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RESUMEN

El proceso de plegamiento y asociacién de proteinas monoméricas y
homodiméricas pequefias esta dominado por la topologia del estado nativo y las
interacciones presentes en este ensamble conformacional. En proteinas compuestas por
mas de 100 residuos, la frustracién energética que se origina por la formacién de
contactos no-nativos se ha evadido mediante la presencia de miltiples dominios que se
pliegan de manera paralela e independiente. Sin embargo, en varios casos estos
dominios estdn conectados por medio de la topologia reentrante de la cadena
polipeptidica, lo cual ha sido descrito como un rasgo determinante del acoplamiento y de
la cooperatividad del proceso de desplegamiento entre los dominios involucrados. Los
miembros homodiméricos de la familia riboquinasa presentan esta discontinuidad
topologia entre un dominio de menor tamafio que permite la asociacién entre
subunidades y el dominie tipo Rossmann que es responsable de la unidn de los sustratos.

La primera parte de este trabajo describe el acoplamiento entre los procesos de
disociacién y desplegamiento parcial de las enzimas homodiméricas Pfk-2 y Kdgk de
Escherichia coll, pertenecientes a Ia familia riboquinasa, producto de la aplicacion de
distintas perturbaciones globales (cambios de temperatura, adicién de agentes
caotrépicos) y locales (mutaciones sitio-dirigidas de la interfaz proteina-proteina). Todas
estas perturbaciones causan la disociacion de las subunidades y el desplegamiento
parcial hacia una especie monomérica altamente hidratada, pero las propiedades
hidrodindmicas y estructurales precisas de esta especie dependen de la perturbacion
aplicada. Nuestros resultados sugieren que los primeros rearreglos estructurales ocurren
en la region amino-terminal del dominio tipo Rossmann, el cual estd directamente
conectado al dominio menor a través de la topologia reentrante de Ia cadena

polipeptidica, lo cual sugiere que, como una consecuencia de la topologia del estado

nativo, Ia estabilidad del monémero depende de la formacién del homodimero. Ademss,




la posicién e identidad de los residuos que contribuyen mayormente a la estabilidad del
homodimero son concebidas en funcién de la topologia de la interfaz protefna-proteina.
La segunda parte de este trabajo describe la implementacion de estrategias de
muestreo acelerado para el estudio de plegamiento termodindmico in silice utilizando
modelos simplificados basados en la estructura nativa de proteinas, y la adicién de
potenciales de solvatacion implicita que permiten la formacién de interacciones directas
y mediadas por solvente entre residuos en contacto en el estado nativo. Determinamos
que las estrategias de muestreo acelerado facilitan el estudio de modelos proteicos cuyas
topologias complejas constituyen un desafio computacional, mientras que la
incorporacién de configuraciones separadas por solvente permite capturar la estructura
de estados intermediarios en los cuales el centro hidrofébico es penetrado por el agua

circundante,
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ABSTRACT

The folding and binding process for small monomeric and homodimeric proteins
is dominated by the native state topology and the observed interactions in this
conformational ensemble. In proteins composed by more than 100 residues, energetic
frustration that originates from the formation of non-native contacts is avoided by the
presence of multiple domains that fold both independently and in parallel, However, in
several cases these domains are connected through the reentrant topology of the
polypeptide chain, which has been described as a key feature to determine coupling and
cooperativity of the unfolding process between the domains involved. The homodimeric
members from the ribokinase family possess this topological discontinuity between a
small domain responsible of subunit association and the Rossmann-like doinain
responsible for substrate binding.

The first part of this work describes the coupling between dissociation and
partial unfolding of the homodimeric enzymes Pfk-2 and Kdgk of Escherichia coli that
belong to the ribokinase family, due to the application of several global (temperature
shifts, addition of chaotropic agents) and local perturbations (site-directed mutagenesis
of the protein-protein interface). All these perturbations cause subunit dissociation and
partial unfolding leading to a highly hydrated monomeric species but the hydrodynamic
and structural properties of this species are defined by the applied perturbation. Our
results suggest the first structural rearrangements occur in the amino-terminal region of
the Rossmann-like domain, which is directly connected to the small domain through the
reentrant topology of the polypeptide chain, suggesting that monomer stability depends

on dimer formation as a consequence of the native state topology. Moreover, the

XX




position and identity of the residues contributing most of the stability of the homodimer
are envisioned as a function of the topology of the protein-protein interface.

The second part of this work describes the implementation of enhanced
sampling strategies for i silico thermodynamic folding studies using simplified models
based on the protein native state, and the addition of implicit solvation potentials that
allow the formation of direct and solvent-mediated interactions between residues in
contact in the native state. We determined that the enhanced sampling strategy eases the
study of protein models whose complex topology are computationally challenging,
while the incorporation of solvent-separated configurations allows capturing the
structure of intermediate states where the hydrophobic core is penetrated by the

surrounding water,
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INTRODUCCION

Aspectos tedricos del plegamiento de proteinas,

Junto con la elucidacién de la primera estructura a alta resolucién de 1a proteina
mioglobina mediante cristalografia de rayos X en el afio 1959 [1], surgié una pregunta
fundamental en el 4rea de Ja biofisica y la bioquimica: scudles son los mecanismos que
participan de la obtencién o pérdida de esta estructura compacta, tinica y coherente con
la funcion que desempéiia? Este proceso, conocido como (des)plegamiento de proteinas,
es un problema teérico y experimental altamente desafiante, dado que busca entender Ia
“especificidad” de la organizacion espacial tridimensional alcanzada por una proteina, a
pesar del gran espacio conformacional inicial al cual puede acceder la cadena
polipeptidica en el estado desplegado. Adicionalmente, esta configuracién tnica debe
alcanzarse en una escala de tiempo bioldgicamente accesible [2],

El trabajo pionero acerca del desplegamiento reversible de la ribonucleasa
pancredtica bovina llevado a cabo por Anfinsen [3], sugirié que la informacion
requerida para alcanzar el estado nativo se encuentra codificada en la secuencia
aminoacidica de las proteinas y en su interaccién con el ambiente. Dada la reversibilidad
del proceso y la singularidad de la estructura nativa, la cual es termodindmicamente
estable y altamente ordenada, Anfinsen sugirié que esta conformacién corresponde al
minimo energético global [3]. Adicionalmente, Levinthal propuso que las proteinas
alcanzan el estado mativo a partir del estado desplegado mediante rutas de plegamiento
especificas, siguiendo una secuencia de estados intermediarios consecutivos [4]. Al no
tener que acceder exhaustivamente a todas las configuraciones admitidas por la cadena
polipeptidica, el tiempo que tarda una proteina en plegarse se reduce a la escala de
segundos o menos [2, 4].

Sin embargo, a lo Jargo del tiempo se ha demostrado experimentalmente que,

para gran parte de las proteinas pequefias de un solo dominio, el proceso de plegamiento




in vitro ocurre sin Ia acumulacion de intermediarios e incluso en escalas de tiempo de
milisegundos [5]. De esta afirmacion se desprenden dos aspectos fundamentales: i) el
plegamiento de proteinas consiste en un mecanismo tan simple como una reaccion “todo
o nada” entre los estados plegado y desplegado [6]; ii) este proceso ocurre de manera
rapida [5]. En consecuencia, se requirié de una nueva teoria acerca del (des)plegamiento

de proteinas para dar cabida a estas consideraciones.

Teoria del paisaje energético de proteinas v el principio de la minima frustracion

El marco tedrico més atractivo para satisfacer estas consideraciones corresponde
al del paisaje energético del plegamiento proteico [7]. Este modelo sugiere que, en
condiciones que favorecen el plegamiento, las proteinas siguen un gradiente desde
cualquiera de los infinitos estados altamente entropicos y carentes de interacciones
intramoleculares, hacia un estado de baja entropia, altamente organizado y que presenta
todas las interacciones intramoleculares nativas (observadas en la estructura resuelta
mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear) [8]. Durante este
proceso, la proteina va acumulando interacciones favorables que disminuyen Ia energia,
promoviendo la compactacién y reduciendo el espacio de fases de conformaciones
posibles [9]. Por lo tanto, pueden existir muchas rutas de plegamiento para una proteina
particular (es decir, no se requiere de una via plegamiento determinada ni de la
acumulacién de intermediarios estables a través de esta via), pero aquellas que permiten
adquirir una energia de estabilizacion més répidamente y que posean un bajo costo
enirépico serén las predominantes [10].

Dentro de este marco, una propiedad obligatoria del mecanismo de plegamiento
de las proteinas actuales es el de evitar las conformaciones no-nativas durante el proceso
de plegamiento. Por consiguiente, se ha propuesto que las secuencias proteicas actuales
disminuyen la exhaustividad de la bisqueda conformacional mediante el favorecimiento

de la formaci6n de contactos presentes en ¢l estado nativo, minimizando 1a formacién de




contactos no-nativos que conducen a trampas cindticas, estados intermediarios o
conformaciones no-nativas [11].

Este concepto, conocido también como el principio de minima frustracion [12],
permite simplificar la bisqueda en el espacio de configuraciones posibles durante el
proceso de plegamiento y alcanzar el estado nativo de manera eficiente y répida [5]. De
acuerdo a este principio, las secuencias han evolucionado de manera de acumular
interacciones estabilizantes, las cuales son mayoritariamente interacciones entre
residuos que establecen contactos nativos, que permiten que las proteinas alcancen su
estructura nativa independientemente de la conformacién inicial de la cadena
polipeptidica y utilizando numerosas rutas paralelas con conformaciones isoenergéticas
[i3]. Como consecuencia, la acumulacién de estos contactos que favorecen el
plegamiento ocurre al mismo tiempo que se evita que las interacciones accesibles sean
potencialmente “frustrantes”. Dado que las interacciones no-nativas (“frustrantes™) son
minimizadas durante este proceso, la evolucién ha permitido esculpir el paisaje
energético en la forma de un embudo (“funnel-like shaped landscapes”), cuya
“rugosidad” (presencia de intermediarios transitorios y trampas conformacionales no-
nativas) depende principalmente de los conflictos remanentes que surgen entre las
interacciones estabilizantes durante el proceso de plegamiento [14].

En este escenario, para una proteina cuya probabilidad de formar interacciones
conflictivas es minima (“frustacidn energética” minima), la topologia del estado nativo
es el factor determinante del mecanismo de plegamiento de Ia cadena polipeptidica hacia
una conformacion estable [15]. Esto se debe a que la topologia nativa, en ese caso
definida como el empacamiento y conectividad de los elementos de estructura
secundaria en un dominio proteico [16), impone restricciones geométricas al espacio de
movimientos que una cadena polipeptidica puede ejecutar de manera de establecer los

contactos nativos de manera correcta.




Rol de la topologia nativa en la definicion de 1a velocidad y mecanismo de plegamiento.

La evidencia directa del rol de la topologia en el plegamiento proteico viene de
la mano del establecimiento de una métrica adecuada para su descripcién numérica. Esta
métrica, conocida como orden de contacto, consiste en la separacién de los contactos
nativos en la estructura primaria de la proteina y representa un indice cuantitative de 1a
complejidad topoldgica de una proteina [17], sin consideracién de ofros detalles
estructurales como el tamafio y el contenido de estructura secundaria [18, 19], y aun asi
se correlaciona de manera significativa con las velocidades de plegamiento de proteinas
de un solo dominio y mecanismo de dos estados [20]. La inclusién del largo de la
cadena polipeptidica y de la forma de 1a proteina en el estado nativo, permite ampliar
esta correlacién hacia Ia prediccion de Ia velocidad de plegamiento de proteinas con
miltiples dominios y/o que presentan un mecanismo de plegamiento de tres estados [18,
21, 22]. En consecuencia, las proteinas de topologias simples, estabilizadas
principalmente por contactos nativos locales (cuya separacién en la secuencia primaria
es pequefia), tienden a alcanzar el estado nativo mds ripido que proteinas estabilizadas
por contactos no locales (més complejas), las cuales poseen mayores posibilidades de
alcanzar trampas geométricas o conformaciones que deben desplegarse parcial o
totalmente para permitir el alcance del estado nativo.

Esto sugiere que las caracteristicas principales del plegamiento de proteinas
pueden predecirse con solo conocer la energia de estabilizacion de los elementos de la
estructura nativa y el costo entrépico del empaque de estos elementos en el espacio
tridimensional, propiedades que son extraibles a partir del mapa de contactos nativos de
la proteina [9, 10, 23, 24]

El rol de la topologia ha sido demostrado experimentalmente mediante el
estudio de las consecuencias estructurales (tanto en el estado nativo como en el estado
de transicién de plegamiento) de la realizacién de mutaciones puntuales en distintos

lugares de una proteina dada a través de la medicion y el andlisis comparativo del




plegamiento cinético y al equilibrio entre la proteina silvestre y las distintas variantes
mutagcnicas [25]. Este mapeo estructural del estado de transicién del plegamiento de
proteinas, conocido como andlisis de valores P [26], ha sido aplicado exitosamente a
proteinas como barnasa [27], CI2 [28], src SH3 [29, 30], GCN4 [31], CheY [32], el
dominio de activacién de procarboxipeptidasa 2 (ADA2h) [33], acil fosfatasa [34],
apoflavodoxina [35], entre otras. Dado que muchas de las proteinas estudiadas son
estructuralmente similares entre si {32, 34, 35], pese al bajo porcentaje de identidad de
secuencia, estos antecedentes han permitido demostrar que protefnas con topologias
nativas similares poseen velocidades de plegamiento y estados de transicién de
plegamiento similares [36]. Por otro lado, permutaciones circulares en proteinas como
lisozima T4 [37], CI2 [38], SH3 de espectrina [39] y S6 [40] han demostrado que
proteinas con arquitecturas y secuencias equivalentes, pero con cambijos en la
organizacion topologica de la cadena polipeptidica conducen a modificaciones del
estado de transicién de plegamiento, de la cooperatividad del mecanismo de
plegamiento y de las cinéticas de (des)plegamiento, dependiendo de los cambios
inducidos por los rearreglos de la cadena polipeptidica en el orden de contacto [41].

La teoria del paisaje energético canalizado (“funnel-like”) y el principio de
minima frustracién son los cimientos fundamentales para entender el rol de la topologia
en el plegamiento de proteinas. En base a éstos, se han desarrollade modelos
computacionales simplificados (modelos tipo Gd, [42]) en donde solo se considera la
informacidn pertinente a la estructura nativa (mediante la inclusién implicita del estado
nativo de la proteina por medio del mapa de contactos nativos obtenido a partir de Ia
estructura cristalografica) en la funcién de energia potencial, mientras que la frustracién
energética es dramdticamente reducida; con ello se prescinde de interacciones
conflictivas para alcanzar el estado nativo [43]. Como consecuencia, estos modelos
biomoleculares permiten atenuar la dificultad impuesta por la escala de tiempo en la
cual ocurre el proceso de plegamiento [44] y determinar el grado de control topolégico
del proceso de plegamiento en ausencia de interacciones que desestabilicen el estado
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nativo [45]; en otras palabras, estos modelos exhiben un paisaje energético
perfectamente canalizado. Esta estrategia ha permitido corroborar que la topologia es el
factor determinante de proteinas como CI2, SH3, Rnasa H, barnasa, CheY, dihidrofolato
reductasa e interleukina-1p [43, 45], reproduciendo las caracterfsticas del mecanismo de

plegamiento observadas experimentalmente.

Rol de 1a topologia nativa en el mecanismo de asociacion de proteinas diméricas.

La topologia también es un factor determinante del plegamiento de proteinas
diméricas, como ha sido comprobado mediante estudios de plegamiento cinético y al
equilibrio y/o anélisis de valores @ para diversas proteinas, como el represor Arc [46],
represor cro del fago lambda [47] y represor de tript6fano [48]. Los efectos de la
asociacién de subunidades se manifiestan en la determinacién del mecanismo de
(des)plegamiento, de manera que éste puede ser tan simple como la transicién de dos
estados observada para proteinas monoméricas de un solo dominio, pasando de un
dimero nativo (N2) a un monémero desplegado (2U), a ser un mecanismo de tres estados
con la presencia de un intermediario monomérico (2I) o dimérico (L) [49]. Adema4s, la
cantidad de contactos nativos formados en el estado de transicion, asi como también la
importancia de las cadenas laterales de los residuos participantes de los contactos inter o
intramoleculares, en los pasos entre €l(los) estado(s) de transicién y los estados basales
observados se manifiesta en los cambios inducidos por mutaciones de estos residuos en
las constantes cinéticas de desplegamiento y/o de replegamiento [46].

Una aproximacidén simple para determinar la importancia de la topologia en el
plegamiento y asociacién de proteinas diméricas se obtiene al correlacionar el
mecanismo de asociacién determinado experimentalmente en funcidn de la
hidrofobicidad de su interfaz de asociacién y de la razén entre los contactos nativos
establecidos intermolecularmente y aquellos pertinentes al monémero aislado [50]. De

este diagrama de fase se desprende que, en general, un homodimero que presenta un

mecanismo de asociacion y plegamiento de dos estados se caracteriza por una




proporcién elevada de contactos intermoleculares por sobre contactos intramoleculares y
una interfaz mas hidrofobica en comparacién a homodimeros con mecanismos de tres
estados [50].

Aplicando los modelos computacienales simplificados basados en potenciales
energéticos centrados en el estado nativo [43] para el estudio del mecanismo de
asociacién y plegamiento de homodimeros, se logrd confirmar que la topologia del
estado nativo juega un rol fundamental en la determinacién del proceso de
reconocimiento y asociacién de subunidades para once homodimeros diferentes, siendo
capaz de reproducir las observaciones experimentales macroscépicas en cuanto a si los
procesos de asociacion y plegamiento se encuentran acoplados en un estado o si existen
intermediarios monoméricos o diméricos involucrados [50]. Este anélisis se ha
extendido a la determinacién del acoplamiento entre plegamiento y asociacién de
heterodimeros, homotrimeros y homotetrdmeros [51], asi como también para la
determinacién de un mecanismo especial de homodimerizacién generado mediante
intercambio de segmentos (“domain swapping”, [52]). En este tiltimo caso, el
mecanismo de asociacién consiste en el intercambio de segmentos de estructura o
dominios completos con la parte simétricamente idéntica de Ia subunidad adyacente, de
manera que los contactos nativos intramoleculares son ahora restituidos de manera
intermolecular [53], por lo que las proteinas que presentan este mecanismo de
asociacidn poseen al menos dos estados nativos definidos correspondientes al minimo
energético: monomérico y dimérico [54]. Mediante el uso de estos modelos
simplificados con interacciones simétricas intermoleculares, se demostré que es posible
reproducir el estado homodimérico con intercambio de segmentos resuelto
experimentalmente con solo conocer el mapa de contactos representativo del estado
nativo del mondmero aislado [55], asi como también dilucidar el rol de la concentracidn
de proteina en la superacién de la gran barrera energética que separa ambos estados

nativos [56].




Estos antecedentes reafirman que el proceso de asociacion de proteinas (y el
acoplamiento con el proceso de plegamiento) son guiados por un embudo de energfa
libre, determinado por interacciones favorables que se establecen en alguna vecindad del
paisaje energético del estado nativo [57, 58], y que el grado de rugosidad del piso del
paisaje energético (donde se define el minimo energético) sea un indicador tanto de Ios
conformeros disponibles para desplazar el equilibrio hacia el establecimiento de la
asociacion homo(hetero)-molecular como de la especificidad de la interaccién [59]. En
particular, estos conférmeros se caracterizan por la presencia de miiltiples regiones con
eventos de desplegamiento local independientes, de manera que las superficies de
interaccién homo(hetero)-molecular se componen de dreas heterogéneas con baja y alta
estabilidad [60]. La presencia de una desestructuracién dindmica parcial y local permite
que el proceso de asociacidn sea mas efectivo y rapido, dado que facilita la interaccién
inespecifica de largo alcance previo al fortalecimiento de las interacciones
intermoleculares y ia definicién de la especificidad de la unién [61, 62]. En este proceso
de interaccién inicial, el acomodo comrecto de la cadena principal de las proteinas es
crucial para la complementariedad entre Ias interfaces de asociacién [63], v esta
informacion es suficiente para predecir gran parte de las estructuras de los complejos
homo(hetero}-moleculares resueltos hasta ahora [64], De esta manera, los cambios en la
base del paisaje energético para un evento de uni6n dado, retrata i) los cambios en las

poblaciones de cada conférmero [65] y ii) el paisaje energético es dindmico [66].

Importancia del establecimiento del rol de la topologia del estado nativo en la funcién y

{des)plegamiento de enzimas.

La mayoria de las determinaciones acerca de la importancia de la topologia del
estado nativo en el plegamiento de proteinas se han obtenido en funcién de numerosos
trabajos con proteinas de tamafios pequeiios, casos en los que generalmente no se
observan conformaciones no-nativas parcialmente ordenadas de manera experimental

[671. Al contrario, el plegamiento de proteinas de mayor tamafio (>100 residuos




aminoacidicos en largo de cadena polipeptidica) generalmente involucra el paso por uno
o mds intermediarios que son necesarios en la via de plegamiento para alcanzar el estado
nativo de manera eficiente [68], 0 bien el proceso de plegamiento cinético se encuentra
dominado por el escape desde conformaciones no-nativas de baja energia que
enlentecen el proceso [36]. Se ha sugerido gue estos intermediarios se producen ya que
las cadenas polipeptidicas de gran extensién tienden a colapsar en si mismas en
soluciones acuosas, lo que conduce a la formacién de estados compactos que pueden
contener elementos estructurales reminiscentes de los elementos encontrados en el
estado nativo [69). La propensién de estos intermediarios se incrementa en cuanto la
topologia es mas compleja, es decir, cuando la estabilizacidn estd dada por interacciones
de largo alcance [70] (en otras palabras, un orden de contacto elevado [18]).

Un gran mimero de proteinas con cadenas polipeptidicas de mas de 100
aminoécidos se componen de varios dominios, cada uno de los cuales alcanza el estado
nativo a través de rutas paralelas e independientes [71], acompafiado de una etapa final
en la cual se establecen los tltimos rearreglos en y entre dominios para establecer el
estado nativo funcional [69]. En efecto, en procariontes, cerca del 65% de las protefnas
estdn formadas por combinacién de dominios, mientras que en el caso de eucariontes Ia
abundancia de proteinas multidominio es mayor al 80% [72). Esto permite simplificar el
problema al nivel del plegamiento de protefnas pequefias de un solo dominio [73].

En otros casos, a pesar de la presencia de varios dominios, éstos son
discontinuos, ya que se encuentran interrumpidos por la topologia de la cadena
polipeptidica, de tal manera que existen mds de dos puntos de cruces de ésta entre los
dominios [74]. Estos eventos topoldgicos son habituales en proteinas con multiples
dominios, manifestindose como el empacamiento de elementos estructurales de un
dominio localizados de manera no contigua en la secuencia primaria [75]. Uno de los
mejores ejemplos de este tipo de discontinuidades es el de lisozima T4, en donde una
hélice en el extremo amino-terminal forma parte del dominio carboxilo-terminal [76].
Permutaciones circulares para permitir la continuidad en secuencia primaria del dominio
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carboxilo-terminal demostraron que la conectividad de los dominios a través de la
topologia de la cadena polipeptidica es un determinante fundamental de la
cooperatividad del plegamiento y que la permutacién lleva al desacoplamiento
energético de los dominios, por lo que es posible observar el (des)plegamiento
independiente de cada uno de ellos [37]. En base a esto, se ha sugerido que Ia
discontinuidad topoldgica ha surgido como una estrategia evolutiva que promueve Ia
cooperatividad, para asi evitar que las proteinas aumenten su grado de frustracién y
alcancen trampas cinéticas [77].

A la luz de estos antecedentes, es un ejercicio fundamental el determinar el
control que ejerce la topologia del estado nativo en la funcién y plegamiento de las
enzimas, ya que éstas representan una poblacidn significativa de las proteinas totales
que se expresan en la célula. Solo en el genoma de Escherichia coli es posible detectar
676 genes [78] que codifican para 607 enzimas que participan de las 744 reacciones del
metabolismo de moléculas pequefias [79]. Esto corresponde al 14% de todas las
proteinas de E. coli, y al 25% si se descartan las proteinas de funcién desconocida [78].
Estas enzimas son responsables de utilizar diversos metabolitos, cuya concentracién
intracelular total observada es aproximadamente 300 mM (100 millones de metabolitos
por célula), con concentraciones de metabolito por sobre la constante cinética de
Michaelis-Menten para gran parte de las enzimas [80]. De¢ estas enzimas, 311 son
monoméricas, mientras que el resto son oligoméricas, correspondiendo principalmente a
homodimeros y homotetrdmeros [79]. Ademds, cerca del 50% de estas enzimas (271)
son comunes entre Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae [81].

La teoria del paisaje energético [71 y el principio de la minima frustracién [12]
ya han sido aplicados para la determinacién tedrica del rol de la topologia en la
dinamica estructural y los cambios conformacionales asociados a la funcion catalitica de
enzimas como la quinasa de adenilato 82, 83], el dominio catalitico de la proteina
quinasa A [84] y la proteina de fosforilacién de Ia familia Src de quinasas de tirosina

Csk [85]. Ademis, se ha utilizado para estudiar teérica y/o experimentalmente el
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plegamiento de lisozima T4 [37, 77, 86] y acil fosfatasa [34]. Estos datos sugieren que la
presencia de un mayor grado de frustracién energética es necesario para la catalisis
enzimética [87] y que, a pesar de la mayor rugosidad del paisaje energético de
plegamiento de proteinas con >100 residuos [68], las caracteristicas elementales de su

mecanismo pueden ser comprendidas en funcion de Ia topologia del estado nativo.

La familia riboquinasa como modelo de estudio del rol de 1a topologia del estado nativo

en el plepamiento v asociacidon homodimérica.

Un modelo de estudio atractivo para establecer el rol de la topologia en el
plegamiento y funcion de enzimas lo constituyen los homodimeros pertenecientes a la
superfamilia riboquinasa [88], Ia cual estd conformada por enzimas que catalizan Ia
transferencia del fosfato terminal desde un sustrato dador hacia el grupo hidroximetil de
diversas coenzimas, aziicares y nucledsidos [89, 90]. La reaccién catalizada por estas
enzimas requiere de un cation divalente (por lo general, magnesio), el cual forma un
complejo metal-nucledtido que corresponde al verdadero sustrato dador de Ia enzima
[91]. Si bien el sustrato dador corresponde generalmente a MgATP [91], algunas
enzimas de eucariontes y arqueas utilizan MgADP [92].

La arquitectura comun para las enzimas de esta superfamilia corresponde a un
plegamiento ¢fa de tipo Rossmann [93], consistente en una sabana B central compuesta
de al menos ocho hebras f§ en disposicién principalmente paralela, rodeada de hélices o
por ambas caras [88]. Este dominio (denominado dominio mayor) puede subdividirse en
un dominio Rossmann [93], compuesto por seis hebras § y cuatro hélices o préximas al
extremo amino-terminal, complementado por un conjunto de hebras B y hélices
adicionales localizadas en 1a region carboxilo terminal que definen un dominio adicional
conocido como B-meandro [94]. Sobre este andamiaje, se suele observar una serie de
modificaciones topoldgicas, como cambios en la conectividad de las hebras de la sabana
central, adicién de elementos de estructura secundaria [95] o la aparicién de un dominio

de menor tamaiio cuya arquitectura basal corresponde a una sibana p formada por dos
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pares de hebras B que emergen desde el dominio Rossmann [94]; es decir, este dominio
estd inserto en el dominio Rossmann como una discontinuidad topoldgica [74], de
manera que estos dominios estin conectados por cuatro segmentos de la cadena
polipeptidica.

En base a las diferencias de especificidad por los sustratos aceptores vy dadores
del grupo fosforilo y a las modificaciones topologicas sobre la arquitectura
tridimensional comin, la superfamilia riboqguinasa puede ser subdividida en tres
agrupaciones o familias: las quinasas de aziicares dependiente de ATP que presentan un
dominio menor, las quinasas de azicares dependientes de ADP que presentan un
dominio menor y las quinasas de coenzimas dependientes de ATP que no poseen un
dominic menor (Figura I}, Las diferencias topolégicas observadas enire los miembros
de estas familias tienen una estrecha relacion con i) el mecanismo catalitico, ii) la
composicion de residuos del sitio activo, iii) la interfaz de asociacién entre subunidades
¥ iv} el estado oligomeérico.

Mientras el dominio mayor contiene a la mayor parte de los residuos necesarios
para unir los sustratos y facilitar la catdlisis enzimatica [88], el dominic de menor
tamafio actia como una tapa que se cierra luego de la unidén de sustratos [96],
posiblemente para protegerlos de la hidrélisis [88], aunque también puede aportar con
residuos dirigidos hacia el sitio activo [97]. En las estructuras resueltas mediante
cristalografia de rayos X para algunas de las enzimas monoméricas y homodiméricas, es
posible observar que la unién de los sustratos dadores y aceptores del grupo fosforilo
depende de residuos adicionales provenientes del dominio menor, como en el caso de
fosfofructoquinasa-2 de Escherichia coli, tagatosa-6-fosfato quinasa de Staphylococcus
aureus y glucoquinasa de Thermococcus litoralis [94, 97, 98, 99].

Los residuos que forman parte del sitio activo de estas enzimas pueden provenir
del dominio mayor o menor de la misma subunidad o de subunidades adyacentes [88,
94, 100], lo cual depende del estado de agregacion de estas enzimas, que puede
corresponder a mondémeros (adenosina quinasa [101, 102], glucoquinasa [92],
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~ Dominio menor

— Dominio mayor

Adenosina quinasa (humana)
PDB ID 2YXU
[Mg]ATP-dependiente

Glucoquinasa (T. litoralis)
PDB ID 1GC5
[Mg]ADP-dependiente

Piridoxal quinasa (humana)
PDB ID 2YXU
[Mg]ATP-dependiente

Figura 1. Heterogeneidad estructural y funcional de la superfamilia riboquinasa.
Las enzimas pertenccientes a la superfamilia riboquinasa puede ser agrupadas en tres familias
segin la composicién de dominios del mondmero aislado (presencia o ausencia de un dominio de

menor tamafio) y el tipo de sustrato dador del grupo fosforilo (ATP o ADP).

13




fosfofructoquinasa [103]), dimeros (riboquinasa [88], fosfofructoquinasa-2 [104], 4-
amino-5-hidroximetil pirimidina quinasa [105], piridoxal quinasa [106, 107]), trimeros
(4-metil-5-B-hidroxietil tiazol quinasa [100, 108]) y tetrdmeros (quinasa putativa YxKO
[109]). A su vez, los distintos tipos de estados de agregacion dependen de Ia localizacidn
de la superficie de interaccion proteina-proteina, la cual se extiende sobre el dominio
menor [83, 94], el dominio mayor 105, 106, 109] o los sitios activos [100, 108].

Dentro de la familia de quinasas de azicares ATP-dependientes que presentan
un dominio menor (en adelante, familia riboquinasa), es posible encontrar miembros
monomeéricos [101, 102] y diméricos [94, 97, 98]. En ambos casos, los residuos
fundamentales para la composicion del sitio activo provienen tanto del dominio menor
como del dominio mayor de la enzima [101, 104]; sin embargo, en el caso de algunas de
las enzimas diméricas estos residuos también pueden provenir de la subunidad
adyacente, dado que la superficie de interaccion proteina-proteina se localiza sobre el
dominio menor [88, 94].

La evidencia estructural sugiere que las modificaciones topoldgicas a nivel del
dominio menor son responsables de los cambios en el estado de agregacién y del origen
de los residuos que conforman el sitio activo. Las enzimas monoméricas presentan
estructuras secundarias (mayoritariamente hélices ¢) adicionales en el dominio menor
que ocluyen la asociacién proteina-proteina al prevenir las interacciones entre las hebras
B de dos subunidades [94, 97]. Este es el caso de adenosina quinasa humana (hAK,
Figura 2A) y de Toxoplasma gondii, en donde el empacamiento de una hebra B y dos
hélices o contra la cara exterior de la sibana [ del dominio menor permite su
estabilizacién [101, 102]. Una estrategia similar se observa para la familia de quinasas
de aziicares ADP-dependientes, como Iz glucoquinasa de Thermococcus litoralis, en
donde son cuatro las hélices « empacadas contra la sdbana f§ del dominio menor [92].

En el caso de las enzimas diméricas, si bien la sébana B del dominio menor es
estabilizada por la homodimerizacion, existen pequeflas diferencias estructurales que
cambian la orientacién de los monémeros en el contexto dimérico y, por consiguiente, la
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forma general del dimero [110]. En el caso de enzimas como riboquinasa o
fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2, Figura 2B) de Escherichia coli, 1a segunda hebra p del
dominio menor presenta una alteracion de la red repetitiva de puentes de hidrégeno (-
bulge”, [111]), lo que introduce una vuelta en 90° que permite que la regién amino-
terminal de esta hebra establezca interacciones con la Ultima hebra [} carboxilo-terminal
del dominio menor de la subunidad adyacente, constituyendo asi un dominio
bimolecular compacto similar a una estructura de barril achatado (“B-clasp™) [88, 94].
Para otras quinasas homodiméricas como 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa (Kdgk) de
Thermus thermophilus (Figura 2C) y Thermotoga maritima, la vuelta entre la primera y
segunda hebra (§ del dominio menor contiene una hélice 3,0 que impide Ia formacién del
dominio bimolecular observado para el homodimero de riboquinasa y
fosfofructoquinasa-2 de Escherichia coli, por lo que en este caso las subunidades se
asocian a través de la inferaccion directa entre ia segunda hebra B del dominio menor de
cada subunidad, la cual es facilitada por el posicionamiento antiparalelo de estas hebras,
estableciendo asi una conformacién similar a la de una sibana P antiparalela
pronunciadamente curvada [110, 112]. Esto también se observa en las estructuras de
Kdgk de Sulfobulus solfataricus [113] y aminoimidazol ribosido quinasa de Salmonella
enterica [95].

Estos antecedentes estructurales indican que las diferencias topolégicas a nivel
del dominio menor determinan el requerimiento de homodimerizacion en esta familia de
quinasas ATP-dependientes. Considerando ademés la topologia reentrante de la cadena
polipeptidica entre el dominio menor y el dominio mayor, estos argumentos sugieren
que la estabilidad de la subunidad aislada (y no solo del dominio menor) depende
fuertemente de la formacién del homodimero y, en consecuencia, que los procesos de
disociacion y desplegamiento pueden ser cooperativos. Experimentos de desplegamiento
quimice al equilibrio utilizando Pfk-2 de Escherichia coli como modelo de estudio, han
demostrado que esta enzima posee un mecanismo de plegamiento de tres estados (N ¢
2] < 2U), en el cual el paso disociativo N < 2I conduce a la acumulacidn de un
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Adenosina quinasa Fosfofructoquinasa-2 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa
humana Escherichia coli Thermus thermophilus
(PDB ID 1BX4) (PDB ID 3N1C) (PDB ID 1V19)

& ¢

Figura 2. Modificaciones topolégicas a nivel del dominio menor y efectos en la asociacién

proteina-proteina de las enzimas de la familia riboquinasa.

La familia riboquinasa estd compuesta por enzimas monomeéricas (adenosina quinasa humana) y
diméricas (fosfofructoquinasa-2 de Escherichia coli y 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa de
Thermus thermophilus), cuya estructura resuelta se muestra en representacion de cintas en la
parte superior. El estado oligomérico depende de la adicion de elementos de estructura
secundaria en el dominio menor, representado en la parte inferior, sobre el cual se extiende la
interfaz de asociacion homodimérica. Estas inserciones estructurales (indicadas en rojo)
modifican la forma general del homodimero y la orientacién de los mondmeros en el contexto
oligomérico.

A. La estructura resuelta de adenosina quinasa humana presenta dos hélices a y una hebra B
adicional que ocluyen la sabana B del dominio menor y estabilizan al mondmero aislado.

B. La estructura resuelta de fosfofructoquinasa-2 de Escherichia coli presenta un quiebre en la
segunda hebra f§ del dominio menor, lo que le permite extenderse y establecer interacciones de
puentes de hidrégeno con el dominio menor de la subunidad adyacente, formando un dominio
bimolecular.

C. La estructura resuelta de 2-ceto-desoxigluconato quinasa de Thermus thermophilus presenta
una hélice 3;p que impide la formacién del dominio bimolecular observado en el caso de

fosfofructoquinasa-2 de Escherichia coli.
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intermediario monomérico marginalmente estable y sin actividad enzimatica, el cual
posee un radio hidrodindmico mayor al esperado para un monémero compacto, una
mayor accesibilidad al solvente y una retencién de solamente 30% de Ja estructura
secundaria presente en el dimero [114], Io que sugiere una alta cooperatividad entre los
procesos de disociacion y desplegamiento. Para otras enzimas de la superfamilia
riboquinasa que carecen de dominio menor y, por ende, de la compleja discontinuidad
topoldgica observada para Pfk-2, es posible obtener subunidades aisladas a
concentraciones de orden micromolar sin conducir a Ia formacién de un mondmero
parcial o totalmente desplegado, como en el caso de piridoxal quinasa de oveja [115].
Esto sugiere fuertemente que la cooperatividad entre los procesos de desplegamiento y
disociacién de subunidades es un fenémeno dependiente de la complejidad topolégica y
del tipo de interfaz de asociacién.

Adicionalmente, los experimentos de desplegamiento quimico reversible de
piridoxal quinasa de oveja, utilizando como sonda analogos fiuorescentes de ATP y
piridoxal, demostraron que el subdominio proteico que contiene el sitio de unién a
piridoxal (cercano al extremo amino-terminal) se despliega a concentraciones menores
de cloruro de guanidino que el subdominio que contiene el sitio de unién de ATP 01mM
versus 0.75 M) [115]. Esto sugiere que no todas las regiones del dominio mayor, comin
para todos miembros de la superfamilia, presentan la misma estabilidad frente a agentes
caotrépicos.

Considerando los resultados observados para Pfk-2 de Escherichia coli [114] y
para piridoxal quinasa de oveja [115], y 1a topologia de los miembros de la familia
riboquinasa [88, 94], es importante determinar si, en el caso de proteinas
homodiméricas, la disociacién de las subunidades lleva a un desplegamiento local o
global de 1a proteina, producto de posibles diferencias de estabilidad entre los dominios
Rossmann y dominio menor, los cuales estin conectados a través de la topologia
discontinua de la cadena polipeptidica, y el dominio B-meandro en el extremo carboxilo-
terminal, También es importante determinar si los cambios topoldgicos localizados en el
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dominio menor de las enzimas homodiméricas de la familia riboquinasa inciden en el
acoplamiento entre los procesos de disociacién y desplegamiento.

En este trabajo doctoral, se realizé un estudio de Ia disociacién en subunidades
de las enzimas Ptk-2 y Kdgk de Fscherichia coli inducido mediante distintos tipos de
perturbaciones globales (cambios de temperatura, adicion de agentes caotrépicos) y
locales (mutagénesis sitio-dirigida). Tanto este proceso, como el posible desplegamiento
parcial o total de estas enzimas, fueron medidos a través de diversas estrategias
espectroscopicas y espectrométricas, como ultracentrifugacion analitica, espectrometria
de masas, dicroismo circular y difraccion de rayos X de angulo pequefio. Esto, con el fin
de determinar i) las regiones locales de la proteina que se despliegan producto de la
induccion de la disociacién de subunidades; ii) la importancia de las modificaciones
topolégicas a nivel del dominio menor en la estabilidad conformacional, la interaccion

proteina-proteina y el acoplamiento entre los procesos de desplegamiento y disociacién.

18




HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las modificaciones topolégicas y la discontinuidad poelipeptidica del dominio
menor, sobre el cual se extiende la interfaz de asociacion proteina-proteina de las
enzimas homodiméricas Pfk-2 y Kdgk de Escherichia coli, determinan tanto el
mecanisimo de (des)plegamiento y su acoplamiento con el proceso de disociacién, como
la estabilidad conformacional local de los distintos dominios contenidos en la

arquitectura del monémero aislado.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la estabilidad conformacional local y el acoplamiento de los
procesos de disociacién y desplegamiento de las enzimas Pfic-2 y Kdgk de Escherichia
coli, a través de la induccién de la disociacién de las subunidades mediante diversas
perturbaciones globales (cambios de temperatura, adicién de agentes caotropicos) y
locales (mutagénesis sitio-dirigida de residuos localizados en la interfaz monémero-
mon¢mero) y el seguimiento de estos cambios estructurales por medio de diversas

estrategias experimentales clésicas y noveles.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Describir los cambios estructurales globales y locales, y Ia concurrencia de Jos
procesos de disociacion y desplegamiento de subunidades, durante la
desnaturacién inducida por exposicién a baja temperatura de la enzima
homodimérica Pik-2 de Escherichia coli.

2. Caracterizar el ensamble conformacional del mondémero aislado mediante
perturbaciones globales (cambios de temperatura, adicidén de agentes
caotrépicos) y locales (mutaciones sitio-dirigidas en la interfaz de asociacion) de
la enzima homodimérica Pfk-2 de Escherichia coli.

3. Determinar la estructura cristalogréfica de la enzima Kdgk de Escherichia coli y
describir los cambios en las propiedades estructurales e hidrodindmicas
producto de la disociacién de las subunidades mediante perturbaciones globales
(adicién de agentes caotrdpicos) y locales (mutaciones sitio-dirigidas en la
interfaz de asociacién),

4. Optimizar el estudio in silico del proceso de desplegamiento y/o de penetracion
del solvente de proteinas con topologias complejas mediante el uso de modelos
simplificados basados en potenciales nativo-céntricos y estrategias de muestreo

acelerado.
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SINOPSIS

En el capitulo 1, se describe cinética y termodindmicamente el mecanismo de
desnaturacién a baja temperatura de la enzima Pfk-2 de Escherichia coli, mediante la
combinacién de diversas estrategias experimentales, como ultracentrifugacién analitica,
fluorescencia e intercambio isotépico hidrégeno/deuterio seguido por espectrometria de
masas (HXMS).

En el capitulo 2, se describen las propiedades hidrodindmicas y estructurales de
los homodimeros de Kdgk y Pik-2 de Escherichia coli y de las subunidades aisladas de
estas enzimas, obtenidas mediante la adicién de agentes caotropicos y mediante
mutaciones sitio-dirigidas de la interfaz de asociacién, las cuales son predichas in silico
a partir de las estructuras cristalograficas resueltas. Estas observaciones experimentales
se realizaron mediante ultracentrifugacién analitica, dicroismo circular, HXMS,
cristalografia de rayos X y difraccion de rayos X de dngulo pequeiio.

En el capitulo 3, se describe la implementacién de un potencial harménico de
muestreo acelerado y un potencial de solvatacion de contactos nativos, para el estudio in
silico del proceso de plegamiento y de penetracion del solvente en el centro hidrofébico
de proteinas, utilizando modelos simplificados basados en la estructura nativa de

proteinas y simulaciones moleculares.
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CAPITULO UNO:

Desnaturacion en frio de Pfk-2 de

Escherichia coli
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1.1, INTRODUCCION

La enzima fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2) corresponde 2 una de las dos
isoenzimas presentes en Escherichia coli [116], y cataliza la reaccién de fosforilacion de
fructosa-6-fosfato (Fru-6-P) para formar fructosa-1,6-bifosfato. Esta enzima constituye,
Junto con la riboquinasa de Escherichia coli [117], uno de los miembros mejor
estudiados de las quinasas de azicares de la familia riboquinasa [88].

La enzima Pfk-2 corresponde a un homodimero de aproximadamente 66 KDa
(33 KDa por cada subunidad). Mediante estudios de cinética enzimatica se demostté
que, a diferencia de la isoenzima homotetramérica fosfofructoquinasa-1, Pfk-2 exhibe
una curva de saturacién hiperbolica para los sustratos dador (MgATP) y aceptor (Fru-6-
P) del grupo fosforilo [118]. No obstante, Pfk-2 es inhibida por MgATP cuando la
concentracion de Fru-6-P es baja [119]. Estudios de fluorescencia intrinseca
demostraron que la inhibicién es ejercida mediante la unién de este complejo metal-
nucledtido a un sitio alostérico presente en la enzima [120]. De esta manera, el complejo
MgATP tiene una funcién doble: actuar como sustrato dador de fosforilo ¥ como
regulador alostérico, inhibiendo la reaccién catalizada por Pfk-2 [91], lo que también
desplaza el equilibrio hacia la formacién de un tetrimero [121]. La actividad quinasa
sobre Fru-6-P también puede ser inhibida por ATP™ [91] y fosfato [122], mientras que
un segundo cation divalente libre Mg*opera como un activador esencial de Pfk-2,
siendo incluso capaz de atenuar la inhibicién inducida por la unién alostérica de MgATP
[122]. Debido 2 la variedad de efectores fisiolégicos que controlan la actividad de esta
enzima, se sugiri6 que Pfk-2 juega un papel muy importante en Ia regulacion de la
glicolisis, pese a que su expresion in vivo es baja (representa el 5-10% de Ia actividad
quinasa de Fru-6-P total [123]),

Es importante notar que las caracteristicas estructurales particulares del dimero
de Pfk-2 definen en gran parte las propiedades funcionales de esta enzima. En primer

lugar, la estabilidad de lz estructura cuaternaria es fundamental; la disociacién de las
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subunidades provoca la pérdida de la actividad enzimética [124]. Esto se debe a las
caracteristicas de la interfaz de asociacion entre subunidades, la cual puede ser descrita
como un barril B aplanado y cerrado, compuesto por 8 hebras provenientes del dominio
menor de ambos mondmeros. Este arreglo estructural (Figura 3) es posible debido a Ia
presencia de los residuos Tre31, Ala32 y Pro33 en la hebra B3 de cada dominio menor,
los cuales introducen una interrupcion en la continuidad de la hebra y una vaelta con un
giro de 90° que permite que la parte distal de la hebra B3 interacttie con la hebra B7 del
dominio menor adyacente [94]. De esta manera, la interfaz de asociacién constituye un
dominio tipo barril B cuyo centro hidrofébico es bimolecular, en donde los residuos
Tir23, Lis27 y Arg29 de un monémero se proyectan hacia la subunidad adyacente,
estableciendo interacciones importantes con MgATP en el sitio activo y alostérico de
Pfk-2, participando asi en la actividad enzimética y en la inhibicién por sustrato [94,
104].

Se ha sugerido que esta intrincada arquitectura de asociacién entre subunidades
también incide en el mecanismo de plegamiento de Pfk-2. El desplegamiento reversible
inducido a través de la adicién de cloruro de guanidinio (GndHCI) seguido por cinética
enzimética, fluorescencia intrinseca del residuo Trp88 (cuya ubicaci6n, por debajo del
dominio bimolecular de la interfaz de asociacién, permite dar cuenta de procesos de
cambio en el estado de agregacién [125]), dicroismo circular, cromatografia de
exclusidn por tamafio y fluorescencia extrinseca de la sonda hidrofgbicasulfonato de 1-
anilino-8-naftaleno (ANS) demostraron que i) el mecanismo de plegamiento sigue un
modelo de 3 estados, N & 21 <> 2D; ii) el intermediario monomérico presenta una
mayor accesibilidad al solvente y su estabilidad es marginal en comparacién a la del
dimero nativo; iii) la transicién N < 2I ocurre de manera concertada con la pérdida de
actividad enzimatica y del 70% de la estructura secundaria observada para el dimero
nativo de Pfk-2, lo que sugiere que el proceso de disociacion y desplegamiento son
cooperativos [114]. El mismo fenémeno de acumulacion de un intermediario
monomérico hidratado se observa para el desplegamiento del tetrdmero de Pfk-2, estado
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oligomérico inducido por la unién de MgATP al sitio alostérico de la enzima [125].
Estudios de las cinéticas de plegamiento de Pfk-2 por fluorescencia y dicroismo circular
refuerzan esta idea, al demostrar que la asociacién es el pase limitante para la formacion
de gran parte de los contactos nativos de esta enzima [126].

Si bien la cooperatividad entre la disociacién y el desplegamiento resulta
esperable desde el punto de vista estructural [127] dadas las caracteristicas de dominio
compacto de la interfaz de asociacion y la topologia reentrante del dominio menor
respecto de la arquitectura tipo Rossmann del dominio mayor [95], no es evidente si Ia
pérdida de estructura secundaria y el aumento de la accesibilidad al solvente ocurren
local o globalmente a lo largo de 1a proteina. Al respecto, el anilisis mediante dicroismo
circular y fluorescencia intrinseca de la cinética de desplegamiento de Pfk-2 en 2 M de
GndHCI describe dos fases, en donde la fase rdpida corresponderia a la formacidn de un
intermediario dimérico generado por el desplegamiento del médulo B-meandro de Ia
regién C-terminal de Pfk-2, de manera independiente del resto de la proteina, seguido de
la disociacion y desplegamiento del resto de Ia proteina, alcanzando asi el intermediario
monomérico observado en condiciones de equilibrio [126]. Sin embargo, es importante
seflalar que estas herramientas espectroscépicas dan cuenta solo de cambios globales, o
en el mejor escenario, sugieren de manera parcial los cambios estructurales que pueden
ocurrir Jocalmente en la estructura de una proteina particular. En este sentido, es
importante: i) encontrar un fenémeno adecuado para el estudio de estos cambios
estructurales en el tiempos; ii) desarrollar un método apropiado para detectar los cambios
locales a lo largo de Ia estructura de Pfk-2 durante este proceso cinético.

Respecto al primer punto, recientemente hemos descrito el desplegamiento a
bajas temperaturas de Pfk-2 [128]. El fendmeno de desplegamiento a temperaturas justo
por sobre el punto de congelamiento del agua es esperable desde el punto de vista
termodinamice. Al expandir Ia entalpia y entropia en funcién de Ia temperatura de
transicion (donde Gy - Gp= 0) a través de la capacidad caldrica a presién constante
(ACp), Ia ecuacién de Gibbs-Helmholtz describe una curva convexa dependiente de la
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temperatura y, como consecuencia, la existencia de dos transiciones de desplegamiento
térmico en profeinas. Estas transiciones son conocidas como desplegamiento por
calentamiento y desplegamiento por enfriamiento (una excelente descripcion de los
fundamentos tedricos y el procedimiento algebraico para describir termodindmicamente
este fendmeno se encuentran en refs. 129 — 132).

Si bien el desplegamiento a alta temperatura ha sido ampliamente estudiado, el
desplegamiento en frio ocurre peneralmente a temperaturas bajo el punto de
congelamiento del agua y sélo es observable en ciertos modelos proteicos [133, 134]
cuyos ACp son grandes y positivos y sus AH son pequefios [135]. Esto ha llevado a que,
en la mayoria de los casos estudiados hasta la fecha, se haya recurrido a una
perturbacion adicional (presencia de agentes caotrépicos, aumento de presion, cambios
de pll, mutaciones) para que este proceso pueda ser estudiado im vitro sobre la
temperatura de congelamiento [136, 137]. Ademds, existe una fuerte discusion acerca de
si este proceso de desplegamiento es cooperativo (como en ¢l caso de ubiquitina, [138])
o no (como en el caso de Ythl y CTL9, [133, 139]), v si es similar o no al fenémeno de
desplegamiento a alta temperatura [140]. Esto se debe a que en experimentos de escaneo
diferencial de calorimetria se ha observado que el desplegamiento a alta temperatura es
un procese endotérmico, mientras que el proceso de desplegamiento en frio
generalmente no muestra cambio en entalpia (AH ~ 0). Sin embargo, estudios recientes
han demostrado que esta caracterizacidn energética andmala no se debe a la ausencia de
cooperatividad, sino que es un efecto aparente como consecuencia de la gran barrera
energética existente entre los estados plegado y desplegado a bajas temperaturas, lo que
impone una estabilidad cinética frente al proceso de desplegamiento en frio [141]. De
este modo, la velocidad de este fendmeno a baja temperatura es, por lo general, muy
lenta, alcanzando el estado final de este proceso en el transcurso de dias e incluso
semanas. Este proceso es notablemente acelerado en presencia de una perturbacién
adicional [141]. Por consiguiente, estos resultados demuestran la importancia del
analisis de la cinética de desplegamiento y replegamiento de proteinas en el estudio in
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Figura 3. Visualizacién de 1a estructura del dominio bimolecular de Pfk-2.

Este dominio de aspecto tipo barril § aplanado, se forma producto de la interaccién del dominio
menor proveniente de cada subunidad de la enzima Pfk-2. A. Representacion en cintas de la
estructura secundaria de este dominio, correspondiente a hebras beta (amarillo). Los residuos
T31, A32 y P33 que permiten la interaccion de la hebra B3 con la B7 del dominio adyacente se
indican en color rosa. B. Representacién en cintas equivalente a Figura 3A, incluyendo la

superficie correspondiente a residuos hidrofébicos del dominio bimolecular de Pfk-2 en azul.
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vitro de la denaturacion en frio, en particular en ausencia de condiciones
desestabilizantes, para una adecuada caracterizacién estructural y para la determinacién
de la energética y cooperatividad de este proceso.

Para estudiar este fenémeno en Pfk-2, primero se opt6 por la determinacion del
contenido de estructura secundaria y terciaria y de los cambios en el estado de
agregacion de la enzima Pfk-2 a distintas temperaturas y en condiciones de equilibrio
termodindmico mediante metodologias espectroscépicas cldsicas, como dicroismo
circular, fluorescencia intrinseca del residuo Trp88, fluorescencia extrinseca de Ia sonda
hidrofébica ANS, dispersién dindmica de la uz (DLS) y experimentos de velocidad de
sedimentacion por ultracentrifugacién analitica (AUC). Exceptuando las metodologias
de DLS y AUC, estas técnicas espectroscéopicas han sido generalmente utilizadas para el
estudio del desplegamiento de proteinas a baja temperatura [142], Jjunto con calorimetria
[137], resonancia magnética nuclear [133] y dinamica molecular [143]. Sin embargo,
con la notable excepcién de RMN, estas técnicas solo dan cuenta de propiedades
globales y no permiten obtener informacién sobre cambios estructurales Iocales. Por otro
Iado, el uso de la RMN estd limitado por el tamafio del modelo de estudio ¥y por el
marcaje de la proteina con isétopos de H, Ny C, por lo que en casos como el de Pfk-2 el
estudio a través de esta metodologia es complejo.

Por ende, para la determinacion de los cambios estructurales durante la cindtica
de desplegamiento en frio de Ja enzima Pfk-2, hemos optado por la combinacién de
metodologias clésicas (fluorescencia intrinseca y AUC) junto con el desarrollo de una
estrategia de cuantificacion del intercambio de hidrégeno por deuterio entre las amidas
de Ia cadena principal de la proteina v un solvente deuterado (generalmente agua
deuterada) mediante espectrometria de masas. Esta estrategia experimental {en adelante
HXMS) es una gran herramienta para el estudio de interacciones profeina-proteina y
para la identificacion de interfaces de asociacién [144], cambios en la dinimica
estructural como consecuencia de la interaccién con otras proteinas [145]) e
identificacién de regiones intrinsecamente desordenadas [146], permitiendo obtener
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informacion estructural a partir del analisis y cuantificacién del intercambio isotopico.
En ésta, la reaccién de intercambio isotdpico es detenida a distintos tiempos, las
muestras son proteolizadas y los péptidos resultantes son analizados mediante
espectrometria de masas, permitiendo obtener, a partir del anélisis y cuantificacidn del
mimero de denterones incorporados, informacién estructural de los cambios ocurridos
sobre regiones locales de la proteina en estudio. Dado que el intercambio ocurre entre la
proteina y el solvente circundante, el grado de intercambio es una medida de la
accesibilidad al solvente de las amidas de la cadena principal [147].

Estas estrategias experimentales permitieron la caracterizacién estructural global
del proceso de desplegamiento en frio de la enzima Pfk-2 en ausencia de perturbaciones
adicionales. Demostramos que a 3°C se alcanza un intermediario monomérico que reline
propiedades similares a las del mondmero parcialmente desplegado inducido por
GndHCI. Estos resultados, junto a la caracterizacion de la cinética de cambio estructural
local, nos permitié demostrar que el proceso ocurre a lo largo de toda la estructura
proteica de manera concurrente con el proceso de disociacién de subunidades,
alcanzando un estado intermediario penetrado por el solvente, cuya incorporacién de

deuterio es ~2.5 mayor que en el caso de la enzima en condiciones nativas a 25°C [148].

1.2, PRINCIPALES RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Mediante mediciones de dicrofsmo circular y fluorescencia intrinseca del
residuo Trp88 de la enzima Pfk-2 a distintas temperaturas, se observé la presencia de
transiciones de desplegamiento a baja y alta temperatura en ausencia de perturbaciones
adicionales [128]. En el caso de la transicién de desplegamiento en frio, ésta se completa
luego de la exposicién por alrededor de 24 h a una temperatura cercana a los 3°C, justo
por sobre el punto de congelamiento del agua. Como es esperado para una enzima
dimérica como Pfk-2, el aumento de la concentracién de proteina provoca una
disminucién de la temperatura de transicién en frio y un aumento de la temperatura de

transicién por calentamiento, lo que es consistente con un modelo de disociacién
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dimero-monémero. Esta disociacion de subunidades fue confirmada mediante
experimentos de sedimentacién por ultracentrifugacién analitica v dispersién dinamica
de Iuz a distintas temperaturas.Mediante el uso de la sonda fluorescente exirinseca AN S,
se demostré que la especie inducida por fiio no representa el estado completamente
desplegado, sino que un intermediario monomérico que presenta regiones hidrof6bicas
expuestas, sugiriendo su similitud con el intermediaric monomérico observado en el
desplegamiento inducido por GndHCL. Esta idea fue confirmada al observar la transicién
desde la especie monomérica a 3°C hasta el estado desplegado mediante la adicion de
GndHCL. Los experimentos realizados y los parametros termodindmicos calculados
demostraron que: i) la transicion dimero-mondémero inducida por frio es altamente
cooperativa y energéticamente equivalente a la misma transicién inducida por GndHCI;
ii) el desplegamiento quimico del monémero inducido por fiio y por GndHCl presentan
un cambio de energia libre similar. Dada la aparente lentitud del proceso de
desplegamiento en firfo de Pfk-2 y de otros modelos proteicos [141], éste resulta
adecuado para realizar estudios de cambios estructurales locales en funcién del tiempo.
Para poder determinar los cambios estructurales globales y locales ocurridos
durante la transicién N < 2I inducida por la denaturacién en frio de Pfk-2, primero se
cuantificé Ja poblacién del intermediario monomérico en condiciones de equilibrio a
distintas temperaturas, mediante ultracentrifugacién analitica. Luego, se determind la
tasa de denaturaciénde Pfk-2 a 3°C mediante fluorescencia intrinseca. Finalmente, se
desarroll6 una estrategia de HXMS para seguir los cambios estructurales locales de Pfk-
2 en el tiempo durante el desplegamiento por incubacién de la enzima en frio [148]. Se
observé que la disociacién total entre las subunidades de Pfk-2 ocurre a 3°C, por encima
del punto de congelamiento del agua, y que este proceso es lento, ocurriendo en una
escala de tiempo de horas, sin la acumulacion de monémeros compactos. El intercambio
de hidrégeno por deuterio aumenta a Io largo de toda Ia estructura proteica a medida que
ocurre el proceso de denaturacion, hasta alcanzar un estado intermediario monomérico
final cuyo intercambio es menor al esperado para una proteina sin estabilidad
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conformacional (es decir, un estado completamente desplegado). La tasa de intercambio
isotépico calculada para las amidas de la cadena principal de Pfk-2 es similar para todos
los péptidos analizados, incluyendo un péptido localizado en 1a interfaz de asociacidn, y
estd en buen acuerdo con la velocidad de denaturacién determinada mediante
fluorescencia intrinseca. Estos resultados no solo confirman las caracteristicas
estructurales del intermediario inducido por el fenémeno de denaturacién en frio, sino
que constituyen una demostracién experimental de las teorias que sugieren que el
mecanismo molecular de la denaturacién en fifo corresponde a la penetracion del
solvente en el centro de plegamiento de las proteinas [149].

Los resultados y conclusiones del anélisis cinético y termodindmico de la
denaturacién en frio de la enzima Pfk-2 se presentan de manera extendida a
continuacion, mediante la presentacién integra de los dos articulos publicados referentes

a este trabajo [128, 148].
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ABSTRACT Folding studies have been focused mainly on small, single-domain protelns or Isolated single domains of larger
proteins. However, most of the protelns present In biological systems are composad of multiple dornains, and to date, the
principles that undetie its folding remain elusive. The unfolding of Pik-2 induced by GdnHCI has been described by highly
cooperativa three-state equillbrium (N~ 21+2U). This Is characterized by a strong coupling between the subunlits’ tediary
structure and the Integrity of the dimer interface because *I” represents an unstructured and expanded menemeric intermediate,
Here we report that cold and heat unfolding of Pik-2 resembles the Na+2i step of chemically Induced unfolding. Moreover, cold
untolding appears to be as cooperative as that Induced chemically and even more so than its heat-unfolding counterpart.
Because Fik-2 Is a large homodimer of 66 kDa with & complex topology consisting of well-defined dornains, these resuits are

somewhat unexpected considaring that cold unfolding has been described as a special kind of perturbation that decouples

the cooperative unfolding of several protelns.

INTRODUCTION

The folding of small proteins has proven to be very informa-
tive for understanding the folding code of single-domain
proteins, However, large and multidomain proteins with
molecular masses >20 kDa are much more representative
in typical biological systems (1). Phosphofructokinase-2
(Pfk-2) from Escherichia coli, a member of the ribokinase
family of enzymes (2), is a medium-sized homodimer, com-
posed of 33-kDa subunits, which show a complex topology.
Each subunit is composed of a large domain based on the
architecture of a o/f/a sandwich and a four-stranded B-sheet
that covers the active site as a lid. The two lids of the dimer
are packed together to form an orthogonal §-barrel—an
intertwined structure, stabilized by a single hydrophobic
core that includes residues from both subunits, called a
“B-clasp” (3). Thus, the overall architecture of Pfk-2 and
its close homologs can best be described as a homodimer
composed of two «/f/e domains and one bimolecular
domain (the f-clasp) that unites them (see Fig. 1). The
complexity of the fold is further enhanced by the fact that
the large domain is discontinuous, i.e., it is not formed by
a contiguous stretch of polypeptide chain, but instead has
a small four-stranded B-sheet inserted within it.

We have studied how the folding and subunit association
of Pfk-2 occurs, leoking for equilibrium or transient inter-
mediates accumulated during guanidine hydrochloride
(GdnICl)-induced unfolding or felding experiments. No
compact monomers were detected under equilibrivm condi-
tions (4) or during folding (5), supporting the fact that the
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$-clasp and an important poriion of the o/f/er domain do
not seem to behave independently with respect to their
conformational stability and structural integrity, However,
global unfolding transitions induced by chaotropic agents
can hide intermediates or low-energy struetures populated
under native conditions, as has been shown by hydrogen-
exchange experiments (6).

Given a large and positive A, value, usually observed
for the overall unfolding of a polypeptide chain (7,8), the
thermal stability of proteins is dominated by concave free-
energy dependence with temperature. Accordingly, the
Gibbs-Helmholtz equation for a two-state system predicts
two thermal unfolding transitions for a protein—cold un-
folding and heat unfolding (9). Nevertheless, protein vnfold-
ing induced by cold has been documented for only a few
proteins because nonnative species induced by cold are pre-
dicted to be populated below the freezing point of water.

Interestingly, some studies have shown that cold and heat
unfolding might occur by different mechanisms because equi-
librinm intermediates are frequently found along the cold- but
not the heat-induced transition pathway (10-15), although
somme proteins seem to unfold by a two-state mechanism at
both temperature extremes (16-18). Freire et al. (19) have
rationalized the different mechanism for both events as a
natural consequence of the thermodynamics associated with
exposing hydrophobic surfaces upon partial unfolding of a
given structure, Within this framework, cold unfolding is pro-
posed to be a special kind of perturbation able to probe the
presence of low-energy substructures populated under native
conditions but hidden wpon heat or chemical perturbation.

In this work, the reversible thermal unfolding of Pfk-2 was
characterized under equilibrium conditions. Strikingly, in
addition to the typical heat-induced transition, Pik-2 shows
a clear cold-indoced transition which is completed at

hittp://dx.doi.org/10. 1016/.bpi. 2012.00,043
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FIGURE 1 (Ribbon representation) Homodimeric structure of Pfk-2
(PDB:3CQD). For a single subunit, the five 8-strands are located in the
B-clasp interface (red): large domain (gray), (Sricks) Side chain of a single
tryptophan residue (W88) on the interface between subunits, used for
intrinsic fluorescence measurements. Figure was prepared with the software
PyMol (www.pymol.org).

~3°C. Different from several other proteins, the direct obser-
vation of a cold-induced transition in Pfk-2 did not require
such additional perturbations as chaotropic agents (11,20),
high pressure (21), extreme pH (22), or point mutations
(16), typically used to decrease the protein stability to allow
us to observe cold unfolding transitions above the freezing
point of water. Cold-induced unfolding of Pfk-2 seems to
be a highly cooperative process significantly disrupting the
dimer structure without generating additional intermediates,
as was also found to be the case in chemical unfolding.

MATERIALS AND METHODS
Purification and storage of Pfk-2

Pik-2 was purified and stored as described by Babul (23). At least four inde-
pendent preparations of Pfk-2 were used in this work. The specific activity of
Pk-2 (80-100 U/mg) was used to check the quality of the protein pre-
parations. Previous o the unfolding or refolding experiments, the storage
buffer was changed to standard buffer (50 mM Tris pH 8.2, 5§ mM MgCls,
and 2 mM dithreitol) by using a HiTrap desalting column (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden). The enzyme was concentrated using a
Centricon-60 concentrator (Amicon, Beverly, MA) and further concentra-
tion was achieved using a Microcon Ultracel YM-10 unit (Millipore,
Billerica, MA). Protein concentration was determined by the Bradford assay
(24) using bovine serum albumin as the standard and is expressed in terms of
the monomer concentration. Pipette tips, cuvettes, and all material necessary
for the manipulation of the enzyme were equilibrated at the working
temperature before withdrawing the protein from the Eppendorf tube.

Circular dichroism measurements

Circular dichroism (CD) spectroscopy was performed using a model No.
1-810 instrument (JASCO, Essex, UK). The spectra were measured in the
far uliraviolet region, from 260 to 190 nm. Cuvettes with optical paths of
0.1, 1, and 10 mm were employed depending on the protein concentration
used. Each spectrum was obtained from the accumulation of at least three
scans at the working temperature.

Intrinsic and extrinsic fluorescence
measurements

Measurements were made using a model No. PC-5031 spectrofluorimeter
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Protein samples al several different GdnHCI
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concentrations or temperatures were excited al 295 nm and emission spectra
were recorded from 300 to 480 nm. The concentration of the stock 8-anilino-
I-naphthalene sulfonic acid (ANS) solution (Molecular Probes, Eugene,
OR) was determined using a & = 7800 M~! em™" at 372 nm in methanol.
Pik-2 samples unfolded at different GdnHCI concentrations were incubaled
in 100 uM ANS for 3 h in the dark at 3 or 20°C, The mixture was excited at
380 nm and the emission spectra recorded from 400 to 580 nm.

Sedimentation experiments

Sedimentation velocity experiments were conducted on an Optima
XL-I analytical ultracentrifuge (Beckman-Coulter, Palo Alto, CA)
equipped with an An-60 Ti rotor. Experiments were performed at 25 and
4°C using a rotor speed of 41,000 rpm and a protein concentration
of ~40 uM. Pfk-2 was incubated at 3°C for 24 h in standard buffer (using
tris(2-carboxyethyl)phosphine instead of dithreitol as the reducing agent)
and the centrifuge, rotor, and centerpieces were cooled down to 4°C before
centrifugation. The moving boundary was monitored by absorbance optics
at 280 nm. Sedimentation velocity data were analyzed using the software
program SEDFIT (25) and the continuous size-distribution model was
chosen to generate the sedimentation coefficient distribution plots (25). It
is worth noting that this model can be applied 1o interacting molecules if
the reaction is slow on the timescale of sedimentation and if the species
are stable during sedimentation.

Dynamic light scattering measurements

Dynamic light scattering (DLS) measurements were performed on a
DynaPro-MS800 instrument (Protein Solutions, Chicago, IL). Before
starting the experiment, the solution was centrifuged for 10 min at
14,000 rpm in an Eppendorf microfuge to remove any particulate matter.
Cold-induced transitions were obtained by increasing the temperature of
the sample, previously unfolded at 3°C, using a protein concentration of
30 uM. The hydrodynamic radius was calculated via the Stokes-Einstein
equation from the diffusion coefficient, which was obtained from the
measured autocorrelation function. using the DYNAMICS software
supplied with the instrument (Protein Solutions).

Unfolding induced by GdnHCI and low
temperatures

Cold unfolded Pk-2 was diluted at various GdnHCI concentrations and left
for 24 h 1o reach equilibrium at 3°C, Each property, intrinsic and extrinsic
fluorescence, circular dichroism (CD), and dynamic light scattering (DLS),
was measured at 3°C in the presence of different GdnHCl concentrations.
Then, the sample temperature was increased to 20°C, until reaching a
stable signal for the measured properties (at least 6 h) 10 get equilibrium
conditions.

Model analysis of the transitions obtained by
varying the GdnHCI concentration or temperature
The stability curves obtained in the presence of GdnHCl were analyzed
according to a two-state I« U or three-state N3+ 2 «»2U model (4).

The dependence of AG on the temperature is given by the Gibbs-
Helmholtz equation,

AG(T)= AH(T,) Q - Tlg) +ACp{T—T‘,\.-TIn (Tz)] »

&

where AH(T,) is the enthalpy of the reaction at T}, (the temperature for
which AG(T) is zero) and T'is the measured temperature, AC, is the change
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of specific heat of the reaction assumed to be censtant in the temperature
interval studied (9). For each temperature, AG(T) was calcnlated using
& bimolecular two-state model of unfotding Ny« 21, Additional relatior-
ships between the observed dichroic signal at 220 nm and AG(T) were
derived as indicated in severz] publications (18,26).

RESULTS
Thermal unfolding of Pik-2

Fig. 2 shows the temperature dependence of the CD signal
of Pfk-2 at 222 nm. Clearly, the enzyme undergoes two
thermal transitions at low (cold-unfolding) and elevated
{heat-unfolding) temperatures within a short temperature
interval (3-53°C). These transitions were reversible and
were obtained under equilibrinm conditions (see section
51 in the Supporting Material). As should be noted, cold
and heat unfolding of Pfk-2 were captured completely
because both transitions end with a substantial decrease of
the CD signal at 222 nm defined by a clear nonnative platean
below 4°C. The cbservation of this behavior is uncommon
in the absence of additional perturbations such as chaotropic
agents (11,20, high pressure (21), extreme pH (22), or point
mutations (16).

As shown in Fig. 3 A, the CD spectra taken between 3 and
23°C show a clear isosbestic point at ~207 nm, suggesting
that cold unfolding of Pfk-2 is a two-state process. However,
the CD spectra taken during the heat-induced transition did
not show a clear isosbestic point (Fig. 3 B), which could be
due to ireversible reactions. The refolding yield after heat-
ing the protein to 53°C was 80% (see section S2 in the
Supporting Material), after which temperature, the thermal
unfolding becomes completely irreversible (Fig. 2, shaded
symbols; Fig. 3 B, shaded lines),

&
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FIGURE 2 Cold and Leat transitions of Pfk-2, The mean-residue molar
ellipticity cbtained 2t 220 nm is plotted as a function of the temperature,
Above 53°C, heat unfolding becomes imreversible (shaded symbols). ‘To
teach equilibrium conditions, specira were taken by increasing the temper-
ature from 3°C at a velocity of 2°C/h, Representative resalts of three inde-
pendent experiments are presented,
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GdnHCl-induced dissociation of Pfk-2 is coupled with an
extensive unfolding of the subunits (4,28) so the effect of the
protein concentration on both cold and heat transitions was
determined. As indicated in Fig. 4, increasing the protein
concentration shifts the cold-induced transition toward
lower temperatures and the heat-induced transition toward
elevated temperatures (insef, Fig. 4). This behavior is ex-
pected for a dissociative equilibrium and has been reported
for ather dimeric proteins (18,29) supporting the fact that
baoth transitions involve subunits dissociation,

Analytical ultracentrifugation measurements performed
at 4°C confirm that Pik-2 is dissociated at lower tempera-
tures. As shown in Fig. 5, the sedimentation coefficient of
Pfk-2 at this temperature is nearly half that observed at
25°C, although there is no complete dissociation. This can
be seen from the presence of a small peak that matches
the sedimentation coefficient for the dimer and accounts
for 18% of the total signal {Table 1).

To gain further insight into the hydrodynamic changes
that occur on cold treatment, the hydrodynamic radius of
Pik-2 was measured by DLS at several temperatures using
a protein concentration of 30 M (Fig. 4). As can be seen,
the cold-induced transition revealed by CD was accompa-
nied by a substantial increase to the hydrodynamic radins
Ry} reaching values of 4.6 + 0.3 nm at 3°C.

Thermodynamic analysls

Taking into account the isosbestic point of the cold-
induced unfolding together with the protein concentration
dependence of the observed thermal transitions, the Gibbs-
Helmholtz equation for a dissociative two-state system
(see Materials and Methods) was nsed to fit both the heat-
and cold-induced transitions. The continuous line in Fig, 2
represents the best fit for a dissociative two-state mechanism
of unfolding operating at low and high temperatures, Never-
theless, there is a deviation at high temperatures, suggesting
that a two-state model could be oo simple.

The thermodynamic parameters are shown in Table 2
and were used to build the stability curve of Pik-2
(Fig. 6). It is worth noting that the stability of Pik-2 at
20°C predicted by the adjustment {~11 kcal/mol) is similar
to previous estimates caleulated from the dissociation
and unfolding step N++21 obtained in the presence of
GdoHC1 (12 * 0.6 kecal/mol (4)). As expected from the
large curvature of the stability curve (Fig. 6), thermal
unfolding of Pfk-2 is dominated by a large AC, value
(~7.8 keal/mol°K), one of the largest reported in literature
to date for a protein (30).

GdnHCI-Induced unfolding of the ¢cold denatured
state of Pfk-2

Further insights about the structural properties of the cold
unfolded state of Pik-2 were obtained by comparing the
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FIGURE 3 Cold and heat denaturation of Pfk-2
followed by circuler dichroism (CD). CD specira
obtained fror 3 to 23°C (A) and from 23 to 80°C
(B). In panel B, the CD spectra obiaited above
53°C are shown (shaded representarion) where
heat denaturation of Pfk-2 becomes irmreversible.

Wavelangth, nm

GdnHCl-induced unfolding transitions starting from the
native dimer at 26°C (Fig. 7, solid symbols) or from the
cold unfolded state at 3°C (Fig. 7, open symbols).
GdnHCl-induced transitions obtained from the heat-
unfolded state were not pursued, due to the presence of
aggregates that formed during the large incubation times
required to perform these experiments.

Under equilibrium cenditions, GdnHCl-induced unfold-
ing of the native dimer has been described by 2 three-state
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FIGURE 4 Effect of the protein concentration on heat- and cold-induced
transitions and vatiation of Rh as mensured by DLS. (Main graph) Fraction
of unfolded protein within the cold temperature regime as estimated from
the CD signal at 220 nm for several protein concentrations: 0.36 EM
(@), 3.6 M (O}, and 45 £M ('¥). (fnses) Effect of protein concentration
oft the heat denaturation transition: of Pfk-2 obtained at 0,36 xM (@),
3.6 pM (O}, and 30 pM (¥ ). The presence of visible aggregates prevented
the evaluation of the entire heat transition using 30 M of protein (¥, inset),
(Main graph, [J) Hydrodyeamic radios estimated by DLS 23 a function of
the temtperature. Rh values were taken by increasing the temperatare in
2°C steps after equilibration for 1 h of a 30 pM sample previcusly unfolded
at 3°C.
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Wavelangth, frt

equilibrivm progess (Na < 21 + 2U) characterized by
a poorly structured and expanded monomeric intermediate,
“L” The presence of & monomeric intermediate can be
deduced from the two transitions separated by a wide
platean when the secondary structure change is monitored
by CD at 222 nm (Fig. 7 A, solid symbols), The sharper
CD transition observed at low GdnHC! concentrations
represents the Ny« 21 step whereas the second one repre-
sents the I—U step of unfolding (4). This intermediate
was not observed during the GdnHCl-induced unfolding
at 3°C, which shows a unique transition whose amplitude
and shape resemble that of the I— U step measured at
20°C. Indeed, the native baseline measured by CD at 3°C
was coincident with the plateau that separates both transi-
tions at 20°C (Fig. 7 A), suggesting that the cold-induced
species may be similar or identical to the intermediate *1.”

4°C
sc

¢(S) [Abs/Svadberg]
N

0 { r /\\ .
1 2 3 4 5 ]
Sedimentation coefficient [Svedberg]

FIGURE 5 Dissocjation of Pfk-2 induced by cold. Sedimentation
velocity experiments wete pecformed at 4°C (continuous {iney and 25°C
(datied line) and protein samples were spun 21 41,000 mpm. Pik-2 was
incubated on ice for 24 h before certrifugation, Sedimentation coefficient
distributions were generated nsing a continuous size-distzibution model.
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TABLE 1 Fractlonal population of the specles observed by
sedimentation velocity

Monomer (%) Dimer (%) Other signals (%)
25°C - 85 =2 15+2
4°C T4 2 18=3 8+2

Relative amounts of all species were calculated by integration of the area
under each peak, The erzors represent the standard deviation calenlated
from three independent experiments.

The similarity of the intermediate I to the cold-
induced state is also supported by the GdnHCl-induced
changes of the Trp-88 fluerescence and extrinsic flnores-
cence of ANS measured at 3°C, The monomeric interme-
diate of Pfk-2 must have a nonnative environment of
its single Trp similar to that of the fully unfolded state
(4) because the equilibrium transition observed by in-
trinsic fluorescence at 20°C fails to reproduce the I<U
step but describes quite well the sharp N, <21 transition
(Fig. 7 B, solid symbols). In agreement with this behavior,
the intrinsic flnorescence of Pik-2 measured at 3°C did
not show major changes as a fenction of the GanHCi
concentration (Fig. 7 B, apen symbols) suggesting that the
intermediate induced by cold also lacks the native environ-
ment of Trp-88,

Another feature of the monomeric intermediate is
the presence of solvent-exposed hydrophobic regions (4).
The extrinsic fluorescence of the hydrophobic probe
ANS (31) shows an asymmetrical bell-shape curve that
follows the fractional population variation of the monomeric
intermediate deduced from the three-state equilibrivm
(N 2I+2U) at 20°C {Fig. 7 C, inset, solid symbols).
Conversely, the ANS intensity measured at 3°C shows
a decrease as the GdnHCI concentration increases, suggest-
ing that the cold-induced intermediate has solvent-exposed
hydrophobic regions in the ahsence of GdnHCl (Fig. 7 C,
open symbols). The fractional population change of Pfk-2,
extracted upon fitting the single CD transition observed
at 3°C to a two-state mechanism (Table 3}, is in good agree-
ment with this observation and matches quite well with the
decrease of the ANS intensity induced by GdnHCI at 3°C
(Fig. 7 C, open symbols).

TABLE 2 Thermnodynamic parameters for the thernmal
unfolding of Ptk-2

AH 2 T, = 57°C* 247 = 10 keal/mol
AH a1, = 0°C? —206 % 10 keal/mot
ACH 7.8 = 0.5 keal/mol
A4SA 56,021 A2
ACt 7.8-10.0 keal/mol

*Values where the AG is zero at high temperatures.

Walues where the AG is zero at low temperatures.

Measured from the experimental data,

SExpected values caleulated from the literature parameterization of AASA.
Standard errors were obtained from the fit procedure.,

219

kealmol

Temperature, *C

FIGURE 6 Stability curve of PIk-2. (Curved continnous line) Free-
energy dependence for bimolecular equilibriurn calculated from varjation
of the enthalpies (dotted line) and enttopy (dashed line) with the tempera-
ture using the thermodynamic parameters of “Table 2,

DISCUSSION

Cold- and heat-induced unfolding of Pik-2
resembles the GdnHCi-Induced unfolding/
dissociatlon step

As indicated in Fig. 2, the amplitudes of both transitions
(cold and heat-induced) are similar in terms of the molar
ellipticity, suggesting that the celd- and heat-denatured
states of Pfk-2 share some properties in terms of their
secondary structure content. Moreover, both transitions are
sensitive to the protein concentration, indicating that unfold-
ing occurs concomitantly with dimer dissociation. Sedimen-
tation measurements confirm this fact by demonstrating the
presence of a monomer at Iow temperature with an Rh value
of 4,6 = 0.3 nm as measured by DLS. Taking into account
that a fully unfolded chain of 33 kDa is expected to have an
Rh value of ~5.3 nm (32), we conclude that the cold-induced
transition produces largely unfolded subunits. RE: values of
several proteins obtained by NMR measurements have
shown that cold-induced unfolding can be zccompanied
by an expansion of the polypeptide chain reaching values
close to the fully unfolded polypeptide in GdnHCI (33).
However, cold unfolding of Pfk-2 does not lead to full
unfolding. Treatment of the cold-unfolded state of Pfk-2
with GdnHCI generates an additional sigmoidal transition
when monitored by CD (Fig. 7 A) whose amplitude was
similar to that which describes the 1 U equilibrnm
observed at 20°C. The CD transition induced by GdnHCI
at 3°C was also accompanied by a large decrease of the
ANS fluorescence without changes to the intrinsic fuores-
cence of Pik-2, These characteristics match those described
for the expanded intermediate “I” characterized under
equilibrium conditions in the presence of GdnHCI at 20°C

Biophysical Joumal 103(10) 2187-2194
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FIGURE 7 Unfolding of Pfk-2 induced by GdnHCI, Protein samples
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tions: CD measurements (4A), intdnsic flaorescence intensity (8), and [luo-
rescence intensity of the hydrophobic probe ANS (C). (Continuous lines in
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TABLE3 Thermodynamlc parameters for the chemical
unfolding of Ptk-2 at 20 and 3°C

20°C 3°C

Na+2I I-U I=U
AG 12,1 =21 17 % 1.5 27+ 08
m 187 13 04 26 = 07

Values of AG in keal/mol and r-values jn kcal/mol® K, Standard errors
were obtained from the fit procedure,

{4), but there are some differences with respect to the fluo-
rescence obtained upon ANS binding. The amplitude of the
ANS fluorescence at 3°C was larger than the amplitude of
the I1++U step measured at 20°C. These changes cannot be
attributed to the temperature dependence of the ANS fluo-
rescence because, in absence of protein, the quantum yield
and maximum of emission of the probe remained unaltered
(data not shown), Hence, because the overall properties of
the monomeric state observed at 3°C seem similar to those
of the intermediate “I” measured at 20°C, it is proposed that
the affinity of the probe for hydrophobic regions of the
protein is increased at lower temperatures.

From a thermodynamic point of view, the two-state fit
to the thermal unfolding curves of Pik-2 predicts free
energy values of ~I1 keal/fmol at 20°C, which is similar
to that calculated from the dissociation and unfolding
step N;<»2I obtained in the presence of GdnHCI
(12 keal/mot = 0.6 (4)). Nevertheless, this analysis should
be taken with caution because the unfolding transition
induced by heat shows deviations from a two-state mecha-
nism. Although we cannot discard the presence of in-
termediates npon heat denaturation, it is plausible that
side reactions leading to itreversible aggregates could
account for the absence of an isosbestic point during the
heat transition. Therefore, from a thermodynamic and struc-
tural point of view, cold-induced unfolding of Pfk-2 resem-
bles the cooperative dissociation and unfolding represented
by the N, <2l equilibrivm characteristic of the effect of
GdnHCL

Why Is Pfk-2 unfolded upon cold treatment?

From the classic thermodynamic point of view, cold dena-
turation of proteins results as a natural consequence of
a large AC, value arising from the hydrophobic surfaces
exposed to the solvent upon protein unfolding (7,8). This
value has been parameterized in terms of the polar and
hydrophobic contributions for a particular solvent-exposed

pacel A) Fit to a N; +» 21+ 2U mechanism at 20°C and to a I++U mecha-
nism at 3°C, (Continuous lines in panel ) Variation of the intermediate
species population predicted at 3°C (main graph) and 20°C (insef} using
the thermodynamic values obtained by CD (see Table 3). The protein
concentration was 3,6 gM. For comparison purposes, the sigh of the CD
signal was inverted.
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protein surface (see Spolar et al, (30), Myers et al. (34), and
Whitten et al. {35), and references therein). The Pfk-2 dimer
hides a surface area of 56,021 A? upon folding (see
Materials and Methods), which corresponds to a AC, value
between 7.8 and 10 keal depending on the parameterization
used (see Spolar et al. (30), Myers et al, (34), and Whitten
et al. (33), and references therein), Parameterized values
are in agreement with the observed AC, of 7.8 keal/mol”PK
obtained with the assumption of a two-state mechanism for
the theanal unfolding of Pfk-2 (Table 2), Also, there are no
unusual thermodynamic values obtained from the cold- and
heat-denaturation processes, as the enthalpies calculated
at some temperatures (e.g., 110°C, 650 keal/mol) can be
predicted adequately using the parameterization of Freire
(110°C, 760 keal/mol; see Whitten et al. {35) and references
therein), Therefore, the simplest explanation for the ob-
served cold unfolding of Pfk-2 is the large size of the coop-
erative unit, i.e., alimost the entire dimeric stucture.

The large size of the cooperative unit of Pfk-2 can be
rationalized from within the framework of the hierarchic
model (see Freire et al. (19) and Whitten et al. {35), and
references therein). As pointed out by Freire et al. (19),
cold denaturation can be seen as a special kind of perturba-
tion simply because the intrinsic stabilities of different
domains or parts of the protein structure and their coupling
energy of interaction vary in such a way as a function of
temperature. Interaction among their cooperative units
is favorable at high temperatures yet unfavorable at low
temperatures. Thus, to show unbiased cold unfolding, the
unfolding coupling energy among several parts of the
Pik-2 structure should remain larger than their intrinsic
stabilities either at low or high temperatures. In the absence
of quantitative knowledge about the energies of coupling
and intrinsic stability, an unbiased cold-unfolding mecha-
nism can be best explained by 2 mutnal constraint imposed
between the 8-clasp and the offf/ domain, Such domain is
created by an interrupted chain connectivity of both
domains (discontinuous domains) together with the inter-
twined nature of the S-clasp that stabilizes both subunits
(see Fig. 1).
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Observation of Solvent Penetration during Cold Denaturation of E. coli
Phosphofructokinase-2
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ABSTRACT  Phosphofructokinase-2 is a dimeric enzyme that undergoes cold denaturation following a highly cooperative N; «
2| mechanism with dimer dissociation and formation of an expanded monomeric intermediate. Here, we use intrinsic fluores-
cence of a tryptophan located at the dimer interface to show that dimer dissociation occurs slowly, over several hours. We
then use hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry experiments, performed by taking time points over the cold dena-
turation process, to measure amide exchange throughout the protein during approach to the cold denatured state. As expected,
a peptide corresponding to the dimer interface became more solvent exposed over time at 3°C; unexpectedly, amide exchange
increased throughout the protein over time at 3°C. The rate of increase in amide exchange over time at 3°C was the same for
each region and equaled the rate of dimer dissociation measured by tryptophan fluorescence, suggesting that dimer dissociation
and formation of the cold denatured intermediate occur without appreciable buildup of folded monomer. The observation that
throughout the protein amide exchange increases as phosphofructokinase-2 cold denatures provides experimental evidence
for theoretical predictions that cold denaturation primarily occurs by solvent penetration into the hydrophobic core of proteins

in a sequence-independent manner.

INTRODUCTION

Protein stability can be altered via perturbation of several
properties that are required to ensure a properly folded state.
Changes in pH, addition of chaotropic agents, high pressure,
and increase in temperature have been successfully applied
to drive proteins through their global unfolding transitions
(1). Interestingly, it has been shown that the Gibbs free en-
ergy difference between the native and denatured state for a
two-state system reaches zero at two different temperatures,
thus suggesting that thermal unfolding transitions of pro-
teins can be induced both on cooling and heating (2). As
thermal stability of proteins is dominated by the concave
free energy dependence with temperature, it has been pre-
dicted that proteins with large and positive ACp and small
AH values would permit the observation of cold-induced
unfolding/denaturation at temperatures above the freezing
point of water (3.4).

Cold denaturation phenomena in proteins have been stud-
ied by several techniques, including spectroscopy (5), calo-
rimetry (6), NMR (7), and molecular dynamics (8).
However, with the exception of NMR experiments, these
techniques only account for global properties and do not
allow measurement of local changes during cold-induced
denaturation. NMR is still limited by the size of the protein
and requirement for specific labeling. Therefore, a better
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description of the cold denaturation process may be ob-
tained by analysis of local changes in the structure of pro-
teins using amide hydrogen-deuterium (H/D) exchange.
H/D exchange followed by mass spectrometry (HXMS) is
a powerful tool for studying protein-protein interactions
(9), protein dynamics upon binding, and intrinsically disor-
dered regions in proteins (10,11). The extent of exchange
probes the solvent accessibility of amide protons, whereas
the approach in which the exchange reaction is quenched,
the protein is digested with pepsin, and the resulting pep-
tides are analyzed by mass spectrometry, allows sampling
of these changes over local regions of the protein.

Escherichia coli phosphofructokinase-2 (Pfk-2) is a ho-
modimer of 66 kDa and one of the largest proteins that
shows thermal unfolding transitions upon cooling and heat-
ing (12). Reversible thermal unfolding experiments under
equilibrium conditions have shown that the cold-induced
transition of Pfk-2 proceeds above the freezing point of wa-
ter without requiring additional perturbations such as chaot-
ropic agents (13,14), high pressure (15), extreme pH (16), or
point mutations (17,18). Moreover, it has been shown that
cold denaturation of Pfk-2 follows a two-state mechanism
to a populated intermediate state (N2 « 2I) and it has
been suggested that this process is highly cooperative,
occurring concomitantly with dimer dissociation and lead-
ing to an expanded monomeric conformation that shows
striking similarities to the guanidine HCl-induced mono-
meric intermediate (12).

In this work, we first used analytical ultracentrifugation to
determine the amount of dimeric and monomeric species

hup://dx.doi.org/10.1016/).bpj.2013.04.024
( CrassMark
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Kinetics of Cold Denaturation of Pik-2

under equilibrium conditions spanning temperatures be-
tween 2 and 25°C, followed by intrinsic fluorescence mea-
surements to study the kinetics of the unbiased cold
denaturation of Pfk-2. Finally, we probed the amide ex-
change of the protein along the cold denaturation process
with HXMS. We find that cold denaturation of Pfk-2 is a
slow process that occurs without buildup of folded monomer.
The amide exchange results reveal local increases in amide
exchange that occur throughout Pik-2 during cold challenge,
Ieading to the monomeric intermediate state. We show that
amide exchange increases throughout the protein as cold
denaturation proceeds. Because the cold denaturation pro-
cess is slow, the rate at which amide exchange increases at
locations throughout the protein core could be ascertained
by measuring HXMS in samples removed from the denatut-
ation reaction at different times. Remarkably, the rate of in-
crease in amide exchange was the same for all regions of the
protein, and also matched the rate of monomer formation
measured by tryptophan fluorescence. The results provide
experimental validation of recently proposed theories of sol-
vent penetration throughout the folded core of the protein as
the mechanism of cold denaturation (19).

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Puritication and storage of Pik-2

Pik-2 was purified and stored as described by Babul (20}. Before perform-
ing kinetic denaturation experiments, the siorage buffer was changed to
standard buffer (50 mM Tris pH 8.2, 5 mM MgCl,, 2nd 2 mM DTT) by
cenirifigation nsing 2 Micro Bio-Spin 6 (BioRad Lat e
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cormresponds to the sedi ion cosfficient normalized to 20°C and water,
and Ry, is the Stokes radius. Two other models from SEDPHAT were
then used: i), a simple plobal analysis of species to obtain the partial con-
centration of each monomer and dimer at each tentperature (23), and i),
a self-association monemet-dimer model to compare the kinetic rates of
dissociatfon estimated from our different measurements (24).

Rate of change of Intrinsic tryptophan
fluorescence over time in the cold

Kinetic denaturation of PIk-2 was measured by intrinsic flnorescence, , using
its single tryptophan (W88) located on the interface between subunits as
probe. Measurements were done in a Shimadzu PC-5031 spectrofluorom-
eter (Shimadza Ewropa GmbH, Duisburg, Germany). The change in
intrnsic fluorescence was measured over time at 3°C, The protein was
excited ot a wavelength of 295 nm and the change was followed at
346 om. The protein concentration used was 0.3 M and the decay fn signal
was adjusted to an exponential decay to a minimem commesponding to the
signal of the protein after 24 h at 3°C.

F=Fe™+F, 4}

where F is the [facrescertce intensity as & function of time 1, Fy is the fluo-
rescence at £ = { h, Fyis the fluorescence intensity recorded after 24 h at
3°C, and k is the rate of decay of the fluorescence signai,

Native state backbone amide exchange at 25°C

Pik-2 backbone amide exchange was performed as previously described
(10), The enzyme was incubated at room temperature for 2 h in standard
baffer before starting the experiments. The exchange reaction was initiated
when 80 pM of Pik-2 was diloted 10-fold into D;0. The protein was al-
lowed to exchange at room temperature for 010 min, Exchange was

Inc., Hercules, CA). The enzyme was concentrated using a VivaSpin 3
concentrator (Sartorivs Stedim Biotech 8.A., Goettingen, Germany) when
required. Prolein concentration was determined by Bradford zssay (21) us-
ing bovine serum albumin as standard and is expressed in terms of mono-
Tmer concentration.

Sedimentation analysis by analytical
ultracentrifugation at different temperatures

To ascertzin the temperature at which Pik-2 was completely monomeric,
sedimentation velocity experiments were conducted at dilferent tempera-
tures, A Beckman Optima XL-I apalytical ultracentrifuge (Beckman
Coulter, Brez, CA) equipped with an An607T: rotor was used for the exper-
iments, Pfk-2 was exchanged from its storaps buffer to 50 mM Tris pHE.2,

5 mM MgClp, and 2 mM TCEP before the experiment, Pfk-2 samples (~38
#M) weee incubated for 24 h at each desired temperature (from 2 to 25°C)
to ensure equilibrivm conditions and then placed in the analytical cells for
centrifugation at a rotor speed of 42,000 rpm unti! complete sedimentation
was achieved, The rotor, centrifuge, and analytical cells were equilibrated
21 the desired temperature before loading the samples. The moving bound-
ary was monitored by absotbance at 280 nm, The resulting data were
analyzed using differant modetls, First, we used SEDEIT and the two-dimen-
sional model of distribution of sedimentation coefficient and frictional ratio
(S, for analysis of the monomeric 2nd dimeric species free from as-
suniptions about the frictional ratio {22). This analysis was only performed
at 4 and 25°C, where sinple species rather than monomer/dimer mixtures
were expected. Distributions were obtafned with equidistant fr-grid values
between 0.8 and 2.2 in 0.1 steps, and linear S-grid values ranging from 0.5
to 6.5 in 0.1 steps. Dala are presented in termas of Sz, and Ry, where S0,

hed by diluting the sample 10-fold into 0.1% trifluoroacetic acid
(TFA) in HyO. Quenched protein was digested with pepsin as described
and small aliquots of the digested sample were rapidly frozen in liquid
N; and stored at —30°C,

Backbone amide exchange during cold
denaturation

Pik.2 was cold denatured by incubating the enzyme at 3°C. At several time
peints during the 12 k incubation, samples were removed 2nd subjected 1o
exchange in D0 as described previously, and the exchange rate was
measured between 0 and 40 min. The reaction was quenched into 0.1%
TFA in H;O and samples were digested and stored as described. To
cempare the denatured intermediate formed by cold denaturation with
that formed at low gurnidibe concentrations, experiments were also per-
formed on Plk-2 diluted in 0.85 M guanidine HCL foc 48 h, as in Baez
and Babul (25). These experiments were performed at room temperature
and exchange was monitored for 0~10 min, quenched, dipested, and
amalyzed as described previously,

Digestion of Pfk-2 and identification of peptic
peptides

Alter completion of the exchange reaction and quenching of amide ex-
change, Pik-2 was digested with fmmobilized pepsin (Pierce Scientific,
Rockford, IL) as previously described (10). Immobilized pepsin slurry
(25 pLYy was activated by washing twice with 0.1% TFA at pH 2.2, The pro-
tein was diluted in 0.1% TFA at pH 2.2 before incubation with immobilized
pepsin for 5 min. Peptides were identified by MS/MS using a 4800 Plus
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MALDI-TOF-TOF (AB SCIEX, Framingham, MA) and spectral analysis
using MASCOT (Matrix Science, Boston, MA) and Protein Prospector.

Mass spectrometry

Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF)
mass spectra were acquired on a Voyager DE-STR instrument (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) as previously described (26). The matrix used
was 4.5 mg/mL «-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) in a solution of 1:1:1 acetonitrile/ethanol/0.1% TFA. The pH
of the matrix was adjusted to pH 2.2 using 2% TFA. The matrix solution
and MALDI-TOF target plates were equilibrated at 4°C before the experi-
menl as previously described (26).

MALDI-TOF mass spectra were analyzed as previously described (9,10),
correcting for both side-chain contributions due to residual deuterium
(4.5%) and back-exchange loss (50%). Plots were fit to a one-parameter
exponential by using KaleidaGraph version 4.0 (Synergy Software,
Reading, PA).

To calculate the kinetic denaturation rates (k), the maximum extent of ex-
change for each peptide as a function of time of exposure at cold tempera-
ture was fitted to an exponential rise Lo maximum:

E(t) = Ey+N(1 - )]

where E(t) is the maximum extent of exchange upon time, Ej is the
maximum extent of exchange at t = 0 h (i.e., extent of exchange for native
state Pfk-2), N is the amplitude of the change in deuterons incorporated
(i.e., the amount of backbone amides that begin to exchange due to changes
in solvent accessibility), and 1 is the time of incubation at cold temperature.

Some samples were also analyzed on a Synapt G2 mass spectrometer
(Waters, Milford, MA) following protocols described by Engen and
co-workers (27) and these data were analyzed by PLGS and DynamX
software packages.

RESULTS

Sedimentation analysis of Pfk-2 at different
temperatures

To determine the equilibrium distribution of monomer
and dimer species at different temperatures between 25
and 4°C, samples were equilibrated for 24 h and then
analyzed by sedimentation velocity (Fig. 1). The protein
is mainly a dimer at 25°C. Both monomers and dimers
are present at temperatures between 8 and 15°C. At tem-
peratures below 6°C almost all of the protein exists as a
monomer. Furthermore, a Stokes radius larger than ex-
pected for a compact monomer is observed at 4°C
(Fig. 1 A), in agreement with previous dynamic light scat-
tering (DLS) experiments (12). This experiment estab-
lished that cold-dependent dissociation to a monomer
occurs (Fig. 1 B) and that to reach the endpoint of this tran-
sition, it is necessary to incubate the protein at a tempera-
ture of 4°C or lower.

Rate of Pfk-2 dissociation over time at 3°C

Typically, cold denaturation experiments are performed
with the concomitant addition of chaotropic agents to facil-
itate the denaturation process. Because we knew that Pfk-2
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FIGURE 1 (A) Contour plots of the two-dimensional distribution in
terms of Sy, and Stokes radius of Pfk-2 monomers and dimers at 4 and
25°C. Data were obtained by sedimentation velocity experiments and sub-
sequent analysis using a continuous ¢(S,f,) model, here represented as
(820 Rx). The magnitude of ¢Sz, Ry)is indicated by the color of the con-
tours in equidistant intervals of ¢ from blue (low, outer boundary of each
comtour) 1o red (high, center of each contour). The dotted lines indicate
lines of constant f, The RMSD resulting from fitting the data is indicated.
(B) Plot of the percent of monomer (solid circles) and dimer (open circles)
at each temperature measured as calculated from the global analysis of spe-
cies using SEDPHAT. The sedimentation coefficient values indicated were
obtained from fitting the data and are similar between the different models
used.

denatures completely to the monomer at 3°C without the
addition of chaotropic agents, we measured the rate of disso-
ciation at 3°C over time taking advantage of the single tryp-
tophan residue (W88) located on the dimer interface
(Fig. 2). The rate of decay of the fluorescence signal over
time of incubation at 3°C was 1.26 x 10~ s™", which cor-
responds to a relatively slow conversion to monomer from
dimer, on the order of hours. Another estimation of the
dissociation rate was obtained from sedimentation velocity
experiments using a monomer-dimer self-association model
(24), which gave k,;=0.8 x 107*s7! £ 03 x 107*s7),
The fact that conversion to the cold-denatured intermediate
state is slow, but can be observed without the addition of
chaotropic agents, prompted us to carry out amide exchange
experiments over the cold denaturation process to investi-
gate how the Pfk-2 molecules change as cold denaturation
occurs.
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FIGURE 2 Intrinsic fluorescence measurement of Pfk-2 during cold
denaturation at 3°C. The kinetic constant for dissociation (k) was calculated
by fitting the data to an exponential decay curve.

Native state amide exchange of Pfk-2 at 25°C

To discover whether there were temperature-dependent dif-
ferences in the amide exchange of Pfk-2 at 25 and 3°C, we
performed HXMS experiments. As a control, Pfk-2 was al-
lowed to exchange under native conditions for 10 min at
25°C. The samples were quenched by dilution into ice
cold 0.1% TFA, digested for 5 min with immobilized
pepsin, and analyzed on the MALDI-TOF mass spectrom-
eter. Several peptides could be analyzed quantitatively,
and these represented ~27% coverage of protein sequence
(Table 1, Fig. S1 in the Supporting Material). These peptides
are distributed throughout the protein structure, including a
single peptide spanning residues 104-113 (MH+ 1124.592)
that corresponds to one of the 8-strands of the interface, thus
working as a reporter of the interface between subunits. At
25°C, Pfk-2 had little solvent accessibility (Fig. S2). Exper-
iments were not carried out to achieve complete exchange,
but rather to measure the more rapidly exchanging amides.
Most regions of Pfk-2, including the interfacial peptide that
reports on association between monomers, exchanged 23%
on average after 5 min in D,O. Residues 1-7 of the protein
(MH+ = 895.507) exchanged 43% (Fig. S2), suggesting
that the N-terminus of Pfk-2 is more solvent accessible
than the well-packed protein core.
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Native state amide exchange of Pfk-2 at 3°C

As a control for the planned kinetic analysis of amide
exchange during cold denaturation, we performed an exper-
iment in which Pfk-2 was diluted into buffer preequilibrated
at 3°C. This important control accounts for any temperature
effects of the buffer on the amide exchange rates and also
serves as a 0 time point for measuring the rate of change
of the amide exchange over the very slow cold denaturation
process (occurring over 12 h). According to Bai et al., the
exchange is expected to be fourfold slower at 3°C compared
to 25°C, so the HXMS time points were measured over
40 min instead of over 10 min (28).

To compare the HXMS of Pik-2 at 25°C (Fig. $2) and
immediately after dilution to 3°C (Fig. $3), we compared
the total and backbone solvent accessible surface area
(SASA) from Pfk-2 structure (PDB ID 3CQD) to the extent
of amide exchange at 25°C (10 min time point) and to the
extent of amide exchange of the sample immediately diluted
to 3°C (40 min time point). In this manner, we wanted to
confirm that the conformation of Pfk-2 at the beginning of
the cold denaturation was the same as the conformation at
room temperature.

The extent of amide exchange under both conditions was
highly correlated with the backbone SASA for all covered
regions of Pfk-2 as shown in Fig. 3 for the enzyme at
25°C or immediately diluted into buffer at 3°C (correlation
coefficient 0.92 and 0.85, respectively). The results suggest
that there is no significant change in Pfk-2 conformation af-
ter initial exposure to cold temperature consistent with the
very slow rate of conversion to the cold-denatured interme-
diate observed by tryptophan fluorescence.

Cold-induced denaturation and dissociation of
Pfk-2

Because the kinetics of cold-induced denaturation of Pfk-2
was so slow, we thought it would be possible to monitor
the change in amide exchange at various times during the
denaturation process. The experimental setup involved incu-
bating P(k-2 at 3°C for 12 h, and at intervals during this cold
incubation, samples were removed and analyzed for the
extent of amide exchange by diluting into deuterated buffer

TABLE 1 List of peptides quantified through MALDI-TOF mass spectrometry

Region of Pfk-2 Peplide mass (m/z) No. amides Relative exchange 4°C/25°C Sequence

1-7 895,507 7 > MVRIYTL

276-285 934511 10 > VRFGVAAGSA

286-294 973.543 9 > ATLNQGTRL

275-285 1065.551 11 > MVRFGVAAGSA

104-113 1124.592 9 > YRFVMPGAAL

118-126 1161.626 9 > FRQLEEQVL

154-164 1174.636 11 > SAAQKQGIRCI

44-69 2445.300 25 > VARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHL
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FIGURE 3 Correlation between backbone SASA calculated from Pfk-2
crystal structure (PDB ID 3CQD) and backbone amide exchange reactions
at room temperature (red) and immediately after the P(k-2 was exposed to
cold temperature (black).

and monitoring deuterium incorporation into each region of
the protein over 40 min as described previously. This exper-
iment follows the change in amide exchange for each pep-
tide representing different regions of the protein and the
dimer interface over the entire time course of cold denatur-
ation (Fig. 4).

As shown in Fig. 2, Pfk-2 denatures to a monomeric inter-
mediate over hours of incubation at 3°C. Therefore, we ex-
pected (and observed) that the peptide corresponding to

Ramirez-Sarmiento et al.

residues 104-113 (MH+ 1124.592), representing one of
the @-strands that forms the dimer interface, would ex-
change more as the protein denatured to the monomeric
state, To obtain these data, we plotted the maximum ex-
change (i.e., the extent of exchange at 40 min) observed
for samples removed after 2, 4, 8, and 12 h of incubation
of Pfk-2 at 3°C (Figs. S4-57). The extent of deuteration
for these samples represents the change in amide exchange
of each region of Pfk-2 during the cold denaturation process.
It was not surprising that the dimer interface becomes more
solvent accessible as the protein becomes monomeric dur-
ing the denaturation process, however, the results from the
peptides corresponding to other regions of Pfk-2 were
very much unexpected. Remarkably, all of the regions of
Pfk-2 corresponding to peptides we could analyze by
MALDI-TOF mass spectrometry showed increasing amide
exchange when Pfk-2 was incubated at 3°C over several
hours. The extent of exchange reached a plateau at
<100% backbone amide exchange and longer times of
deuteration were not explored (11.29). The plateauing
amide exchange is consistent with a partially folded state
in agreement with previous data showing that Pfk-2 reaches
an intermediate state and not a completely unfolded state
upon cold denaturation (12). Moreover, the extent of ex-
change of the cold-induced species was less than the ex-
change observed for the chemically induced intermediate
at room temperature in 0.85 M guanidine HCI (Fig. 5).
The increase in solvent accessibility over the cold denatur-
ation at 3°C could be fitted to a single exponential rate
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FIGURE 4 Schematic of the experimental approach to monitoring solvent penetration over lime during cold denaturation. The protein was equilibrated to
3°C, and samples were removed at times 0, 2, 4, 8, and 12 h. The sampling was based on the slow rate of conversion 10 the cold-denatured intermediate
measured by fluorescence (Fig. 2). After the sample was removed, it was diluted into deuterated buffer and allowed to exchange over 40 min during which
time samples of this reaction were removed and the extent of exchange was measured for each time point. The plots of exchange over 40 min immediately
after equilibration at 3°C (0 h) are shown in Fig. S3; the plots of exchange after equilibration at 3°C for 2 h are shown in Fig. S4; the plots of exchange after
equilibration at 3°C for 4 h are shown in Fig. S5; the plots of exchange afier equilibration at 3°C for 8 h are shown in Fig. $6; and the plots of exchange after
equilibration at 3°C for 12 h are shown in Fig. $7. From these plots, the extent of deuteration (amount of deuteration at 40 min) was determined and plotted
against the time at 3°C in hours. These are the data that are presented in Fig. 5.
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FIGURE 5 Cold denaturation of Pfk-2 followed by backbone amide ex-
change. Each plot represents the change in deuterons incorporated after
40 min for each peptide as a function of time during exposure to cold tem-
perature. The y axis represents the number of exchangeable amides in the
particular peptide. The Kinetic constant (k) was calculated by fitting the
data to an exponential curve, Triangles indicate the deuterons incorporated
after 10 min of exchange for Pfk-2 incubated in 0.85 M guanidine HCI. The
resulls suggest that the cold-induced monomeric intermediate is similar to
the intermediate induced by guanidine HCl however it may be slightly more
compacL

curve, and the rates for each different region of Pfk-2 were
very similar for the different regions, 1.0 x 107* = 0.25 x
10 *s! (Fig. 5). The peptide that covered the dimer inter-
face also increased solvent accessibility at the same rate,
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indicating that dissociation and denaturation are concurrent
processes during cold denaturation of the enzyme. The rate
of increase in amide exchange during cold denaturation
was very similar to the rate of cold denaturation estimated
by measuring the decay of the fluorescence signal from
the single tryptophan (W88) located on the interface
between both subunits (Fig. 2) reinforcing the idea that
the dimer dissociation and increased amide exchange
throughout Pfk-2, which both occur upon incubation of
Pfk-2 for several hours at 3°C, likely represent the same
denaturation process. In keeping with the cooperative nature
of the denaturation process, some of the mass envelopes (cf.
Figs. 85 and S6) eventually appeared bimodal indicating
an EX1-type of exchange process that would be expected
if the dimer (less exchanging) converted to the expanded
monomer (more exchanging) without formation of other
intermediates.

The peptides that could be analyzed from the MALDI-
TOF HXMS were distributed throughout the protein, but
only 27% of the protein sequence was covered. The peptides
we analyzed all increased in the extent of deuteration over
time in the cold suggesting that the protein globally
expanded (Fig. S8). To strengthen this conclusion, addi-
tional HXMS data were collected on a Synapt G2 HDX in-
strument. Due to limitations of instrument time, only one
time point of cold denaturation could be studied. The pro-
tein was incubated at either 25 or 4°C for 6 h, and amide ex-
change was measured for time points of 0, 2, 5, and 10 min
after incubation, The peptides that could be analyzed quan-
titatively covered 100% of the protein sequence (Table 2).
All regions of Pfk-2 showed increased deuteration after in-
cubation in the cold, recapitulating the MALDI-TOF data,
except for two peptides that covered the active site catalytic
residues, which showed identical exchange at both temper-
atures. Thus, these additional data suggest that the entire
protein except the catalytic center expands during cold
denaturation.

DISCUSSION

The mechanism of cold denaturation remains controversial.
Some reports suggest the process is noncooperative (30),
whereas other reports suggest that at least for Yfhl and
the C-terminal domain of L9, it is highly cooperative
(7.31). Questions also remain as to whether the cold dena-
tured state is compact, and whether it contains only native
structure or also nonnative structure (32,33). These discrep-
ancies arise from several factors: i), commonly, proteins
cold denature at temperatures below the freezing point of
water, a problem that can be circumvented by an additional
perturbation but with the cost of moving away from physi-
ological conditions: ii), the unfolding rate strongly depends
on temperature, being several times slower at temperatures
close to 0°C and thus making the cold-denatured state kinet-
ically inaccessible (34). Recent results from DSC have
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TABLE 2 List of peptides identified through MS® mass spectrometry and relative exchange at 4 and 25°C

Region  Peptide mass

Relative exchange Ratio avg. exchange

of Pfk-2 (m/z) No. amides 4°CR5°C 25°CH°C Sequence

1-13 1477.844 9 > 0.87 MVRIYTLAPSL

2-13 1346.804 8 > 0.88 VRIYTLAPSL

14-69 5514.822 50 > 0.89 DSATITPQIYPEGKLRCTAPVFEPGGGGINVARAIAHL
GGSATAIFPAGGATGEHL

33-69 3469.797 34 > 0.89 PVFEPGGGGINVARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHL

44-69 2445299 24 = 0.78 VARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHL

44-72 2744.484 27 > 0.87 VARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHLVSL

73-84 1256.636 10 > 0.88 LADENVPVATVE

73-103 3442.698 29 > 0.89 LADENVPVATVEAKDWTRQNLHVHVEASGEQ

13-113 4548.272 38 > 0.88 LADENVPVATVEAKDWTRQNLHVHVEASGEQYRFVMPGAAL

104-113 1124.592 8 > 092 YREVMPGAAL

104-117 1611.747 12 > 0.95 YRFVMPGAALNEDE

118-126 1161.626 8 > 0.59 FRQLEEQVL

119-126 1014.557 7 > 0.57 RQLEEQVL

127-134 831.446 6 > 0.9 EISGAIL

134-163 3147.828 28 0.94 LVISGSLPPGVKLEKLTQLISAAQKQGIRC

135-163 3034.744 27 0.94 VISGSLPPGVKLEKLTQLISAAQKQGIRC

164-175 1119.552 11 = 1.0 IVDSSGEALSAA

164-176 1232.636 12 - 1.05 IVDSSGEALSAAL

177-183 729414 6 = 1.0 AIGNIEL

183-238 5968.203 52 > 0.95 LVKPNQKELSALVNRELTQPDDVRKAAQEIVNSGKAKRV
VVSLGPQGALGVDSENC

239-260 2153.127 18 = 1.06 IQVVPPPVKSQSTVGAGDSMVG

239-263 2456.252 21 = 1.0 IQVVPPPVKSQSTVGAGDSMVGAMT

239-264 2569.337 22 = 0.96 IQVVPPPVKSQSTVGAGDSMVGAMTL

shown that the unfolding rates are, in fact, highly important
to ensure an adequate definition of the energetic and struc-
tural features of the unfolding process. The slow unfolding
rate at low temperatures due to a high folding/unfolding
free energy barrier can lead to kinetic trapping in the initial
distribution of states and therefore to misleading interpreta-
tions about the cooperativity of the cold denaturation pro-
cess (34). Pfk-2 forms a cold-denatured intermediate that
is monomeric and somewhat expanded at temperatures
below 4°C. Because no nonphysiological perturbants are
required, and because the denaturation process occurs over
several hours (Figs. 2 and 5), Pfk-2 provides an excellent
model system in which to study the cold denaturation
process.

Backbone amide exchange and mass
spectrometry to probe cold-induced protein
denaturation

Backbone amide exchange measured by mass spectrometry
(35) has been used to describe protein dynamics (26,36),
protein-protein interactions (9,37), and intrinsically disor-
dered regions (11,29). Here, we apply this technigque to
discover how amide exchange changes over the course of
the slow cold denaturation of Pfk-2 that occurs without
requiring additional perturbation (12). Although HXMS is
amid-resolution technique, it is not limited by the molecular
weight of a particular protein and, in principle, it can be
applied to study proteins with biased cold-induced denatur-
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ation or proteins that dissociate upon exposure to cold tem-
peratures (38,39). Therefore, HXMS constitutes a powerful
technique to describe changes in protein association and
amide exchange upon denaturation. The combination of
global probes (such as intrinsic fluorescence) with HXMS
to describe local structure changes constitutes a powerful
combined approach to analyze changes in protein associa-
tion and amide exchange upon denaturation.

Rate of monomer formation during cold-induced
protein denaturation

In previous work, the global probes of intrinsic tryptophan
fluorescence and circular dichroism spectroscopy revealed
the formation of an intermediate with residual secondary
structure during kinetic unfolding of Pfk-2 in guanidine
HCI (40). Incubation of Pfk-2 at 3°C resulted in the forma-
tion of a cold denatured species, which according to intrinsic
tryptophan fluorescence, DLS, and circular dichroism
resembled the guanidine HCl-induced unfolding intermedi-
ate (12). DLS revealed that the cold-denatured species was
monomeric. Here, we confirmed by sedimentation velocity
experiments that equilibration of Pfk-2 at 3°C results in com-
plete formation of a monomeric species. The rate of
formation of this cold-induced monomeric species of Pfk-2
as indicated by the global probe of intrinsic tryptophan fluo-
rescence change, was slow; k = 1.26 x 107 + 0.04 x 10™*
s~ ! (Fig. 2). Another estimation of the dissociation rate was
obtained from sedimentation velocity experiments using a
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monomer-dimer self-association model, which was similar
to the rate calculated by intrinsic fluorescence (k,y =
0.8 x 107 57" = 0.3 x 107% s7") (24). We were able to
monitor the change in amide exchange over time of incuba-
tion of Pfk-2 at 3°C for a peptide representing the dimer
interface, and the rate of increasing amide exchange was
1.0 x 107* + 026 x 107 s7'. Given that this peptide
was at the dimer interface, we can conclude that the
increased exchange is reporting on the monomer formation.
The fact that the rates are within error suggests that the tryp-
tophan at the interface and the change in amide exchange are
monitoring the same phenomenon; monomer formation.

Observation of solvent penetration during cold
denaturation

Because the cold denaturation of Pfk-2 occurs over hours of
incubation at 3°C, we were able to probe changes in amide
exchange throughout the protein during the denaturation
process. As shown in Figs. 5 and 6, all of the peptides
from regions throughout Pfk-2 showed an increase in the
extent of backbone amide exchange as the protein is under-
going the slow process of cold denaturation. Thus, as Pfk-2
cold denatures, it adopts a monomeric, globally expanded
structure. The C-terminal domain of L9 protein also adopts
an expanded structure upon cold denaturation, as indicated

[

0% EXCHANGE 100%

FIGURE 6 Change in solvent accessibility in the Pfk-2 structure upon
cold denaturation, Peptides are colored according to their maximum ex-
change at room temperature (1op) and after 12 h at cold temperature (bortom).
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by pulse-field gradient NMR diffusion experiments (32).
As pointed out by these authors, this type of protein expan-
sion is most likely due to the weakening of hydrophobic in-
teractions upon cold denaturation (32). Consistent with the
idea that the expanded cold denatured state becomes more
solvent penetrated, we observed more and more amide ex-
change throughout the folded protein core over the course
of Pfk-2 cold denaturation. The fact that all regions of the
protein showed similar rates of increasing amide exchange
is consistent with a model in which monomer formation
and expansion are concurrent. No buildup of a folded mono-
meric species was detected. In addition, the fact that amide
exchange increases throughout the protein suggests that the
increased amide exchange is due to solvent penetration
occurring as the protein cold denatures.

The HXMS experiments allowed us to monitor probes
throughout the Pfk-2 structure over time. Remarkably, for
all of the different regions of the protein covered in the
HXMS experiments, the rate of increased amide exchange
over time in the cold was similar, with an average rate of in-
crease being 1.0 x 107" + 0.25 x 107* 57", These results
strongly suggest that cold denaturation of this enzyme is
accompanied by solvent penetration that occurs globally
throughout the structure. The only exception to this asser-
tion is the active site, which appears to remain compact ac-
cording to additional HXMS data (Table 2).

Theoretical studies have also suggested that cold denatur-
ation involves destabilization of hydrophobic contacts
within the protein core in favor of solvent-separated config-
urations (41,42). This process is similar to that observed for
pressure-induced unfolding (43). The theoretical studies
reveal that at physiological temperatures, water molecules
close to the protein have at least one nonsaturated H-bond,
which is pointing toward the protein and they form a thin
solvation shell. As the temperature decreases, the energy
of the water H-bonds increases and cages of water mole-
cules are formed, thus increasing the solvation shell.
Coupled with the destabilization of hydrophobic interac-
tions within the protein, hydration of the protein core is pre-
dicted to occur in a sequence-independent manner. Recent
experimental studies on cold denaturation of proteins using
water-'"0 magnetic relaxation dispersion to characterize the
single-molecule water dynamics in the hydration layer, pro-
vided information about the number of water molecules that
interact directly with the protein and about their rotational
correlation times. For a destabilized mutant of apomyoglo-
bin and for «-lactoglobulin in 4 M urea, these authors
concluded that the protein molecules remain “relatively
compact and are better described as solvent-penetrated
than as unfolded™ (44).

CONCLUSION

Using HXMS, we have now been able to probe the local sol-
vent accessibility of protein backbone NH groups and for
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the first time, to our knowledge, obtain a view from the
perspective of the protein, of solvent penetration during
cold denaturation in the absence of other perturbants. Our
results show a similar increase in solvent accessibility of
the amides across the entire protein to a state that is appar-
ently solvent penetrated, but still retains some degree of
compaction. The proposed theoretical mechanism does not
involve specific amino acid contacts, but rather appears to
be a phenomenon of weakening of hydrophobic contacts
and mostly a rearrangement of the water structure (45).
One prediction of the theory is therefore that cold denatur-
ation would affect the entire cooperatively folded core of
the protein equally. The fact that local regions of Pfk-2 all
increase solvent accessibility at equal rates during the cold
denaturation process provides strong support for this theo-
retical prediction.

SUPPORTING MATERIAL

Eight figures, supporting legends, and references (46-47) are available at
hup://www.biophysj.org/biophysj/supplemental/S0006-3495(13)00457-8.

This work was partially supported by Fondo Nacional de Desarrollo Cien-
tifico y Tecnolégico (Fondecyt) grants 1110137 and 1090336. César A.
Ramirez-Sarmiento was supported by a Comisién Nacional de Investiga-
ci6n Cientifica y Tecnologica (Conicyt) graduate fellowship, a joint Mejor-
amiento de la Calidad y Equidad de la Educacién (MECESUP) and
Sciences, Technology and Innovation Program for the Americas (STIPAs)
fellowship UCHO717 and a MECESUP fellowship UCHO713. We grate-
fully acknowledge Dr. Jon Fitchett from Lilly Biotechnology Center of
San Diego for providing access to the Synapt G2 mass spectrometer.

REFERENCES

. Matthews, C. R. 1993. Pathways of protein folding. Annu. Rev.
Biochem. 62:653-683.

2. Privalov, P. L. 1990. Cold denaturation of proteins. Crit. Rev. Biochem.
Mol. Biol. 25:281-305.

3. Privalov, P. L., Griko YuV, ..., V. P. Kutyshenko. 1986. Cold denatur-
ation of myoglobin. J. Mel, Biol, 190:487-498.
4. Privalov, P. L., and S. 1. Gill. 1988. Stability of protein structure and

hydrophobic interaction. Adv. Protein Chem. 39:191-234.

5. Damaschun, G., H. Damaschun, ..., D. Zirwer. 1993. Cold denatur-
ation-induced conformational changes in phosphoglycerate kinase
from yeast. Biochemistry. 32:7739-7746.

6. Richardson, 3rd, I. M., 8. D. Lemaire, ..., G. I. Makhatadze. 2000. Dif-
ference in the mechanisms of the cold and heat induced unfolding of
thioredoxin h from Chlamydomonas reinhardiii: spectroscopic and
calorimetric studies. Biochemistry. 39:11154-11162.

. Adrover, M., V. Esposito, ..., P. A, Temussi. 2010. Understanding cold
denaturation: the case study of Yfhl. J. Am. Chem. Soc. 132:16240—
16246.

8, Lopez, C. F., R. K. Darst, and P. J. Rossky. 2008. Mechanistic elements

of protein cold denaturation. J. Phys. Chem. B. 112:5961-5967.

Mandell, J. G., A. M. Falick, and E. A. Komives. 1998. Identification of

protein-protein interfaces by decreased amide proton solvent accessi-

bility. Proc. Natl. Acad, Sci. USA. 95:14705-14710,

10. Hughes, C. A., J. G. Mandell, ..., E. A. Komives. 2001. Phosphoryla-

tion causes subtle changes in solvent accessibility at the interdomain

interface of methylesterase CheB. J. Mol. Biol. 307:967-976.

=

©

Biophysical Journal 104(10) 2254-2263

20.

]

22

30.

3l

Ramirez-Sarmiento et al.

. Truhlar, . M., J. W. Torpey, and E. A. Komives. 2006. Regions of [kap-

paBalpha that are critical for its inhibition of NF-kappaB.DNA interac-
tion fold upon binding to NF-kappaB. Proc. Nail. Acad. Sei. USA.
103:18951-18956.

. Baez, M., C. A. M. Wilson, ..., J. Babul. 2012. Expanded monomeric

intermediate upon cold and heat unfolding of phosphofructokinase-2
from Escherichia coli. Biophys. J. 103:2187-2194.

. Griko YuV, and V. P. Kutyshenko. 1994. Differences in the processes

of beta-lactoglobulin cold and heat denaturations. Biophys. J.
67:356-363.

. Mizuguchi, M., D. Hashimoto, ..., K. Nitta. 2000. Cold denaturation of

alpha-lactalbumin. Proteins. 38:407-413.

. Kunugi, 5., and N. Tanaka, 2002, Cold denaturation of proteins under

high pressure. Biochim. Biophys. Acta. 1595:329-344.

. Azuaga, A. L, M. L. Galisteo, ..., P. L. Mateo. 1992. Heat and cold

denaturation of beta-lactoglobulin B. FEBS Len, 309:258-260.

. Chen, B. L., W. A. Baase, and J. A. Schellman. 1989. Low-lemperature

unfolding of a mutant of phage T4 lysozyme. 2. Kinetic investigations.
Biochemistry. 28:691-699.

. Chen, B. L, and J. A. Schellman. 1989. Low-temperature unfolding of

a mutant of phage T4 lysozyme. 1. Equilibrium studies. Biochemistry.
28:685-691,

. Dias, C. L., T. Ala-Nissila, ..., M. Grant. 2008. Microscopic mecha-

nism for cold denaturation. Phys. Rev. Lett. 100:118101.

Babul, J. 1978. Phosphofructokinases from Escherichia coli, Purifica-
tion and characterization of the nonallosteric isozyme. J. Biol. Chem.
253:4350-4355.

. Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantita-

tion of microgram quantities of protein utilizing the principle of pro-
tein-dye binding. Anal. Biochem. 72:248-254.

Brown, P. H., and P. Schuck. 2006. Macromolecular size-and-shape
distributions by sedimentation velocity analytical ultracentrifugation.
Biophys. J. 90:4651-4661.

. Houtman, J. C., P. H. Brown, ..., P. Schuck. 2007. Studying multisite

binary and ternary protein interactions by global analysis of isothermal
titration calorimetry data in SEDPHAT: application to adaplor protein
complexes in cell signaling. Protein Sci. 16:30-42.

. Schuck, P. 2003. On the analysis of protein self-association by sedi-

mentation velocity analylical uliracentrifugation. Anal. Biochem.
320:104-124,

. Baez, M., and J. Babul. 2009. Reversible unfolding of dimeric phos-

phofructokinase-2 from Escherichia coli reveals a dominant role of in-
ter-subunit contacts for stability. FEBS Lerr. 583:2054-2060.

. Mandell, J. G., A. M. Falick, and E. A. Komives. 1998. Measurement of

amide hydrogen exchange by MALDI-TOF mass spectrometry. Anal.
Chem. 70:3987-3995.

. Wales, T E., K. E. Fadgen, ..., J. R. Engen. 2008. High-speed and high-

resolution UPLC separation at zero degrees Celsius. Anal. Chem.
80:6815-6820,

. Bai, Y., J. 5. Milne, ..., S. W. Englander. 1993, Primary structure ef-

fects on peptide group hydrogen exchange. Proteins. 17:75-86.

. Croy, C. H,, S. Berggvist, ..., E. A. Komives. 2004. Biophysical char-

acterization of the free IkappaBalpha ankyrin repeat domain in solu-
tion. Protein Sci. 13:1767-1771.

Pometun, M. 8., R. W, Peterson, ..., A. J. Wand. 2006. Cold denatur-
ation of encapsulated ubiquitin, J. Am. Chem. Soc. 128:10652-10653.

Luan, B, B. Shan, ..., D. P. Raleigh. 2013. Cooperative cold denatur-
ation: the case of the C-terminal domain of the ribosomal protein L9.
Biochemistry. 52:2402-2409.

. Li, Y., B. Shan, and D. P. Raleigh. 2007. The cold denatured state is

compact but expands at low temperatures: hydrodynamic properties
of the cold denatured state of the C-terminal domain of L9. J. Mol.
Biol. 368:256-262.

. Shan, B. B., 8. S. McClendon, ..., D. P. Raleigh. 2010. The cold dena-

tured state of the C-terminal domain of protein L9 is compact and

49




Kinotics of Cold Denaturation of Pfk-2

34,

3s.

36.

3

38,

39,

contains both native and non.mative structure, J. Am, Chem, Soc,
132:4669—-4677,

Romero-Romere, M. L., A, Inglés-Prieto, ..., . M. Sanchez-Ruiz,
2011, Highly anomalous energetics of protein cold denaturation linked
to folding-unfolding kinetics. PLoS ONE. 6:¢23050.

Zhang, Z., and D, L. Smith, 1993, Determination of amide hydrogen
exchange by mass spectrometry: 2 new tool for protein structure eluci-
dation. Protein Sci. 2:522-531.

Engen, . R, T. E. Smithgall, ..., D. L. Smith. 1997. Identification and
loczlization of slow, natural, cooperative unfolding in the hematopoiet
iccell kinase SH3 domain by amide hydrogen exchanpe and mass spec-
trometry. Biochemistry. 36:14384-1430],

Engen, J. R., W. H. Gmeiner, ..,, D, L. Smith, 1999, Hydrogen ex-
change shows peptide binding stabilizes motions in Hek SH2,
Biochemistry, 38:8926-8935.

Weber, G, 1993, Thermodynamics of the association and the pressure
dissociation of olipemeric proteins. J. Phys. Chem. 97:7108-7115.

Foguel, D, and J. L, Silva, 1994, Cold denattration of a repressor-oper-
ator complex: the role of entropy in protein-DNA recognition. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 91:8244-8247,

Baez, M., C. A. Wilsor, and J. Babul. 2011, Folding kinetic pathway of
phosphofructokinase-2 from Escherichia coli: a homodimeric enzyme
with 0 complex domain organization. FEBS Len. 585:2158-2164,

41, Oshima, H., T. Yoshidome, ..

2263

.» M. Kinoshita. 2009. A theoretical anal-
ysis on cheracteristics of protein stuciures induced by cold denatur-
ation, J, Chem, Phys. 131:205102,

42, Das, P, and S, Matysiak, 2012. Direct characterization of hydrophebic

hydration duzing cold and pressure denaturation, J, Phys. Chem R.
116:5342-5348.

43. Panick, G., R. Malessa, ..., C. A, Royer. 1998, Stiructural characteriza-

tion of the pressare-denatured state and unfolding/refolding kinetics
of staphylococcal nuclease by synchrotron small-angle X-ray scate
tering and Fourier-transform infrared spectroscopy. J. Mol Biol.
275:380-402,

44, Davidovic, M., C. Matteq, ..., B. Halle. 2009, Protein cold denaturation

as seen from the solvent. J. Am. Chem. Soc. 131:1025-1036,

45, Levy, Y, and J. N, Onuchie. 2006. Water mediation in protein folding

and molecular recognition. Anne. Rev. Bioplys. Biomol, Struct,
35:380-415,

46. Parducci, R, E., R, Cabrera, ..., V. Guixé. 2006. Evidence for a catalytic

Mg+ jon and effect of phospliate on the activity of Escherichia coli
phospl kinase-2: regulatory properties of a ribokinase family
member. Biochemistry. 45:9291-9299,

47. Botk, P, C. Sander, and A, Valencia. 1993, Convergent evolution of

similar enzymatic function on different protein folds: the hexckinase,
ribokinase, awd galactokinase families of sugar kinases. Profeirt Sci.
2:31-40.

Bicphysical Joumal 104(10) 2254-2263

50



CAPITULO DOS:

Caracterizacion biofisica del monomero
aislado inducido por disociacion del

homodimero de Pfk-2 y Kdgk

51




2.1. INTRODUCCION

El estudio del desplegamiento cinético y al equilibrio de la enzima dimérica
fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2) mediante la aplicacién de diversas perturbaciones (adicién
de agentes caotropicos [114, 126], aumento y disminucién de temperatura [128, 148])
describe la acumulacién de un intermediario monomérico cuyas propiedades
estructurales (radio hidrodindmico; contenido de estructura secundaria; unién de anilino-
8-naftaleno, ANS) son diferentes a las esperadas para un mon6mero compacto,
sugiriendo que la disociacién del dominio bimolecular compuesto por el dominio menor
de ambas subunidades [94] sucede de manera concertada con el desplegamiento parcial
de los mondmeros. Mediante intercambio isotépico de hidrégeno por deuterio seguido
de mediciones de espectrometria de masas, se ha logrado describir estructuralmente el
estado final de Ia desnaturacién a 3 °C de Pfk-2, el cual corresponde a una especie
monomérica relativamente compacta (un estado intermediario, mas no completamente
desplegado) aliamente solvatada [148). Sin embargo, existen ciertas diferencias entre
este estado intermediario monomérico final observado mediante desplegamiento en frio
y el estado intermediario observado mediante la adicién de concentraciones pequefias de
cloruro de guanidinio (GndHCI), en particular en cuanto a la unién de la sonda ANS:
para el intermediario inducido quimicamente a 20° C, la intensidad de la sefial de
fluorescencia de la sonda ANS es significativamente menor que la observada para el
intermediario inducido por incubacion a 3° C [128], sugiriendo que la afinidad de la
especie intermediaria de Pfk-2 por esta sonda hidrofébica es mayor para el intermediario
descrito en este iiltimo caso. Esto ocurre a pesar que el contenido de estructura
secundaria medido por dicroismo circular para ambas especies intermediaras es similar
[128]. Por otro lado, el andlisis del desplegamiento al equilibrio inducido por GndHCI
del estado intermediario observado a 3° C para alcanzar el estado completamente
desnaturado, muestra que tanto el cambio de energfa libre (2.7 + 0.8 kcal/mol) como el

valor m (2.6 £ 0.7 kcal/mol/K), el cual se correlaciona con el area que se expone al

52




solvente producto de la desnaturaciéon {150], son mayores que en el caso del
desplegamiento del intermediario monomérico inducido por GndHCI a 20° C para
alcanzar el estado desmaturado(1.7 + 1.5 keal/mol y 1.3 + 04 kecal/mol/K,
respectivamente) [114, 128). Esto sugiere que existen leves diferencias estructurales
entre los estados intermediarios observados mediante distintos tipos de perturbaciones.
Al respecto, existen diversos modelos de estudio en los cuales se han observado
diferencias en cuanto al ensamble conformacional observado en el punto final del
desplegamiento, e incluso en cuanto a la via a través de la cual se alcanza este estado
desnaturado [151], de acuerdo al tipo de perturbacién utilizada [152, 153, 154]. El
trabajo pionero de Tanford y colaboradores [155] sugirié que los estados desnaturados
inducidos mediante el aumento de la temperatura presentaban un mayor contenido de
estructura secundaria que los estados inducidos por GndHCl. Consistentemente, la
adicién de concentraciones crecientes de GndHCl sobre el estado final del
desplegamiento térmico de lisozima, quimotripsina y ribonucleasa A induce a una
pérdida cooperativa de estructura secundaria, demostrando asi la presencia de estructura
secundaria residual [156]. Estas diferencias estructurales del estado final del
desplegamiento también pueden encontrarse al inducir la desnaturacién quimica con
agentes caotropicos diferentes, como urea y GndHCI, como ha sido determinado para
lisozima, a-quimotripsina, B-lactoglobulina [157], ribonucleasa A v ribonucleasa T1
[158]. Estudios similares sobre distintas variantes mutagénicas del residuo Lis73 de iso-
1-citocromo C mediante dicroismo circular y calorimetria de escaneo diferencial (DSC),
demostraron que el drea que se expone al solvente producto de la desnaturacién inducida
por GndHC] para las distintas mutantes es significativamente menor en comparacién a Ia
proteina silvestre, de acuerdo a lo estimado por el cambio en los valores m, lo que
sugiere que los estados desnaturados de estas variantes son mas compactos [159]. Por
otra parte, los resultados del andlisis del cambio en calor especifico (ACp) de estas
mutantes, que también se correlaciona con el drea expuesta al solvente [160], presenta
un comporiamiento dispar, es decir, algunas proteinas con sustituciones en el residuo
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Lis73 exhiben una disminucién del ACp (estado desnaturado compacto) y otras un
aumento. Por consiguiente, estos resultados sugieren diferencias en el grado de
compactacion entre las configuraciones estructurales del estado desnaturado inducido
por cada perturbacién [159]. Por ende, dado que los valores m del desplegamiento a
partir del intermediario obtenido por desnaturacién en frio y del intermediario quimico
de Pik-2 a 20° C hasta el estado completamente desnaturado fueron determinados
usando la misma perturbacion (adicién de concentraciones crecientes de GndHCI) [128],
la separacién entre estos valores sugiere que existen diferencias estructurales en el grado
de compactacién de los estados intermediarios descritos y no del estado desnaturado.

Uno de los estudios més interesantes respecto al grado de compactacién de los
estados finales del desplegamiento de proteinas, cormresponde al anilisis acucioso
realizado sobre especies desnaturadas inducidas quimicamente y térmicamente de la
ribonucleasa bovina pancredtica mediante cambios en compresibilidad y volumen,
demostrando que el punto final del desplegamiento térmico posee estructura secundaria
residual y una alta concentracion local de grupos no polares expuestos al solvente, lo
que permite mantener una importante cavidad interna (en otras palabras, describe un
estado denaturado compacto), mientras que el estado desnaturado inducido per GndHCl1
se caracteriza por una exposicién de un gran nimero de residuos aminoacidicos,
resultando en un aumento en la hidratacién pero en una reduccion de la cavidad interna
de la proteina [161]. En el caso de Pfk-2, esto puede explicar tanto las diferencias
observadas para la unién de la sonda ANS como las diferencias en cuanto al drea
accesible al solvente expuesta por el desplegamiento quimico de cada estado
intermediario [128].

Una estrategia experimental que ha permitido determinar de manera directa las
diferencias en el grado de compactacion del estado desnaturado en solucion,
corresponde a la difraccién de rayos X de dngulo pequeiio, la cual permite obtener una
caracterizacidn estructural gruesa del tamafio y la forma de Ia proteina en solucién, en
presencia o en ausencia de diversas perturbaciones [162]. La caracterizacién de los
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estados desnaturados inducidos por urea, alta y baja temperatura para la proteina
inhibidora de subtilisina de Streptomyces, demostrd que el radio de giro del estado
desnaturado depende de la perturbaci6n utilizada, siendo el estado desnaturado en frio
mas compacto que el estado desnaturado por incremento de la temperatura, ¥ que la
induccién de la desnaturacién mediante agentes caotrépicos conduce a un estado
altamente desordenado y expandido a un nivel esperado para una cadena polipeptidica
completamente extendida en conformaciones arbitrarias [163].

Estas diferencias en el grado de compactacién también son observadas en el
caso de perturbaciones locales, como Ia introduccién de mutaciones puntuales, en Ia
interfaz de asociacion de enzimas multiméricas. Este es el caso del dominio Apple 4
(A4) del factor de coagulacion X1 [164], el cual es un homodimero de 160 KDa preseate
en ¢l plasma sanguineo a concentraciones de 30 nM dada la presencia de un puente
disulfuro intermolecular [165]. La mutacién por serina del residuo responsable de este
enlace covalente (C231S) provoca la leve acumulacién de un intermediario monomérico
cuyo radio hidrodindmico es menor que el de la especie dimérica y que alcanza un
maximo del 75% del total de especies proteicas en solucién a 4.3 M de GndHCl [166].
En este caso, el valor m para el proceso de disociacién y desplegamiento del dimero de
C2318 A4 es menor que en el caso del dimero de la proteina silvestre, contrario a lo
esperado dada la incapacidad de disociacién de ésta tltima. Sin embargo, mediante
experimentos de resonancia magnética nuclear (NMR) se determiné que las vueltas
entre las cuales se establece el puente disulfuro intermolecular son altamente flexibles
[167], por lo que la mutacion de cisteina por serina provocarfa evenios de
desplegamiento local de estas regiones y, en consecuencia, una diferencia estructural
importante entre ¢l mondmero de la proteina silvestre y mutante, dando cuenta de un
aumento de 30% en el drea accesible al solvente [166]. Un comportamiento similar se
observa para las mutantes W19F y W99F del aporepresor de triptéfano de Escherichia
coli [48], las cuales promueven una desestabilizacién del dimero, 12 acumulacién de un
intermediario monomérico y el consecuente cambio de mecanismo de dos estados a tres
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estados [168]. Asimismo, en el caso de la quinasa dimérica de creatina de msculo de
conejo (MM-CK), ésta sigue un mecanismo de plegamiento similar al de Pfk-2 en
presencia de GndHCI, detectandose la formacion de intermediarios monoméricos
durante este proceso [169]. El remplazo del residuo triptéfano 210 por tirosina produce
una desestabilizacion del dimero, causando la consiguiente disociacion en dos
mondmeros inactivos a concentraciones bajas (0.2 a 0.4 M) de GndHCIL Estos
monoémeros presentan un radio de Stokes de 3.1 nm, el cual es menor al observado para
el dimero (3.8 nm), y que solo es posible observar en el caso de Ja mutante W210Y,
mientras que en el caso del dimero solo se observa un aumento del radio hidrodindmico
a concentraciones crecientes de GndHCL. Este monémero compacto y estructurado
aumenta su radio hidrodindmico a medida que aumenta la concentracién de agente
caotropico sobre 0.4 M. Adicionalmente, en el rango de concentracion de GndHC1 de
0.2 a 0.4 M, la intensidad de fluorescencia extrinseca de la sonda hidrofobica ANS es
aproximadamente 50% mayor para la mutante W210Y que para la quinasa silvestre.
Todos estos antecedentes sugieren que esta especie monomérica es inestable ¥ que su
estabilizacién depende de la formacién del dimero [169].

Dado que la estabilidad energética del intermediario monomérico de Pfk-2
inducido térmicamente y quimicamente es menor a 2.7 kcal/mol [114, 128], su
estabilidad parece depender fuertemente de la formacién del dimero. Ademds, las
especies intermediarias observadas mediante estas perturbaciones tienen una diferencia
de 1 keal/mol en su estabilidad [128]. Por otro lado, los resultados observados para del
dominio A4 del factor de coagulacién XI y para la quinasa dimérica de creatina de
musculo de conejo sugieren que, mientras las perturbaciones de solvente ¥y temperatura
tienen consecuencias globales sobre la estructura proteica, las consecuencias de
mutaciones en las regiones de la interfaz de asociacién en proteinas diméricas serfan
locales o de rango medio [166, 169]. En consecuencia, distintas perturbaciones sobre

nuestro modelo de estudio pueden conducir a Ia formacién de subunidades aisladas con
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distintos grados de compactacién y de accesibilidad al solvente. Es de nuestro interés
poder describir estos cambios con el mayor detalle posible.

Sin embargo, si bien la enzima fosfrofructoquinasa-2 (Pfk-2) de Escherichia
coli es uno de los miembros mejor estudiados de la familia riboquinasa [97], sus
caracterfsticas estructurales y su estado oligomérico no son propiedades compartidas por
todos los miembros de esta agrupacién. En concreto, dentro de la familia riboquinasa, a
la cual pertenece Pfk-2, es posible encontrar al menos dos tipos de variaciones respecto
a la estructura cuaternaria de la enzima Pfk-2: i) miembros de esta familia que
corresponden a enzimas monoméricas, como la quinasa humana de adenosina [101]; ii)
miembros diméricos que, pese a que establecen las interacciones proteina-proteina
mediante la misma superficie de asociacion contenida en la sdbana B que compone el
dominio menor de estas enzimas, exhiben rotaciones respecto a la disposicién de los
mondémeros en el contexto oligomérico, lo cual modifica la forma general del dimero
(Figura 2). La consecuencia més notoria de esta diferencia en la asociacién proteina-
proteina es el cambio de orientacién de los sitios de unién a ligando para cada
subunidad, los cuales se encuentran hacia el mismo lado en Pfk-2, mientras en enzimas
como 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa (Kdgk) de Thermus thermophilus [110] se
encuentran en lados opuestos. Al analizar en detalle la estructura cristalogrifica de las
enzimas diméricas y monoméricas de esta familia de quinasas [97], es posible sugerir
que estos cambios en el estado de agregacién y en la estrategia de asociacién se deben a
modificaciones estructurales a nivel del dominio menor (Figura 2). En el caso de las
quinasas monoméricas, se observa que su dominio menor contiene inserciones de
elementos de estructura secundaria (una hebra f§ adicional v dos hélices & contra la cara
exterior de la sdbana B) que ocluyen la superficie de interaccién proteina-proteina y
estabilizan al monémero aislado [97, 101]. Para las quinasas diméricas cuyos sitios
activos se encuentran en lados opuestos del oligémero, la hebra B3 (segunda de cuatro
hebras [ presentes en el dominio menor) no se encuentra intervenida por la presencia de
un “B-bulge” [111], por lo que esta hebra B preserva su estructura continua y no pueden
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ser compartida con otra subunidad, como en el caso de Pfk-2, en donde los residuos
Tre31, Ala32 y Pro33 introducen una interrupcién que permite un giro de 90° que
facilita la interaccién de la parte distal de la hebra B3 del dominio menor adyacente,
formando un barril aplanado [94]. En consecuencia, la interaccién entre los dominios
menores de dos subunidades se asemeja a una sibana B antiparalela, extendida pero
pronunciadamente curvada [110, 112].

En este contexto, es importante determinar si los cambios inducidos en la
estructura de Pfk-2 por GndHCI, temperatura o por mutaciones de la interfaz de
asociacién son atribuibles a las caracteristicas de la interfaz de asociacién proteina-
proteina localizada en el dominio menor y, por consiguiente, si las estructuras de las
subunidades aisladas obtenidas mediante estas distintas perturbaciones son similares
entre distintos modelos de enzimas diméricas de la familia riboquinasa que difieren en Ia
topologia de la interfaz de asociacién y en la forma general del dimero.

Para poder determinar las caracteristicas estructurales del monémero de Pfk-2
bajo distintos tipos de perturbaciones, en primer lugar se realizé un escaneo de
mutaciones por alanina de la interfaz de asociacién de esta enzima basado en el analisis
in silico de la interaccién proteina-proteina, obteniendo una mutante monomérica
(L93A) a concentraciones de proteina de 20 uM en ausencia de sal, A continuacion, se
compard el grado de compactacién de este mondmero respecto al observado en el punto
final del desplegamiento en frio de la enzima mediante experimentos de velocidad de
sedimentacién en ultracentrifuga analitica. Para finalizar, se compar6 en detalle la
accesibilidad al solvente de las subunidades aisladas obtenidas mediante los distintos
tipos de perturbacién (GndHCI, temperatura y mutacién de 193 por alanina) mediante
expetimentos de intercambio isotdpico de hidrégeno-deuterio medidos a través de
espectrometria de masas (ZIXMS), con el fin de determinar las consecuencias de cada
tipo de perturbacion sobre distintas regiones locales de la proteina.

Adicionalmente, para determinar si existen similitudes estructurales entre
subunidades aisladas obtenidas mediante diversos tipos de perturbaciones para otras
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enzimas diméricas de la familia riboquinasa con distintas topologias de asociacién, se
realizaron experimentos in silico e in vitro de escaneo de mutaciones por alanina de la
interfaz de asociacién y experimentos de velocidad de sedimentacién en ausencia y
presencia de GndHC] en la enzima Kdgk de Escherichia coli, obieniendo dos
mutaciones (Y101A y W103A) que conducen a la desestabilizacién parcial y total de Ia
estructura del dimero, respectivamente. La enzima silvestre fue también cristalizada en
presencia del sustrato MgADP y su estructura fue resulta mediante remplazo molecular
[170]. Ademsds, la forma y tamafio en solucién de la enzima silvestre y la mutante
W103A fueron determinados mediante experimentos de difraccion de rayos X de angulo
pequeiio, demostrando que esta mutante presenta propiedades hidrodindmicas similares

a las observadas para.la mutante L93A de Pfk-2 mediante otras estrategias.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Purificacién y almacenamiento de Pik-2 de Escherichia coli.

La enzima Pfk-2 fue purificada y almacenada de acuerdo a lo descrito por Babul
[118]. Previo a la realizacion de los experimentos, la solucién de almacenamiento de la
enzima fue intercambiada por amortiguador Tris 50 mM pH 8.2, MgCl, 5 mM, DTT 2
mM mediante centrifugacién utilizando las columnas Micro Bio-Spin 6 (Bio-Rad
Laboratories Inc.). En funcién de las condiciones experimentales, Ia enzima fue
concentrada utilizando un concentrador por centrifugacién VivaSpin 3 (Sartorius Stedim
Biotech S.A.). La concentracién de proteina fue determinada mediante el método de
Bradford [171], utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estindar de
calibracién. La concentracién de proteina se expresa en términos de la concentracién de

monadmero.

2.2.2, Clonamiento, purificacién y almacenamiento de Kdek de Escherichia coli.

El gen codificante para la enzima Kdgk fue amplificado mediante la reaccién en

cadena de polimerasa (PCR), utilizando la polimerasa Pfu Ultra II Fusion (Agilent
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Technologies, Inc.) y partidores directos y reversos apropiados (Integrated DNA
Technologies), a partir de ADN cromosémico extraido mediante kit de purificacién
Masterpure (Epicentre Biotechnologies) de un cultivo crecido por 12 h a 37° C en medio
Luria-Bertani (LB) de la cepa de Escherichia coli 0157:H7.

El producto de PCR, cuyos extremos son romos debido al uso de Pfu, fue ligado
a través de la estrategia independiente de ligasa TOPO [172], la cual se realiza sobre el
vector de almacenamiento pENTR/TEV/TOPO (Invitrogen Corp.) que cuenta con la
topoisomerasa covalentemente unida a los extremos libres de la hebra de ADN, para
facilitar la ligacién direccional del producto de PCR.

La enzima Kdgk fire subclonada a partir de este vector de almacenamiento en un
vector de expresion pDEST17 (Invitrogen Corp.) por recombinacién homédloga, el cual
fue introducido en cepas de E. coli BL21. El constructo proteico final corresponde a una
proteina con un epitope de histidina N-terminal y un sitio de reconocimiento para la
proteasa TEV que permite escindir este epitope. La sobre-expresion se llevé a cabo una
vez que los cultivos en medio LB alcanzaron una densidad éptica de 0.4-0.5 (longitud de
onda de 600 nm). La induccién de la sobre-expresion se realizé a 25 °C durante 16 h,
utilizando 1 mM IPTG, posteriormente las células se sedimentaron mediante
centrifugacién. El extracto crudo se obtuvo mediante resuspensién en amortiguador Tris
50 mM pII 8.2, 5 mM MgCl,, 2 mM beta-mercaptoetanol, 30 mM imidazol, 400 mM
NaCl, seguido de sonicacién y centrifugacién, y luego la enzima fue purificada mediante
cromatografia de afinidad por niquel inmovilizado, utilizando una columna HisTrap (GE
Healthcare), eluyendo la proteina mediante un gradiente de concentracién de imidazol
entre 100 y 500 mM. La remocién del epitope de histidina se realizo afiadiendo la
proteasa TEV (que posee un epitope de histidina no escindible) en relacién 1:50
molar/molar ¢ incubando a temperatura ambiente por tiempos mayores a 2 h. La proteina
fue dializada contra solucion amortiguadora sin imidazol y separada de la proteasa TEV
mediante una segunda ronda de cromatografia en la columa HisTrap, obteniendo Ia
proteina sin epitope en el frente de carga. Previo a Ia realizacién de los experimentos, Ia
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solucién de almacenamiento de la enzima fue intercambiada por amortiguador Tris 50
mM pH 8.2, MgCI2 5 mM, DTT 2 mM mediante centrifugacién utilizando las columnas
Micro Bio-Spin 6 (Bio-Rad Laboratories Inc.). En funcién de las condiciones
experimentales, la enzima fue concentrada utilizando un concentrador por centrifugacidén
VivaSpin 3 (Sartorius Stedim Biotech S.A.).

Para la sobre-expresién de las mutantes de Ia interfaz de asociacién de Kdgk

(ver seccién 2.2.5), se utiliz6 una cepa BL21 pLys en remplazo de la cepa BL21,

2.2.3. Cristalizacion de la enzima Kdgk de Escherichia coli en presencia de MgADP

La cristalizacién de la enzima Kdgk fute realizada por el método de difusion de
vapor en gota colgante [173]. La enzima fue concentrada hasta 5 mg/mL en
amortiguador HEPES 50 mM pH 7.5, 5 mM ADP, 10 mM MgCly. Luego, 2 uL de
proteina fueron mezclados con 2 pL de solucion de cristalizacién. Cristales difractables
se obtuvieron en 100 mM HEPES pH 7.5, 22% PEG 4000, 10% isopropanol.

Para la difraccion, los cristales fileron cubiertos con solucion de crio-proteccién
previo a la exposicion. Los patrones de difraccion con un desplazamiento angular de 0.5°
fueron colectados a 100K en una fuente de anodo rotatorio Rigaku Micromax007 con un
detector Raxis IV++. Las reflexiones observadas fueron indexadas e integradas mediante
el programa iMosflm [174], escalados con el programa SCALA [175] y las intensidades
fueron interpretadas como amplitudes mediante CTRUNCATE [176], ambos del
paquete de programas CPP4i [177]. La estructura de Kdgk en presencia de MgADP fue
obtenida mediante remplazo molecular [170] en el servidor BALBES [1781, utilizando
la estructura apo de Kdgk de S. flexineri (PDB ID 3LHX). Los mapas de densidad
electrénica previos al refinamiento de la estructura de Kdgk de Escherichia coli
mostraron diferencias de densidad respecto al modelo de biisqueda, consistentes con la
presencia de MgADP en el sitio de unidn de sustratos. A partir de este punto, la
reconstruccion de la estructura y el subsecuente refinamiento fueron realizados de

manera iterativa mediante Coot [179, 1801 y REFMACS [181], respectivamente,
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2.2.4. Escaneo in silico de mutaciones de residuos de la interfaz por alanina en Pfk-2 v

Kdgk de Escherichia coli.

Para determinar los residuos de la interfaz a modificar mediante muiagénesis
sitio-dirigida en las enzimas Pfk-2 y Kdgk de Escherichia coli, se realizé un andlisis del
efecto in silico del remplazo de los residuos de la superficie de interaccin proteina-
proteina de estas enzimas y de otras enzimas homélogas por alanina {182] mediante el
uso del programa Robetta [183]. Para determinar si los sitios con efectos significativos
en la estabilidad de la asociacién del homodimero son conservados entre las distintas
estructuras homdlogas, se elabor6 un alineamiento de secuencias basado en
superposicion estructural mediante el programa PROMALS3D [184].

Finalmente, para determinar qué tan favorables son los contactos nativos
establecidos en la interfaz de asociacién del homodimero de estas proteinas para la
estabilidad de la proteina, se determind el grado de frustracién mutacional y

configuracional mediante el programa Protein Frustratometer [185].

2.2.5. Mutagénesis sitio-dirigida de Pfk-2 v Kdgk de Escherichia coli.

Las mutaciones sitio-especificas por alanina sobre la interface de asociacién se
realizaron mediante amplificaciéon por PCR utilizando, para Pfk-2, el kit Genetailor
(Invitrogen) y, para Kdgk, el kit QuickChange (Stratagene). Las mutantes generadas
fueron L93A y V95A para Pik-2 y Y101A y W103A para Kdgk. Los protocolos de
purificacién son similares a los realizados para las enzimas silvestres. La mutante VO5A

no pudo ser purificada con éxito.

2.2.6. Sedimentacion por velocidad de las enzimas Pik-2 v Kdgk,

La enzima Pfk-2 fue sedimentada en una ultracentrifuga analitica Beckman
Coulter Optima XLI equipada con dpticas de absorbancia en interferencia de Rayleigh,
utilizando un rotor An60Ti de 4 espacios y celdas de centrifugacién de 2 canales con

ventanas de zafiro, Para la preparacién de las muestras, el agente reductor DTT fue
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remplazado por TCEP a una concentracién final de 2 mM. Las muestras fueron
incubadas a la temperatura y a las composiciones de la solucién escogidas para el
experimento de sedimentacién por 24 h previo a su realizacién, de manera de alcanzar
condiciones de equilibrio. El rotor, las celdas analiticas y la ultracentrifuga fueron
equilibradas a la temperatura de trabajo previo a cargar las muestras, las que fireron
posteriormente sometidas a centrifugacion a una velocidad de 42000 rpm hasta
conseguir sedimentacion completa. La frontera mévil fue seguida mediante absorbancia
a 280 nm y los datos resultantes fueron analizados mediante el programa SEDFIT,
utilizando el modelo de distribucién continua de coeficientes de sedimentacion {c(8),
[186]), el cual permite obtener una aproximacién del coeficiente de sedimentacién de las
especies en solucién. Para el primero, las distribuciones se obtuvieron utilizando grillas
de valores lineales de coeficiente de sedimentacién entre 0.2 y 8.2 S, separados en pasos
de 0.05 S. La abundancia de las especies en solucién a cada temperatura se determiné
mediante ajustes globales utilizando un modelo de andlisis de especies disponible en el
programa SEDPHAT [187]. La densidad y viscosidad de la solucién amortiguadora
utilizada en los experimentos de sedimentacion y el volumen parcial especifico de Pfk-2
y Kdgk fueron calculados mediante el programa SEDNTERP.

Para la enzima Kdgk silvestre y la mutante Y101A, se realizaron experimentos
adicionales de sedimentacién en presencia de GndHC], para lo cual la enzima fue
incubada a las distintas concentraciones de agente caotrépico al menos por 24 h previo a

la realizacion de los experimentos de ultracentrifugacion analitica.

2.2.7. Intercambio isotdpico para amidas de la cadena principal del intermediario

monomeérico inducido por GndHCI de Pik-2 v de la mutante 193 A.

El intercambio de hidrégeno por deuterio para las amidas de la cadena principal
de la enzima Pfk-2 fue realizado de acuerdo al protocolo de Hughes [188]. Para el
intermediario inducido por GndHC, la enzima fue incubada en solucién amortignadora

con (.85 M de GndHCI] durante 24 h a 25° C previo a la realizacién de los experirientos,
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En el caso de la mutante L93A, la enzima fue incubada durante 2 h a 25°C previo a la
realizacion de los experimentos.

Las enzimas, a una concentracién de 40 pM (20 pM para £93A), fueron diluidas
10 veces en D,0 para iniciar la reaccién de intercambio, la cual fue realizada durante 0-
10 min. Una vez franscurrido el tiempo de intercambio, la reaccién fue detenida
diluyendo la muestra 10 veces en 4cido trifluoroacético (TFA) al 0.1% en H>0, pH22y
0 °C. La enzima fue proteolizada mediante el uso de pepsina inmovilizada en particulas
de agarosa (Pierce Scientific), la cual se separé de la fraccién soluble mediante
centrifugacion ripida (3 s} a 0 °C (Figura 4). Los detalles de la fragmentacién
proteolitica se indican més adelante (seccién 2.2.8). El sobrenadante fue congelado
rapidamente utilizando nitrogeno liquido y almacenado a una temperatura de -80 °C.

Ni la enzima Kdgk ni las mutantes YI01A y WI103A fueron analizadas
mediante esta esirategia experimental debido a la baja abundancia de fragmentos

peptidicos luego de la digestién con pepsina (datos no mostrados).

2.2.8. Digestion proteolitica de Pfl-2 y secuenciacion de los frapmenios peptidicos.

Para evaluar distintas regiones de la enzima Pfk-2 de manera independiente en
los experimentos de intercambio isotdpico, es necesario fragmentar la macromolécula en
péptidos de tamafio variable mediante el uso de proteasas. En este caso, la protetlisis fue
realizada mediante el uso de pepsina inmovilizada en agarosa (Pierce Scientific). Las
condiciones de protedlisis son equivalentes a las indicadas para la digestién proteolitica
de Pfk-2 en condiciones nativas [148], donde una dilucién de facior 10 de la enzima Pfk-
2 en ;0 es nuevamente dilnida 10 veces en TFA al 0.1% y pH 2.2 en H;0 y sometida a
digestion con pepsina a 0°C. La pepsina (25 uL) fue activada mediante dos lavados con
1 mL de 4cido trifluoroacético al 0.1% y pH 2.2. El tiempo de digesti6n utilizado fue de
5 min, similar al utilizado para la determinacién de los fragmentos proteoliticos de la

enzima Ptk-2 en condiciones nativas [148].
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Figura 4. Esquema del experimento de intercambio isotépico hidrégeno/deuterio (HXMS)
de las amidas de la cadena principal de la enzima Pfk-2 medido por espectrometria de
masas.

En este experimento, la reaccién de intercambio isotdpico es iniciada mediante la dilucién de la
muestra proteica en agua deuterada a 25 °C. La reaccién es permitida durante tiempos entre 0 y
10 min, y luego de transcurrido este tiempo, la reaccion es detenida mediante la dilucién en una
solucién de 4cido trifluoroacético (TFA) al 0.1% a pH 2.2 y 0° C, y sometida a digestion
proteolitica mediante el uso de pepsina inmovilizada pre-activada con solucién TFA al 2%. El
niimero de deuterones incorporados para cada péptido es cuantificado mediante espectrometria de

masas, de acuerdo al método de desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz.
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Para identificar a qué segmentos de la proteina corresponde cada uno de los
péptidos obtenidos luego de la digestién con pepsina, se procedi6 a la secuenciacién de
estos fragmentos por espectrometria de masas tindem (MS/MS), de acuerdo al método
de desorcibnfionizacion por léser asistida por matriz (matriv-assisted laser
desorption/ionization, MALDI), utilizando un equipo 4800 Plus MALDI-TOF-TOF (AB
SCIEX) que cuenta con dos detectores en serie de tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF-
TOF) y realizando el andlisis automatizado y manual de los espectros obtenidos con el

servidor MASCOT (Matrix Science) y Protein Prospector [189], respectivamente.

2.2.9. Espectrometria de masa.

Para cuantificar la incorporacién de deuterio en las amidas de la cadena
principal de los fragmentos peptidicos de Pik-2, se obtuvieron espectros de masa
mediante MALDI-TOF en un equipo Voyager DE-STR (Applied Biosystems) como se
ha descrito con anterioridad [190]. La matriz utilizada correspondié a 4.5 mg/mL de
4cido a-ciano-4-hidroxicindmico en una solucién 1:1:1 acetonitrilo/etanol/TFA al 0.1%.
El pH de Ia matriz se ajusté a pH 2.2 mediante el uso de TFA al 2%. Las muestras
fueron descongeladas ripidamente y sometidas a espectrometria mediante mezcla en
proporeién 1:1 con la matriz, y luego dispuestas en las placas de MALDI-TOF y secadas
rapidamente en fiio utilizando una bomba de vacio. Tanto la matriz como las placas de
MALDI-TOF fueron equilibradas a 4°C previo a Ia realizacion del experimento, como se
ha descrito anteriormente [190].

Los espectros de MALDI-TOF fueron analizados como se ha descrito
anteriormente [144, 188], calculando el centroide de los picos isotépicos obtenidos para
cada péptido analizado. Ademas, se realizé la correccién de estos valores de acuerdo a la
contribucién de las cadenas laterales debido al deuterio residual (4.5%) v a Ia pérdida
por intercambio inverso (~50%). Estos datos corregidos fueron ajustados a una

exponencial simple utilizando el programa KaleidaGraph v4.0 (Synergy Software,

Reading, PA).




2.2.10. Segnimiento del desplegamiento inducido por GrdHCI de la mutante L93A de

Pfic-2 v de Kdgk silvestre y las mutantes Y101 A v W103A mediante dicrofsmo circular.

Las distintas enzimas fueron diluidas en distintas concentraciones de GndHCl en
solucién amortiguadora (50 mM Tris pH 8.2, 5 mM MgCl;, 2 mM DTT) e incubadas
durante 24 h (mutante L93A de Pfk-2) 6 48 h (Kdgk) previo a la realizacién de las
mediciones.

Las mediciones espectroscopicas de dicroismo circular se realizaron en un
equipo Jasco J-810 (Jasco Inc.) Los espectros fueron medidos en la regién de
ultravioleta lejano, entre 250 y 210 nm, utilizando una cuveta de paso éptico de 1 mm.
Cada espectro obtenido corresponde a la acumulacién de 4 escaneos a una temperatura

de 20° C (mutante L93A de Pik-2) 6 25° C (Kdgk).

2.2.11. Difraccién de rayos X de angulo pequefio de la enzima Kdgk de Escherichia

coli v de la mutante W103A.

Todos los datos de difraccion fueron colectados en Ia linea D11A-SAXS1 [191]
en el Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrén (Campinas, Sao Paulo, Brazil). Para Ias
mediciones, se utilizé una longitud de onda de 1.55 A y una distancia del detector a la
muestra de 942 mm. Los datos de difraccion fiteron colectados utilizando un detector
Pilatus. Las muestras (aprox. 100 uL) de las enzimas Kdgk y la mutante W103A fueron
inyectadas en un capilar situado en la celda contenedora a una concentracién de ~58
uM. Las muestras fueron irradiadas por tiempos variables (5 segundos a 5 min), de
manera de monitorear el posible dafio por la radiacién y la estabilidad del liser. La
difraccién de la solucién amortiguadora fue sustraida de cada uno de los espectros
colectados y la curva de intensidades resultante fue utilizada para los analisis
posteriores.

El radio de giro de la enzima silvesire y la mutante WI03A de Kdgk fueron
determinados mediante la aproximacion lineal de Guinier [192], utilizando el programa

PRIMUS [193]. La funcién de distribucién de distancia P(r) fue generada mediante el
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programa GNOM [194], y esta informaci6n fue utilizada para crear modelos ab initio de
la forma y tamafio de cada una de las enzimas mediante el uso de los programas
DAMMIN [195] y GASBOR [196], ambos disponibles en el paquete de analisis ATSAS
[197]. Las curvas experimentales fueron comparadas a la curva teérica generada a partir

de la estructura resuelta de Kdgk usando el programa CRYSOL [198].

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Purificacién y remocién del epitope de histidina de la enzima Kdgk mediante

protedlisis.

La purificacién de la enzima Kdgk de Escherichia coli fue realizada a partir de
un extracto crudo obtenido por lisado de células BL21 que sobre-expresan esta proteina
unida a un epitope de histidinas en posicién amino-terminal mediante induccidn per
IPTG. La utilizacion de cromatografia de afinidad por niquel inmovilizado es suficiente
para la purificacién de la enzima Kdgk a partir de estos extractos, mostrando dos
poblaciones de elucion en funcién del aumento de concentracién del competidor
imidazol, de acuerdo a mediciones de concentraci6n proteica por Bradford (Figura 5A).

Esta enzima fue sometida a protedlisis por la proteasa TEV recombinante, Ia
cual también presente un epitope de histidinas pero carece de la secuencia reconocida
por esta proteasa para la digestion proteolitica. Mediante un segundo paso de
cromatografia de afinidad por niquel inmovilizado, posterior a la digestién por uso de la
proteasa TEV y didlisis contra solucién amortiguadora sin imidazol, se observa que la
enzima Kdgk sin el epitope de histidinas eluye en el frente de cromatografia (es decir, en
ausencia de imidazol). La remocién del epitope de histidina y la homogeneidad de Ia
purificacién de Ia enzima Kdgk son evidentes, de acnerdo a lo observado mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida de las muestras antes y después de la digestion

con la proteasa TEV (Figura 5B).
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A kdgk kdgk/
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Figura 5. Purificacién y remocién del epftope de histidinas en el extremo amino-terminal de
la enzima recombinante Kdgk de Escherichia coli.

A) Purificacién mediante cromatografia de afinidad por niguel inmovilizado. De izquierda a
derecha, los carriles corresponde al marcador de peso molecular {BioRad), extracto crudo, primer
y segundo pico de elucién de la cromatografia de afinidad por niquel mediante uso de un
gradiente de imidazol (pool 1, pool 2). Ademds, se indica el peso molecular (en KDa) de cada
muestra de proteina contenida en el marcador.

B) Remocidn del epitope de histidina de Kdgk mediante digestién proteolitica utilizando la
proteasa TEV. La enzima con el epitope (primer carril, Xdgk) fue incubada con Ia proteasa por2
h a temperatura ambiente, dializada y sometida a una segunda ronda de cromatografia (segundo
carril, Kdgk + TEV). Se observa Ia diferencia en peso molecular entre la enzima con y sin este

marcador de afinidad (carril 3, Kdgh/Kdgk + TEV).
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2.3.2. Resultados preliminares de la estructura resuelta por remplazo molecular de la

enzima Kdgk de Escherichia coli.

Las quinasas de 2-ceto-3-desoxigluconato resueltas hasta la fecha provienen, en
su mayoria, de organismos extreméfilos, como Thermus thermophilus [110],
Thermotoga maritima [112] y Sulfolobus solfataricus [113]. Recientemente se ha
depositado la estructura de un homéloge cercano a la enzima Kdgk de Escherichia coli,
proveniente de Shigella flexineri, el cual comparte con ésta un porcentaje de identidad
de secuencia del 98%. Desafortunadamente, esta estructura no presenta todos los
elementos topologicos del dominio menor que permiten la interaccién entre
subunidades; en particular, no se observan 10 residuos por subunidad, que configuran las
vueltas entre las hebras  que componen el dominio menor. Ademsds, este cristal fue
realizado en ausencia de sustratos, por Io que se desconocen las caracteristicas del sitio
de unién de esta enzima en organismos mesofilos, asf como también si es que esta
enzima es capaz de acomodar uno o dos cationes divalentes junto con el nucleétido,
como en ofras enzimas de la superfamilia [122]. Para abordar esto, se realizé la
cristalizacién de la enzima Kdgk de Escherichia coli en presencia del producto MgADP,
de acuerdo a lo indicado en la seccién de Materiales y Métodos (seccién 223). Los
cristales obtenidos (Figura 6) fueron difractados y la estructura cristalogréfica fue
resueliz a 2.09 A de resoluci6n por remplazo molecular (Figura 7A y Tabla 1).

Los resultados preliminares del procesamiento de datos y refinamiento de la
estructura de Kdgk de Escherichia coli sugieren que rondas adicionales de refinamiento
permitirdn resolver la estructura de las vueltas que conectan las hebras del dominio
menor, dado el grado de completitud de las reflexiones indexadas (Tabla ) yila
presencia de abundante densidad electrénica en el dominio menor de la proteina,
particularmente en las conexiones entre las vueltas del dominio menor (Figura 7B).
Adicionalmente, se observé densidad electrénica para el ligando MgADP dentro del

sitio de unién de ambas subunidades (Figura 7C).
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Figura 6. Cristales obtenidos para la enzima Kdgk de Escherichia coli en presencia del
ligando MgADP.

Las condiciones de cristalizacién se indican en la seccién de Materiales y Métodos (seccion
2.2.3). Los cristales observados exhiben una apariencia que sugiere un sistema ortorrémbico, de

un tamaiio en el ¢je de mayor largo de aproximadamente 50 pm.
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Tabla 1. Parimetros obtenidos del procesamiento de los patrones de difraccién colectados y
posterior refinamiento de la estructura de Kdgk de Escherichia coli en presencia de

MgADP.

Grupo Espacial P212121
Dimensiones Celda (A) (a=b = c=90°) 39.100 77.060 169.230

Resolucién Maxima (A) 2.09

Resolucién Minima (A) 34.15

Completitud (%) 99.25

Numero de Reflexiones Unicas 30982
Rmerge 0.07
l/e 33

R-factor 0.2303

R-free 0.3085
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Figura 7. Estructura resuelta de la enzima Kdgk de Escherichia coli en presencia del
ligando MgADP.

A) Representacion de cintas de la estructura del dimero de Kdgk de Escherichia coli, resuelta
mediante cristalografia y difraccién de rayos X. Se muestra también el mapa de densidad
electrénica (2Fo-Fc, o =1.0) por sobre la representacion de cintas. El ligando MgADP se muestra
en representacion de barras.

B) Densidad electronica (2Fo-Fc, o =1.0) del dominio menor de la enzima Kdgk de Escherichia
coli. Se muestran en representacion de barras la subunidad A (verde) y B (rojo). Para la
subunidad A, sc observa una densidad electronica que permite la resolucion de las vueltas que
conectan las hebras B del dominio menor.

C) Sitio de unién de MgADP de la enzima Kdgk de Escherichia coli. El ligando y las cadenas
laterales se muestran en representacion de barras, y se indica la posicion e identidad de los
residuos aminoacidicos que participan de la coordinacion del catién divalente (magnesio) del
complejo metal-nucledtido. El catién de magnesio se muestra como una esfera de color verde,
coordinada por 4 moléculas de agua (esferas rojas).

D) Sitio de union de MgATP de la enzima Pfk-2 de Escherichia coli. La orientacion es
equivalente a la figura 7C. En la figura se muestra la posicién e identidad los residuos que
participan de la coordinacién del complejo metal-nucledtido. La representacion de las cadenas

laterales, el cation divalente y el nucledtido son equivalentes a las presentadas en la Figura 7C.
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La orientacion y configuracion rotacional del ligando MgADP, asi como
también la posicién del cation de magnesio, son similares a las observadas para la
estructura cristalografica de Pik-2 (PDB ID 3CQD, Figura 7D). Ademis, solamente se
observa un catién de magnesio en ¢l sitio de unién (Figura 7C). Por otro lado, no existe
una conservacion de los residuos de asparragina y glutdmico que permiten la
coordinacién de cationes divalentes en el sitio de unién (motivo "'NXXE' en Pfk-2)
(Figuras 7C y 7D). Los residuos de Kdgk que provienen del elemento de estructura
secundaria equivalente al del motive "'NXXE™ en Pfk-2 y que permiten Ia
coordinacion mediada por moléculas de agua del catién de magnesio, corresponden a los
residuos Trel97 y Asp200. Pese a esto, el residuo aspértico involucrade en la
transferencia del grupo fosforilo desde ATP al sustrato aceptor, perteneciente al motivo
altamente conservado GXGD, si es detectable en esta estructura y comresponde al

residuo Asp264.

2.3.3. Determinacion de los residuos claves para la estabilidad del homodimero de Pfk-2

y Kdgk.

La identificacion de los residuos importantes para la estabilidad de la asociacién
proteina-proteina de manera experimental es compleja, dado que a medida que ¢l
tamailo de la proteina y de la superficie de asociacién entre subunidades es mayor, el
nimero de residuos que deben ser sometidos a esta perturbacién aumenta. Si
consideramos el tamafio del dominio menor de Pik-2 como ejemplo (PDB ID 3N1C),
solo esta regidn de la proteina se compone de 52 residuos aminoacidicos. Es por esta
razén que recurrimos a herramientas bioinformaticas para predecir los hot-spots de
estabilidad de la asociacion entre subunidades en las enzimas Kdgk y Pfk-2,

La proposicion de los residuos claves para estabilidad de la interfaz de
asociacidn monomero-mondmero se realizé a través del escaneo in silico del efecto del
remplazo de cada uno de estos residuos por alanina, utilizando el programa Robetta

[183]. De acuerdo a esta estrategia, los residuos mas importantes para la estabilidad del
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homodimero (es decir, aquellos que provecan el mayor cambio en energia libre) de la
enzima Pfk-2 de Escherichia coli (PDB ID 3NI1C [104]) y Kdgk de Shigella flexineri
(PDB ID 3LHX), el cual corresponde a un homoélogo muy cercano de la enzima Kdgk de
Escherichia coli, se localizan en la {ltima hebra del dominio menor de estas proteinas
(Figura 8).

Dada la abundancia de estructuras cristalograficas de enzimas de la familia
riboquinasa, nos preguntamos si la posicién de los residuos que explican Ia estabilidad
de la asociacion entre subunidades estd restringida en base la topologia estructural del
dominio menor. En otras palabras, si es que la posicién de los hot-spots es conservada
enire enzimas con interfaces similares a Pik-2 o Kdgk. Esto se ilustra en Ja figura 9, en
donde se representa el cambio de energia libre calculado para cada una de las
mutaciones por alanina in silico realizadas para las siguientes enzimas: Pfk-2 de
Escherichia coli (PDB ID 3NI1C [104]), riboquinasa (Rk) de Thermotoga maritima
(PDB ID 1VMT7), Rk de Escherichia coli (PDB ID 1GQT [199]), Rk de Klebsiella
preumoniae (PDB 1D 313Y), fructosa-1-fosfato quinasa (Pfk-1) de Bacillus halodurans
(PDB ID 2ABQ), Kdgk de Shigella flexineri (PDB ID 3LHX), Kdgk de Thermus
thermophilus (PDB ID 1V19 [110]), Kdgk de Sulfolobus tokodaii (PDB ID 2DCN),
Kdgk de Sulfolobus solfataricus (PDB ID 2V78 [113]} y Kdgk de Thermotoga maritima
(PDB ID 2AFB [112]). Se observa que, en el caso de las enzimas con topologia similar a
Pik-2, los residuos mas importantes para la estabilidad del homodimero se encuentran en
los costados del dominio menor (Figura 9A), posiblemente para fortalecer la interaccion
de las hebras B laterales en la conformacién cerrada de barril aplanado [94]. Para Pfk-2,
este fior-spot se encuentra en los residuos Tirl04, Argl05 y Fenl06 (Figura 9A), y esta
hebra B establece interacciones con la hebra proveniente de la subunidad adyacente [94].
En el caso de las enzimas Kdgk de diversos organismos, el tinico sof-spot observable en
el dominio menor de la enzima Kdgk de Shigella flexineri es conservado en
practicamente todas las estructuras evaluadas (Figura 9B), el cual corresponde al residuo

Trp103 en la enzima Kdgk de Escherichia coli y de Shigella flexineri, y corresponde a
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Figura 8. Cambios de estabilidad de la asociacién de subunidades estimados mediante
mutaciones sitio-especificas in silico.

El escaneo in silico de los residuos claves para la estabilidad del homodimero fue realizado
mediante remplazo puntual de los residuos del dominio menor por alanina sobre la estructura
resuclta de Pfk-2 de Escherichia coli (Figura 8A, PDB ID 3NI1C) y Kdgk de Shigella flexineri
(Figura 8B, PDB ID 3LHX). Los graficos en la parte superior representan el primer par de hebras
f} que emergen desde el dominio Rossmann [94], y los graficos de la parte inferior corresponden
al segundo par de hebras f3, las cuales se destacan en color rojo en la representacion de cintas del
dominio menor incluida en el inserto de cada grifico. En el eje x se indica la posicién de cada
residuo en la estructura primaria. Los simbolos en negro corresponden a la subunidad A y en rojo

a la subunidad B.
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Ptk-2 Escherichia coli Rk Thermotoga maritima

&%

Rk Klebsiella pneumoniae Pfk-1 Bacillus halodurans Rk Escherichia coli
B

Kdgk Shigella flexineri

Kdgk Sulfolobus tokodaii  Kdgk Sulfolobus solfataricus Kdgk Thermotoga maritima

Figura 9. Conservaciéon de la posicion de los residuos claves para la estabilidad del
homodimero en la estructura del dominio menor

A) Estructuras cuya topologia de asociacion es similar a Pfk-2 de Escherichia coli. El dominio
menor s¢ representa como un diagrama de superficie, cuya orientacién es equivalente a la
representacion de cintas para el dominio menor de Pfk-2, pudiendo observar la cara de la sibana
B que se ocluye producto de la asociacién. El gradiente de color representa el cambio en energia
libre producto del remplazo in silico por alanina, yendo desde ausencia de cambio de estabilidad
(azul) hasta mayor cambio en estabilidad (rojo).

B) Estructuras cuya topologia de asociacién es similar a Kdgk de Escherichia coli. La
representacion es equivalente a la Figura 9A. La orientacién se ilustra en la representacion de

cintas del dominio menor de Kdgk de Shigella flexineri.
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tirosina en otros miembros provenientes de organismos termdfilos. Ademas, se observa
un segundo hof-spot localizade en la hélice 31 del dominio menor, por lo que esta
modificacion topolégica también es importante para el establecimiento de la interfaz de
asociacion.

La estabilizacidn provocada por estos residuos puede ser explicada en funcién
del principio de la minima frustracion [12], ya que las regiones de la proteina que son
claves para la estabilidad de su plegamiento estan enlazadas por una red de interacciones
locales que individualmente son minimamente frustradas [200], mientras que el aumento
de la fiustracién energética local tiene relaci6n con regiones que participan de
reconfiguraciones estructurales que permiten la estabilizacién de intermediarios de
plegamiento [201] o que estan asociados a sitios relevantes para la funcién biologica que
desempefian, como cambios conformacionales para la unién de ligandos {7, 87] ¥
reestructuraciones entre estados multiples de baja enpergia [202]. Asimismo, se ha
demostrado que cerca del 25% de los contactos reducen su frustracién como producto de
Ia oligomerizacién [200], Motivados por esta propuesta, decidimos determinar el indice
de frustracion local del dominio menor de Pik-2 y Kdgk tanto para las subunidades
aisladas como en el contexto homodimeérico, de manera de determinar si los cambios en
estabilidad predichos por las mutaciones i# silico por alanina pueden ser explicados en
base al principio de minima frustracién [12]. Tanto para Pfk-2 como para Kdgk, se
observa un aumento importante en la densidad de contactos nativos minimamente
frustrados como consecuencia de la asociacién del homodimero en regiones especificas
del dominio menor (Figura 10}, las cuales son ocupadas por los residuos que explican el
cambio de estabilidad energética calculado mediante el escaneo in silico por mutaciones
por alanina (Figura 8). Esta afirmacién es valida tanto para el cambio en frustracién
configuracional (grado de frustraci6n energética para las interacciones nativas entre dos
residuos, en comparacion con otras interacciones que estos residuos puedan efectuar en
otras estructuras compactas en donde la distancia entre residuos y la densidad de

contactos es diferente} y mutacional (grade de frustracién energética de los
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Figura 10. Cambio en el grado de frustracion local como consecuencia de la oligomerizacion
de Pfk-2 y Kdgk.

Se muestra el cambio en la fraccién de contactos minimamente frustrados en verde, altamente
frustrados en rojo y neutralmente frustrados en negro, para las enzimas Pfk-2 (A, B) y Kdgk (C,
D), de acuerdo a los criterios de frustracion configuracional (A, C) y mutacional (B, D). La
diferencia en la fraccion de contactos (dc) en cada categoria se calculan como Adc = de(dimero) —
dc(mondmero). Valores positivos de Adc indican que este tipo de contactos es mas abundante en
el dimero que en el mondmero. Los graficos a la izquierda representan el primer par de hebras f§
que emergen desde el dominio Rossmann [94], y los graficos a la derecha corresponden al

segundo par de hebras f.
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residuos que participan de la interaccién nativa en comparacion con otros residuos en
esa misma posicidn) [185], lo que sugiere que tanto la identidad de estos residuos como
la posicién que ocupan en el dominio mencr son una consecuencia de la topologia de la
interfaz de asociacidn proteina-proteina. De esta manera, los residuos claves para la
estabilidad del oligémero ocupan posiciones donde se reduce la frustracion energética
como consecuencia de la interaccion proteina-proteina (Figura 10)

En base a estos antecedentes, se realizaron mutaciones puntuales experimentales
para remplazar los residuos de la interfaz de asociacidon por alanina, obteniendo una
mutante de estudio para Pfk-2 de Escherichia coli (mutante L93A) y dos mutantes de

Kdgk de Escherichia coli (mutantes Y101A y W103A).

2.3.4. La mutante L93A de Pfk-2 v la mutante W103A de Kdek son monoméricas.

Las mutantes de interfaz L93A de Pik-2, YI0IA y W103A de Kdgk fueron
purificadas de la misma manera en que fue realizado para las enzimas silvestres. Para
determinar el estado de agregacion de estas enzimas en solucidn, realizamos
experimentos de velocidad de sedimentacidn por ultracentrifugacion analitica, utilizando
concentraciones de proteina de ~20 pM para la enzima Pfk-2, y de ~13 pM para la
enzima Kdgk. Los resultados muestran que la mutacidn del residuo de Leu93 por alanina
en Pfk-2 y Trp103 por alanina en Kdgk provoca 1a disociacién de la enzima (Figura 11A
¥ 11B), mientras que la mutante YI01A de Kdgk presenta una mezcla de dimero y
mondmero en solucion (Figura 11B y 11C). Estos resultados estin en buen acuerdo con
los cambios de energia libre de asociacion calculados mediante el procedimiento in
silico (Figura 8); el cambio energético esperade para la mutante L93A es de 1.02
kcal/mol, mientras que los remplazos de tirosina y triptéfano por alanina en Kdgk
exhiben un cambio energético tedrico de 1.59 y 4.95 kcal/mol, respectivamente. Esto
presupone que el remplazo de Y101A tiene un efecto menor en la estabilidad del

homodimero de Kdgk.
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Tigura 11. Disociacién de las enzimas Pfk-2 y Kdgk de Escherichia coli mediante

mutagénesis sitio-dirigida de Ia interfaz de asociacion proteina-proteina,

A) Distribucion del coeficiente de sedimentacion y residuales del ajuste al modelo de distribucién

para la enzima P{k-2 silvestre y la mutante L93A a una concentracion de proteina de 20 pM.

B) Distribucién del coeficiente de sedimentacion y residuales del ajuste para la enzima Kdgk

silvestre y las mutantes Y101A y W103A a una concentracidn de proteina de 13 pM.

C) Abundancia de las especies monomérica y dimérica para la mutante Y101A a dos

concentraciones de proteina.
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Para determinar si efectivamente la mutante Y101A introduce algin cambio
menor en la estabilidad del homodimero, realizamos un segundo experimento de
velocidad de sedimentacién utilizando el doble de concentracion de proteina (~26 pM).
En este caso, la abundancia de la especie dimérica aumenta, en desmedro de la
abundancia de la especie monomérica (Figura 11C). Adicionalmente, realizamas
experimentos de ultracentrifugacion analitica en presencia de concentraciones crecientes
de GndHC], de manera de determinar si, para ¢l caso de la mutante YI0IA, la
disociacién de las subunidades ocurre a concentraciones menores de agente caotropico
en comparacion a la enzima silvestre, para una misma concentracion de proteina (~13
pM). De estos resultados se desprende que, en efecto, la mutacion debilita la interaccién
entre subunidades, dado que la disociacién ocurre a concentraciones menores del agente
caotrdpico al cual ha sido enfrentada (Figura 12).

Tomando en consideracién que el enfrentamiento de Pfk-2 tanto a agentes
caotropicos [114] como a bajas temperaturas por tiempos prolongados [128, 148]
provoca la disociacién del homodimero en subunidades parcialmente desplegadas cuyo
radio hidrodindmico es mayor al esperado para el monémero compacto, es posible que
los radios hidredindmicos de los estados disociados inducidos por las mutantes
presenten comportamientos similares, dando pistas acerca del acoplamiento entre los
procesos de disociacion y desplegamiento cuando la perturbacidn es local. Utilizando los
.datos de velocidad de sedimentacion, calculamos el radio hidrodindamico de las especies
monoméricas de Pik-2 y Kdgk generadas por mutacidn sitio-dirigida y de las especies
monoméricas inducidas por GndHCL. De estos datos se desprende que, efectivamente, la
especie monomérica observada mediante perturbaciones locales (mutagénesis sitio-
dirigida) es mas compacta que las especies inducidas mediante la adicién de GadHCI
(Tabla 2). El radio hidrodinimico de la especie monomérica observada para la mutante
L93A es un 30% menor que el observado para el intermediario monomérico inducido
por agentes caotropicos o desnaturacién en frio [114, 128]. Un comportamiento similar
se observa para la mutante W103A de Xdgk, la cual es ~12% mds compacta que la
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Figura 12, Efectos de la adicién de agentes caotrépicos sobre la distribucién de especies
oligoméricas en la enzima Kdgk silvestre y ]a mutante Y101A.

A) Distribucion del coeficiente de sedimentacion y residuales del ajuste al modelo de distribucién
para la enzima Kdgk silvestre a concentraciones de 0 y 1.2 M de GndHCI.

B} Distribucitn del coeficiente de sedimentacion y residuales del ajuste a modelo de distribucién
para la mutante Y101A de la enzima Kdgk a concentraciones de 0 y 0.2 M de GndHCL.

C) Distribucién de dimeros (simbolos vacies) y mondmeros (simbolos llenos) en funcién de a

concentracion de GndHCI para la enzima Kdgk (circulos) y 1a mutante Y101 A {cuadrados).
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Tabla 2. Propiedades hidrodinimicas

de

las especies observadas mediante

ultracentrifugacién analitica para las enzimas silvestres y mutantes de Kdgk y Pfk-2 *

A) Propiedades hidrodinimicas para especies observadas por mutagénesis sitio-especifica

S20w, mon S20w, dim

(S) (S)
Kdgk . 4.83 £0.01
YI0IA  320+002 4.79+0.02
WI03A 33402 551+022
Pfk-2  240+0.06 4.52+0.1

L93A 2.86=0.01 5.08=0.06

Rh, mon

(nm)

3.1+04
3.0+0.1
29+04

29+0.1

Rh, dim

(nm)
3712050
3.8+0.5
3.8+0.1
3.5+0.1

3.8+02

Mon (%) Dim (%)

- 95+ 1
181 B=x1
84+5 6=+1
1343 75+6
Tkl 61

B) Propiedades hidrodindmicas para especies observadas por adicién de GndHCI

Kdgk® 291+0.03 5.18+001

33=£03

42+0.7

79+6 6+2

Y101AT  3.58+0.01 5.04+0.10

28+0.2

34+03

82+3 15+ 1

*Calculadas a partir de experimentos de velocidad de sedimentacién a 1.2 M de GndHCI.
fCalculadas a partir de experimentos de velocidad de sedimentacién a 0.2 M de GndHCI.

*Otras especies observadas en la sedimentacion (componentes de la solucion y/o agregados) los cuales
pueden alcanzar un maximo de ~10% de la composicion total , no se muestran en la tabla.
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especie monomérica observada por la adicion de GndHCL

Si bien los radios hidrodindmicos de las especies generadas por mutagénesis
sitio-dirigida son mas compactos que los de las especies inducidas quimicamente, no
necesariamente coinciden con los radios hidrodindmicos esperados para las especies
diméricas y monoméricas compactas observadas en Ja estructura cristalogréfica. Para
poder determinar el radico hidrodindmico tedrico para las especies dimérica y
monomérica compacta de Kdgk y Pfk-2, utilizamos el programa HYDROPRO [203], el
cual calcula el coeficiente de sedimentacidn tedrico de estas especies considerando las
condiciones de viscosidad y densidad de las soluciones 2 la temperatura a la cual se
realizaron los experimentos de ultracentrifngacién analitica. A partir de este coeficiente
de sedimentacidn, el radio hidrodinamico puede ser calculado como:

Rh = PM(1 — vp) /6N7nSaq,,
donde Rh es el radio hidrodindmico, PM es el peso molecular, v es el volumen parcial
especifico, p es la densidad de la solucion a la temperatura de trabajo, N es el nimero de
Avogrado, 1 es la viscosidad de la solucién a la temperatura de trabajo y Sz es el
coeficiente de sedimentacion calculado a partir de la informacién estructural.

A través de esta relacion, se determind que el radio hidrodindmico tedrico para
el dimero de Pfk-2 y Kdgk es de 3.4 nm, mientras que para la subunidad aislada
compacta de Pfk-2 y Kdgk es de 2.6 nm. De esto se desprende que tanto la mutante
L93A de Pfk-2 como la mutante W103A de Kdgk representan especies monoméricas
cuyos radios hidrodindmicos son mayores a los esperados para el mon6mero compacto,
pero menores a los observados para los estados intermediarios inducidos mediante

perturbaciones globales [114, 128, 148].

2.3.5. La mutante L93A de Pfk-2 representa los primeros rearreglos estructurales

producto de la disociacién.

Para determinar Ias caracteristicas estructurales locales de la mutante

monomérica de Pfk-2 en comparacion con las propiedades determinadas para Ia enzima
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desnaturada por agentes caotrépicos y por baja temperatura [148], realizamos estudios
de intercambio isotopico medidos por espectrometria de masas (JIXMS) de Ia mutante
L93A y del intermediario monomérico inducido por GndHCI de la enzima Pfk-2. Los
péptidos que fueron cuantificados a través de esta metodologia representan distintas
regiones de la proteina, incluyendo la interfaz de asociacion entre subunidades, y
representan una cobertura de ~38% de la secuencia primaria de la proteina (Tabla 3).

En primer lugar, realizamos estudios de intercambio de hidrégeno por deunterio
de la enzima Pfk-2 silvestre incubada en 0.85 M de GndHCI por 24 h para determinar si
existen diferencias estructurales entre el intermediario monomérico inducido por bajas
temperaturas v el intermediario monomeérico inducido por GndHCI, dado que exhiben
diferencias en la energias libre de estabilizacion del intermediario y en las afinidades por
la sonda de fluorescencia extrinseca ANS [128]. Los resultados obtenidos demuestran
que el estado intermediario inducido por agentes caotrdpicos presenta una mayor
accesibilidad al selvente que el estado dimérico de Pik-2 silvestre a 25 °C y que el
estado inducido por bajas temperaturas (Figura 13). Esto es consistente con las
diferencias en la energia libre de estabilizacién del intermediario inducido por las
distintas perturbaciones [128] y sugiere que, si bien las perturbaciones aplicadas causan
la disociacién de las subunidades, los cambios estructurales a nivel de las subunidades
dependen fuertemente de las propiedades del solvente. Esto, a su vez, es consistente con
recientes teorias acerca del desplegamiento por presidn o temperatura en donde se
considera la solvatacidn de contactos observados en el estado nativo de proteinas, que
sugieren que, Iuego de ocurrida la penetracion del solvente en dichos contactos, la-
proteina hidratada puede ser expandida, y por ende su accesibilidad al solvente puede
aumentar, de manera no cooperativa [204].

A continuacidn, determinamos los rearreglos estructurales locales de la enzima
monomérica L93A mediante la estrategia de HXMS. Como se observa en la figura 14,
para la mayoria de los péptidos analizados se observa un leve incremento en el nimero
de amidas de la cadena principal de Ia proteina que estin disponibles para el intercambio
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Tabla 3. Fragmentos peptidicos de la enzima Pfk-2 y la mutante L93A analizados mediante

espectrometria de masas.

Region de  Masa peptidica No. Secuencia del péptido
Pfk-2 MH+ (m/z) amidas
1-7 895.507 7 MVRIYTL
276-285 934,511 10 VRFGVAAGSA
286-294 973.543 9 ATLNQGTRL
275-285 1065.551 11 MVRFGVAAGSA
104-113 1124.592 9 YRFVMPGAAL
118-126 1161.626 9 FRQLEEQVL
154-164 1174.636 11 SAAQKQGIRCI
134-153 1878.120 18 LVISGSLPPGVKLEKLTQLI
14-33 2064.050 17 DSATITPQIYPEGKLRCTA
44-69 2445300 25 VARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHL

*Los péptidos en negrita pertenccen a la interfaz de asociacion entre subunidades.
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Figura 13. Caracterizacion estructural del intermediario monomérico de Pfk-2 inducido
por GndHCI] mediante HXMS.

Comparacion de la incorporacion de deuterones observada para los distintos péptidos
cuantificados mediante MALDI-TOF (Tabla 3) de la enzima Pfk-2 silvestre en condiciones
nativas (negro) y la enzima Pfk-2 silvestre incubada por 24 h en 0.85 M GndHClI (azul), ambas a
25 °C. En la parte superior de cada grafico se indica la masa/carga de cada péptido y los residuos
que representa de la estructura de Pfk-2. El mdximo del eje y representa el niimero de amidas
totales para cada péptido y el eje x representa el tiempo de incubacién en D,0. El inserto en cada
grafico corresponde a los espectros observados para la muestra no deuterada (ND), y sometida a

0y 10 min de intercambio en D,O para cada péptido de la enzima incubada en GndHCI.
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Figura 14. Caracterizacion estructural de la mutante L93A de Pfk-2 mediante HXMS.

Comparacién de la incorporacién de deuterones observada para los distintos péptidos

cuantificados mediante MALDI-TOF (Tabla 3) de la enzima Pfk-2 silvestre en condiciones

nativas (negro) y la mutante L93A (rojo) a 25 °C. En la parte superior de cada grifico se indica la

masa/carga de cada péptido y los residuos que representa de la estructura de Pfk-2. El mdximo

del eje y representa el niimero de amidas totales para cada péptido y el eje x representa el tiempo

de incubacién en D,0. El inserto en cada gréfico corresponde a los espectros observados para la

muestra de la mutante L93A no deuterada (ND), y sometida a 0 y 10 min de intercambio en D,0.
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isotopico con el solvente circundante, con respecto a lo observado para la enzima Pfk-2
silvestre en condiciones nativas. El aumento en el niimero de deuterones incorporados
por péptido en comparacion a la enzima silvestre, sugiere que 1-2 amidas se exponen al
solvente como producto de la mutacién del residuo Leu93. Sin embargo, existen tres
regiones en las que se observa un aumento significativo en la incorporacién de deuterio
en comparacion con la enzima silvestre, representadas por los péptidos correspondientes
a los residuos 44 — 69 (MH+ = 2445.300), 118 — 126 (MH+ = 1161.626) v 154 — 164
(MH+ = 1174.636), los cuales presentan una diferencia de 4, 4 y 7 amidas disponibles
respecto a la enzima silvestre en condiciones nativas, respectivamente. Estas regiones se
encuentran confinadas al dominio Rossmann del dominio de mayor tamafio de la enzima
Pfk-2, y se conectan al dominio menor a través de la discontinuidad topoldgica
reentrante de la cadena polipeptidica [74, 94]. Esto sugiere fuertemente que los primeros
eventos significativos de reconfiguracion estructural en la enzima Pik-2 que acompaiian
al proceso de disociacién ocurren en el dominio Rossmann (Figura 15), sugiriendo

fuertemente que la estabilidad del mondémero depende de la formacion del dimero.

2.3.6. La mutante 1.93A de Pfk-2 exhibe un desplegamiento no cooperativo en presencia

de GndHCL.

Para determinar si efectivamente la mutante monomeérica L93A de la enzima
Pfk-2 signe un mecanismo de desplegamiento no cooperativo, realizamos experimentos
de dicroismo circular en presencia de GndHCI. Para este experimento, se utilizaron dos
concentraciones de proteina (3 y 6.5 pM), las cuales fueron incubadas por 24 h a
distintas concentraciones de GndHCI, entre 0 y 3 M. Como se observa en la figura 16, Ia
mutante monomeérica de Pfk-2 exhibe una transicién no cooperativa hacia el estado
desplegado. Esta transicion no cooperativa se observa a dos concentraciones de proteina
diferentes (Figura 16B), pese a que la acumulacién de los espectros en el rango de 0.5-
0.8 M sugieren la posible presencia del intermediario monomérico observado para la

enzima silvestre a concentraciones de proteina y agente caotrépico similares [114].
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Figura 15. Mapeo de las regiones afectadas por la disociacién inducida por mutagénesis
sitio-dirigida del residuo L93 en la estructura de la enzima Pfk-2.

Se muestra el mondémero compacto de la enzima Pfk-2, proveniente de la estructura resuelta por
cristalografia de rayos X (PDB 3CQD), en representacion de cintas. Las regiones en verde
representan a los péptidos que exhiben el mayor aumento en la incorporacién de deuterones
(residuos 44-69, 118-126 y 154-164), en comparaciéon con la enzima Pfk-2 silvestre en
condiciones nativas. En rojo, se indican aquellas regiones sin cambios entre el dimero nativo y el
monoémero inducido por la mutacion L93A (residuos 134-153 y 286-294). En azul se muestran

las hebras f del dominio menor que participa de la asociacién homodimérica.

91




>
-1m

Ao _0-11
]
0 L 65uM
E E O 3
8 2 3 9
N'P N'P
E -4 E Tk
8 o © 00MG 8
o L naHCI o 5
@ <O 02 M GndHCI ®
o8 == 0.4 M GneHCI o
o <O 0.5 M GndHCI o 3l
[ O 0.6 M GAGHCI D
210 <O 3.0 M GreHC! e
% . I 1 . ! %-T ! P PN Lol ) L l
= 210 220 230 240 250 = 0 0.5 1 1.5 2 25 3
Longitud de onda [nm] GndHCI [M]

Figura 16. Pérdida no cooperativa de estructura secundaria de la mutante monomérica de
Pfk-2 en presencia de GndHCI.

A) Espectros de dicroismo circular de la mutante L93A de Pfk-2 luego de incubar la proteina por
24 h en solucion amortiguadora con diferentes concentraciones de GndHCI, entre 0 (espectro
inferior, negro) y 3 M (espectro superior, amarillo). La concentracion de proteina utilizada fue de
3 pM. La seiial dicroica se expresa como elipticidad molar por residuo, y cada espectro fue
obtenido por la acumulacion de al menos 4 escaneos a la temperatura de trabajo (20 °C).

B) Cambios en la elipticidad molar por residuo, a una longitud de onda de 220 nm y una
temperatura de trabajo de 20 °C, para la mutante L93A de Pfk-2 en funcioén de la concentracién
de GndHCI. Este experimento fue realizado utilizando concentraciones de proteina de 3 uM

(negro) y 6.5 uM (rojo).
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Esta transicién no cooperativa es consistente con las teorias acerca del desplegamiento
de subunidades cuyos contactos nativos son penetrados por el solvente [204], y con la
energia de estabilizacion del intermediario monomeérico de la enzima Pfk-2 silvestre
observado cuando la proteina es enfrentada a agentes caotrdpicos [114] o baja
temperatura [128]. Estos resultados, junto con las observaciones derivadas de los
experimentos de HXMS, sugieren fueriemente que la mutante L93A recapitula las
caracteristicas estructurales del intermediario monomérico metastable en ausencia de
perturbaciones globales (en otras palabras, en condiciones que favorecen el estado
nativo) y que representa los primeros cambios ocurridos luego de la disociacion, como

consecuencia de la topologia discontinua del dominio menor,

2.3.7, Observacion de un intermediario monomérico en el desplegamiento guimico de la

enzima Kdgk.

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante ultracentrifugacion analitica
para la enzima Kdgk silvestre, el aumento de Ia concentracién de GndHCI sobre 1 M
conduce a la acumulacién de vna especie monomérica cuyo radio hidrodindmico es
mayor que el esperado para el mondémero compactoe (Figura 12 y Tabla 2). Para
corroborar la deteccion de este intermediario realizamos mediciones de dicrofsmo
circular de la enzima Kdgk a 25 °C luego de incubarla en solucién amortiguadora a
distintas concentraciones de GndHCI (entre 0 y 3.5 M) durante 48 h. Los resuitados para
la enzima Kdgk silvestre y para la mutante Y101A, las cuales fueron estudiadas a la
misma concentracién de proteina (12 pM), exhiben la presencia de un intermediario
(Figura 17A, 17B y 17D). Este intermediario es detectado a concentraciones de GndHCI
en el rango de 0.7 — 1.1 M para la enzima Kdgk silvestre, mientras que en el caso de la
mutante Y101A, se alcanza a concentraciones de 0.4 — 1.1 M. La transicién desde el
estado nativo hasta el estado intermediario para la enzima Kdgk silvestre y para la
mutante Y101A es consistente con la disociacién de las subunidades del dimero de

Kdgk en funcidn de la concentracidn de GndIICl, segnida mediante ultracentrifugacién
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Figura 17. Presencia de un intermediario monomérico en el desplegamiento de la enzima
Kdgk.

Se muestran los espectros de dicroismo circular a distintas concentraciones de GndHCI, entre 0
(curva inferior, negro) y 3.5 M (curva superior, amarillo), para la enzima Kdgk silvestre (Figura
17A) y las mutantes Y101A (Figura 17B) y WI103A (Figura 17C). La enzima fue incubada al
menos 48 h previo a las mediciones, las cuales se realizaron a 25 °C. La sefial dicroica se expresa
como elipticidad molar por residuo, y cada espectro fue obtenido por la acumulacion de al menos
4 escaneos. Para la enzima silvestre (Figura 17A) y la mutante Y101A (Figura 17B) se utilizo
una concentracion de proteina de 12 uM, mientras que para la mutante W103A (Figura 17C) se
utilizé una concentracion de proteina de 3 pM. El cambio en la elipticidad molar por residuo a
una longitud de onda de 220 nm en funcién de la concentracién de GndHCI para la enzima Kdgk

y las mutantes se muestra en la figura D.
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analitica (Figura 12). Asimismo, la sefial dicroica de la mutante W103A en condiciones
nativas a una concentracion de proteina de 3 pM sugiere que el contenido de estructura
secundaria de esta mutante es similar al observado para el intermediario monomérico
inducido por la adicién de GndHC] (Figura 17C) y que la adiciéon de GndHCI lleva al
desplegamiento del monémero sin evidencias de un intermediario durante este proceso
(Figura 17D). Ademds, la transicién hacia el estado desplegado comienza a
concentraciones menores de GndHCl (0.6 M), lo que sugiere que el remplazo de el
residuo de triptéfano 103 por alanina puede tener incidencias no solo en la estabilidad
del homodimero, sino que también en la estabilidad de la subunidad aislada.

De esta manera, se corrobora que la disociacién de las subunidades también
tiene efectos sobre el contenido de estructura secundaria y, por ende, sobre Ia estabilidad
de la especie monomérica aislada, de manera similar a lo observado para la enzima Pik-
2 de Escherichia coli mediante HXMS (Figura 13 y 14) y dicroismo circular (Figura

16).

2.3.8. Confirmacion del estado parcialmente desplegado de la mutante WI103A de Kdgk

mediante difraccién de rayos X de dngulo pequeiio.

Para confirmar que la especie monomérica de Kdgk exhibe propiedades
hidrodindmicas y estructurales caracteristicas de una especie parcialmente desplegada,
realizamos experimentos de difraccion de rayos X de angulo pequefio, técnica que
permite determinar de manera gruesa la conformacién macromolecular en solucion.
Estos experimentos fueron realizados utilizando la mutante W103A de Kdgk como
representante de la especie monomérica aislada, y comparamos los resultados obtenidos
con la enzima Kdgk silvestre en condiciones nativas como control. Para ambas muestras,
los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente y la concentracion de
proteina utilizada fue de ~2 mg/mL. En estas condiciones, tanto la enzima silvestre
como la mutante W103A permanecen como especies monodispersas y representativas de

las especies diméricas y monoméricas, de acuerdo a lo observado mediante anélisis de
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dispersion dindmica de luz a distintas concentraciones de proteina entre 1 y 4 mg/mL
(datos no mostrados).

La forma de la curva de difraccion de la enzima Kdgk silvestre y de la mutante
monomérica W103A son visiblemente diferentes para los 4ngulos en el rango de 0.05 A
'a 0.25 A (Figura 18A); para estos dngulos, la intensidad observada para la especie
monomérica es levemente mayor que para la especie dimérica.

Para corroborar que la especie dimérica observada en sclucién es similar a la
resuelta cristalograficamente, determinamos la forma tedrica de la curva de intensidad
en funcidn del dngulo de difraccién a partir de la estructura cristalografica de la enzima
Kdgk de Escherichia coli mediante el programa CRYSOL [198]. La curva tedrica de
intensidades se ajusta a los datos experimentales (y, = 2.919), por lo que la especie en
solucién es estructuralmente similar al dimero resuelto mediante cristalografia de rayos
X (Figura 18B). Al repetir esta operacion sobre Ia curva de intensidades experimental
obtenida para la mutante W103A, vemos que ¢l ajuste es peor que en el caso de la
especie dimérica (¢ = 7.438), en buen acuerdo con la diferencia en estructura cuaternaria
entre el homodimero de la enzima silvestre y la especie en solucién de esta mutante
(Figura 18C). Finalmente, para demostrar que la especie monomérica en solucién no
corresponde a lo esperado para un monémero compacto, se repitid el procedimiento de
ajuste, esta vez utilizando una curva de intensidades tedrica calculada a partir de una de
las subunidades del homodimero resuelto mediante cristalografia de rayos X. En este
caso, nuevamente se observa un mal ajuste entre las intensidades tedricas y
experimentales (y = 7.127), aunque levemente mejor que el determinado a partir de la
curva de intensidades tedrica para el homodimero (Figura 18D). Estos resultados
sugieren fuertemente que la enzima Kdgk obtenida mediante mutagénesis sitio-dirigida
es una especie monomeérica parcialmente desplegada en solucidn,

A partir de estos datos de difraccion en angulo pequefio, se estimé el radio de

giro de la especie en solucion a partir de la aproximacion lineal de Guinier, en un rango
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Figura 18. Difraccién de rayos X de dngulo pequeiio para las especies diméricas y
monoméricas de Kdgk.

A) Curvas de intensidad en funcion del angulo de difraccion para la enzima homodimérica
silvestre Kdgk (circulos rojos) y la mutante monomérica W103A (circulos negros). Los datos
estan normalizados respecto al maximo de intensidad para efectos comparativos.

B) Ajuste de la curva de intensidad experimental de la enzima Kdgk silvestre (circulos negros)
versus la curva de intensidad calculada a partir de la estructura resuelta del homodimero de Kdgk
de Escherichia coli (linea roja).

C) Ajuste de la curva de intensidad experimental de la mutante monomérica W103A (circulos
negros) versus la curva de intensidad calculada a partir de la estructura resuelta del homodimero
de Kdgk de Escherichia coli (linea roja).

D) Ajuste de la curva de intensidad experimental de la mutante monomérica W103A (circulos
negros) versus la curva de intensidad calculada a partir de uno de los mondmeros aislados

extraido a partir de la estructura resuelta de Kdgk de Escherichia coli (linea verde).
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de datos tal que q*Rg < 1.3. A partir de este andlisis, se determind que el radio de giro de
la especie dimérica es 2.850 + 0.005 nm, mientras que el de la especie monomérica,
representada en este caso por la mutante WI103A, es de 2.590 = 0,007 nm (Figura 19A).
También caleulamos el radio de giro a partir de la funcion de distribucion de distancias,
la cual fue determinada utilizando los datos de difraccion y el programa GNOM [194].
El radio de giro calculado a partir de este andlisis es de 2.673 + 0.009 nm para el
mondmero aislado, y de 2,948 + 0.001 nm para la enzima silvestre (Figura 19B).

Para corroborar que Ia especie monomérica es relativamente compacta y que
posee desplegamiento parcial local y no global, confeccionamos un grifico de Kratky a
partir de las curvas de intensidad de difraccién. Este tipo de grifico permite analizar
cualitativamente el grado de flexibilidad de una macromolécula o el “grado de
plegamiento™ [205]. Para proteinas flexibles, Isq* define una primera fase ascendente
con un pico parabélico en funcion de q, y luego se define una linea base elevada, siendo
el caso limite (conformaciones polipeptidicas estocdsticas) cuando los valores de Iq® no
descienden a medida que q aumenta [205]. Como se observa en la figura 19C, tanto para
la enzima dimérica silvestre como para la mutante monomérica, el grifico de Kratky
exhibe una curva caracteristica de proteinas globulares, sin embargo el area invariante
de Porod definida para 0 < q < 0.18 A™ para la mutante W103A es levemente mayor que
para la enzima silvestre. Estos resultados refuerzan la idea que los cambios inducidos en
1a estabilidad estructural de Ia subunidad aislada producto de la perturbacion local de la
interfaz de asociacion entre subunidades, son locales.

Finalmente, utilizamos los datos de difraccién y 1a funcién de distribucién de
distancias P(r) derivada a partir de éstos para generar modelos ab initio de la especie
dimérica y de la especie monomérica mediante los programas DAMMIN [195] y
GASBOR [196]. Como se observa en la figura 20, el modelo ab initio del homodimero
de Kdgk es similar, en forma y tamafio, al observado en la estructura cristalografica. En
efecto, Ia superposicién del mejor modelo obtenido para la enzima Kdgk en solucién con

la estructura resuelta por cristalografia de rayos X mediante el programa SUPCOMB
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Figura 19. Propiedades hidrodinimicas de la enzima Kdgk y la mutante W103A en
solucién.

A) Ajuste de Guinier para la region lineal (q° < 2.5x107) de la curva de intensidades de la enzima
Kdgk silvestre (circulos negros) y de la mutante W103A (circulos rojos) a concentracion de ~2
mg/mL. El ajuste lineal se muestra como una linea continua en rojo para la enzima Kdgk y en
verde para la mutante W103A. El radio de giro calculado a partir del ajuste de Guinier es de
2.850 = 0.005 nm para el dimero y de 2.590 £ 0.007 nm para el mondmero.

B) Funcién de distribucion de distancias para la enzima Kdgk silvestre (rojo) y la mutante
WI103A (negro). Las pequeiias lineas verticales en cada curva corresponden al error asociado. El
radio de giro calculado a partir de este analisis es de 2.673 + 0.009 nm para el monémero aislado,
y de 2.948 + 0.001 nm para la enzima silvestre.

C) Grifico de Kratky para la enzima Kdgk silvestre (circulos rojos) y la mutante W103A

(circulos negros).

99




rot. 90° rot. 90°
eje x eje x

Figura 20. Determinacién ab initio de la forma del homodimero y monémero aislado de la
enzima Kdgk de Escherichia coli.

A) Modelo ab initio de la forma de la enzima homodimérica Kdgk de Escherichia coli y
superposicion con la estructura cristalografica. En rojo y gris se muestran, en representacion de
superficie, la cadena principal de las dos subunidades de la enzima Kdgk de acuerdo a la
estructura cristalogrifica. El contorno que rodea a la estructura cristalografica corresponde a la
representacion de superficie del mejor modelo ab initio (de entre diez modelos totales) de la
enzima Kdgk en solucion. El modelo fue generado a partir de los datos de difraccion de rayos X
de dngulo pequefio mediante el programa DAMMIN [195].

B) Modelo ab initio de la forma de la mutante monomérica WI103A de la enzima Kdgk de
Escherichia coli, superpuesta a una de las dos subunidades de la estructura cristalogréafica del
homodimero. Las representaciones de superficie son equivalentes a las de la figura 20A. El
modelo ab initio escogido es el mejor de cinco modelos generados a partir de los datos de

difraccion de rayos X de angulo pequefio mediante el programa GASBOR [196].
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[206] es buena (discrepancia espacial normalizada (NSD) = 0.8172). En el caso de la
mutante monomérica, el modelo ab initio corresponde a una estructura relativamente
compacta, pero cuyo grado de compactacién es menor al observado para cada subunidad
en el contexto dimérico (Figura 20), sin embargo sus caracteristicas de forma sugieren la
busqueda de otras estrategias con la incorporacion de regiones flexibles para generar un

modelo mas realistico de la subunidad aislada de Kdgk [207].

2.4, DISCUSION

El fuerte acoplamiento entre los procesos de disociacion y desplegarniento de la
enzima homodimérica Pfk-2 de Escherichia coli conduce a la formacién de un
intermediario monomérico parcialmente desplegado, en el cual la accesibilidad al
solvente y el radio hidrodindmico es mayor que en ¢l caso de un monémero compacto,
pero menor que el esperado para una cadena polipeptidica completamente extendida
[148]. Este intermediaric monomérico, observado tanto en el mecanismo de
{des)plegamiento de la enzima P{k-2 a concentraciones de GndHCI de 0.5 — 0.9 M [114]
como en el estado final de la desnaturacion en frio [128], presenta diferencias en cuanto
a la energia libre de estabilizacion y exposicion de drea al solvente (valor m [150])
respecto al estado desplegado que, si bien pequefias (~1 kcal/mol y 1.3 keal/mol/K),
apuntan a posibles diferencias en cuanto a las caracteristicas estructurales de los
intermediarios obtenidos cuando esta enzima es enfrentada a distintas perturbaciones.

De acuerdo a los experimentos de HXMS sobre la enzima Pfl-2 silvestre
sometida a incubacidn por 24 h en 0.85 M de GndHC), el intermediario monomérico
obtenido mediante agentes caotrépicos exhibe una mayor accesibilidad al solvente que
el estado final del proceso de desplegamiento en frio (Figura 13 y 21), confirmando que
estos intermediarios son semejantes, pero no equivalentes. Otra evidencia experimental
al respecto se encuentra en las diferencias en Ia intensidad de la sefial de fluorescencia
de Ia sonda de cavidades hidrofébicas ANS para cada uno de estos intermediarios [128],

la cual es mayor para la enzima desnaturada en frio y, por ende, sugiere un mayor grado

101




de compactacién. Una explicacion para estas diferencias en compactacién puede
encontrarse en las diferencias de viscosidad entre Ia solucion amortiguadora a diferentes
temperaturas: la viscosidad de la solucién amortignadora utilizada a 25 °C es de 0.91 cP,
y aumenta a 1.65 cP cvuando la temperatura es de 3 °C; en presencia de 0.85 M GndHCI,
Ia viscosidad de la solucion en la cual la enzima Pfk-2 es incubada es de 0.93 cP. En
otras proteinas como apoflavodoxina o la proteina ribosomal pequefia S16, el uso de
agentes de crowding (elevada concentracién de macromoléculas en solucion [2087)
como dexfrano, €l cual provoca cambios en la viscosidad y en ¢l volumen excluido del
solvente, causa la compactacién de los estados desnaturados en presencia de GndHCl y
el aumento del valor m [150] y de la energia libre-de estabilizacién [209, 210]. Otra
explicacion esta relacionada con los cambios inducidos por la temperatura en la energia
de interaccion entre las moléculas de agua y entre los residuos no polares. A medida que
la temperatura disminuye, los contactos hidrofébicos son desestabilizados y la energia
de los puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua es mds favorable, generando
arreglos ordenados en capas de moléculas de agua alrededor de.los residuos que forman
el centro hidrofébico de la proteina, los cuales son de baja energia, por lo que permiten
la existencia de los contactos hidrofobicos en configuraciones separadas por el solvente
[132, 149, 211]. Ea el caso de GndHCI, el grupo guanidinio induce una sobre-
restructuracion de la red de interacciones del agua para poder solvatar a este grupo
cargado, lo que reduce la compensacion entropica que permite el colapso hidrofébico y
permite, en consecuencia, la solvatacién de los residuos no polares [212). Sin embargo,
la hidratacién del grupo guanidino es débil, por lo que este efecto es secundario vy la
mayor contribucién al efecto desnaturante es la interaccién directa de éste con la
proteina [213].

Estas diferencias en las propiedades hidrodindmicas vy estructurales de los
estados desnaturados inducidos mediante agentes caotrépicos y exposicion a bajas
temperaturas ya han sido previamente determinadas en otras proteinas, como el dominio
carboxilo-terminal de la proteina ribosomal L9 [136] y el inhibidor de subtilisina [163].
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Pese a estas leves diferencias estructurales, los intermediarios observados se asemejan
en cuanto a las consecuencias de la perturbacion global en la desestabilizacion de la
proteina completa.

Por otra parte, la perturbacidn local de la interfaz de asociacion mediante la
introduccion de mutaciones puntuzles, en base al analisis in silico de los residuos
determinantes de la estabilidad del homodimero (Figura 8), v la utilizacién de
ultracentrifugacion analitica, HXMS y dicroismo circular, revelaron que el monémero
aislado, en condiciones que favorecen el estado nativo de la enzima Pfk-2 silvestre, es
relativamente compacto en comparacion a los estados intermediarios inducidos mediante
temperatura o presencia de agentes desnaturantes (Tabla 2), solo presenta cambios
importantes en la flexibilidad estructural del dominic Rossmann (Figura 14 y 15) y se
despliega de manera no cooperativa (Figura 16). Estas diferencias en compactacion
producto de perturbaciones locales de la interfaz de asociacién ya han sido demostrados
para otros modelos proteicos, como el dominio Apple 4 (A4) del factor de coagulacion
XTI [166] y la quinasa dimérica de creatina de musculo de conejo (MM-CK) [169].
Considerando que la topologia reentrante sclo conecta al dominio Rossmann con el
dominio menor, mientras que el dominio PB-meandro carboxilo-terminal no estd
involucrado en este cruce de la cadena polipeptidica entre dominios [74, 94], nuestros
resultados sugieren fuertemente que la especie mondmerica obtenida a partir de la
mutante L93A representa los primeros cambios estructurales que ocurren en la
subunidad aislada de Ja enzima Pfk-2 como consecuencia de la disociacién y de la
naturaleza discontinua de la topologia del dominio menor. De este modo, la transicion
no cooperativa apreciada durante el desplegamiento inducido por GndHCI de la mutante
L93A corresponderia al incremento en el radio de hidratacion del monémero aislado (el
cual tiene una energia de estabilizacion marginal, dado que el paso de disociacién de
subunidades del homodimero de Pfk-2 representa Ja mayor parte de la energia de

estabilizacién del estado nativo [114, 128]), producto de la penetracién del solvente en
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Figura 21. Diferencias en la accesibilidad al solvente del dimero nativo de Pfk-2 y del
mondémero aislado obtenido mediante diversas perturbaciones globales y locales.

La incorporacion de deuterones se indica en el eje ¥y como el mdximo nimero de deuterones
incorporados respecto al total de amidas disponibles para el péptido correspondiente. Las
regiones de la proteina (posiciones aminoacidicas de la secuencia primaria) representadas por
cada péptido se indican en el eje x. En negro, se muestra el cambio en accesibilidad al solvente
del dimero nativo de Pfk-2; en rojo, la mutante monomérica L93A; en verde, el estado
desnaturado por exposicion a 3 °C; en azul, el estado intermediario monomérico inducido por
GndHCI. Para cada barra, se indica el error asociado al maximo de incorporacion calculado,
obtenido a partir del ajuste de los datos de intercambio para distintos tiempos de intercambio en

D,0 para cada péptido a una exponencial simple, como en las figuras 13 y 14.
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otras regiones de la estructura de la proteina que no estdn acopladas al dominio menor a
través de Ia topologia reentrante de la cadena polipeptidica (Figura 14). De esta manera,
los estados inducidos a través de las distintas perturbaciones aplicadas representan
distintos estados del mondmero aislado con distintos grados de compactacion e
hidratacion de acuerdo a las caracteristicas del solvente circundante (Figura 21).

La posicién de los residuos claves para la estabilidad del homodimero no es
azarosa; al contrario, aquellos residuos responsables del mayor cambio en la energia
libre de asociacién in silico se localizan en la tdltima hebra B (direccién amino a
carboxilo-terminal) del dominio menor (Figura 8). Esta localizacién de los hot-spots de
la interaccidn proteina proteina ocurre tanto para Pfk-2 como para Kdgk, pese a que sus
topologias de asociacion son diferentes [94, 110]. Para enzimas de la familia riboquinasa
cuya topologia de interfaz de asociacién es semejante a Pik-2, la ltima hebra B
participa de la interaccién directa con la hebra proveniente de la subunidad adyacente
para conformar el barril § aplanado [88, 94]. Para enzimas similares a Kdgk, Ia
topologia de Ia interfaz entre subunidades exhibe una conformacién estructural similar a
la de una sdbana B antiparalela pronunciadamente curvada [110, 112]. En este caso, los
representantes de enzimas Kdgk estudiados exhiben una alta conservacion del residuo
aromdtico que constituye el hot-spot indicado para Shigella flexineri (Trp103, Figura 9),
el cual puede ser remplazado por tirosina en los miembros terméfilos (datos no
mostrados). Por consiguiente, la conservacion estructural de los hot-spots de estabilidad
de los homodimeros de la familia riboquinasa estan fuertemente ligada a 1a topologia de
la interfaz de asociacion. Esta idea es reforzada por la disminucidn de la frustracién
mutacional y configuracional del dominio menor en estas regiones producto de la
interaccion entre subunidades (Figura 10}, lo que sugiere que tanto la identidad de estos
residuos como la posicién que ocupan en el dominio menor son una consecuencia de la
topologia de la interfaz de asociacion proteina-proteina.

Pese a las diferencias topolégicas, nuestros experimentos de desplegamiento por
adicién de GndHCl y de disociacion inducida mediante mutaciones puntuales sobre las
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enzimas Pfk-2 v Kdgk de Escherichia coli sugieren que las consecuencias de Ia
disociacion del homodimero sobre la estabilidad del mondmero son equivalentes: el
alcance de una subunidad aislada parcialmente desplegada, cuyas propiedades dependen
del tipo de perturbacién utilizada. Esta afirmacién es corroborada a través de la
combinacién de diversas estrategias experimentales que permiten el andlisis de los
cambios en las propiedades hidrodinamicas, en el estado de agregacion y en el contenido
de estructura secundaria de Ios distintos modelos de estudio al ser enfrentados a los

distintos tipos de perturbacion.
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CAPITULO TRES:
Estudios in silico del plegamiento de
topologias complejas y efecto de la

penetracion del solvente.
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3.1. INTRODUCCION

Los resultados expuestos en este trabajo sugieren que el acoplamiento de los
procesos de disociacién y desplegamiento de las enzimas Pfk-2 y Kdgk de Escherichia
coli pueden ser explicados en funcién de la conectividad reentrante de Ia cadena
polipeptidica entre dominios y de la topologia de plegamiento del homodimero.

Dado que un sinndmero de evidencia experimental ha demostrado que la
topologia es el factor determinante del mecanismo de (des)plegamiento de diversas
proteinas monoméricas [27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35] y oligoméricas [46, 47, 48], y
que el mapa de contactos nativos es un buen descriptor de la topologia del estado nativo
[214], incluyendo implicitamente informacién acerca del orden de contacto de cada
proteina de interés [21], se han desarrollado diversos modelos simplificados basados en
la estructura nativa [43, 215] para predecir y/o determinar con éxito Ia termodindmica y
cinética del proceso de (des)plegamiento, y los cambios estructurales que ocurren
durante estos procesos, para una gran variedad de modelos de estudio con distintos
estados de agregacién [43, 45, 50, 51, 55]. En base a esto, es esperable que las
caracteristicas predominantes del (des)plegamiento de las enzimas homodiméricas de la
familia riboquinasa puedan ser también predichas utilizando estas funciones de energia
potencial que incluyen implicitamente un sesgo hacia el estado nativo (o nativo-
céntricos).

Sin embargo, el incremento en el orden de contacto y en el largo de la cadena
polipeptidica también involucra un enlentecimiento de las constantes cinéticas de
plegamiento [21}; es decir, topologias complejas tardan mds tiempo en alcanzar el
estado nativo. Este fendmeno también es detectable en las simulaciones con modelos
basados en la estructura nativa [21]. En efecto, los qarémetros cinéticos y
termodinamicos escalan de manera consistente en estos modelds, ya que la velocidad de
plegamiento depende del nimero de contactos nativos [24], de manera que la altura de

la(s) barrera(s) enerpética(s) que separa{n) al estado desnaturado del estado nativo
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esti(n) estrechamente relacionada(s) con la velocidad de plegamiento [216]. Por
consiguiente, para proteinas con topologias complejas cormpuestas por un gran namero
de residuos, como en el caso de las enzimas homodiméricas de la familia riboquinasa,
las transiciones entre el estado desnaturado y el estado nativo sen dificiles de capturar
incluso utilizando estos modelos, en los cuales la escala de tiempo es 10* veces mayor
que en simulaciones moleculares con campos de fuerza empiricos [217, 218].

Otro aspecto importante es que nuestros experimentos de HXMS con la enzima
Pfk-2 sugieren la presencia de un intermediario penetrado por solvente [148], un evento
que no es posible capturar en los modelos nativo-céntricos actuales, ya que carecen de
solvente circundante. Por otro lado, la energia de interaccion entre pares de dtomos o
residuos que forman parte de un contacto nativo estdn descritas mediante un potencial de
Lennard-Jones cuyo minimo energético esta centrado en la distancia entre estos atomos
o residuos en el estado nativo [43), y si bien varios minimos energéticos a distintas
distancias de interaccién en el estado nativo pueden introducirse mediante potenciales
basados en miltiples curvas de Gauss [219], se requiere de conocimiento previo de los
contactos que aceptan méas de una configuracién de distancia en el estado nativo,
mediante la disponibilidad de varias estructuras cristalogrdficas para una misma
proteina, las cnales describen conformaciones diferentes.

Sin embargo, recientemente se ha descrito que los mecanismos de
desplegamiento de proteinas por efecto de la presion y de la baja temperatura son
microscopicamente similares, involucrando la formaci6n de una capa de solvatacion del
grosor de una molécula de agua, la cual se forma alrededor de los residuos no polares en
desmedro de los contactos hidrofobicos directos, a medida que la temperatura desciende
o la presién aumenta [220]. Potenciales que admiten como parte del paisaje energético,
la formacion de configuraciones de interaccion directa y mediadas por una molécula de
agua entre residuos en contacto en el estado nativo, separadas energéticamente por una
barrera de desolvatacién, han sido descritas previamente [221], evidenciando la
importancia de la hidratacién como un “lubricante” que permite que el centro
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hidrofébico encuentre su estado empacado Optimo, previniendo la formacién de
contactos no-nativos [222]. De este modo, se propone la manipulacién directa de Ia
energia de los contactos directos y solvatados de este potencial [221], para favorecer la
formacién de contactos nativos mediados por agua, como una estrategia para acceder a
las conformaciones solvatadas observadas experimentalmente como consecuencia de la
aplicacion de presion o de la exposicion de proteinas a baja temperatura [220].

Por estos motivos, hemos introducido dos modificaciones a los modelos
simplificados nativo-céntricos convencionales, las cuales son evaluadas en distintos
modelos proteicos. Estas modificaciones corresponden a: i} una estralegia de muestreo
acelerado de las transiciones entre el estado plegado y desplegado; ii) un potencial
modificado que admite configuraciones de contactos nativos mediados por moléculas de
agua [221], Mientras el primero tiene como objetivo optimizar las estrategias de
muestreo y andlisis del proceso de plegamiento de proteinas de gran tamafio y alta
complejidad topoldgica, el segundo pretende la incorporacidn del fenémeno de
penetracion del solvente al centro hidrofébico de proteinas.

Nuestros resultados muestran que las caracteristicas del estado de transicién y
de la altura de la barrera energética no se ven modificadas por Ia estrategia de muestreo
acelerado, mientras que la introduccién de barreras de solvatacién permite el alcance de

configuraciones hidratadas en proteinas.

3.2. MATERIALES Y METODOS.

3.2.1. Modelos de estudig

Las proteinas escogidas como modelo de estudio para la aplicacion de estos
métodos de simulacién corresponden a: inhibidor de quimotripsina CI2 de Hordeum
vulgare (PDB ID 1YPA) [223], el dominio SH3 de la quinasa humana de tirosina (PDB

ID 1FMK) [224], ubiquitina humana (PDB ID 1UBQ) [225] y el dominio B1 de la
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proteina G de Streptococcus (PDB ID 2GB1) [226]. Ademads, realizamos simulaciones

de plegamiento sobre la quinasa de piridoxal humana (PDB ID 2F7K) [227] (Figura 22).

3.2.2. Modelo simplificado basado en estructura nativa.

Para las simulaciones de tipo Go6 [42], utilizamos un modelo simplificado
basado en la estructura nativa equivalente al descrito en el trabajo de Clementi ¥ cols
f43]. En este modelo, cada residuo es representado como una esfera de masa unitaria
centrada en las coordenadas del carbono alfa del residuo correspondiente (Ca), v la
estructura nativa es definida como el minimo energético global. Dado que este modelo
(en adelante, modelo Co) se basa en el principio de la frustracion minima [12], la
frustracion energética es descartada, y solo las restricciones geométricas impuestas por
1a topologia del estado nativo son consideradas [45].

En este modelo, la distancia de los enlaces y Ia rotacién de los dngulos y dngulos
dihedros entre residuos es controlada a través de potenciales harménicos. Los pares de
residuos separados por al menos 3 residuos (i > j + 3), que establecen al menos un
contacto dtomo-dtomo en el estado nativo a una distancia limite de 6 A, son evaluados
mediante un potencial de Lennard-Jones tipo 12-10 cuyo minimo energético
corresponde a la distancia calculada a partir de la estructura cristalografica, mientras que
otras interacciones no locales son consideradas como repulsivas. Todos los pardmetros
de los componentes atractivos del potencial son extraidos a partir del estado nativo. De
este modo, la conectividad del polimero es mantenida mediante enlaces y angulos,
mientras que la geometria del estado nativo es preservada a través de dngulos dihedros y
potenciales no locales. La forma funcional detallada de este potencial energético se
ehcuentra descrita previamente [43]. El célculo del mapa de contactos nativos y la

generacion del modelo Ca fue realizada mediante el servidor SMOG [228].

3.2.2. Simulaciones moleculares utilizando modelos simplificados.

Las simulaciones de estas proteinas fueron realizadas utilizando el programa de
acceso libre GROMACS [229], utilizando unidades reducidas. El paso de tiempo <
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piridoxal quinasa humana (2F7K)

Figura 22. Modelos de estudio para la inclusién de potenciales adicionales en modelos
nativo-céntricos.

Se muestra la estructura secundaria y terciaria de cada una de las proteinas estudiadas en
representacion de cintas, y la representacion equivalente de esferas sobre el carbono alfa de cada
residuo, correspondiente al modelo Ca. El gradiente de color representa la posicion en la
secuencia primaria, ¢l cual va desde el amino-terminal, en rojo, al carboxilo-terminal, en azul. El
nombre y fuente de cada proteina se indica en la parte inferior de cada estructura, y el codigo

PDB se indica en paréntesis.
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utilizado fue de 0.0005, equivalente a ~2.5 ps [217, 218]. La temperatura fue controlada
mediante dindmica estocdstica con una constante de acoplamiento de 1. Para cada
proteina se realizaron varias trayectorias de simulacion a temperatura constante. En el
caso de la simulaciones con muestreo acelerado (ver seccidn 3.2.3), las simulaciones
fueron realizadas a la temperatura de plegamiento. En el caso de las simulaciones que
incorporan un potencial de solvatacién (ver seccién 3.2.4), se realizaron varias
simulaciones a distintas temperaturas en paralelo, y configuraciones representativas de
cada temperatura fueron intercambiadas entre trayectorias de teraperaturas vecinas por el
método de intercambio de réplicas (Replica Exchange, [230]). El tiempo escogido para

realizar el intercambio entre réplicas fue de 5000 <.

3.2.3. Potencial polarizante externo para muestreo acelerado de transiciones de

plegamiento en modelos simplificados.

Para incrementar el muestreo de las transiciones entre ¢l estado plegado, el
estado desplegado y los posibles estados intermediarios de una proteina objetivo, se
introdujo un potencial extemno (umbrella sampling, [231]) basado en el nimero de

contactos nativos (Q) del sistema. La forma funcional de este potencial es:
1 2
Ve = Ek(VQ - VQ*)

Que corresponde a un potencial harménico, cuya fuerza es controlada por el
parametro k, centrado en valores particulares del potencial de conteo de contactos
nativos Vg (llamado Vg9). El potencial de conteo de contactos nativos (V) corresponde a

una descripcién continua de la funcién escalonada de conteo de contactos nativos:

Q
V, = z % (1 ~ tanhfy(r; — 1.25)])

Donde r; representa la distancia entre el par de residuos #,j para cada paso de la
simulacién, gy corresponde a la distancia en el estado nativo y y define la pendiente del

potencial de conteo de contactos nativos.
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Este potencial harmoénico sobre Vp limita la simulacién al muestreo de un rango
particular de contactos nativos, dependiendo de los valores de Vpy k&, de tal manera que
fomenta la formacion de contactos nativos cuando Vi < Vge, v disuadiendo su formacion
cuando Vo> Ve

Este potencial harménico fue codificado como una versién modificada de

GROMACS [229].

3.2.4. Potencial de solvatacién de contactos nativos,

En base a la descripcion microscopica del desplegamiento a baja temperatura
como un evento de solvatacion de los residuos que conforman el centro hidrofébico de
una proteina [220], introdujimos un potencial de solvatacién basado en el trabajo de
Cheung y cols [221, 232]. En este potencial, Ia energia del contacto nativo directo (g), de
la barrera de desolvatacién (e4,) y del contacto native mediado por agua (gsm) pueden
ser manipuladas directamente, pudiendo favorecer un tipo de contacio por sobre otro. El
minimo energético del contacto nativo mediado por agua estd centrado a una distancia
de pssm = i + 0.3 nm, donde e - i = 0.3 nm equivale al didmetro aproximado de una
molécula de agua y p;; corresponde a la distancia del par de residuos i,j en contacto en el
estado nativo [221, 232]. La barrera de desolvatacién esta centrada a una distancia pg, =
(Ui + Pss) / 2 [221, 232]. Para las simulaciones presentadas en este trabajo, escogimos
los siguientes valores para los pardmetros energéticos: £ = | gq = 0.3; 2em = 0.9.

Este potencial de solvatacién fue codificado como una versién modificada de

GROMACS [229].

3.2.5. Analisis de las simulaciones.

El célculo de pardmetros termodinimicos (capacidad calérica, perfil de energia
libre en funcién de Q) fue realizado combinando multiples trayectorias de simulaciones
a distintos valores de Vi a temperatura constante cercana a la temperatura de

plegamiento (T¢) (para las simulaciones con potenciales de muestreo acelerado) o a
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distintas temperaturas (para las simulaciones con potenciales de solvatacién), mediante
el método de andlisis de histogramas ponderados (WHAM, Weighted Histogram
Analysis Method) [233, 234, 235]. Para obtener la informacioén de la probabilidad de las
distintas configuraciones observadas en las simulaciones en ausencia del sesgo impuesto
por el potencial harménico sobre Vi, utilizamos el método de andlisis reponderado
(rWHAM) [236]. Los valores de ¢ [26] fueron calculados para cada par de residuos if
que forman un contacto nativo a partir de estas simulaciones como la probabilidad de
formacion de este contacto en el estado de transicion sobre la probabilidad de formacion

en el estado nativo, de acuerdo a lo descrito en otros trabajos [43, 45].

3.3. RESULTADOS.

3.3.1. Aceleracion del muestreo de configuraciones mediante la aplicacidn del potencial

harmonico sobre los contactos nativos.

El método de muestreo acelerado fue utilizado para analizar las transiciones de
plegamiento/desplegamiento de las proteinas modelo CI2, SH3 y ubiquitina, Ias cuales
han sido previamente caracterizadas como representativas de mecanismos de
plegamiento de dos estados [43, 237].

Como se observa en Ia figura 23, para todos los modelos estudiados (C12, SH3 y
ubiquitina), 1a utilizacién del potencial harménico sobre los contactos nativos aumenta la
frecuencia de la observacion de la transicitn entre el estado plegado y desplegado para
valores de Vp- cercanos a Q (fraccion del total de contactos nativos) ~ 0.55 para CI2 y
SH3, y cercano a Q ~ 0.45 para ubiquitina. A medida que la fuerza del potencial
harménico aumenta, es decir; a medida que el valor k es incrementado, la frecuencia de
las transiciones entre el estado plegado y desplegado es mayor. Cuando k = 0.005, las
transiciones entre ambos estados son muy frecuentes, pero la varianza de la distribucién

de Q es menor, explicando asi la diferencia respecto a las trayectorias cuando k& < 0.005

(Figura 23).
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Figura 23. Transiciones entre el estado plegado y desplegado de distintas proteinas modelo
con mecanismo de plegamiento de dos estados mediante potenciales harménicos sobre Q.
Las transiciones de plegamiento fueron obtenidas mediante simulaciones a temperatura constante
~Tg, utilizando un potencial harmonico sobre una definicién continua de Q (J7) para incrementar
la frecuencia de estas transiciones. Distintas fuerzas para potencial harménico, determinada por el
pardmetro k, fueron utilizadas: 0 (simbolos negros), 0.0005 (simbolos rojos), 0.0010 (simbolos
azules) y 0.0050 (simbolos verdes). Las proteinas utilizadas fueron CI2 (A), SH3 (B) y ubiquitina
(UBQ, C), y los potenciales se centraron en valores de 1y tales que Q ~ 0.55 para CI2 y SH3, y
Q ~ 0.45 para ubiquitina.
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A partir de la combinacién de mitltiples trayectorias utilizando distintos valores
de VQ* mediante el método de rWHAM, se obtuve la capacidad caldrica en funcion de
la temperatura para el proceso de plegamiento y ¢l perfil de energia libre en funcién de
Q a la temperatura de plegamiento Tg (Figura 24), En ambos casos, no se observan
cambios en la T (temperatura a la cual se encuenira maximo de la curva de calor
especifico) o en la barrera energética calculada para el mecanismo de plegamiento,
Asimismo, la probabilidad de formacion de los contactos nativos en el estado de
transicion (valor de Q en donde se encuentra el miximo de la barrera energética que
separa al estado plegado del estado desplegado) es la misma, independiente de la fuerza
empleada en el potencial harmdnico sobre Q (Figura 25).

De este modo, demostramos que esta metodologia es adecuada para la
accleracion de las fransiciones entre los estados que una proteina determinada visita en

el proceso de plegamiento termodindmico, estudiado utilizando un modelo de tipo Go.

3.3.2. El método de muestreo acelerado permite describir el paisaje energético de

plegamiento de la quinasa humana de piridoxal,

Para demostrar que estos modelos simplificados basados en la estructura nativa
son utiles en el estudio del plegamiento de proteinas con topologias complejas (elevado
orden de contactos y elevado niimero de contactos nativos [21, 24]) y, en particular, para
el estudio de enzimas de la superfamilia riboguinasa [88], decidimos utilizar como
modelo de prueba a la quinasa humana de piridoxal [227]. Esto, ya que corresponde a
unc de los miembros de menor tamafio de la superfamilia, consistiendo solamente de un
dominio (comiin para todos los miembros) [95], y porque el plegamiento de esta enzima
{238] ¥ de la quinasa homdloga de oveja [115] han sido caracterizados como
mecanismos de dos estados, con una sola transicion (N & D) cuyos valores m asociados
son de 2.4 kcal/mol/M y 1.2 kcal/mol/M, respectivamente. Sin embargo, se ha sugerido

la presencia de un intermediario en el proceso de desplegamiento de estas quinasas, dado
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Figura 24. Propiedades termodindmicas de las proteinas CI2, SH3 y ubiquitina para
diferentes fuerzas del potencial harmdénico sobre Q.

Los gréficos en la parte superior representan el cambio en la capacidad calérica en funcion de la
temperatura, mientras que los grificos en la parte inferior representan el perfil de energia libre del
proceso de plegamiento en funcién de la fraccién de contactos nativos (Q). Las propiedades
termodindmicas fueron determinadas mediante rWHAM [236], combinando multiples
trayectorias a distintos valores de s, utilizando distintas fuerzas sobre el potencial harménico.
Los valores de k utilizados en el potencial harménico corresponden a 0 (linea negra), 0.0005
(linea roja) y 0.005 (linea verde). Las proteinas analizadas corresponden a CI2 (A), SH3 (B) y
ubiquitina (C)
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Figura 25. Probabilidad de formacién de los contactos nativos de las proteinas CI2, SH3 y
ubiquitina en el estado de transicion de plegamiento.

Los gréficos corresponden a mapas de contactos nativos entre pares de residuos i,j (i en el eje x, j
en el eje y), donde el color representa la probabilidad de formacién del contacto nativo en el
estado de transicion. No existen diferencias entre la probabilidad de formacion de contactos
nativos en el estado de transicion calculada en ausencia de un potencial harménico sobre Q (k=
0; mapas de contacto en la parte superior) y en presencia de un potencial harménico elevado (k=
0.005; mapas de contacto en parte inferior). Los mapas de contacto fueron calculados para CI2
(A), SH3 (B) y ubiquitina (C).
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que el valor m esperado para el desplegamiento de la proteina completa es de 8.1
kcal/mol/M [114, 1601.

Al utilizar una constante de fiterza para el potencial harménico de 0.001,
logramos obtener el paisaje energético de plegamiento de la quinasa humana de
piridoxal en funcién de Q (Figura 26). Nuestros resultados muestran que la temperatura
de plegamiento (Tg) corresponde a ~ 1.29 unidades reducidas (Figura 26A). Para esta
temperatura, se determind la barrera emergética que separa el estado desplegado del
estado nativo, Ia cual es muy elevada, alcanzando un valor de ~16 kpT en el mdximo a Q
~0.4. Esto es esperable para una proteina de 312 aminodacidos v 988 contactos nativos
entre pares de residuos. Ademds, es evidente la presencia de un intermediario meta-
estable a una energia de ~15 kT cuando la fraccién de contactos nativos es ~0.6 (Figura
26B), lo que es consistente respecto a los argumentos basados en la discrepancias del
valor m calculado en base a la estructura terciara de la proteina y el observado
experimentalmente [114, 115, 160, 238]. Ademas, determinamos la probabilidad de
formacion de los contactos nativos en el estado de transicidén de la proteina (Q ~ 0.40),
encontrando que la mitad de Ia regién correspondiente al dominio Rossmann (residuos
1-100) exhiben una baja probabilidad de formacién en el méiximo de la barrera
energética (Figura 26C). Esto es consistente con lo observado mediante el seguimiento
del desplegamiento reversible de la quinasa de piridoxal de oveja utilizando andlogos
fluorescentes de ATP y piridoxal, en los cuales se demuestra que el sitio de wnién a
piridoxal (localizado en el extremo amino terminal), se despliega a concentraciones
menores de GndHCI que el extremo carboxilo terminal, donde se une ATP [115]. Estos
antecedentes sugieren fuertemente que el comportamiento observado para el mecanismo
de plegamiento termodindmico de la quinasa humana de piridoxal, utilizando estos
modelos simplificados sometidos a potenciales de aceleracién harménicos, representa
caracteristicas generales de los cambios estructurales observados experimentalmente

durante el desplegamiento reversible inducido por GndHCI de esta enzima [115].
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Figura 26. Anilisis termodinidmico del proceso de plegamiento de la quinasa humana de
piridoxal mediante el uso de modelos nativo-céntricos Y potenciales harménicos sobre Q.

A) Cambio en la capacidad calérica en funcién de la temperatura para el proceso de plegamiento
de la quinasa humana de piridoxal (PDB ID 2F7K).

B) Perfil de energia libre del proceso de plegamiento de la quinasa humana de piridoxal en
funcién de la fraccion de contactos nativos (Q). Se observa el estado de transicion a Q~04yun
intermediario meta-estable a Q ~ 0.6.

C) Mapa de contactos nativos entre pares de residuos i,j (i en el eje x, j en el eje ¥), que muestra
la probabilidad de formacion en el estado de transicién (Q ~ 0.4) de la quinasa humana de

piridoxal. Se muestra el contenido de estructura secundaria a lo largo de la secuencia primaria.
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3.3.3. El potencial de solvatacién permite describir la hidratacion del dominio BI de la

proteina G de Strepfomyces.

Los modelos Ca incluyen implicitamente informacién acerca del estado nativo
de una proteina mediante la utilizacién del mapa de contactos nativos y la evaluacion de
la formacién o rompimiento de estos contactos a través de un potencial de Lennard-
Jones, cuyo tinico minimo energético corresponde a la distancia entre pares de residuos
en el estado nativo [43], o a través de multiples potenciales de Gauss, cuyos minimos
energéticos corresponden a distancias conocidas a priori [219]. Sin embargo, estos
modelos no son capaces de describir los eventos de penetracion del solvente en el centro
hidrof6bico de proteinas, los cuales son frecuentes cuando la perturbacién utilizada para
inducir al desplegamiento corresponde a presion o bajas temperaturas [220].

Es por ello que incorporamos el potencial de Cheung y cols [221] para la
evaluacion de los contactos nativos de la proteina, con el propdsito de incluir un
segundo minimo energético correspondiente al establecimiento de un contacto nativo
mediado por una molécula de agua. De esta manera, pretendemos explicar eventos de
desnaturacion a bajas temperaturas, como en el caso de Pfk-2 [148] o de desplegamiento
inducido por presién, como en el caso del dominio B1 de la proteina G de Streptomyces
[226]. El sometimiento de este dominio a altas presiones (2 kbar) causa la penetracion
de moléculas de agua en el extremo carboxilo-ferminal de la tinica hélice o presente en
la estructura, alcanzando asi una estructura compacta alternativa [239]. Escogimos
probar nuestro potencial con éste {iltimo debido al tamafio del dominio (compuesto por
56 residuos aminoacidicos), y utilizamos el método de intercambio de réplicas [230]
para evitar la formacién de posibles estructuras mal plegadas durante el proceso.

Utilizamos este potencial sobre el dominio Bl de la proteina G de Streptomyces
de tal manera que, para un par de residuos ij en contacto en el estado nativo, los

contactos nativos directos y mediados por agua son cuasi-isoenergéticos (es decir, g =

£sm). Como se observa en la figura 27, el paisaje energético del plegamiento de esta

123




Al B ¢
08| 4L
08 gs L
" =
50.4 s c,b
T 2r
02} (B
or i 1 L P | 1 0 L 1 1
07 08 09 1 1.1 12 13 0 02 0.4 06 0.8 1
T [unidades reducidas] Desviacién cuadratica media, RMSD [nm]
cC 1 D
[} - N
§o.s i i h N S u
8 -
Qo6
8
(]
'g 04
o
goz -
w
0 L 1 N 2
0.7 [*X:} 0.9 1 11 1.2 1.3 1.4 1.5

T [unidades reducidas]

Figura 27. Intermediarios penetrados por solvente en el desplegamiento termodindmico del
dominio B1 de la proteina G de Streptomyces.

A) Cambio en la capacidad calérica en funcién de la temperatura. La temperatura de plegamiento
es~09T.

B) Perfil de energia libre en funcién de la desviacién cuadratica media (RMSD, root mean square
deviation) calculada a partir de la estructura nativa del dominio Bl de la proteina G de
Streptomyces. El estado intermediario solvatado posee un RMSD de 0.4 nm respecto a la
estructura nativa.

C) Fraccion de las poblaciones nativa (N, native), penetradas por solvente (S, swollen) y
desplegadas (U, unfolded), en funcién de la temperatura. El desplegamiento del intermediario
hidratado para llegar al estado desplegado es no cooperativo.

D) Representacion visual de la estructura de los estados nativo (N), penetrado por solvente (S) y
desplegado (U) del dominio Bl de la proteina G de Streptomyces. El gradiente de color
representa la posicion en la secuencia primaria, ¢l cual va desde el amino-terminal, en rojo, al

carboxilo-terminal, en azul.
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proteina corresponde a un mecanismo de tres estados, en buen acuerdo con lo esperado
para una proteina con un intermediario penetrado por solvente, como en el caso de Pfk-2
[128] y ubiquitina [240], entre otros (Figura 27B). En efecto, al incrementar Ia
temperatura de la simuiacién, se produce el poblamiento de un estado intermediario
penetrado por solvente (8, Figura 27C) el cual tiene un radio de giro de 1.25 nm, mayor
al calculado para el monémero compacto (1.02 nm). Este intermediario se despliega de
manera no cooperativa a medida que la temperatura continua incrementado (Figura
27C). De esta manera, ¢l favorecimiento de las interacciones nativas mediadas por agua
conduce a la formacién de intermediarios penetrados por solvente que alcanzan el estado
desnaturado a través de un proceso de desplegamiento no cooperativo, consistente con

teorias propuestas al respecto de este fenémeno con anterioridad [204].

3.4, DISCUSION.

La combinacion de distintas estrategias de muestreo para acelerar los procesos
de plegamiento termodindmico, ¥ la introduccién de frustracién energética a través de
potenciales modificados basados en pardmetros nativo-céntricos, son herramientas de
gran utilidad para capturar los cambios estructurales generales que ocurren durante este
proceso.

En el caso de la quinasa humana de piridoxal, las caracteristicas del estado de
transicién observado mediante el uso de modelos nativo-céntricos (Figura 26) son
consistentes con la evidencia experimental [115]. De este modo, nuestros datos sugieren
fuertemente que las caracteristicas generales del plegamiento de esta proteina pucden ser
explicadas en funcién del principio de frustracion minima [12], es decir, solo en base a
Ia frustracion topolégica [43]. Ademads, considerando la elevada barrera energética que
separa los estados nativo y desplegado, la implementacién del potencial harménico
sobre Q (Figura 23 y 24) se presenta como una herramienta invaluable para Ia

descripcidn del mecanismo de plegamiento de proteinas complejas, cuyo niimero de
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contactos nativos y orden de contacto hacen que las transiciones entre los diversos
estados sean inaccesibles o muy poco frecuentes en tiempos de cémputo razonables.

Por otra parte, la manipulacién directa de Jos minimos energéticos del potencial
de solvatacion desamrollado por Cheung y cols [221} permite 1a descripcién de las
caracteristicas estructurales esenciales de los estados penetrados por solvente en
proteinas. La importancia de la implementacion de este tipo de potenciales radica en su
potencial utilizacién, en combinacién con experimentos de difraccién de rayos X de
angulo pequefio, para déscribir los estados intermediarios en solucién de proteinas [85,
241, 242, 243, 244]. De esta manera, las caracteristicas estructurales del estado
intermediario monomérico de enzimas como Ia mutante L93A de Pfk-2 o la mutante

WI03A de Kdgk (ver Capitulo 2) pueden ser descritas con mayor precision.
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DISCUSION GENERAL

Las proteinas homodiméricas exhiben diversos mecanismos de
(des)plegamiento, siendo los mas habituales los mecanismos que siguen un modelo de
dos estados y los que siguen un modelo de tres estados, con un intermediario que puede
estar compuesto por una o dos cadenas polipeptidicas [49]. En proteinas homo/hetero-
diméricas pequefias (< 100 residuos), como el represor Arc [46], represor cro del fago
lambda [47] y represor de triptéfano [48], el mecanismo de (des)plegamiento puede ser
sugerido a priori al examinar la estructura nativa del oligémero, particularmente Ia
proporcion de contactos nativos intermoleculares sobre los contactos nativos
intramoleculares y la hidrofobicidad de la interfaz de asociacién entre subunidades [50).

Las proteinas que presentan més de 100 residuos en su cadena polipeptidica
generalmente se componen de mis de un dominio, lo que les permite alcanzar el estado
nativo mediante vias de plegamiento paralelas e independientes para cada uno de ellos
[69, 71]. Sin embargo, en el caso de topologias discontinuas entre dominios [74], la
conectividad obligada a través de los cruces de la cadena polipeptidica entre éstos
promueve la cooperatividad e impone el acoplamiento entre los procesos de
desplegamiento de cada dominio [37]. Este es el caso para la enzima Pfk-2 de
Escherichia coli, en la cual tanto el desplegamiento inducido quimicamente como la
desnaturacion inducida por bajas temperaturas llevan a la acumulacién de una especie
monomeérica expandida cuya accesibilidad al solvente, de acuerdo a nuestros
experimentos de HXMS, es mayor que en el caso del dimero nativo (Capitulo 1 y
Capitulo 2, Figuras 13 y 21) [128, 148]. Esto es consecuencia de la topologia reentrante,
que conecta el dominio mayor y menor de la enzima, y de Ia topologia de la interfaz de
asociacion de la cual éste ultimo forma parte, los cuales restringen estructuralmente al
dimero nativo a conformar una sola unidad cooperativa [128].

La observacién del estado monomérico penetrado por solvente como

consecuencia de un proceso de desnaturacién en frio, es consistente con observaciones
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previas en otros modelos de estudio, como en la ribonucleasa A bovina pancrestica
[246], frataxina de Saccharomyces cerevisiae [133], ubiquitina humana [138], la
mutante I98A del dominio C-terminal de la proteina ribosomal L9 [139], el inhibidor de
subtilisina de Streptomyces [163] y el homodimero CyIR2 de Enterococcus faecalis
[247]. En el caso de la proteina L9, el estado desnaturado en frio ha sido referido como
compacto, pero expandido a bajas temperaturas [136]. El estado desnaturado en fiio del
inhibidor de subtilisina ha sido caracterizado mediante difraccién de rayos X de angulo
pequeiio como un estado mds compacto que el observado para la proteina desnaturada
en urea [163]. Para CylR2, se ha resuelto la estructura en solucién por RMN de diversos
estados conformacionales a distintas temperaturas bajo 0 °C, revelando Ia disociacion de
la proteina hacia un intermediario compacto similar al estado nativo, el cual alcanza un
estado parcialmente desplegado altamente flexible a medida que la temperatura es
menor [247].

Tanto para el dominio C-terminal de la proteina L9 como para frataxina, el
proceso de desnaturacién en frio es cooperativo [133, 139], lo cual es similar para el
caso de Ptk-2 [128], pero difiere de otros modelos de estudio, en los cuales este proceso
ha sido descrito como no-cooperativo [138, 246]. Hemos argumentado que esta
inconsistencia se debe al uso de perturbaciones adicionales para acceder al proceso de
desnaturacién en frio [138, 246] y a la inaccesibilidad cinética de algunos modelos de
estudio para alcanzar el estado desnaturado en frio en condiciones de equilibrio, como es
el caso de tioredoxina de Escherichia coli [141]. En efecto, los tres modelos de estudio
cuyo desplegamiento en frio ha sido descrito como cooperativo (Pfk-2 [128], frataxina
[133] y el dominio C-terminal de la proteina L9 [139]) han sido estudiados en ausencia
de perturbaciones adicionales, lo que corrobora parcialmente esta afirmacién,

Los estados penetrados por solvente también han sido detectados cuando las
proteinas se someten a altas presiones, como en el caso de ribonucleasa A bovina
pancreatica [246], el homodimero del represor Arc [248], el homodimero de B~

lactoglobulina A [249] y la ribonucleasa HI de Escherichia coli [250]. Esto se debe a
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que el incremento de presion distorsiona la estructura nativa de la proteina, aumentando
Ia flexibilidad conformacional e incrementando las fluctuaciones en el volumen
proteico, lo que provoca Ia formacién de cavidades en el centro hidrofébico que pueden
ser penetradas por el solvente circundante [246]. En efecto, la presencia de cavidades en
el estado plegado y la reestructuracién y consecuente penetracién del solvente en estas
cavidades producto de la alta presion han sido sugeridos como un mecanismo general
del desplegamiento de proteinas mediante esta perturbacién [251]. En el caso de
ribonucleasa A bovina pancredtica, el estado desnaturado por presién ha sido descrito
como un globulo fundido [252], correspondiente a un estado intermediario compacto
con estructura secundaria nativa remanente y un interior “liquido” [246]. En este estado
inducido por presién, la mayoria de las amidas que se encuentran al interior de Ia
proteina intercambian los dtomos de hidrégeno con el solvente circundante mds ripido
que en el caso del estado nativo, pero més lento que en el caso de una cadena
polipeptidica completamente desplegada [246]. Asimismo, en el caso de la ribonucleasa
HI de Escherichia coli, la conformacién inducida por presidén se ha descrito como un
estado novel similar a un glébulo fundido, el cual es compacto pero exhibe una alta
entropia conformacional para las cadenas laterales y Ia cadena principal [250]. Todas
estas descripciones estn en buen acuerdo con lo observado para el caso de Pfk-2
(Capitulo 1) [148] y son consistentes con la visién microscopica unificadora del
mecanismo de desnaturacién inducido por bajas temperaturas y por presién [220].
Ademés, dado que las caracteristicas del intermediario inducido por incubacién de la
enzima Pfk-2 a 3° C (Capitulo 1) [128, 148] y del intermediario inducido mediante el
uso de agentes caotropicos (Capitulo 2, Figura 13 y 21) [114] son similares, la estructura
del intermediario inducido a 0.85 M de GndHCI puede ser concebida como un estado
expandido que presenta cavidades hidrofobicas remanentes pero es altamente hidratado,
como fue propuesto inicialmente [114].

Dado que el mecanismo microscGpico de desplegamiento de proteinas inducido

por presion y por exposicién a baja temperatura son similares, en cuanto a Ia penetracién
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del agua en el centro hidrofdbico de proteinas y la subsecuente formacién de contactos
mediados por agua [220], estos eventos pueden ser caracterizados mediante Ia
utilizacién de modelos simplificados [43, 45] que incorporen potenciales de solvatacion
de contactos nativos y barreras de desolvatacion para alcanzar ¢l estado plegado [221].
La incorporacion de estos potenciales para describir el desplegamiento termodindmico
inducido por presién de una proteina modelo {Capitulo 3, Figura 27) confirman que
estos potenciales permiten capturar las caracteristicas generales de la hidratacién del
centro hidrofébico de proteinas. Esto, acompafiado de la aceleracién de las transiciones
de plegamiento mediante la aplicacién de potenciales harménicos, utilizando a los
contactos nativos como variable colectiva (Capitulo 3, Figura 23), permitirin el estudio
de la penetracion del solvente en protefnas cuya complejidad topolégica hace que estos
procesos sean generalmente inaccesibles desde el punto de vista computacional, sin
inducir a la perturbacién de los estados de transicion observados (Capitulo 3, Figura 25).

La disociacion de homodimeros también puede ser inducida mediante la
utilizacién de perturbaciones locales, a través de la introduccion de mutaciones sitio-
dirigidas en la interfaz de asociacién proteina-proteina. La aplicacion de este tipo de
perturbaciones sobre Pfk-2 conduce al alcance de un estado monomérico (Capitulo 2,
Figura 11) con mayor grado de compactacién que las especies observadas mediante
perturbaciones globales (cambios de temperatura o de composicién del solvente;
Capitulo 2, Tabla 2), pero con propiedades hidrodindmicas y caracteristicas estructurales
locales propias de una especie con mayor grado de accesibilidad al solvente y menor
estabilidad conformacional que el dimero nativo (Capitulo 2, Figuras 14 v 21). Estos
rearreglos estructurales no ocurren de manera homogénea sobre la estructura de la
proteina, sino que se encuentran localizados en el dominio Rossmann (Capitulo 2,
Figura 15), producto de la topologfa reentrante de la cadena polipeptidica entre el
dominio menor y la regién amino-terminal del dominio mayor [94]. Las propiedades
hidrodindmicas de los mon6meros aislados producto de perturbaciones locales sobre la
interfaz de asociacién de homodimeros ha sido previamente caracterizada en otros
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modelos de estudio, como el dominio Apple 4 (A4) del factor de coagulacién XI [164] ¥
la quinasa dimérica de creatina de misculo de conejo (MM-CK) [169). En ambos casos,
la perturbacién de la interfaz de asociacién Ileva a la formacion de una especie
monormérica, cuyo grado de compactacion es menor al de la subunidad aislada cuando la
disociaci6n es inducida por agentes caotrépicos. En el caso de MM-CK, la unién de
ANS para la mutante monomeérica es mayor que en el caso del dimero en condiciones
nativas, sugiriendo que esta estructura corresponde también a un glébulo fundido [169].
En efecto, el cambio de estructura secundaria producto de la adicién e incremento de
concentracion de agentes caotrépicos para esta mutante monomérica exhibe un
comportamiento no cooperativo, caracteristico de especies hidratadas observadas en
procesos de desnaturacidn a altas presiones [246] y consistente con otras propuestas
tedricas al respecto [204]. Estos aspectos son consistentes con lo observado para Pfk-2,
considerando que el mayor cambio de estabilidad de la enzima corresponde a la
disociacién de las subunidades [114], mientras que el intermediario monomérico
inducido mediante GndHCI o cambios de temperatura es marginalmente estable [128].
En su conjunto, estos argumentos sugieren que la estabilidad del mondmero depende de
la formacién del dimero. La combinacién de los modelos simplificados de simulacién
molecular propuestos que incorperan configuraciones separadas por solvente (Capitulo
3, Figura 27) con estrategias experimentales como difraccion de rayos X de angulo
pequeilo, la cual permite determinar caracteristicas estructurales elementales acerca de la
forma y las propiedades hidrodindmicas de proteinas (Capitulo 3, Figura 20), nos
permitirdn resolver la estructura en solucién de estos monémeros aislados hidratados, de
manera similar a lo que ha sido realizado en otros modelos proteicos [85, 241, 242, 243,
244].

Nuestros resultados también sugieren que la observacién de especies
monomeéricas flexibles y penetradas por solvente no es una caracteristica exclusiva de la
enzima Pik-2 de Escherichia coli, sino que también pueden ser observadas como

consecuencia de la disociacién de otros homodimeros de la familia riboquinasa, como Io
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expuesto para la enzima Kdgk de Escherichia coli. La disociacién de las subunidades de
esta quinasa por medio de perturbaciones locales (Capitulo 2, Figura 11) y globales
(Capitulo 2, Figura 12) conducen a cambios en las propiedades hidrodindmicas y en el
contenido de estructura secundaria que son comparables y/o similares a los que ocurren
en el caso de Ptk-2 (Capitulo 2, Tabla 2 y Figura 17). Pese a que, a diferencia de la
enzima Pfk-2, no pudimos determinar la flexibilidad local del monémero aislado de 1a
enzima Kdgk mediante HXMS, los resultados de la difraccién de rayos X de angulo
pequeiio del dimero nativo y de la mutante monomérica W103A (Capitulo 2, Figura 18
y 19) nos permitieron confirmar que la subunidad aislada es relativamente compacta,
pero mas expandida que lo esperado para el monémero en el contexto dimérico
(Capitulo 2, Figura 20). Nuestros resultados sugieren fuertemente que la dependencia de
la estabilidad monomérica en Ia formacion del dimero nativo es una propiedad general
de los homodimeros de la familia riboquinasa.

Esta dependencia de la estabilidad puede ser explicada en base al principio de la
frustracién minima [12]. Mediante estudios in silico, determinamos que los residuos que
estabilizan en mayor medida la interaccién entre subunidades se encuentran localizados
en las regiones similares del dominic menor para los distintos homodimeros,
correspondiente a la tultima hebra § carboxilo-terminal de este dominio (Capitulo 2,
Figura 9). Esto ocurre pese a que las caracteristicas del dominio menor, la rotacién de
los monomeros en el contexto dimérico y la forma del dimero son diferentes entre los
distintos miembros (Introduccién, Figura 2). Sin embargo, la manera en que los residuos
en estas posiciones interactiian en el contexto dimérico difieren para los distintos
modelos de estudio: Para Pfk-2, esta hebra B establece interacciones con la hebra
proveniente de la subunidad adyacente [94], mientras que en el caso de las enzimas
Kdgk, esta posicién es generalmente ocupada por un residuo aromatico que se encuentra
en el medio de la sibana B curvada constituida por la asociacién entre subunidades, y

que establece interacciones con el residuo aromatico equivalente de la subunidad
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adyacente [110, 112]. Ademds, existe un segundo hot-spot en la hélice 35y del dominio
menor (Capitulo 2, Figura 9). Considerando que la asociacién entre subunidades
provoca la disminucion de la frustracion mutacional y configuracional en estas regiones
de la proteina (Capitulo 2, Figura 10), nuestros antecedentes sugieren que tanto la
identidad de estos residuos como la posicién que ocupan en el dominio menor son una

consecuencia de la topologia de la interfaz de asociacion proteina-proteina,
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CONCLUSIONES

o La exposicion a baja temperatura de la enzima homodimérica Pfk-2 de
Escherichia coli induce un proceso de desplegamiento reversible altamente
cooperativo. Mediante experimentos de ultracentrifugacion analitica, dicroismo
circular y fluorescencia, determinamos que el estado final de este proceso de
desplegamiento corresponde a un intermediario monomérico que exhibe
propiedades estructurales globales (contenido de estructura secundaria,
presencia de cavidades hidrofébicas) similares a las del intermediario inducido
por concentraciones bajas de GndHCL

o El anélisis de los cambios estructurales locales de la enzima Pfk-2 durante el
proceso de desnaturacion a baja temperatura mediante experimentos de HXMS,
demostraron que este proceso ocurre en la escala de tiempo de horas y que el
proceso de disociacion y desplegamiento son concertados, es decir, la cinética
de disociacién medida por fluorescencia intrinseca y la cinética de incorporacién
de deuterio para las distintas regiones de la proteina, son similares dentro del
error experimental (k ~ 1.00x107* £ 0.25x10* ™).

o El analisis in silico de la interfaz de asociacion entre subunidades demostré que
los residuos responsables de la estabilidad de la interaccion proteina-proteina en
las enzimas homodiméricas de la familia riboquinasa se localizan
principalmente en la Gltima hebra B en posicion carboxilo-terminal del dominio
menor de estas quinasas. La identidad y posicién de estos residuos permite la
minimizacién de la frustracién energética luego de la asociacidn entre
subunidades.

o La perturbacién local de la interfaz de asociacién de la enzima Pfk-2, mediante
la mutacitn sitio-dirigida del residuo 193 por alanina, permite Ia obtencin del
mondmero aislado de esta enzima a concentraciones de proteina de 20 pM.

Mediante experimentos de ultracentrifugacién analitica y desplegamiento
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inducido por GndHC1, demostramos que este monémero es mas compacto (Rh =
29 £ 01 nm) que el intermediario monomérico observado mediante
perturbaciones globales (Rh = 3.8 nm) y que la adicién de agentes caotrépicos
causa el desplegamiento no cooperativo de esta mutante. Experimentos de
HXMS sobre esta mutante permitieron determinar que los cambios estructurales
ocurren principalmente sobre el dominio Rossmann, el cual estd conectado al
dominio menor a través de Ia topologia reentrante de la cadena polipeptidica,
sugiriendo que el estado configuracional de esta mutante representa los primeros
rearreglos estructurales producto de la disociacién del homodimero.

La mutaci6n sitio-dirigida de los residuos W103 y Y101 por alanina de la
enzima homodimérica Kdgk de Escherichia coli conducen a la obtencion de Ia
subunidad aislada y de una especie dimérica cuya interfaz de asociacién es
inestable en comparacién a la enzima silvestre, respectivamente. Mediante
experimentos de ultracentrifugacion analitica y difraccién de rayos X de dngulo
pequeiio, demostramos que las subunidades aisladas poseen wun radio
hidrodinémico y un radio de giro mayor (Rh ~ 3.1 nm, Rg ~ 2.6) que el esperado
para el monémero compacto (Rh = 2.6 nm, Rg ~ 2.0), similar a lo observado
para la enzima Pik-2.

El desplegamiento de la enzima Kdgk silvestre y de Ia mutante Y101 A mediante
la adicién de concentraciones bajas de GndHCI conduce a la formacién de un
intermediario monomérico con un menor contenido de estructura secundaria que
la enzima dimérica nativa. Este intermediario exhibe un radio hidrodindmico
14% mayor que el de la mutante W103A, pese a que el contenido de estructura
secundaria entre ellos es similar,

Las propiedades hidrodinamicas y estructurales de la subunidad aislada de las
enzimas homodiméricas Ptk-2 y Kdgk de Escherichia coli sugieren que la
dependencia de la estabilidad del mondémero en la formacién del oligémero es

una caracteristica comin de los homodimeros de la familia riboquinasa.
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o Implementamos un método de aceleracién de las transiciones de plegamiento en
modelos computacionales nativo-céntricos mediante potenciales harménicos que
utiliza a los contactos nativos como variable colectiva, y un potencial de
solvatacion de contactos nativos. El potencial harménico permitié estudiar el
desplegamiento termodindmico de la quinasa humana de piridoxal, demostrando
que sigue un mecanismo de desplegamiento de dos estados cuyo estado de
transicion es consistente con la evidencia experimental, a la vez que permitié
demostrar la utilidad del potencial harménico para describir el desplegamiento
termodindmico de proteinas topologicamente complejas. El potencial de
solvatacion fue utilizado para describir el desplegamiento termodinamico por
solvatacion del dominio Bl de la proteina G de Strepfomyces, en el cual se
observa la acumulacién cooperativa de un intermediario penetrado por solvente,
lo que est4 en buen acuerdo con la visién microscdpica del mecanismo de

desplegamiento inducido por presion y por baja temperatura,
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