.
El area achurada de la Figura 9 corresponde al intervalo de concentracion de GAnHCI en
donde ocurre un cambio abrupto de la fluorescencia intrinseca, la actividad enzimatica y
buena parte de la sefial de dicroismo circular de la Pfk-2 en presencia de MgATP 1 mM.
Como se observa, la disociacion del tetramero, dada por la disminucion de la intensidad
de luz dispersada, coincide con el area achurada, indicando que la disociacion trascurre
sin la acumulacion de especies diméricas o monoméricas que retengan alguna de las
propiedades nativas ensayadas. El radio hidrodindmico encontrado al final de la
transicion de disociacion del tetramero (37, 6 £ 0.74 A a 0.7 M de GdnHCl) es un valor
muy similar al radio hidrodinamico encontrado para el intermediario monomérico “I”’
obtenido al desplegar la enzima en ausencia de ligandos (38 A).

En su conjunto, estos resultados, indican que el tetrdmero obtenido en presencia

de MgATP sufre una reaccion de disociacion y desplegamiento concertada que origina
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la acumulaciéon de un intermediario monomérico expandido el cual se despliega
completamente a mayores concentraciones de GAnHCI. Por otra parte y dado que entre 0
y 0,5 M de GdnHCI no ocurre la disociacion del tetrdmero pero si un corrimiento del
maximo de emision de la fluorescencia, se infiere la formacion de un intermediario
tetramérico “T*”. El mecanismo de desplegamiento del tetrdmero en presencia de
MgATP se resume en el siguiente esquema,
T4—T4*—>41—4U

donde T4 corresponde al tetramero en presencia de MgATP el cual cambia su
configuracién a un intermediario tetramérico compacto T4* e I es un intermediario
monomérico similar al obtenido al desplegar el dimero libre. La ausencia de dimeros 6
mondmeros compactos no permiten identificar una especie dimérica que presente
MgATP unido al sitio alostérico ya que el tetrdmero en presencia de MgATP se

comporta como un complejo obligado respecto a la disociacion inducida por GdnHCI.
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III. DESESTABILIZACION DE LA INTERFAZ MONOMERO-MONOMERO
(B-CLASP) MEDIANTE MUTACION SITIO DIRIGIDA

Se ha informado que al reemplazar aminodcidos apolares voluminosos y
altamente empacados en centros hidrofébicos intermoleculares por aminoacidos apolares
pequefios como alanina, la estabilidad de la proteina puede disminuir en alrededor de 6
kcal/mol (3 kcal/mol por subunidad) (Milla y Sauer, 1995). En la Figura 10 A se muestra
un alineamiento estructural del dominio menor de la Pfk-2 con el dominio menor de sus
homologos mas cercanos. Como se indica en la Figura 10 B, L93 ocupa una posicion
conservada y central en la interfaz f-clasp de la Ptk-2 por lo que fue cambiada por
alanina para desestabilizar de manera reversible la interfaz monomero-mondmero.
Ensayos de expresion mostraron que L93A se expresa de manera soluble y con
rendimientos similares a la enzima silvestre, siendo purificada a homogeneidad segin

Babul (1978).

1. Caracteristicas cinéticas de la mutante L93A.
La actividad de la mutante fue cercana al 3 % de la actividad de la enzima silvestre
cuando se midieron alicuotas de preparaciones de 3 pM de proteina. Este valor alcanzé
un 10 % al medir la actividad catalitica de la mutante desde soluciones de proteina mas
concentradas (15 pM) y llegd a cerca del 70 % cuando la mutante fue preincubada en
presencia de MgATP o fructosa-6-P 1 mM (Tabla 2). La Tabla 2 también muestra la
Kmapp para MgATP y fructosa-6-P obtenidas en las condiciones anteriormente indicadas.

Como se observa, los valores de K, obtenidos para L93A fueron similares a los de la
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A 1RDK : NPS[IDYIVQVE--NFQQGV-V-NESERDRKQRE
1VM7 : SSNUDI1VLKVD--HFTKPGET-Q[4A 1 EMNVFE
2F02 : NPS|DISYLLD--HLK-LD-TVNXTSQVTKTE
2AJR : PALDREIFIEDFQVNRLYRINDL--SKTQXS[HE
2ABQ : NPS[IDYIVQVE--NFQQGV-V-NFSERDRKQE
3CQD : APSLESATITP--QIYPEG-K-LRCTAPVFERE
1RDK : VEGDJRINVKIKG---KQ--ETEENGTAPLI---K
1VM7 : VSLPJGRAFIEVD---KTGONR I{]1 FPGANAELKK
2F02 : IKEEPRDSIAILH---EG-NQTE[ILEAGPTV---S
2AJR : -NFVYVEGETRENIEI IDEKNKT[ITAINFPGPDVT
2ABQ : VEGD[RINVKIKG---KQ--ETE[ENGTAPLE---K
3CQD : AKDWIRQNLHVHVEASGE——QYRFVMPGAALNED—

L93

Figura 10. Alineamiento estructural del dominio menor de la Pfk-2 y ubicacion de L93 en
la estructura de la Pfk-2. A. Alineamiento estructural de homoélogos que presentan el dominio
menor utilizando el programa Deepview / Swiss-Pdbviewer. Cada bloque corresponde a las dos
inserciones que configuran el dominio menor. Los nombres de las secuencias corresponden al
codigo asignado para sus estructuras en la base de datos RCSB PDB (1RDK, riboquinsa de F.
coli; 1VM7, riboquinasa de Thermotoga maritima; 1FO2, tagatosa-6-fosfato quinasa de
Enterococcus faecalis; 2AJR, putativa 1-phosphofructoquinasa de Thermotoga maritima;, 2ABQ
fructosa-1-fosfato quinasa de Bacillus halodurans y 3CQD, fosfofructoquinasa-2 de E. coli. Las
columnas negras indican bloques de secuencias conservados en todas las proteinas, las columnas
gris oscuro indican mas del 80 % de residuos conservados y las columnas grises entre 60 y 80 %
de residuos conservados por columnas. En la secuencia correspondiente a la Pfk-2 (PDB
ID:3CQD) se resaltan en rojo los residuos con cadenas laterales que establecen contacto con la
subunidad adyacente y se indica con una flecha la posicion de L93. B. Ubicacién de L93 en la
interfaz de la Pfk-2.
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Tabla 2. Parametros cinéticos de 1a mutante L93A y la enzima silvestre a partir

de varias condiciones experimentales.

*Kmapp MEATP “Kmapp fructosa-6-P "Keat
(uM) (LM) s
*Silvestre (3 pM) 12-20 40-50 50-60
°LI3A (3,3 uM) SD SD ~2
°L93A (15 uM) 20 34 10
"L 93A (3,3 uM +
18 43 ~40

ImM de fructosa-6-P)

* En todos los casos indicados la actividad enzimatica se obtuvo mediante un ensayo
continuo (ver Materiales y Métodos) utilizando una concentracion de enzima de 4,3 x 107
uM vy los parametros se calcularon mediante ajuste no lineal de las curvas de velocidad
obtenidas en funcion de ambos sustratos utilizando una funcion hiperbolica.

°El valor entre paréntesis indica la concentracion de proteina de una solucion a partir de la
cual se obtuvieron las alicuotas para medir la actividad enzimatica.

‘La solucion de proteina fue preincubada con 1 mM de fructosa-6-P durante 40 min a 20 °C
SD; sin dato
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enzima silvestre, independiente de la condicion ensayada. Estos resultados sugieren que
la mutante realiza la catélisis con la misma pseudo afinidad por los sustratos que la
enzima silvestre y que la variacion en kg, se debe probablemente a un cambio en las
poblaciones activas de la mutante, las que pueden ser modificadas por su concentracion

o la presencia de ligandos.

2. Efecto de la concentracion de proteina en la K, y el radio hidrodinamico de la
mutante L93A

A diferencia de una reaccion de isomerizacion, la dilucidon de los componentes en
equilibrio de una reaccion bimolecular cambia las poblaciones relativas de los
componentes en solucion favoreciendo las especies disociadas (principio de accion de
masas). Por lo tanto, se prepararon diluciones de proteina para someterlas a
cromatografia de exclusion molecular y ensayos de actividad enzimatica con el fin de
determinar si estas propiedades responden a un equilibrio de asociacion. En la Figura 11
A se compara la variacion de la ke, de la mutante L93A con la enzima silvestre en
funcién de la concentracion de proteina. La k¢, de la enzima mutante se incrementd
desde ~ 2 s™ hasta llegar a valores de 23 s™ entre 5 pM y 151 uM de proteina (Figura 11
A, simbolos blancos). En cambio, la k., de la enzima silvestre se mantuvo constante en
este intervalo de concentracion de proteina y so6lo disminuye su valor por debajo de 0,3
uM (Figura 11 A, simbolos negros). La Figura 11 B muestra los perfiles de elucion de la
mutante L93A obtenidos mediante cromatografia de exclusion molecular y la Figura 11

C el valor del radio hidrodindmico (Rh) para cada concentracidon de proteina inyectada.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de proteina en la k.,; y radio hidrodinamico (Rh) de la
enzima silvestre y mutante L93A. A. Muestras de ambas proteinas se incubaron por 40 min a 20
°C y la actividad enzimatica fue obtenida en condiciones saturantes de ambos sustratos mediante
un ensayo continuo a 25 °C. Las alicuotas utilizadas para medir la actividad enzimatica se
ajustaron de manera tal que la concentracion de proteina en el ensayo fue constante e igual a 4,3 x
10° pM. Experimentos controles no mostraron reactivacion de la enzima durante la formacion de
producto. B. Perfiles de elucion de la mutante L93A obtenidos mediante cromatografia de
exclusion molecular inyectando muestras de proteina a las concentraciones indicadas en cada
cromatograma. C. Comparacion de los radios hidrodinamicos de la mutante L93A (0) y la enzima
silvestre (®) en funcion de la concentracion de proteina, corregida por la dilucion de las muestras
en la columna. La columna se calibré con proteinas de Rh conocido y las muestras se incubaron
por 40 min a 20 °C antes de su inyeccion.
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El Rh de la mutante, extrapolado a dilucion infinita de proteina, fue de 29 A (Figura 11
C). Este valor aumento con la concentracion de proteina hasta alcanzar 32 A a 50 uM, lo
cual coincide con el aumento de la actividad enzimatica de la mutante (Figura 11 A).
Estos resultados indican que tanto el volumen hidrodinamico de la mutante como su
actividad enzimatica son propiedades correlacionadas entre si y a su vez se
correlacionan con el aumento de la concentracion total de proteina. Por lo tanto, se
propone que el reemplazo de .93 por alanina promueve la disociacion de la enzima
cuyas subunidades estan caracterizadas por una kg marginal y un Rh de 29 A (valor
extrapolado a dilucién infinita, Figura 11 C). En contraste, el Rh de la enzima silvestre
permanece constante e igual a 35 A, no observindose una especie de menor tamafio

como la descrita para la mutante (Figura 11 C).

3. Reversibilidad de los cambios del estado de agregacion de la mutante L93A
inducida por ligando.

La reversibilidad de los cambios en el Rh de la mutante fue puesta a prueba
equilibrando la columna de exclusién molecular con fructosa-6-P 0,2 mM o MgATP 0,2
mM, inyectando muestras de la mutante equilibradas en estas condiciones (Figura 12).
En presencia de fructosa-6-P la mutante L93A present6é un Rh idéntico al de la enzima
silvestre (Figura 12 B). En presencia de MgATP (condiciones que favorecen la
formacion del tetramero de la enzima silvestre) L93 A aparece con el mismo volumen del
tetramero silvestre, aunque una poblacion de la enzima mutante permanece con el
volumen del monoémero obtenido en ausencia de ligando (Figura 12 C). Estos resultados

indican que la union de los ligandos revierte los cambios de estado de agregacion
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Figura 12 Efecto de los ligandos de la Pfk-2 en las propiedades hidrodiniamicas de la
mutante L93A y la enzima silvestre. Se inyectaron muestras de proteina silvestre (0) y
mutante L93A (e) preincubadas por 40 min a 20 °C en las condiciones utilizadas para equilibrar
la columna de exclusion molecular. Panel A, columna equilibrada en ausencia de ligandos; panel
B columna equilibrada en presencia de 0,2 mM de fructosa-6-P; panel C columna equilibrada en
presencia de 0,2 mM de MgATP. La columna fue mantenida a 25 ° C y la concentracion de
enzima inyectada fue de 3 uM en todas las condiciones.
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inducidos por dilucion y por lo tanto la disociaciéon de la mutante es un proceso es
reversible. También se evalud la reasociacion de la mutante L93A, inducida por
fructosa-6-P, por cambios de la actividad enzimatica. En la Figura 13 se muestra la
actividad enzimatica de preparaciones de LL93A incubadas a varias concentraciones
defructosa-6-P y distintas concentraciones de proteina. Soluciones de 15 uM de L93A
mostraron una recuperacion de la ke de manera hiperbdlica en funcién de Ia
concentracion de fructosa-6-P, obteniéndose un Kys de 9 uM y un valor limite para la
keat de fructosa-6-P de 43 s™'. Es interesante el hecho que la Kos de reasociacion fue
similar a la constante de disociacion de fructosa-6-P obtenida para el dimero silvestre (6
uM; Guixé y col., 1998). Al utilizar concentraciones menores de proteina (0,3 uM), la
reactivacion de la mutante presentd un Ko s de de 119 uM y una ke, de 15 s, Cuando se
us6 una concentracion de proteina de 0,03 uM no se observo la reactivacion inducida
por fructosa-6-P, incluso después de incubar la proteina por 24 h en presencia del
ligando. Estos resultados indican que la reactivacion de la mutante inducida por
fructosa-6-P se favorece a mayores concentraciones de proteina de manera cualitativa,
en cuanto a la concentracion de fructosa-6-P necesaria para lograr el cambio maximo de
la ket y también cuantitativamente, ya que no es posible observar reactivacion a
concentraciones muy pequefias de proteina (0,03 uM).

Tomando en cuenta que es posible reactivar y reasociar esta mutante, se le puede
utilizar como modelo para determinar las propiedades estructurales de las subunidades

aisladas de la Pfk-2 sin recurrir a la utilizacion de agentes caotropicos.
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Figura 13. Efecto de la concentracion de proteina en la reactivacion de la mutante L93A
por fructosa-6-P. La enzima se incub6 por 40 min a 20 °C en presencia de las concentraciones
indicadas de fructosa-6-P utilizando varias concentraciones de proteina: 15 uM (o), 3,3 uM (e),
0,3 uM (A) y 0,03 uM (A). El ensayo enzimatico se realizd utilizando una concentracion de
proteina constante de 4 x 10~ pM para todas las concentraciones de proteina utilizadas.
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4. Fluorescencia intrinseca y dicroismo circular de la mutante L93A.

En la Figura 14 A se muestra el espectro de dicroismo circular de la enzima
silvestre comparado con el de la mutante L93A en condiciones que favorecen el
monoémero (3 uM de proteina) y en condiciones que favorecen su estado activo y
asociado (3 uM de proteina mas fructosa-6-P 1 mM). En condiciones que favorecen la
separacion de las subunidades de la enzima mutante, la sefial de dicroismo circular a 220
nm corresponde a un 60 % de la sefial de la proteina silvestre nativa (porcentaje de
cambio calculado de la variacion total entre el estado nativo y el estado desplegado con
GdnHCI 3 M). Esta diferencia se reduce a un 86 % cuando el espectro se compara con la
mutante en condiciones que favorecen la forma asociada y activa de la mutante (Figura
14 A).Como se indic6 anteriormente, experimentos de desplegamiento al equilibrio de la
enzima silvestre indican que la fluorescencia intrinseca de la Pfk-2 (originada por un
unico Trp en cada subunidad) censa adecuadamente la formacion del dimero en la Pfk-2.
De acuerdo con esto, en condiciones que favorecen el estado monomérico de la mutante,
la intensidad de su fluorescencia intrinseca corresponde a un 14 % de la intensidad
maxima de la enzima silvestre y es similar a la intensidad de ambas proteinas obtenida
en condiciones desplegadas (Figura 14 B). Al preincubar la mutante en presencia de
fructosa-6-P este cambio conformacional es parcialmente revertido, alcanzando un valor
del 85 % de la fluorescencia de la enzima silvestre medida en presencia de fructosa-6-P
1 mM. Por lo tanto, respecto al dimero silvestre y a la mutante en su forma asociada, la
mutante en condiciones monoméricas muestra cambios conformacionales significativos

tanto a nivel de su estructura secundaria (Figura 14 A) y terciaria (Figura 14 B).

58



4 200

=
[
o

CD, mgrados

50 r

Intensidad de fluorescencia, UA
o
o

300 480

Longitud de onda, nm Longitud de onda, nm

Figura 14. Comparacion de las propiedades estructurales de la enzima silvestre y mutante
L93A en condiciones favorecen su estado disociado y asociado. A. Espectros de dicroismo
circular de la enzima silvestre (@,0) y mutante L93A (A,/\) en ausencia (simbolos negros) y en
presencia de fructosa-6-P 1 mM (simbolos blancos) y en presencia de GdnHCI1 3 M (0). Cada
espectro corresponde a una acumulacién de tres mediciones realizadas en un espectro
polarimetro Jasco 600 utilizando una velocidad de barrido de 20 nm min™ en una celda de Imm
de paso optico. B. Espectros de emision de fluorescencia del Trp-88 manteniendo el codigo de
los simbolos correspondientes de la enzima silvestre (®,0) y mutante L93A (A,/) en ausencia
(simbolos negros) y en presencia de fructosa-6-P 1 mM (simbolos blancos) y en presencia de
GdnHCI 3 M (o). Los espectros de fluorescencia se obtuvieron excitando a 295 nm. La
concentracion de proteina utilizada fue de 3 pM.
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No obstante, en comparacion con su forma asociada (obtenida en presencia de

fructosa-6-P) estos cambios parecen de menor magnitud.

5. Desplegamiento de la mutante L93A por GdnHCl e incremento de la
temperatura.

Los cambios conformacionales asociados al desplegamiento de la mutante
obtenida en su estado disociado, fueron determinados en funciéon de su contenido de
estructura secundaria variando la concentracion de GdnHCI (Figura 15) y la temperatura
(Figura 16). En la Figura 15 se muestra que entre 0 y 0,4 M de GdnHCI la sefial de
dicroismo a 220 nm disminuye para luego decrecer de manera menos pronunciada entre
0,5 y 3 M de GdnHCI. Esta tltima disminucion se asemeja a la transicion observada para
el desplegamiento del intermediario monomérico “I” de la enzima silvestre que ocurre
por sobre 0,5 M de GdnHCI, sugiriendo un intermediario comin el la via de
desplegamiento de ambas enzimas. Sin embargo, la disminucion de la sefal de
dicroismo entre 0 y 0,4 M de GdnHCI es exclusiva para la mutante ya que, a diferencia
de la enzima silvestre, esta transicion ocurre a partir de una especie que presenta
actividad enzimatica marginal (Figura 11 A) y una reducida emision del Trp-88 (Figura
14 B).

Las transiciones térmicas se obtuvieron midiendo el cambio de la estructura
secundaria de la enzima silvestre (Figura 16 y 17) y la mutante L93A a 220 nm (Figura
18). En la Figura 16 se muestra que entre 40 y 50 °C la sefial de dicroismo a 220 nm del

dimero silvestre disminuye de manera sigmoidea con un punto medio (Tm;,) de 43 °C.
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Figura 15. Desplegamiento de la mutante L93A en su estado monomérico utilizando
GdnHCI. La proteina se incub6 por 24 h a 20 °C a 3 uM y se midieron los espectros de
dicroismo circular para cada concentracion de GdnHCI en 50 mM Tris-HCI pH 8,2 DTT 2 mM
y MgCl, 5 mM. Se muestran la sefial de dicroismo circular a 220 nm en funcion de la
concentracion del agente caotropico.
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Figura 16. Desplegamiento térmico de la Pfk-2 silvestre. A. Espectros de dicroismo circular
en la region UV lejana medidos para la enzima silvestre cada 5 °C entre 23 y 53 °C. Cada
espectro representa un promedio de 8 mediciones. Como comparacion se muestra el estado
desplegado de la enzima silvestre obtenido con GdnHCI 3 M a 20 °C (0) B. La seiial de CD
medida a 220 nm se grafica en funcion de la temperatura para una muestra calentada hasta 58 °C
(®) e inmediatamente enfriada hasta 23 °C (o). Cambios en la sefial a 220 nm al enfriar una
muestra calentada hasta los 80 ° C (o). El panel superior muestra la tension del fotomultiplicador
(HT) en funcion de la temperatura.
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Esta transicion fue reversible en un 80 % a juzgar por la recuperacion del la sefial de
dicroismo obtenida luego de enfriar inmediatamente una muestra calentada hasta 58 °C
(Figura 16 B, (e)). No obstante, las condiciones de reversibilidad se pierden cuando la
proteina es calentada por sobre 60 °C (Figura 16 B, (0)). La formacion de agregados
irreversibles es un fenomeno comun en el desplegamiento térmico de las proteinas y
puede ser observada como un cambio del voltaje del fotomultiplicador del instrumento
(HT) (Benjwal y col., 2006).

En el panel superior de la Figura 16 B se observa que por sobre 60 °C ocurre una
transicion en el voltaje del fotomultiplicador sugiriendo la formacion de agregados por
sobre esa temperatura, lo que es coherente con la pérdida de reversibilidad de la muestra
luego de ser calentada a temperaturas mayores de 60 °C. En consecuencia, la sefal de
dicroismo circular obtenida por sobre la temperatura de transicion del fotomultiplicador,
se muestra como puntos en los experimentos de las Figuras 17 y 18. Estos datos no
fueron tomados en cuenta, debido a que la sefal de dicroismo circular de la muestra
puede no reflejar el desplegamiento de la proteina.

El efecto de la concentracion total de proteina en la transicion térmica se evalaa
en la Figura 17. Como se observa, al aumentar la concentracion de proteina el valor de
Tm,,, de cada transicion se desplaza hacia temperaturas mayores, indicando que la
disociacion de las subunidades del dimero silvestre ocurre conjuntamente con la pérdida
de estructura secundaria inducida por el calentamiento de la proteina. Los datos se
ajustaron a un modelo de disociacion concertado con el desplegamiento, N,«»2U, lo que
produce valores de entalpia de la transicion de 83 kcal/mol y valores de Tm;,; 37 °C (0,3

uM); 42 °C (3 uM); y 43 °C (6 uM). Un comportamiento similar se obtuvo al desplegar
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Figura 17. Efecto de la concentracion de proteina en el desplegamiento térmico de la Pfk-2.
Desplegamiento térmico de la Pfk-2 silvestre utilizando varias concentraciones de proteina: 0,3
uM (0), 3 u M (O), 6 uM (o) y 30 uM (A). Para la concentracion mas baja de proteina se utilizo
una celda con paso doptico de 10 mm. La sefial de CD medida para la concentracion de proteina
mas elevada (30 uM, /\) se muestra hasta 43 °C, ya que por sobre este temperatura ocurre una
ostensible variacion en la tension del fotomultiplicador (HT) (ver panel superior). La inspeccion
visual de la muestra mostro la presencia de agregados. En virtud de la claridad, la sefial de
dicroismo se muestra corregida por la concentracion de proteina utilizada. Los datos se ajustaron
a un modelo de disociaciéon concertado con el desplegamiento, N,«<»2U como se indica en
Materiales y Métodos.
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la Pfk-2 con GdnHCI utilizando distintas concentraciones de proteina (ver Figura 3), lo
que indica que, independientemente de la perturbacion, la disociaciéon de la enzima
silvestre esta acoplada a cambios conformacionales que involucran la pérdida de
elementos de estructura secundaria presentes en el dimero.

Cabe destacar que el espectro de dicroismo circular correspondiente a la post-
transicion térmica presenta una mayor intensidad que el espectro de dicroismo obtenido
en presencia de GdnHCl 3 M (Figura 16 A, (0O0)). Estos resultados sugieren una
conformacion diferente para ambos estados no nativos de la Pfk-2. Lamentablemente,
procesos de agregacion u otros cambios conformacionales irreversibles, observados a
temperaturas elevadas, no permiten determinar si la conformacién obtenida en presencia
de GdnHCI se puede obtener al elevar la temperatura.

En la Figura 18 se comparan las transiciones térmicas del dimero nativo con la
mutante L93A en condiciones monoméricas. A diferencia de la transicion sigmoidea
observada para la enzima silvestre, la mutante en condiciones monoméricas muestra una
disminucioén lineal de la sefial de dicroismo (Figura 18, (0)) que decrece hasta alcanzar
valores similares a los obtenidos con la post-transicion térmica del dimero silvestre entre
48 y 55 °C (Figura 18, (/\)). Esta superposicion indica que ambas proteinas presentan
una conformacioén comun entre 48 y 55 °C, lo que a su vez confirma la prediccion de
que la proteina silvestre estd disociada a estas temperaturas.

Como se indic6 anteriormente, en presencia de fructosa-6-P 1 mM se favorece el
estado disociado y activo de la mutante monomérica (Figura 11 A y B). En estas
condiciones, el contenido de estructura secundaria de la mutante disminuye de manera

sigmoidea y no lineal como en la forma libre y disociada de la mutante, indicando que
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Figura 18. Transiciones térmicas de la enzimas silvestre y mutante L93A. La sefial de CD a
220 nm correspondiente a la enzima silvestre (A, A) y mutante L93A (o,e) es graficada como
funcion de la temperatura en ausencia de ligandos (simbolos blancos) o en presencia de 1 mM
de fructosa-6-P (simbolos negros). Los puntos representan la sefial de CD medida por la
temperaturas de las transiciones observadas en la tension del fotomultiplicador (panel superior)
de cada muestra. La concentracion de proteina utilizada fue de 4 pM.
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los contactos nativos, capaces de originar transiciones cooperativas, estan condicionados
a la formacion del dimero de la Pfk-2. Sin embargo, la transicion sigmoidea de la
mutante en presencia de fructosa-6-P (Figura 18, (e)) ocurre 20 °C por debajo del
desplegamiento térmico del dimero silvestre realizado en presencia de fructosa-6-P
(Figura 18, (A)). Ya que la mutante y la enzima silvestre presentan la misma pseudo
afinidad por fructosa-6-P (Tabla 2), se sugiere que la diferencia en los Tm;,, de ambas
proteinas expresa la diferencia de estabilidad entre el dimero mutado y el dimero

silvestre.

6. Determinacion de la estabilidad del dimero mutante L93A.

La aproximacién mas obvia para determinar la estabilidad del dimero mutante es
desplegar esta especie utilizando GdnHCl y obtener la estabilidad como se procedié para
la enzima silvestre. Sin embargo, esta aproximacion implica obtener las curvas de
estabilidad a partir del estado dimérico de la mutante, lo que requiere concentraciones de
proteinas dificiles de acceder experimentalmente. Por ejemplo, para obtener la mutante
como dimero se requieren concentraciones mayores 212 uM de proteina (Figura 11 A'y
B), lo cual favorece la agregacion de la Pfk-2 al aumentar la temperatura (Figura 17) o al
utilizar concentraciones intermedias de GdnHCI (observaciones del autor).

Por lo tanto, se utiliz6 una aproximacion diferente que consiste en estabilizar el
dimero mutante a partir de su estado monomérico (M) que se favorece a bajas
concentraciones de proteina. La Figura 19 muestra la actividad enziméatica de la mutante
L93A en funciéon de la concentracion de diversas sales a pH 8,2. Como se observa, el

incremento de la concentracion de las sales induce un aumento de la actividad
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Figura 19. Recuperacion de la actividad de la mutante L93A en funcién de la
concentracion de varias sales. La mutante se incubd por 2 h a 20°C en Tris-HCI pH 8,2, DTT 5
mM y MgCl, 5 mM utilizando las concentraciones de sales indicadas en la figura. Mayores
tiempos de incubacién no cambian las transiciones observadas, por lo que se suponen
condiciones de equilibrio. Luego de este tiempo, la actividad de las muestras se midio utilizando
concentraciones saturantes de ambos sustratos a 25 °C. Los simbolos correspondientes a las
sales utilizadas se muestran el la figura y las lineas continuas representan el ajuste no linear
obtenido luego de aplicar un modelo de disociacion N,«<»2M a los datos experimentales, como
se indica en Materiales y Métodos.
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Tabla 3. Comparacion de los parametros termodinamicos de estabilidad obtenidos
en funcion de la sal utilizada para estabilizar la mutante L.93A.

©(NH4):S0; Na,S0; KF NaCl CH;COONa KCl
"AGrr oM 6,9 6,0 4,7 5,68 5.6 5,6
*m 27,0 -48.9 -8,7 -8,2 5.2 2,9

*Valores en kcal mol™

®Valores en kcal mol” M

‘Los valores de estabilidad obtenidos con el sulfato de amonio no fueron considerados para el
promedio de la estabilidad del dimero mutante debido a que el ajuste utilizado predice valores
irreales de actividad enzimatica.
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enzimatica alcanzando valores de k., entre 40 y 50 st 1o que indica que las sales
utilizadas favorecen el estado activo de la mutante, es decir su conformacion dimérica
(N2). Tomando en cuenta que la concentracion de proteina utilizada (3 uM) favorece la
configuracién monomérica inactiva (M), el incremento de la actividad enzimatica en
funcién de la concentracion de sal puede ser modelado como un desplazamiento de
equilibrio de asociacion hacia la formacion del dimero. Suponiendo que este equilibrio
se mantiene en todas las concentraciones de sal utilizadas, es posible calcular mediante
el método de extrapolacion lineal de energia libre (LEM) la diferencia de energia libre
entre el monomero y el dimero mutante, AGn2—om=Gm-Gnz,. Esta aproximacion es
idéntica a la utilizada para calcular la estabilidad de una proteina utilizando GdnHCI
como agente caotrdpico (ver andlisis de las transiciones obtenidas en presencia de
GdnHCI en Materiales y Métodos), solo que ahora se utiliza un estabilizador para
obtener la forma activa y no un agente desestabilizador para obtener la forma desplegada
o monomérica de la enzima. En la Tabla 3 se muestran los valores de AGny—om v el
valor m obtenido mediante el ajuste individual de cada curva al modelo asociativo
N,—2M. Los valores de estabilidad fueron similares para las diversas sales utilizadas,
excepto en el caso de sulfato de amonio, lo que indica que el mecanismo de asociacion
no es alterado significativamente por la naturaleza de la sal. El valor promedio obtenido
para la estabilidad del dimero mutante respecto al mondémero disociado en solucidn (sin
considerar el caso del sulfato de amonio) fue de 5,5 + 0,4 kcal/mol, lo que corresponde
aproximadamente a 7 kcal/mol menos que la estabilidad del dimero silvestre calculada
respecto al monomero inducido por GdnHCI. No obstante, el valor m obtenido para cada

sal fue dependiente de la sal utilizada, lo cual puede ser explicado debido a que los
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componentes de una cadena polipeptidica presentan energias de transferencias diferentes

para cada sal utilizada segun el modelo de transferencia de Tanford (Tanford, 1970).
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IV PERTURBACION DE LA INTERFAZ DIMERO-DIMERO MEDIANTE
MUTACIONES SITIO DIRIGIDAS

Al inicio de esta tesis no estaba disponible la estructura del tetramero de la Pfk-2
y por ende se desconocia la ubicacion de los aminoacidos involucrados en la formacion
de la interfaz de esta especie. Sin embargo, experimentos de proteolisis limitada
sugerian que el extremo carboxilo terminal de la enzima podria contener residuos claves
para la formacion de la interfaz dimero-dimero en el tetramero de la Pfk-2 (Cabrera y
col., 2002). Por lo tanto, se realizaron remociones sistematicas de aminodacidos del
extremo carboxilo terminal con el objetivo de encontrar una mutacion que afectara
exclusivamente la interaccién de los dimeros inducida por MgATP. A continuacion se
presentan las caracterizaciones cinéticas de estas mutantes en cuanto a sus K, aparentes
para MgATP y fructosa-6-P y su capacidad para formar tetrdmeros en presencia de
MgATP. Los resultados obtenidos con estas mutantes son coherentes con la ubicacion de
la interfaz del tetrdmero observada en la estructura de la Pfk-2 cristalizada recientemente

por nuestro grupo (Cabrera y col., 2006; PDB ID: 3CQD).

1. Caracterizacion cinética de las mutantes de remocion de aminoacidos del
extremo carboxilo terminal.

Se caracterizaron cuatro mutantes, con remociones desde 2 hasta 10 aminoacidos
del extremo carboxilo terminal de la Pfk-2 (Figura 20), en cuanto a sus K, aparentes
(Kmapp) para fructosa-6-P, MgATP y sus constantes cataliticas (kc.). Todas las mutantes,
a excepcion de la mutante L307, incrementan su Kyapp para MgATP y so6lo dos (Y306 y

A305) presentan valores de k¢, similares a los obtenidos para enzima silvestre (Tabla 4).
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A

(D299) AATLNQGTRLCSHDD

(A305) AATLNQGTRLCSHDDTQKIYA
(Y306) AATLNQGTRLCSHDDTQKIYAY
(L307) AATLNQGTRLCSHDDTQKIYAYL

(Ptk-2 silvestre) AATLNQGTRLCSHDDTQKIYAYLSR

N269 G279 N289 D291 Q301 1303 A305 L307 Pfk-2
B

Figura 20. Disefio y expresion de las mutantes carboxilo terminales de la Pfk-2. A. Para
generar las remociones de segmentos del carboxilo terminal se introdujeron codones de término
de la traduccion (TGA o TAG) en las posiciones requeridas para generar las secuencias
indicadas en la figura. B. El nivel de expresion de las enzimas mutantes se verifico por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturantes. En cada carril se cargaron
15 pg totales de proteina provenientes de un liquido sobrenadante de lisado de bacterias
centrifugado por 10 min a 14.000 rpm. El lisado de bacterias se prepar6 por sonicacion luego de
resuspenderlas en amortiguador Tris 50 mM pH 7,6, glicerol 5%, MgCl, 5 mM y B-
mercaptoetanol 10 mM. La sobreexpresion de las mutantes se inicid en fase exponencial
utilizando una concentracion de IPTG de 0,8 mM. El tiempo de sobreexpresion de cada mutante
fue de 4 h a 37 °C. También se muestra la expresion de mutantes no caracterizadas (N269, G279
y N289). Las mutantes N269, G279 no fueron expresadas o no mostraron un nivel de expresion
importante.
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Tabla 4. Parametros cinéticos medidos para la enzima silvestre y las mutantes de
remocion del extremo carboxilo terminal.

Silvestre L307 Y306 A305 D299
*Kinapp FOP, uM 57+3 60 45 36 20
Kinapp ATP, pM~ 15+3 10 880 800 2000
Keaty S 58+3 46 38 35 4

“Los cambios en la Km aparente (Kp,p,) de MgATP se obtuvieron utilizando una concentracion de

Mg libre de 5 mM y una concentracién constante de fructosa-6-P, 1 mM. Los valores de Kpapp

para fructosa-6-P se calcularon utilizando una concentraciéon de 1mM de MgATP.
®Los valores de velocidad maxima se obtuvieron mediante curvas de saturacion en funcion

de la concentracion de MgATP utilizando concentraciones de su co-sustrato, fructosa-6-P de 1 mM.
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Para determinar el efecto de las mutaciones carboxilo terminal en la integridad
del sitio alostérico para MgATP y el sitio catalitico para fructosa-6-P, se evalio la
variacion de la Kmapp para fructosa-6-P con la concentracion de MgATP (figura 21).
Como se observa, la enzima silvestre incrementa su Kupp para fructosa-6-P al aumentar
la concentracion de MgATP, lo que indica que MgATP disminuye la pseudo afinidad de
enzima por fructosa-6-P. Este efecto ha sido atribuido a la accion alostérica de MgATP
sobre el sitio catalitico para fructosa-6-P (Cabrera, 2004). Las mutantes que presentan
una elevada K, para MgATP (Y306, A305 y D299), también sufren una disminucion
de la Kpapp para fructosa-6-P cuando se utilizan elevadas concentraciones del nucleétido.
Por lo tanto, a pesar de que las mutantes Y306, A305 y D299 presentan una Ki,pp para
MgATP incrementada (Tabla 4), estas enzimas también son inhibidas alostéricamente
por MgATP. Por otra parte, a bajas concentraciones del nucledtido (concentraciones
menores a ImM) la Kyapp para fructosa-6-P de las mutantes Y306, A305 y D299
muestran valores similares a los obtenidos para la enzima silvestre lo que sugiere que la
afinidad por fructosa-6-P no es alterada significativamente por las mutaciones. En la
tabla 4 se muestran los valores de Kapp para fructosa-6-P obtenidos a 1 mM de MgATP.
Claramente, la pseudo afinidad por fructosa-6-P no es un parametro correlacionado con
el incremento de la Kiapp para MgATP en las mutantes Y306, A305 y D299.

Clasicamente el efecto alostérico de MgATP se observa como una disminucion
de la velocidad de la enzima cuando se ensaya en funcidén de la concentracion de su
sustrato nucleotidico (Kotlarz y Buc, 1981; Guix¢é y Babul 1985). La Figura 22 muestra

la velocidad inicial de las mutante Y306 y A305 en funcion de la concentracion de

75



250

200

150 ¢

uM

Mapp,

b4 100

MgATP, mM

Figure 21. Efecto de la concentracion de MgATP en la Ky, de fructosa-6-P de la enzima
silvestre y las mutantes de remocion de segmentos del extremo carboxilo terminal. Se
muestra la variacion de los valores de Ky, de fructosa-6-P medidos para la enzima silvestre (m),
Y306 (A), A305 (o) y D299 (V) con las concentraciones de MgATP indicadas.

Actividad especifica, U/mg

MgATP, mM MgATP, mM

Figura 22. Dependencia de la velocidad inicial de las mutantes L307 e Y306 con la
concentracion de su sustrato MgATP. En cada panel se muestran los cambios de velocidad
de la mutante Y306 (A) y A305 (B) en funcién de la concentracion de MgATP utilizando
concentraciones de 2 mM (m), 0,2 mM (o) y 0,05 mM () de fructosa-6-P.
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MgATP utilizando varias concentraciones fijas de fructosa-6-P. Como se observa, la
actividad enzimatica de las mutantes pasa por un maximo y luego decac a
concentraciones elevadas de MgATP indicando la inhibicion por el nucledtido opera en
estas mutantes. Concentraciones de fructosa-6-P por sobre 1 mM no modifican la
maxima actividad obtenida en funcion de MgATP por lo que los valores de kea
mostrados en la tabla 4 fueron obtenidos en funcion de la concentracion de MgATP
utilizando una concentracion fija de fructosa-6-P de 1 mM.

En conjunto estos datos indican que las mutantes Y306, A305 y D299 presentan
cambios conformacionales que afectan principalmente la Kpqpp para el nucleoétido (Tabla
4) ya que retienen la capacidad de ser inhibidas por MgATP (figura 21 y 22) y ademas
presentan valores similares de Kuapp para fructosa-6-P respecto a la enzima silvestre

(Tabla 4).

2. Desacoplamiento de la formacion de tetrameros de la inhibicion enzimatica
inducida por MgATP.

Una de las caracteristicas asociadas al mecanismo de inhibicion alostérica de la
Pfk-2 es que en presencia de MgATP el dimero nativo se asocia para formar un
homotetramero (Kotlarz y Buc., 1981; Guixé y Babul 1988; Cabrera y col., 2003).
Notablemente, experimentos de cromatografia de exclusion molecular indican que las
mutantes de remocion que presentan una elevada Kpap, para MgATP (Y306, A305 y
D299) no forman tetrdmeros en presencia de MgATP (Figura 23). Esta observacion es
notable, porque al menos las mutantes Y306 y A305 muestran inhibicion de su actividad

enzimatica a elevadas concentraciones del nucledtido MgATP (Figura 21 y 22). No
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Figura 23. Cambios en el estado de agregacion de las mutantes carboxilo terminales
inducidos por MgATP. La cromatografia de exclusion molecular se realizo en una columna
Bio-Rad Bio-Sil 250, equilibrada con Tris-HCI 25 mM pH 7,6, DTT ImM y KCI 0,2 mM en
presencia (linea continua) o en ausencia (linea punteada) de 0,2 mM de MgATP. Los perfiles
de elucién para cada mutante se indican en cada cromatograma. La elucidon de las mutantes se
detect6 a 280 nm y el flujo fue 0,8 ml/min.

78



obstante, la formacion de tetrdmeros en la Pfk-2 es dependiente de la concentracioén de
MgATP y por lo tanto la comparaciéon con la enzima silvestre no es directa, ya que la
inhibicion de estas mutantes ocurre a mayores concentraciones de MgATP respecto a la
enzima silvestre (figura 22).

Con el proposito de estudiar la falla en la formacion de tetrameros observada en
las mutantes carboxilo terminal, pero en un trasfondo cinético similar a la enzima
silvestre, se generaron las mutantes puntuales Y306A y L307A. Las caracteristicas
cinéticas de la mutante puntual L307A reproducen las alteraciones de los parametros
obtenidos con las mutantes de remocion Y306 y A305, encontrandose una Ky,pp para
MgATP de 950 uM cuando la enzima se ensaya en fructosa-6-P 1 mM (Figura 24 A,
Tabla 5). Esta alteracion también se observa a bajas concentraciones de fructosa-6-P (0,1
mM), donde la mutante preserva la capacidad de inhibiciéon por MgATP observada para
la enzima silvestre (Figura 24 B). Esta mutante, al igual que las mutantes de remocion
L307 e Y306, no cambia su estado de agregacion en presencia de MgATP 0,2 mM
(observaciones del autor). Estas caracteristicas indican que la sustitucion de una cadena
lateral hidrofébica por una mas pequeiia reproduce el efecto observado a partir de la
eliminacion completa de un segmento que incluye el aminodcido (mutantes Y306 y
A305).

Por otra parte, la substitucion de la cadena lateral de Y306 por alanina generd
una enzima con parametros cinéticos idénticos a los de la enzima silvestre cuando se
ensaya con concentraciones de 1 mM de ambos sustratos (tabla 5, Figura 24 A), un
resultado coherente ya que la cadena lateral de L307 atin estd presente en la mutante

Y306A. De igual manera, la inhibicién enzimatica de la mutante Y306A, ensayada a
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Figura 24. Curvas de velocidad inicial en funcion de la concentracion de MgATP para la
enzima silvestre y mutantes Y306A y L.307A. Las velocidades de la enzima silvestre (0) y
mutantes Y306A (A) y L307A (o) se obtuvieron en funcién de la concentracion de MgATP
utilizando una concentracion constante 1 mM (panel izquierdo) 6 0,1 mM (panel derecho) de
fructosa-6-P. El ensayo enzimatico se realizo a 25 °C en Tris-HCl 50 mM pH 8,2 manteniendo
un exceso constante de MgCl, de 5 mM para todas las concentraciones de ATP utilizadas. La
concentracion de MgATP se muestra en escala logaritmica.
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Figure 25. Efecto de la concentracion de MgATP en la Ky, de fructosa-6-P de la enzima
silvestre y la mutante Y306A. Se muestra la variacion de los valores de Ky, de fructosa-6-P
medidos para la enzima silvestre (m) y mutante Y306A (/\) con las concentraciones de MgATP
indicadas.
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Tabla 5. Comparacion de los parametros cinéticos de la enzima
silvestre y las mutantes Y396A y L307A.

Silvestre Y306A° L307A°¢
“Kmapp FOP, uM 57+3 62+ 11 29
Kinapp ATP uM 15+3 13,7+0,9 954
Kear 8™ 58+3 53+£3,7 59

? Determinaciones realizadas con una concentracion de 1 mM del co-sustrato.
® Error calculado utilizando 3 6 6 determinaciones.
¢ Promedio de dos determinaciones.
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bajas concentraciones de fructosa-6-P, no fue alterada respecto a la enzima silvestre,
como se desprende de la superposicion del comportamiento bifasico de ambas enzimas
(Figura 24 B). Tampoco se observaron diferencias en el incremento de la Ky, para
fructosa-6-P inducido por el incremento de la concentracion de MgATP respecto al
observado en el caso de la enzima silvestre (Figura 25). De esta forma el patrén de
inhibicidén alostérico de la mutante Y306A no parece ser alterado por la mutacion
puntual.

Notablemente, experimentos de dispersion dinamica de luz mostraron que el
radio hidrodindmico de la mutante Y306A en funcion de MgATP permanece casi
inalterado e igual al valor al dimero (36 A) en el intervalo de concentracion ensayado y,
por el contrario, el radio hidrodindmico de la enzima silvestre se incrementa de manera
sigmoidea hasta alcanzar un valor de 42 A, el que se mantiene constante por sobre
MgATP 0,2 mM (Figura 26 A). Una situacion similar se observa cuando la mutante se
inyecta en una columna de exclusién equilibrada con MgATP 1 mM (Figura 26 B).
Tampoco se observaron cambios en el estado de agregacion de la mutante Y306A en
una columna equilibrada con una mezcla catalitica de sustratos que produce una
disminucion del 80 % de su actividad enzimatica y de la actividad de la enzima silvestre
(Figura 27). En consecuencia, el cambio de Y306 por alanina desacopla la inhibicion de

la actividad enzimatica de la formacion de tetrameros inducida por MgATP.
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Figura 26. Efecto de MgATP en el radio hidrodinidmico (Rh) de la Pfk-2 medido por
dispersion dindmica de luz y cromatografia de exclusiéon en gel. A. El Rh de la enzima silvestre
(®) o la mutante Y306A (o) se midi6 a diferentes concentraciones de MgATP usando una
concentracion de proteina de 15 puM. Los experimentos se realizaron a 25° C. B. Perfiles de

elucion de la enzima silvestre (linea punteada) y la mutante Y306A (linea continua) obtenido es
una columna equilibrada con MgATP 0,8 mM.

3
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Figura 27. Cambios en el estado de agregacion de la mutante Y306A y de la enzima silvestre
inducidos por sus sustratos. Cromatografia de exclusion molecular de la enzima silvestre (linea
punteada) y mutante Y306A (linea continua). Los perfiles de elucion se obtuvieron de una columna
equilibrada con fructosa-6-P 1 mM y MgATP 0,1 mM (condiciones no inhibitorias, panel A) o con
fructosa-6-P 0,1 mM mas MgATP 4 mM (condiciones inhibitorias, panel B).
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3. Union de MgATP a la forma libre de la mutante Y306A y L307A.

Guix¢é y col. (1998) han utilizado los cambios de la fluorescencia intrinseca originados
del tnico Trp que presenta la Pfk-2 para describir la union de MgATP a la enzima silvestre. En
este caso y en condiciones saturantes de MgATP, el area de la fluorescencia de la enzima libre
disminuye en un 35 % (Figura 28 A) y ocurre con un corrimiento del maximo de emision de 6
nm hacia longitudes de onda menores (Figura 28 B). Para la mutante Y306A, los cambios
conformacionales detectados por el Trp-88 fueron similares a los de la enzima silvestre, como se
desprende de la disminucion de la intensidad y el corrimiento del méximo de emisidén obtenidos
en condiciones saturantes de MgATP. No obstante, la mutante L.307A muestra un cambio del
maximo de emision que es parcial respecto a la mutante Y306A y a la enzima silvestre (Figura
28 B). Por lo tanto, al menos desde punto de vista del ambiente del Trp-88, el reemplazo de
Y306 por alanina no modifica los cambios conformacionales inducidos por MgATP en la Pfk-2
silvestre.

Tomando en cuenta que la mutante Y306A y L307A permanecen como dimeros
en el intervalo de concentracion usado para medir la unién de MgATP (Figura 26 y 27),
se concluye que los cambios conformacionales detectados por el Trp-88 se explican
exclusivamente por cambios en la estructura del dimero o el mondémero de la enzima. La
localizacion del Trp-88 es opuesta a la interfaz de interaccion que forma al tetrdmero, y
los cambios conformacionales observados para cada subunidad del tetrdmero (predichos
por los experimentos de dispersion de rayos X, Cabrera y col., 2003) dan sustento
estructural a estas observaciones. Por otra parte, el ajuste a la funcion de Hill de la
disminucién del area de la fluorescencia inducida por MgATP, muestra que las mutante
Y306A y L307A presentan una saturacion hiperbolica y no sigmoidea como ocurre en la

enzima silvestre (Tabla-6). En consecuencia, se propone que la respuesta sigmoidea de
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Figura 28. Cambios de la fluorescencia intrinseca en estado estacionario del Trp-88 en
funcion de la concentracion de MgATP. En el panel A se compara la disminucion del area
de emision del Trp-88 en funcion de la concentracion MgATP calculada entre 305 y 480 nm
utilizando el programa Grams. Los resultados se expresan en relacion al area de emision
obtenida en ausencia de MgATP (Area®) medidos para la enzima silvestre (@), mutante
Y3006A (©) y mutante L307A (0). En el panel B se muestran los cambios en el maximo de
emision calculados a partir de un ajuste a funcién de distribucion (Log-normal) de los
espectros de emision obtenidos para cada concentracion de MgATP. El codigo de simbolos
corresponde al descrito en el panel A. Las mediciones se hicieron a 25 °C en un
espectrofotometro Shimadzu RF-5301 utilizando una concentracion de proteina de 3.3 uM.
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Tabla 6. Constantes de disociacion y numero de Hill (nyg) obtenidos a
partir del cambio del area de emision del Trp-88 inducido por
MgATP.

Silvestre Y306A L307A
Kos, uM 43 127 1200
‘ny 1,6 1,0 1,1

*Valores obtenidos ajustando la disminucion del area de emision en funcion de
la concentraciéon de MgATP a la ecuacion de Hill.
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la enzima silvestre se debe a que la tretramerizacion previene la acumulacion del dimero

unido a MgATP.
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DISCUSION.

I. INTERFAZ MONOMERO-MONOMERO DEL DIMERO SILVESTRE

1. Modelo termodinamico para el desplegamiento del dimero silvestre.
Experimentos de sedimentacion en gradiente de sacarosa (Kotlarz y Buc, 1981;
Guixé y Babul, 1988), exclusion molecular (Cabrera y col., 2002) y dispersioén de rayos
X en angulo corto (Cabrera y col., 2003) indican que en ausencia de MgATP el estado
nativo de la Pfk-2 de E. coli corresponde a un dimero en solucion (N,). El tratamiento
con GdnHCI de esta especie produjo dos transiciones sigmoides que se explican
satisfactoriamente por el modelo
Nye2[e2U
Los cambios conformacionales asignados a la transicion N2l involucran la
disociacion y la pérdida concertada de la actividad enzimatica, el ambiente nativo
alrededor del Trp-88 y cerca del 70 % de la estructura secundaria del dimero nativo. Por
otra parte, experimentos de cromatografia de exclusion molecular y dispersion dinamica
de luz permitieron determinar que el mondmero disociado por la accion del GdnHCI
presenta un radio hidrodinamico de 36 A, es decir 2 A mayor al calculado para el dimero
nativo y ~ 12 A mayor al calculado para un monémero globular de 33 KDa (25 A, segin
Uversky, 1993). Dado que estos cambios conformacionales pueden ser descritos por una
sola transicion que es sensible a la concentracion de proteina, la disociacion de la enzima
silvestre es un proceso del tipo “todo o nada” entre el dimero nativo y un intermediario

que presenta un bajo contenido de estructura secundaria y un volumen hidrodindmico
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similar al dimero. En consecuencia, mondmeros disociados con caracteristicas similares
a los observados en la estructura del dimero son estructuras inestables y por tanto no
pobladas en presencia de GdnHCI.

La estructura cristalografica de la Pfk-2 muestra que el homodimero conforma la
unidad asimétrica del cristal (Cabrera y col., 2006) el cual es creado a través de una
interfaz estructuralmente conservada denominada fS-clasp (Sigrell y col., 1998). Este
plegamiento esta formado por la interacciéon de hojas-f que se originan de cada
subunidad y que se empacan casi ortogonalmente formando un barril aplanado en cuyo
interior predominan interacciones hidrofobicas. Estas caracteristicas son similares a
plegamientos tipo barril-f descritos en proteinas conformadas por una sola cadena
polipeptidica como fue reconocido tempranamente para la interfaz de asociacion S-clasp
descrita para la riboquinasa (Sigrell y col., 1998). Estas observaciones sugieren que la
interfaz de la Pfk-2 puede ser considerada como un dominio “per se” y por lo tanto su
disociacion debe estar acoplada al desplegamiento de las cadenas polipeptidicas que lo
conforman. Esta situacion ha sido estudiada en dimeros pequefios como el represor ARC
y el factor de inversion FIS los cuales son creados por un unico centro hidrofébico
conformado por ambas cadenas polipeptidicas (Bowie y Sauer, 1989; Toping y col.,
2004). De igual manera que lo observado en proteinas monoméricas estabilizadas por un
centro hidrofobico, el desplegamiento de estos dimeros puede ser modelado con un
mecanismo de dos estados, N,«»2U, en donde el evento de disociacion no pudo ser
distinguido de la pérdida completa de la estructura secundaria de las subunidades (Neet
y Timm, 1994; Tsai y Nussinov, 1997). La presencia de monomeros desestructurados y

no compactos en el desplegamiento al equilibrio de la Pfk-2 concuerda con las
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caracteristicas estructurales descritas para este tipo de interfaz. Sin embargo, el bajo
contenido de estructura residual que presenta el intermediario monomérico indica que la
pérdida de la conformacién nativa de cada subunidad no se restringe exclusivamente al
dominio de asociacion S-clasp.

Aparte del dominio de asociacion pS-clasp, cada subunidad de la Pfk-2 estd
compuesta por un dominio adicional formado por interacciones intramoleculares cuyo
plegamiento tridimensional es comin a todos los miembros de la superfamilia de la
riboquinasa (Zhang y col., 2004). Esta organizacion estructural puede, potencialmente,
dar origen a subunidades separadas que preserven sus contactos intramoleculares,
siempre y cuando estos contactos conformen un dominio con estabilidad diferente e
independiente del dominio de asociacion o dominio f-clasp (Freire y col., 1992;

Privalov, 1996).

2. Caracteristicas estructurales del mondmero silvestre obtenido en presencia de
GdnHCL

Dado que el intermediario se caracterizo utilizando técnicas espectroscopicas de
baja resolucion, no es posible determinar si su estructura residual corresponde a regiones
o dominios del mondémero que preserven una configuracion nativa. En ciertas
condiciones (GdnHCIl, pH, temperatura) las proteinas pueden exhibir un estado
colapsado conocido como globulo fundido (Kuwajima, 1989) el cual ha sido descrito
como una tercera fase en la cual un polipéptido en solucidén puede existir (Pande y
Rokhsar, 1998) y por lo tanto su conformacion no debe ser confundida con el

desplegamiento de dominios independientes dentro de una proteina. Diversos estudios
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han caracterizado al globulo fundido como una especie con contenido variable pero
elevado de estructura secundaria (mayor al 70 %) y un empacamiento no nativo de las
cadenas laterales. Estas caracteristicas se traducen en un incremento moderado del
volumen del polipéptido en relacion al estado nativo pero manteniendo una
“globularidad” y compactacion similar al estado nativo (Uversky, 2002a y b; Uversky y
Fink, 2002). De acuerdo a los experimentos de cromatografia de exclusion en gel y
mediciones de dispersion dindmica de luz, el radio hidrodinamico del intermediario es
de 36 A, alrededor de 13 A mayor que el predicho para un monémero compacto de 33
KDa (Uversky, 1993). Esta diferencia representa un incremento mayor al 15 % del
volumen informado para un polipéptido en una configuracion tipo globulo fundido
(Uversky, 2002 a y b). El caracter desestructurado del intermediario monomérico
también es reflejado por el valor m calculado para la transicion Np«>21. El valor m es un
valor experimental que corresponde a la variacion de la energia libre con la
concentracion de agente caotropico, lo cual es representado graficamente por la
pendiente que presentan las transiciones obtenidas en funcion de la concentracion de
GdnHCI. Teoricamente, segiin el modelo de transferencia de Tanford (Tanford, 1970), el
cual ha sido actualizado por Auton y Bolen (2005), el valor m es proporcional al cambio
de la superficie expuesta al solvente que ocurre producto de la reaccion de
desplegamiento. De esta forma, proteinas que exponen una mayor superficie al ser
desplegadas presentan transiciones con mayor pendiente y valores m mas elevados. Esta
situacion fue reconocida por Myers y col, (1995) reportando una correlacion lineal entre
el valor m y la superficie expuesta al solvente (AASA) de varias proteinas. Aplicando la

correlacion encontrada por Myers y suponiendo el completo desplegamiento del dimero
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de la Ptk-2, el valor de AASA calculado a partir de la estructura de la enzima es 76.000
A%, 1o que a su vez corresponde a un valor m de ~ 18 kcal mol' M. Los valores m
experimentales encontrados para la transicion Ny«<»2I e [«»U fueron 17+£2 y 1,5 kecal x
mol! M respectivamente. Asi, la comparacién del valor m teérico con el valor
experimental obtenido para la transicion N2l sugiere que casi toda la exposicion al
solvente esperada para el completo desplegamiento de la Pfk-2 ocurre en la transicion
Nye2I, ya que su valor m experimental es similar al valor tedrico calculado para el
desplegamiento total de la proteina.

Por lo tanto, el bajo contenido de estructura secundaria, la gran expansion del
volumen hidrodinamico y la exposicion casi completa al solvente de las cadenas
laterales escondidas en el dimero, indican que una gran parte de los contactos nativos de
cada monomero estan en una conformacion desestructurada en el estado intermediario.
En consecuencia, la disociacion de la Ptk-2 inducida por GdnHCI se caracteriza como
un proceso concertado que ocurre con la pérdida de buena parte de los contactos
intermoleculares e intramoleculares de las subunidades.

Estas caracteristicas impiden asignar la transicion N«>2I exclusivamente al
desplegamiento de la interfaz S-clasp, dificultando la evaluacion de la contribucion de
los contactos mondmero-mondmero a la estructura del dimero a partir de las transiciones
inducidas por GdnHCI. Por lo tanto se realiz6 una mutacion puntual en el dominio de
asociacion de la Pfk-2 para desestabilizar selectivamente la interfaz f-clasp y evaluar la

conformacion del mondémero en ausencia de GdnHCI.
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II. PERTURBACION DE LA INTERFAZ MONOMERO-MONOMERO (8-clasp)

MEDIANTE MUTACION SITIO DIRIGIDA.

1. Estabilidad del dimero obtenido mediante mutagénesis sitio dirigida.

El efecto hidrofobico (el proceso de deshidratacion de un compuesto apolar y su
escondimiento en el interior hidrofoébico de una proteina) se consideran como la mayor
contribucion energética que maneja el plegamiento de las proteinas (Dill, 1990).
Estudios de transferencia de compuestos apolares desde una fase acuosa hacia una fase
que simula el ambiente hidrofobico del centro de una proteina, predicen que el
reemplazo de leucina por alanina (L—A) en centros hidrofobicos desestabiliza el estado
nativo en al menos 1,9 kcal/mol (ver referencias en Eriksson y col., 1992). En la Pfk-2,
la cadena lateral de L93 es parte de un grupo de aminoacidos apolares que conforman el
centro hidrofobico de su interfaz. En consecuencia, se espera que su reemplazo por
alanina disminuya la estabilidad del dimero nativo en alrededor de 4 kcal/mol (1,9
kcal/mol por cada subunidad).

El reemplazo de .93 por alanina produjo un dimero mas inestable que el dimero
silvestre ya que, comparadas con la enzima silvestre, las subunidades mutadas se
observan como mondmeros a concentraciones elevadas de proteina. En efecto, en el caso
de la enzima silvestre s6lo ha sido posible observar las subunidades separadas mediante
la accion de agentes caotrdpicos. Tomando la actividad enzimatica de la mutante como
un indice del estado dimérico (y su ausencia como un indice de la presencia de
monomeros), y suponiendo un modelo de dos estados entre el dimero y el mondémero

mutante, la reactivacion de la mutante obtenida en funcidn de la concentracion de varias
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sales permitid un célculo aproximado para la estabilidad del dimero mutante de 5,5 + 0,4
kcal/mol.

Sin embargo este valor fue obtenido en base a algunas suposiciones que no han
sido corroboradas experimentalmente y, por lo tanto, debe ser tomado con cautela. La
estabilizacion de proteinas inducida por sales puede ser explicada por multiples
mecanismos que pueden operar combinadamente segun el intervalo de la concentracién
de sal utilizada y la naturaleza del soluto (proteina) y la de la sal utilizada. Los
mecanismos mas comunes descritos para la estabilizacion de proteinas por sal incluyen:
estabilizacion por unidn especifica a sitios presentes en la estructura, eliminacidén de
interacciones electrostaticas desfavorables y efectos que cambian las propiedades del
solvente.

Varias propiedades de las soluciones acuosas siguen la serie de Hofmeister, la
cual se construye en términos de su capacidad para precipitar proteinas (efecto “salting
out”, Hofmeister, 1888). En paralelo con la serie de Hofmeister, el incremento de la
concentracion de sales resulta en un incremento de la tension superficial del agua (Jarvis
y Scherman, 1968) y una disminucion de la capacidad de solvatar compuestos apolares
como el benceno (Baldwin, 1996). Esto ha sido interpretado como una modulacién del
efecto hidrofébico, lo cual ha sido exitosamente explicado por algunos modelos de la
estructura del agua (Hribar y col., 2002). De esta forma, el efecto Hofmeister o la
capacidad de reducir la solubilidad de compuestos apolares puede distinguirse por dos
propiedades: un incremento lineal de la energia de estabilizacion de las proteinas con la
concentracion de sal disuelta (Baldwin, 1996) y el ordenamiento de diversas sales de

acuerdo a su “capacidad” de estabilizar las proteinas. La primera caracteristica es una
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condicion inherente al modelo de variacion lineal de energia libre (LEM) utilizado para
calcular la estabilidad del dimero mutante en funcidén de la concentracion de sal. Esta
aproximacion produce valores de energia de estabilidad (AGnz—.2m) algo independientes
de la sal utilizada (Na,S04 6 kcal/mol y NaCl, CH;COONa y KCI, 5,6 kcal/mol)
sugiriendo que la estabilidad, independientemente de la sal utilizada, se logra por un
incremento lineal de la estabilidad del dimero y por lo tanto a través de un mecanismo
comun para todas las sales. En el caso de obtener estabilidades diferentes para cada sal
utilizada, podria indicar la presencia de sitios especificos para los iones utilizados o la
acumulacion de un intermediario a concentraciones intermedias de sal. En este sentido
KF y (NH4),SO4 producen valores de estabilidad substancialmente diferentes (4,7
kcal/mol y 6,9 kcal/mol respectivamente) y por lo tanto deben ser analizados en mas
detalle. El efecto de la modulacion del efecto hidrofobico debiera también predecir las
sales que requieren menor concentracion para estabilizar el dimero mutante. Entre las
sales estudiadas en este trabajo, los aniones que desfavorecen mads eficientemente la
solubilidad de compuestos apolares son ordenados de mayor a menor efectividad,
(Baldwin, 1996): SO,> > CH;COO > F > CI" y en los cationes Na" > K" > NH,".
Tomando como indice de eficiencia la concentracion de sal a la cual se observa la
recuperacion de la mitad de la actividad enzimadtica, se obtiene el siguiente orden:
(NH4)2SO4 ~ Na,SO4> NaCl > CH3;COONa > KF > KCIl. Asi, entre las sales probadas, el
orden de los aniones es predicho adecuadamente por la serie de solubilidad de
compuestos apolares. No obstante, la excepcion la constituye NaCl en donde el cation
Na' parece ser dominante ya que este es mas efectivo que K'. La buena correlacion

experimental que existe con la capacidad de la sales para disminuir la solubilidad de
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compuestos apolares, conjuntamente con la variacion lineal de la estabilidad predicha
por el modelo utilizado, indican que el aumento de estabilidad del dimero puede ser
explicado por un incremento del efecto hidrofébico del solvente inducido por las
diversas sales utilizadas. En este sentido, la estructura de la Pfk-2 predice que la
disociacion de la interfaz mondmero-monomero debe exponer al menos una superficie
apolar de 1.880 A” al solvente (980 A” por cada subunidad), evento desfavorecido al
disminuir la capacidad de solvatacion del agua inducida por las diversas sales utilizadas.

La estabilidad calculada para la mutante L93A, respecto a su subunidad
disociada, corresponde a una disminucion de 7 kcal/mol respecto a la estabilidad
calculada para el dimero silvestre en relacion al mondémero obtenido en presencia de
GdnHCI. En consecuencia, se deduce que cada subunidad es desestabilizada por 3,5
kcal/mol, un valor mayor en comparacién a las 1,9 kcal/mol predichas por los estudios
de transferencia de compuestos apolares (ver referencias en Eriksson y col., 1992). Cabe
destacar, que las caracteristicas estructurales de la mutante en condiciones monoméricas
fueron diferentes a las caracteristicas del intermediario monomérico obtenido en
presencia de GdnHCI y por lo tanto la comparacion se ha realizado con estados de

referencia que presentan conformaciones diferentes.

2. Caracteristicas estructurales y estabilidad del monomero obtenido mediante
mutacion sitio dirigida.

En la estructura de la Pfk-2 obtenida en presencia de MgATP, el unico Trp (Trp-
88) presente en cada subunidad esta localizado en la interfaz mondémero-mondémero y

forma una extensa red de contactos con atomos de su propia subunidad y de la
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Figura 29. Localizacion del Trp-88 en la estructura del dimero de la Pfk-2 obtenida en
presencia de MgATP. A. La estructura del dimero se muestra como el esqueleto carbonado
(carbono o) y cada subunidad aparece en rojo y en azul. La cadena lateral del Trp-88 se ubica en
el fondo de cada “bisagra” que conecta la cubierta del sitio activo con el dominio mayor de la
enzima. B. Atomos de la subunidad adyacente, presentes a menos de 4 A del anillo indélico del
Trp-88. C. Atomos pertenecientes a la cadena a la subunidad del Trp-88 presentes a menos de 4
A del anillo inddlico. La superficie se colored segun el tipo de atomos: carbono (verde),
nitrégeno (rojo) y oxigeno (azul). El area escondida por el anillo indolico del Trp-88 se calculo
con el servidor Pissa (Krissinel y Henrick, 2007).
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subunidad adyacente (Figura 29). Cada anillo indélico esconde una superficie de 127 A%,
principalmente a través de de cadenas laterales apolares presentes en la subunidad
adyacente (Figura 29 B). En cambio, el entorno del anillo del Trp-88 con las cadenas
laterales de su propia subunidad es principalmente polar (Figura 29 C). Este entorno
sugiere que la mera disociacion del dimero puede aumentar la polaridad del Trp-88 y por
lo tanto disminuir la intensidad de su fluorescencia. Asi, el apagamiento de la
fluorescencia observado para el estado disociado de la mutante (80 % respecto al dimero
silvestre), concuerda con el entorno y la ubicacion del Trp-88 en la estructura de la Pfk-
2. Sin embargo, el hecho de que exista s6lo un Trp-88 con una ubicacidn restringida a la
superficie de interaccion de los mondmeros, hace de esta cadena lateral una mala sonda
para determinar cambios conformacionales globales producidos por la disociacion de sus
subunidades. Este argumento también puede ser aplicado a la disminucién de la
fluorescencia inducida por GdnHCI, pero confirma que durante el desplegamiento de la
proteina ocurre la disociacion del dimero ya que la fluorescencia decae junto con la
disminucién de la estructura secundaria de la proteina.

En condiciones en que la mutante L93A es un mondmero, se observa una
importante disminucion de la estructura secundaria respecto al dimero silvestre (40 % de
la intensidad a 220 nm), aunque al utilizar fructosa-6-P para estabilizar el estado
dimérico de la mutante, la recuperacioén del contenido de estructura secundaria fue solo
parcial respecto al dimero silvestre. Sin embargo y, a pesar que el contenido de
estructura secundaria no puede ser estrictamente comparado con la enzima silvestre, es
claro que el contenido de estructura secundaria del dimero mutante disminuye luego de

su disociacion. Esta observacion es coherente con la hipotesis de que la interfaz f-clasp
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de la Pfk-2 se comporta como un dominio con un centro hidrofoébico y, como tal, su
disociacion provoca al menos la pérdida de los elementos de estructura secundaria que lo
conforman. En este escenario, es improbable que la actividad enzimatica medida en
condiciones que favorecen el estado disociado del dimero mutante (3 % de la actividad
de la enzima silvestre) corresponda a las subunidades separadas debido que las cadenas
constituyentes de la interfaz también representan la cubierta del sitio activo de la
enzima.

Estos resultados indican que la conformacion del monomero mutante obtenida en
ausencia de GdnHCI se aproxima a las caracteristicas descritas para el intermediario
monomeérico silvestre obtenido en presencia de GdnHCI, ya que este ultimo presenta un
bajo contenido de estructura secundaria y un pobre rendimiento cuantico del Trp-88. Sin
embargo, la mutante en condiciones monoméricas es claramente mas compacta que el
mondmero obtenido por la accion de GdnHCI, presentando un radio hidrodinamico 6 a 7
A menor que el intermediario obtenido por la accion de agentes caotropicos. Ademas, el
tratamiento con GdnHCI de la mutante en condiciones que favorecen el mondémero
produjo una disminucién del contenido de estructura secundaria en el mismo intervalo
de concentracion de GdnHCI en el que el dimero silvestre sufre la disociacion y
desplegamiento concertado que origina el intermediario monomérico de 36 A. De esta
forma, las caracteristicas estructurales de la mutante monomérica se aproximan a la
clasica descripcion del globulo fundido, una especie relativamente compacta con un
importante contenido de estructura secundaria respecto a su configuracion desplegada
(Arai y Kuwajima 2000; Uversky y Fink, 2002; Uversky, 2002,). Como se menciond

anteriormente, un mondmero tipo globulo fundido estd ausente o pobremente
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representado al desplegar el dimero silvestre con GdnHCI, lo que indica que este tipo de
conformacién es inestable y por lo tanto incapaz de originar transiciones sigmoides
frente a una perturbacion del sistema. En coherencia con esta prediccion, la pérdida del
contenido de estructura secundaria de la mutante en condiciones monoméricas no
origina una transicion sigmoidea frente a la accion del GdnHCI, lo que si sucede con el
dimero silvestre. Un comportamiento similar ocurre cuando se compara el
desplegamiento térmico de ambas enzimas. El desplegamiento térmico de la mutante
muestra una disminucion lineal de la sefial de dicroismo que se superpone, a elevadas
temperaturas, con la postransicion correspondiente a la sefial del mondmero desplegado
de la enzima silvestre. La transicion sigmoidea de la mutante puede ser recuperada solo
en presencia de fructosa-6-P, condicion en la cual ésta aparece como un dimero activo.
Transformaciones paulatinas o de baja sigmoidicidad, denominadas transiciones
de segundo orden, se han atribuido a cambios continuos o graduales que se suceden
entre conformaciones separadas por una pequefia o nula barrera energética (Dill, 2002).
Este tipo de transiciones ha sido descrita para varios intermediarios obtenidos en
diferentes condiciones de pH, temperatura y agentes caotropicos. Los ejemplos mas
estudiados corresponden al intermediario acido de la proteina o-LA, ApoMb, la
subunidad o de la triptéfano sintetasa y la deshidrofolato reductasa, casos que han sido
revisados detalladamente por Arai y Kuwajima (2000). La caracterizacion de la
estructura de estos intermediarios mediante técnicas de NMR (Nuclear magnetic
resonance), FRET (Fluorescence resonance energy transfer), han mostrado que el
contenido de estructura secundaria residual proviene de agrupaciones de aminoacidos

hidrofobicos en conformaciones no nativas y también de elementos de estructura
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secundaria presentes en una topologia nativa. No obstante, aunque los detalles
estructurales de estos intermediarios son variables y dependen de la estructura de cada
proteina estudiada, un tema comun es la ausencia del empacamiento correcto de las
cadenas laterales (estructura terciaria). Intermediarios que retienen un mayor grado de
interacciones terciarias nativas tienden a mostrar un mayor grado de sigmoidicidad en su
desplegamiento (Wu y Kim, 1998; Song y col., 1998)

Sin embargo, a diferencia de los intermediarios caracterizados en condiciones no
nativas, la conformacion del monomero mutante ha sido caracterizada en condiciones
que favorecen el estado nativo del dimero silvestre. Condiciones fuertemente
desnaturantes inducen conformaciones del polipéptido que no son necesariamente
preferidas en las condiciones que se favorece el plegamiento. Estudios de FRET
realizados con proteinas que muestran un desplegamiento de dos estados (N«>U),
indican que el volumen del estado desplegado, extrapolado a condiciones nativas, puede
ser solo un 10 % mayor que el estado nativo de la proteina (Sherman y Haran, 2006) y
estudios de NMR muestran que esta compactacion se debe a una cantidad significativa
de estructura ordenada respecto al estado desplegado obtenido en condiciones
fuertemente desnaturantes. Por ejemplo, el estado desplegado del dominio N-terminal de
la proteina Drosophila drk en condiciones nativas puede ser considerado como un
pequeiio numero de conformaciones que comparten una topologia en comun organizada
en torno a agrupamientos hidrofobicos de cadenas apolares y giros del esqueleto de la
cadena principal (Mok y col., 1999). Mayor y col. (2003) han caracterizado una version
desestabilizada de la proteina HD (mutante HD-L16A) como modelo para estudiar en

condiciones nativas la conformacion de su estado desplegado. En este caso, el estado
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desplegado se caracteriz6 como un numero reducido de conformaciones que comparten
varios elementos de estructura secundaria en conformacion nativa (Reiliga y col., 2005).
En este sentido el estado desplegado de una cadena polipeptidica obtenido en
condiciones nativas (las cuales son las condiciones relevantes in vivo) puede ser
comprendido como un estado colapsado del polipéptido, con algunos elementos de
estructura secundaria presentes en topologia nativa altamente fluctuantes, pero sin las
interacciones “especificas” de las cadenas laterales observadas en su conformacion
nativa.

Estas configuraciones comparten la propiedad de sufrir transiciones no
sigmoideas cuando sus conformaciones son perturbadas por la adicién de agentes
caotropicos o el incremento de la temperatura. De forma andloga, el desplegamiento
térmico de la mutante L93A en condiciones monoméricas no genera cambios
sigmoideos durante la pérdida de su estructura residual a pesar de que esta mutante
presenta una conformacion compacta de 29 A. En este caso, la variacion lineal de la
sefial dicroica de la mutante monomeérica con la temperatura se superpone con la sefial
de dicroismo correspondiente al mondmero silvestre desplegado térmicamente. Dicho de
otra forma, el monomero mutante presenta una conformacién compacta que parece
representar el estado desnaturado de la enzima silvestre inducido por el incremento de la
temperatura.

Este resultado es importante porque indica que la mayor parte de la estabilidad de
las subunidades se logra sélo luego de formar el dominio de asociaciéon y pone de
manifiesto que la subunidad aislada presenta una estabilidad marginal, ya sea en

presencia o en ausencia de GdnHCI.
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Fuera de este trabajo, la piridoxal quinasa es el inico miembro de la familia de
riboquinasa (Liy col., 2002) cuya estabilidad ha sido estudiada (Lee y col., 2000, Pineda
y Churchich, 1993). Esta enzima es activa como un monoémero (Kwok y col., 1987) y su
estructura carece de los elementos que dan origen a la cubierta del sitio activo de la Pfk-
2 ya que estos son remplazados por un “loop” que sufre cambios conformacionales
sensibles a la union de sus ligandos (Li y col., 2004). De esta forma, cada mondmero de
la piridoxal quinasa retiene la topologia del dominio mayor de la Pfk-2, ya que la
superposicion estructural del mondmero de la piridoxal quinasa con el dominio mayor
de la subunidad de la Pfk-2 produce un R.M.S 1,8 A. Es interesante que, los valores de
estabilidad de 2,4 kcal/mol para la piridoxal quinasa de cerebro de oveja (Pineda y
Churchich, 1993) y 1,2 kcal/mol para la humana (Lee y col., 2000) corresponden al
limite inferior de la estabilidad informada para proteinas globulares. Es notable que
aunque el dominio o/f/a de la piridoxal quinasa ha evolucionado como un monoémero,
esta estructura, presente en cada subunidad de la Pfk-2, también presenta una estabilidad
marginal cuando las subunidades de la Pfk-2 son aisladas. Para afirmar que esta
propiedad es una caracteristica intrinseca del dominio que define a la familia de la

riboquinasa se requiere de una caracterizacion mas amplia de sus representantes.
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III PERTURBACION DE LA INTERFAZ DIMERO-DIMERO MEDIANTE

MUTACIONES SITIO DIRIGIDAS.

1. Perturbacion de la interfaz dimero-dimero mediante mutagénesis sitio dirigida y
su efecto en la inhibicion alostérica por MgATP.

Se ha propuesto que la inhibicién enzimatica por MgATP opera a través de un
mecanismo competitivo (Esquema 1, Cabrera, 2004). En este mecanismo, la unién de
fructosa-6-P al sitio catalitico corresponde a un evento obligado en la ruta de catalisis ya
que es requerida para la unidon productiva de MgATP como lo dicta el mecanismo
secuencial y ordenado predicho para la Ptk-2 (Campos y col., 1984). De esta forma, la
union anticipada de MgATP al sitio alostérico excluye la union de fructosa-6-P al sitio
activo (y vice-versa) impidiendo la formacion del complejo catalitico. La prueba cinética
detras de este mecanismo es el aumento lineal de la Kn,p, de fructosa-6-P que ocurre con
una pequena variacion de velocidad méxima al incrementar la concentracion MgATP
(Cabrera, 2004). En este mecanismo, la transformacion del dimero silvestre en tetrdmero
es una etapa que ha sido incluida en el mecanismo de inhibicion de la Pfk-2 de E. coli
debido que esta especie se observa en presencia del nucledtido y también en presencia
de concentraciones de sustratos inhibitorias de la actividad enzimatica (Guixé y Babul,
1988)

Experimentos de uniéon de MgATP, partiendo de la enzima libre, caracterizaron
la formacion del tetrdamero como dos equilibrios secuenciales (Cabrera, 2004). En el
Esquema 1 se muestra el primer equilibrio que depende de la constante K4 y describe la

union de MgATP al sitio alostérico. El segundo equilibrio corresponde a la asociacion
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de los dimeros que previamente han unido ATP y depende de la constante K. Sin
embargo, los resultados de esta tesis indican que este ultimo equilibrio es irrelevante

para el mecanismo de inhibicion de la actividad enzimatica de la Pfk-2, al menos in

MgATP fructosa-6-P

D
D-MgATP ‘}v \ MgATP
T-MgATP«A D-MgATP Kp D-fructosa-6-P 4&» catalisis

Kr

Vitro.

Esquema 1. Mecanismo de regulacion alostérica propuesto para la Pfk-2.
MgATP y fructosa-6-P compiten por la unién al dimero (D). La union anticipada de
MgATP al sitio alostérico produce la formacion del tetramero T y evita la union de
fructosa-6-P y la catdlisis. La constante de unién de ATP al sitio alostérico esta
comandada por la constante de disociacion (Kp) y la formacion de tetrdmeros por la

constante de disociacion K.

Siguiendo el mecanismo competitivo (Esquema 1), la constante que lleva a la
especie inactiva (el tetrdmero) a partir del dimero corresponde al producto de las
constantes microscopicas, Kp y Kr, y por ende una modificacion de cualesquiera de
estos eventos debiera modificar el patron de inhibicion de la Pfk-2. En oposicion a esta
hipotesis, los experimentos de cromatografia de exclusion molecular y dispersion
dindmica de luz (Figura 26 y 27) mostraron que la mutante Y306A no es capaz de

formar tetrameros en presencia de MgATP aunque su caracterizacion cinética indica un
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patron de inhibicidén enzimatica muy similar a la enzima silvestre (Figura 24 y 25). Es
decir, a pesar de que la segunda parte del equilibrio esta desfavorecida (Kr aumentada),
la concentracion de MgATP requerida para observar la inhibicidn enzimadtica no se
modifica.

Por lo tanto, la union de MgATP al sitio alostérico de la mutante Y306A puede
ser descrita solo por el primer evento de union del Esquema 1. Adicionalmente, y dado
que los patrones cinéticos de inhibicion de esta mutante son muy similares a la enzima
silvestre, también se puede concluir que en esta ultima la formacion de tetrameros es un
cambio conformacional desfavorecido en las condiciones de ensayo. Una explicacion
posible es que la constante de disociacion Kr, que comanda la formacion de tetrameros
en la enzima silvestre, es muy elevada respecto a la concentracion de proteina total
utilizada en el ensayo enzimatico (concentraciones nanomolares). Asi, la formacion de
tetrameros presentes en las condiciones del ensayo enzimatico de la enzima silvestre
puede ser marginal, lo que resulta en un fenotipo muy similar cuando se compara con
una enzima que no cambia su estado de agregacion, como es el caso de la mutante
Y306A. Bajo esta hipdtesis, tanto en la enzima silvestre como la mutante, la inhibicion
alostérica estd comandada principalmente por el primer equilibrio de unién del Esquema
1, es decir solo por la constante de union de MgATP al sitio alostérico, Kp.

Estos resultados indican que los cambios conformacionales responsables de la
inhibicion alostérica pueden ser explicados exclusivamente por cambios a nivel del
dimero o a nivel de cada subunidad en esta mutante. Experimentos de dispersion de
rayos X en angulo corto, realizados con la enzima silvestre, mostraron que, aparte de la

formacion de tetrdmeros, MgATP induce cambios conformacionales significativos en
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cada subunidad que conforma el tetrdmero. Estos cambios conformacionales fueron
descritos como movimientos de cuerpo rigido que resultan en un cierre de la cubierta de

cada sitio activo (Cabrera y col., 2003).

2. Correlaciones estructura-funcion de las mutantes de la region carboxilo
terminal.

Durante el transcurso de esta tesis se obtuvo la estructura cristalografica de la
Pfk-2 en presencia de MgATP, que indica que la unidad bioldgica presente en el cristal
corresponde a un homotetramero. El analisis del cristal indicé la unidad asimétrica es un
dimero (Cabrera y col., 2006) que interacciona con un homodimero adyacente a través
de una interfaz que esconde una superficie de 2200 A, Esta interaccion genera un
tetrdmero cuyos sitios activos quedan enfrentados entre si (Figura 30).

El extremo carboxilo terminal de cada subunidad corresponde a una hélice-a
anfipatica en la cual la cadena lateral de Y306 interactia con el dimero adyacente
escondiendo 110 A? (Figura 30 A). Analisis sistematicos realizados mediante el
reemplazo por alanina de las cadenas laterales involucradas en la interfaz de diversos
oligobmeros, han mostrado que la energia de interaccion de los oligbmeros no estd
distribuida homogéneamente a lo largo de la interfaz, sino que se concentra en lugares
especificos constituidos sélo por algunas cadenas laterales o “hot spot” (Clackson y
Wells, 1995; DeLano, 2002). Para encontrar estos sitios en la interfaz del tetrdmero se
utilizé el servidor Robetta, del laboratorio de David Baker (Kortemme y col., 2004) el

cual remplaza sistematicamente las cadenas laterales involucradas en la interfaz por
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alanina y calcula la diferencia de energia libre entre la enzima silvestre y cada mutante

generada in silico. Este andlisis predice que el reemplazo de la cadena lateral de Y306
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Figura 30. Estructura tetramérica del complejo MgATP-Pfk-2. A. La estructura del
tetramero fue construida por operaciones de simetria de la subunidad asimétrica del cristal
mediante el programa Swiss PdbViewer. En verde y en azul se muestra la cadena principal de
ambos homodimeros, los cuales interactian a través de una interfaz que resulta en el
enfrentamiento de los cuatro sitios activos. En cada sitio activo se muestra la presencia de dos
moléculas de ATP de un total de 8 moléculas dibujadas en rojo. La ubicacion de las cadenas
laterales correspondientes a Y306 y L307 se muestra en amarillo y naranjo respectivamente. B.
Detalle de la ubicacion del extremo carboxilo terminal de la Pfk-2. En diagramas de cinta se
muestra la hélice-a anfipatica junto a sus cadenas laterales Y306 y L307 pintadas de amarillo y
rojo respectivamente. Y306 se orienta hacia la interfaz del tetramero y contacta atomos del
homodimero adyacente (en verde), en cambio L307 se orienta hacia el interior de la subunidad y
se empaca con cadenas laterales de un “loop” conservado que posiciona la base del ATP
catalitico indicada con una flecha.
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por alanina desfavorece la formacion de la interfaz dimero-dimero por mas de 4,6
kcal/mol (1,15 kcal/mol subunidad). Dado que este analisis fue realizado a partir de la
conformacién de la Pfk-2 obtenida en presencia de MgATP, la disminucion de 4,6
kcal/mol es equivalente a un aumento de mas de tres 6rdenes de magnitud de Ky, la
constante que comanda la asociacion de dos dimeros que contienen ATP unido al sitio
alostérico. Como este equilibrio corresponde a un proceso bimolecular, el aumento de
Kt se traduce en un incremento en tres ordenes de magnitud en la concentracion de
proteina necesaria para observar la misma fraccion de tetrdmeros que en la enzima
silvestre. Es notable que, aparte de Y306, el analisis in silico predice que sélo tres
cadenas laterales de la interfaz dimero-dimero desfavorecen la formacion de esta interfaz
por mas de 1 kcal/mol luego de su reemplazo por alanina (Q21,Q228 y V246).

La remocién de L307 (mutante Y306) o el reemplazo de su cadena lateral por
una de menor volumen (mutante puntual L307A), también produce una falla en la
formacion del tetrdmero y un incremento de la Kpapp para MgATP de tres Ordenes de
magnitud respecto a la enzima silvestre. Estas observaciones indican que esta regién no
solo contiene determinantes estructurales para formacion del tetramero sino que ademas
determinantes para la union de MgATP al sitio catalitico.

La estructura de la Ptk-2 en presencia de MgATP muestra dos moléculas de ATP
unidas a cada sitio activo en donde una de las moléculas de ATP aparece unida en una
posicidon conservada que corresponde al sitio activo descrito para las quinasas de la
familia de la Pfk-2 (Zhang y col., 2004). La hélice-a anfipatica, que representa al
carboxilo terminal de la Pfk-2, se ubica por detrds del bolsillo hidrofébico

estructuralmente conservado para la unidon del nucleotido dador de fosfatos (Figura 30
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B). La hélice-a anfipatica finaliza con dos aminoacidos cuyas cadenas laterales estan
expuestas al solvente (S308 y R309) y su eliminacién no afecta las caracteristicas
cinéticas de la Pfk-2 ni la capacidad para formar tetrameros. En contraste, L307 es el
primer residuo de aminoacido cuya cadena lateral se esconde y se empaca con cadenas
laterales que conforman el sitio de union del ATP catalitico. Especificamente, la cadena
lateral de L307 se posiciona por detrds de las prolina 243 y 244, residuos que son parte
de un lazo o “loop” encargado de formar el bolsillo hidrofébico para la unidon de la base
del nucleotido (Figura 30 B). Se sabe que el reemplazo de cadenas laterales apolares
voluminosas por cadenas de menor volumen genera reacomodos estructurales que
tienden a cerrar la cavidad formada por la mutacion (Eriksson y col., 1992). Por lo tanto
se propone que el incremento de ~2,5 ordenes de magnitud en la Ky, para MgATP
ocurre por un reacomodo de aminoacidos que constituyen el bolsillo de union de la base
del ATP catalitico, en respuesta a la cavidad creada por la eliminacién de L307 o el
cambio de su cadena lateral por alanina (mutante L307A).

Estudios sistematicos de remocion de aminoacidos en el extremo carboxilo
terminal también se han informado para adenosina quinasa de Hamster chino (Maj y
col., 2000). La superposicion estructural de la adenosina quinasa con la Ptk-2 muestra
que la region C- terminal de la adenosina quinasa es observada como un lazo o “loop” y
no como una estructura helicoidal, como en el caso de la Pfk-2. En este caso, la
remocién de aminoacidos del extremo carboxilo terminal produce un incremento
progresivo de Kmapp aparente para MgATP cuyo valor maximo reportado fue 0,5 drdenes
de magnitud respecto a la enzima silvestre, un efecto moderado respecto a lo observado

en la Pfk-2. Este cambio ocurre sin afectar mayormente la K., para adenosina, el
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sustrato aceptor de fosfato ubicado distante respecto al extremo final de la enzima. De
forma andloga, la Knapp para el aceptor de fosfato de la Pfk-2 (fructosa-6-P) tampoco se
altera significativamente al remover aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la

Pfk-2.

3. Aspectos relevantes para la regulacion alostérica de la Pfk-2.

Debido a que la funcidn catalitica de MgATP esta condicionada a la unién previa
de fructosa-6-P, Campos y col. (1984) y Guixé y col. (1998) han propuesto que la unién
de MgATP al sitio alostérico de la Pfk-2 puede ser caracterizada mediante la
disminucion del area de fluorescencia del Trp-88 que se produce al titular la enzima
libre con el nucle6dtido. Bajo esta hipdtesis, la mutante Y306A puede ser utilizada como
modelo para determinar la Kp de union de MgATP al sitio alostérico en una enzima que
presenta el mismo patron de inhibicion que la enzima silvestre pero sin la complicacion
del equilibrio adicional de formacién de tetrameros. A diferencia de la enzima silvestre,
que muestra una saturacion sigmoidea, la disminucion del area de emision del Trp-88
inducida por MgATP obedece a una funcion hiperbolica caracterizada por una Kp
aparente de 130 uM para MgATP la cual, segun el mecanismo competitivo propuesto
para la Pfk-2, debiera corresponder a la constante de disociacion del MgATP que se une
al sitio alostérico. Sin embargo, basdndose en la estructura de la Pfk-2 obtenida en
presencia de MgATP, la K obtenida por medidas de fluorescencia puede ser funcion de
un equilibrio mas complejo debido a que dos moléculas de MgATP aparecen unidas en
la estructura de la Pfk-2 (Figura 31 A). Una de estas moléculas ha sido referida como el

MgATP catalitico, ya que su ubicacion se correlaciona con la posicion conservada
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respecto a los representantes de la familia de la riboquinasa (Zhang y col., 2004). Por
otra parte, la disposicion de la segunda molécula de MgATP solo ha sido observada en
el caso de la Pfk-2 y su ubicacion puede ser correlacionada con la inhibicién de la
actividad enzimatica inducida por MgATP. Como se muestra en la Figura 31A, la
segunda molécula de MgATP aparece en dos conformaciones provocadas por la rotacion
de su base aromatica. En una conformacion la base forma puentes de hidrégeno con la
base del MgATP presente en la posicion catalitica y, en la posicion alternativa, la base se
apila contra el anillo aromatico de Y23. En coherencia con el papel regulatorio de esta
molécula de MgATP, estudios previos de este laboratorio muestran que el reemplazo de
Y23 por aspartico produce una mutante insensible a la inhibicion por MgATP con
valores de Kmapp ¥ Kear Similar a la enzima silvestre (Guixé y Babul, 1985). De esta
forma, la ubicacion del MgATP no conservado sugiere que su union es necesaria para la
inhibicion enzimatica y su presencia concuerda con un sitio alostérico propuesto para
esta enzima.

La saturacion hiperbodlica obtenida para MgATP en el caso de Y306A indica a
priori la presencia de un solo sitio para el nucledtido o varios sitios independientes
caracterizados por una constante de disociacion de 130 puM. Este valor es elevado
respecto a la Kiapp para MgATP obtenida en presencia de fructosa-6-P 1 mM (16 pM)
sugiriendo que la fluorescencia detecta un sitio diferente al sitio catalitico. Esta situacion
concuerda con el mecanismo de inhibiciéon competitivo del Esquema 1, que predice la
union de ATP en un sitio diferente al catalitico en ausencia de fructosa-6-P.

Sin embargo, los grupos fosfato y y B de ambos ATP interactian entre si a través

de un atomo de Mg™ lo cual implica que la unién del ATP inhibitorio no es
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independiente de la union del ATP catalitico (Figura 31 B). Esta situacion sugiere que,
en respuesta a la unién de ATP, el cambio en las propiedades fluorescentes del Trp-88
podria estar dada por dos eventos de union: la unién del ATP catalitico y la union del
ATP alostérico. En este sentido, junto con la caida de la fluorescencia intrinseca,
MgATP induce un corrimiento de 347 hasta 341 nm del maximo de emision del Trp-88.
Tomando este pardmetro como indice para calcular la fraccion de ATP unido, las
constantes de disociacion aparentes obtenidas para la enzima silvestre y las mutantes
Y306A y L307A son mas elevadas que las calculadas a partir de la variacion del area de
fluorescencia intrinseca medida en funcion de la concentracion de MgATP
(observaciones del autor). Incluso, en el caso de la mutante L307A, cuya funcién de
saturacion resulta ser hiperbolica al utilizar el area de fluorescencia, el corrimiento del
maximo de emision describe una funcidn claramente sigmoidea. Estos resultados
parecen indicar la presencia de un sitio adicional de MgATP que modifica el méximo de
emision del Trp-88, independientemente del apagamiento de la fluorescencia. Sin
embargo, la utilizacion del maximo de emision como pardmetro para determinar la
fraccion de un ligando unido depende de los rendimientos cuanticos de las especies
presentes. Dicho de otra manera, solo en el caso de que la especie unida y la especie
libre presenten rendimientos cudnticos similares, la utilizacion de este parametro es
valida para calcular la fraccion unida (Eftink, 1997). Claramente esta situacion no ocurre
en la Pfk-2 ya que la especie unida presenta un rendimiento cuantico menor que la
especie libre y por ende su formacion contribuye en menor medida al maximo de

emision observado a bajas concentraciones de MgATP. Este efecto puede provocar un
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Figura 31. Ubicacién del ATP y Mg* en la estructura de la Pfk-2. A. Se muestra el
homodimero de la Pfk-2 dibujado en diagramas de cintas. En rojo y en azul se muestran las dos
configuraciones descritas para las moléculas de ATP presentes en el cristal y que aparecen
ubicadas en una posicion no conservada respecto a la localizacion del ATP catalitico (mostrada
como representacion de sus radios de Van der Waals). La base de la molécula de ATP mostrada
en rojo forma puentes de hidrogeno con la base del ATP catalitico y alternativamente puede ser
encontrada en una interaccion de apilamiento con la cadena lateral de tirosina 23 (en amarillo).
B. Detalle de la coordinacion entre los fosfatos y y B del ATP catalitico (derecha) y el ATP que
aparece en la posicion no conservada (izquierda). Los 4tomos de Mg se muestran en verde.
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cambio menor en el cambio del maximo de emision aparente y por lo tanto originar
artefactos en la funcion de saturacion observada. De esta forma, a partir de la funcion de
saturacion descrita por los estudios de fluorescencia, no es posible determinar si MgATP
se une de manera secuencial como lo sugiere el cristal de la enzima. Esta situacion debe
ser dilucidada mediante técnicas que permitan cuantificar la estequiometria de union del
MgATP a la Ptk-2 debido a que la fluorescencia intrinseca depende la respuesta de la

sonda a los distintos cambios conformacionales que puedan ocurrir en la enzima.

4. ;Es compatible la estructura del complejo Pfk-2-MgATP con los antecedentes
cinéticos de la Pfk-2?

Los resultados en esta tesis indican un papel secundario de la formaciéon del
tetramero respecto a la inhibicidon enzimatica inducida por MgATP. En coherencia con
esta conclusion, los cambios conformacionales medidos por dispersion de rayos X en
angulo corto sugieren que la formacion del tetramero per-se no es suficiente para
explicar la inhibicidon por sustrato ya que, aparte de la formacion del tetrdmero, cada
subunidad sufre cambios conformacionales importantes en presencia de MgATP
(Cabrera y col., 2003). De igual forma, los cambios conformacionales inducidos por
MgATP y detectados por fluorescencia en estado estacionario, ocurren de igual forma si
la formacion del tetramero es impedida (Figura 28). Por lo tanto, las interacciones
relevantes para la inhibicion enzimadtica podrian ocurrir a nivel del mondémero o dimero.
En relacion a esto, la estructura cristalografica muestra la presencia de dos moléculas de
ATP en estrecho contacto entre si (Figura 31 A), sugiriendo que interacciones locales en

vez de las lejanas son las responsables de la inhibicion de la actividad enzimatica.
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Suponiendo que la inhibicién de la Pfk-2 ocurre a través de un mecanismo
competitivo linear, se puede dibujar un mecanismo general considerando la especie
ATP-ATP-Pfk-2 (observada en la estructura de la enzima) como un complejo de punto

muerto que excluye la unioén productiva de fructosa-6-P del sitio activo.

F/N

-+

EFA —» P

Esquema 2.

En el Esquema 2, la flecha continua representa un mecanismo secuencial
ordenado reportado usando concentraciones de MgATP “no inhibitorias” (Campos y
col., 1984). Aqui, el complejo fructosa-6-P-Ptk-2 (EF) es un intermediario obligatorio
requerido para la formacion del complejo catalitico EFA y la inhibicién se origina por la
unién equivocada de MgATP, la cual se representa por el complejo AEA. Sin embargo,
la configuracion de ambos ATP en la estructura sugiere que la formacion del complejo
AEA ocurre mediante un mecanismo secuencial y ordenado el cual involucra la uniéon
previa de una molécula de ATP al sitio catalitico (flecha punteada en el Esquema 2).
Esto es contradictorio con el mecanismo catalitico reportado para la Pfk-2 ya que la

configuracion observada en el cristal sugiere que MgATP puede unirse al sitio catalitico
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en ausencia de fructosa-6-P. Junto con el mecanismo catalitico descrito para la enzima
silvestre, Campos y col. (1984) también caracterizaron el mecanismo cinético de la
mutante no inhibida Y23D. Aparte de la pérdida de la inhibicion inducida por MgATP,
el reemplazo de Y23 por Asp logra una inversion del mecanismo catalitico descrito para
la enzima silvestre, ya que la mutante usa MgATP como primer sustrato. De esta forma,
si la unidn del ATP alostérico es impedida, el flujo catalitico es revertido a través de un
complejo EA lo cual crea un potencial mecanismo al azar no descrito para la Ptk-2
(flecha segmentada y continua en Esquema 2). De acuerdo con esta hipotesis,
experimentos de union realizados mediante la determinacion de cambios en la
fluorescencia de la mutante no inhibida Y23D muestran que tanto fructosa-6-P como
MgATP modifican el espectro de emision de la proteina libre (observaciones del autor).
Por lo tanto, es conveniente explicar la inhibicion competitiva de MgATP en el contexto
de un mecanismo al azar.

En un mecanismo al azar de adicion de sustratos (en equilibrio rapido), la
inhibicién competitiva por un sustrato en particular (como la observada en la Pfk-2)
requiere de la formacidén de un complejo entre la enzima y dos moléculas del sustrato
inhibitorio (Segel, 1975%). Dicho de otra forma, se requiere que la unién del sustrato
inhibitorio al sitio catalitico no impida la subsecuente uniéon de una segunda molécula
que produzca una conformacién equivocada no competente con la catdlisis. La
generacion de un complejo ternario inactivo con dos moléculas de sustratos unidas, es
reminiscente de la inhibicidn por sustrato incompetitiva en enzimas de un solo sustrato

(Cornish-Bowden, 1995).
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En la Pfk-2, la observaciéon de dos moléculas de ATP en cada sitio activo
(complejo AEA), cumple con el requerimiento de un complejo ternario cuya formacion
es necesaria para la inhibicion por sustrato en un mecanismo al azar.

Por otro lado, en un mecanismo ordenado y secuencial en donde fructosa-6-P es
el primer sustrato en unirse a la enzima, no se requiere la union de un segundo MgATP
para explicar la inhibicion competitiva inducida por MgATP. Si este fuera el caso, la
union equivocada de una molécula de ATP, ya sea en el sitio activo o alostérico, es
suficiente para provocar el fendmeno de inhibicion enzimatica por elevadas

concentraciones de MgATP (Segel, 1975b).
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CONCLUSIONES.

Interfaz monomero-monomero: La desestabilizacion del dimero con GdnHCI indica que
el 70 % de la energia libre responsable de la estabilidad del homodimero (12 kcal/mol)
esta condicionada a la formacién de la interfaz f-clasp entre sus subunidades. EI 30 %
restante corresponde a un valor de 2,6 kcal/mol asignado a la estabilidad de un
mondmero expandido con un contenido de estructura secundaria marginal respecto al
dimero nativo. En ausencia de GdnHCI, las subunidades disociadas son mas compactas
y presentan un mayor contenido de estructura secundaria que el mondémero expandido
obtenido en presencia de GdnHCI, pero carecen de las interacciones cooperativas
observadas luego de su asociacion. Se concluye que la formacion de la interfaz f-clasp

es necesaria para establecer la mayoria de los contactos nativos que constituyen cada

subunidad de la Pfk-2.

Interfaz dimero-dimero. Se concluye que los contactos que dan origen al tetrdmero de la
Pfk-2 no participan de los cambios conformacionales involucrados en la inhibicion

alostérica de la Pfk-2.
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Proyecciones de la Tesis.

El modelo termodinamico obtenido para el desplegamiento de la Pfk-2 puede ser
utilizado como base para estudios de estabilidad en otros miembros de la superfamilia de
la riboquinasa. Estos estudios permitirin comprender como cambian o se conservan los
determinantes estructurales que originan la estabilidad de un dominio conservado en el
contexto de multiples arquitecturas y estructuras cuaternarias.

Considerando el mecanismo de desplegamiento al equilibrio propuesto, es
posible utilizarlo como un marco de trabajo para estudios cinéticos que, en conjunto con
la estructura cristalografica de la enzima, permitiran caracterizar las etapas limitantes y
los intermediarios metaestables involucrados en la adquisicion de la estructura nativa.
También, el modelo de desplegamiento de la Pfk-2 puede ser utilizado como base
experimental para llevar a acabo un analisis bioinformatico de los determinantes
estructurales de la estabilidad y el plegamiento de la enzima.

Durante la realizacion de los experimentos de desplegamiento inducidos por
aumento de la temperatura, se observo que la Pfk-2 se despliega si ésta permanece a 3
°C por mas de 24 h. Este fenomeno, predicho por las bases termodindmicas de la
estabilidad de las proteinas, es raramente observado y por lo tanto poco estudiado. La
caracterizacion de los estados no nativos obtenidos a bajas temperaturas y su
comparacion con los estados no nativos obtenidos a elevadas temperatura o en presencia
de agentes caotropicos, caracterizados en esta tesis, pueden ser utiles para comprender
los estados no nativos que puede adoptar una cadena polipeptidica.

La mutante Y306A puede ser utilizada para derivar ecuaciones para modelar el

mecanismo de inhibicion alostérica de la Pfk-2 sin las complicaciones derivadas de la
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formacion del tetramero y, ademads, para realizar estudios metabolicos con el fin de

determinar si la formacion de tetrameros es relevante in vivo.
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