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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo se caracterizd la energética de union de la enzima triosafosfato isomerasa de levadura
de Saccharomyces cerevisiae (SCTIM) a diferentes fuerzas idnicas y temperaturas, con dos de sus
inhibidores mas afines: el 2-fosfoglicolato (2PG) y fosfoglicolohidroxamato (PGH). Se determinaron
los pardmetros termodinamicos del proceso de unién: K, 4G, A4H, A4S, y ACp en presencia de
concentraciones crecientes de NaCl por titulaciones fluorimétricas (TF) y calorimétricas. La titulacion
calorimétrica fue a través del método convencional (CTI) y por un nuevo método llamado calorimetria
de titulacion multitéermica (CTM), el cual permite medir el ACp en un so6lo experimento. Se descarto
una posible interaccion especifica de los iones Na* y CI” con la enzima nativa, considerando que al
aumentar la concentracion de NaCl las transiciones térmicas de desplegamiento se desplazaron a
temperaturas mas bajas. Al aumentar la fuerza iénica (/) los pardmetros termodinamicos K,, AG, y 4H,,
se hacen menos favorables y A4S, menos desfavorable, lo que indica que las interacciones carga-carga
son importantes en la asociacion. De la variacion de K, con I, se determind la contribucién
electrostatica al AG,, siendo el 36% y 26% para la formacion del complejo ScTIM-2PG y ScTIM-PGH
respectivamente, a /= 0.06 M y 25 ° C. La afinidad de union de PGH para ScTIM es mayor y se debe a
un 4H, mas favorable comparado con la unién de 2PG (por 19-24 kJ mol™, a 25 ° C), de acuerdo al
analisis de las estructuras cristalograficas de ambos complejos hay una diferencia de cinco puentes de
hidrogeno entre 2PG y PGH que podria explicar parte de la energética de union. Las entalpias de union
de la SCTIM con ambos inhibidores (4H,) fueron las mismas medidas en presencia de trietanolamina y
en PIPES, por lo que se descartaron cambios netos de protonacion en el medio debido a la union de los
inhibidores. La interaccion ScTIM-inhibidor esta acompafiada por un ACp negativo, el cual se hace
menos negativo al aumentar la fuerza idnica. Los valores de ACp determinados a 7 = 0.06 M fueron
mucho mas negativos que los valores predichos por los modelos de éarea superficial. Como se ha
demostrado en otros sistemas, este ACp negativo puede explicarse por moléculas de agua secuestradas
en la interfase cuando los inhibidores se unen a la proteina. Los parametros termodinamicos de unién
para el complejo ScTIM-2PG cambiaron mas bajo el efecto de la fuerza idnica, en comparacion con
los valores obtenidos para el complejo ScTIM-PGH. Estd mayor dependencia es consistente con los
equilibrios acoplados de protonacion necesarios para producir la especie dianidnica de 2PG que se une

a la TIM, procesos no requeridos para la union de PGH.



RESUMEN

En términos de AG,, los valores obtenidos experimentalmente se compararon con las energias
calculadas tedricamente a partir de las contribuciones electrostatica (energia de solvatacion y energia
coulombica) y no electrostatica. Los valores de AG, experimentales y tedricos no corresponden de
manera exacta, sin embargo, se observo que en ambas evaluaciones la afinidad de los complejos
ScTIM-inhibidor disminuyé al aumentar la fuerza iénica del medio. Ademas en el AG, tedrico no se
consideran los efectos entrépicos rotacionales y traslacionales. Para el complejo ScTIM-2PG se realizd
una aproximacién considerando la entropia rotacional y traslacional, determinando un TAS=-31.5 kJ
mol™. Este efecto se le adicion6 al AG, teérico a | = 0.06 M y se obtuvo un valor de -79 kJ mol™, el
cual es mas cercano al AGy ny. = -41.05 kJ mol™ determinado a partir de los equilibrios de acoplados de
protonacion. Por otro lado, se realiz6 un analisis sobre el efecto de las cargas de algunos residuos en la
asociacion ScTIM-inhibidor y su impacto en la contribucion electrostatica a la energia de union. Al
cambiar la carga de algunos &tomos de la Lys12 y del Glul65 de la ScTIM, asi como las cargas del
grupo fosfato de los inhibidores, el AG, siempre fue desfavorable, por lo que las interacciones
electrostaticas que se establecen entre la proteina y los inhibidores parecen ser indispensables para la

union.



ABSTRACT

ABSTRACT

In this work, we characterized the binding energetics of yeast triosephosphate isomerase (ScTIM) with
two phosphorylated inhibitors: 2-phosphoglycollate (2PG) and phosphoglycolohydroxamate (PGH) at
different ionic strengths and temperatures. We determined the thermodynamic parameters of the
binding process: K, 4Gy, AH), A4Sy and AC, in presence of different concentrations of NaCl, through
fluorimetric titrations and calorimetric ones in the conventional mode of ITC, and using a novel method
called multithermal titration calorimetry, MTC, which allows to measure 4C, in a single experiment.
Considering that increasing concentrations of NaCl shifted the circular dichroism (CD) thermal scans
of ScTIM to lower temperatures, we ruled out a possible specific interaction of ions Na" and CI” with
the native enzyme. Increasing the ionic strength (/) causes K; 4G, and AH, became less favorable
while AS, turned less unfavorable, indicating that charge-charge interactions are important in the
association. From the variation of K, with /, we determined the electrostatic contribution to 4G, being
36% and 26% for ScTIM—2PG and ScTIM-PGH, respectively, at / = 0.06 M and 25 °C. The greater
affinity of PGH for ScTIM is due to a more favorable AH, as compared with 2PG (by 19-24 kJ mol™,
at 25 °C). This difference is compatible with up to five more hydrogen bonds PGH establishes with
ScTIM. Binding enthalpy of ScTIM for both inhibitors (AH,) were the same when measured in
triethanolamine and in PIPES, hence linked protonation effects were discarded. Both binding AC, were
negative, becoming less negative with increasing ionic strength. 4C, at / = 0.06 M were much more
negative than values predicted by surface area models. This highly negative 4C, could be explained by
water molecules trapped in the interface when ligands bind to protein. Thermodynamic binding
functions for the SCTIM—2PG complex changed more with ionic strength, as compared with those from
the ScTIM-PGH couple. This greater dependence is consistent with linked, but compensated,
protonation equilibriums to yield the dianionic species of 2PG that binds to ScTIM, processes not
required in the case of PGH. The 4G, values were compared with the sum of calculated energies as
electrostatic (solvation and coulombic energy) and non-electostatic contributions. These values were
not similar; however, in both ScTIM-inhibitor complexes the affinity became less favorable with
increasing ionic strength.

Theoretical 4G, did not consider rotational and traslational entropic effects. For ScTIM-2PG complex
an approach was made considering the rotational and translational entropy, determining a TAS =- 31.5

kJ mol™. This effect was added to theoretical AG, at I = 0.06 M being -79 kJ mol™, which is closer to

AG,, im = -41.05 kJ mol”" determined by considering protonation equilibriums.
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On the other hand, the calculated binding energy became unfavorable when Lys12 and Glul65 charges
of ScTIM were turned off, as well as with charges of the phosphate group of the inhibitors, evidencing

the essential role these charges play in the binding process.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Generalidades de las interacciones en el reconocimiento proteina-inhibidor.

Las interacciones electrostaticas juegan un papel crucial en muchos procesos biomoleculares y son
parte fundamental en el reconocimiento molecular, asi como en la unién de sustratos o inhibidores

cargados a macromoléculas [Honig, B. y Nicholls, A., 1995].

Entre los tipos mas comunes de interaccion se encuentra el de las enzimas y sus sustratos o algunas
otras moléculas que tienen influencia sobre su actividad. La actividad de una proteina puede ser
modificada e incluso eliminada por diversas sustancias que se unen a ella, por ejemplo, los inhibidores.
Cualquier sustancia que reduzca la velocidad de una reaccion catalizada enzimaticamente puede ser
considerada como un inhibidor. Estos pueden ocupar temporalmente el sitio activo por semejanza
estructural con el sustrato original (inhibidor competitivo) o bien alterar la conformacion de la proteina,
impidiendo su union al sustrato (inhibidor no competitivo). Se sabe que la inhibicion de la actividad de
una proteina es uno de los mecanismos de regulacion mds importantes de las células y muchos
inhibidores son utilizados como farmacos, drogas, venenos y toxinas, por lo que existe una gran

cantidad de investigaciones sobre el reconocimiento molecular proteina-inhibidor.

El reconocimiento especifico de inhibidores por proteinas es la base para el disefio de farmacos.
Diversas investigaciones sobre los farmacos empleados en las ultimas décadas han revelado que la
accion terapéutica de éstos incide principalmente en las proteinas, ya sea como receptores moleculares
o como enzimas. Otros ejemplos son la interaccion entre hormonas y sus receptores, antigeno-

anticuerpo, drogas-receptores, proteina-proteina, proteina-carbohidratos, etc.

La unién de una proteina con un inhibidor involucra la ruptura y formacion de interacciones no
covalentes, como: interacciones electrostaticas, interacciones de van der Waals, puentes de hidrégeno e

interacciones hidrofobicas (Fig. 1.1).
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a) interacciones b) interacciones de van | ¢) puentes de hidrogeno d) interacciones
electrostaticas der Waals hidrofobicas
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Figura 1.1. Interacciones no covalentes: a) interacciones electrostaticas, b) interacciones intermoleculares de van der Waals,
¢) puentes de hidrogeno y d) interacciones hidrofobicas, las cuales estan involucradas en la union de una proteina con un
inhibidor.

Una breve descripcion de estas interacciones se da a continuacion:

a) Interacciones electrostaticas. Estas interacciones dependen de la magnitud de las cargas, la
distancia entre los grupos cargados y la constante dieléctrica del medio en el que tiene lugar la
reaccion. Esta union es descrita de manera adecuada por la ecuacion de Coulomb [Dill, K.A. y
Bromberg, S., 2003]. Las interacciones electrostaticas son muy importantes en los sistemas biologicos,
por ejemplo, un sustrato cargado negativamente que interactia con una enzima a menudo lo hace con

un aminodacido cargado positivamente [Dell Orco, D. et al., 2005].

b) Interacciones intermoleculares de van der Waals. Este tipo de interacciones estabilizan a las
moléculas, en el que participan dos tipos de energia; la energia de atraccion y la energia de repulsion
que se forman entre atomos contiguos. La energia es cero hasta que la distancia se reduce dependiendo
del volumen del atomo, asi la energia de atraccion aumenta cuando los atomos se van acercando y la
energia de repulsion incrementa a distancias menores de 3.0 A. El punto en el cual la energia de
repulsion y atraccidn estan en balance es usado para definir el radio de van der Waals caracteristico de

cada atomo, el cual permite establecer una medida del limite al que puede acercarse un a&tomo con otro.
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Es una propiedad muy Ttil, de la cual se puede obtener informacion estructural de las interacciones de

las proteinas [Kyte, J., 2005].

c) Puentes de hidrégeno. Las interacciones por puentes de hidrogeno son enlaces débiles (menos de 5
kcal mol™) que dependen de la geometria y de las moléculas a su alrededor, pero son mas fuertes que
una interacciéon van der Waals. Su energia puede ser descrita por interacciones electrostaticas
(Coulémbicas) entre la carga parcial atdmica del 4tomo del hidrogeno donador y el atomo del aceptor
[Matthews, B., 2001]. Los puentes de hidrégeno son el resultado de una atraccion electrostatica de un
atomo de hidrogeno unido a un 4tomo electronegativo con otro dtomo electronegativo. Por ejemplo, un
puente de hidrégeno se puede formar entre una amida y un grupo carboxilo, N-H...O=C, en este caso
el grupo NH es llamado grupo donador y el aceptor es el grupo O=C. En proteinas las interacciones por
puentes de hidrogeno tienen un papel importante en las propiedades bioldgicas de las macromoléculas,
especialmente en el mantenimiento de las estructuras, de unién, catalisis y cambios conformacionales

[Kyte, J., 2005].

Interacciones hidrofdbicas. El papel biologico del agua como solvente es disolver una importante
variedad de moléculas pequefias desde sales, azlicares y moléculas mas grandes como proteinas y
acidos nucleicos. Algunas moléculas tienen mejor solubilidad en el agua que otras. Los iones y
aminoacidos cargados pertenecen a esta categoria y son llamados hidrofilicos. Las moléculas de baja
solubilidad son aminoécidos hidrofébicos, por ejemplo la leucina, aminoéacidos aromadticos y las colas
de hidrocarburos de los lipidos [Matthews, B., 2001]. El interés biolégico de la hidrofobicidad radica
en el papel que juegan en las asociaciones de biomoléculas y sus conformaciones funcionales. Un
ejemplo son las proteinas, en las que algunas cadenas laterales tienen ambos grupos polares y no
polares. Cuando se pliegan las proteinas los grupos no polares tienden a repeler el agua y esta parte no

polar generalmente queda inmersa en el interior de la proteina [Kyte, J., 2005].

En resumen, las interacciones electrostaticas y contactos de van der Waals son de naturaleza puramente
electrostatica (atraccion o repulsion de cargas eléctricas), aunque en las ultimas pueden participar
moléculas neutras, interactuando bien con otras moléculas neutras o con iones. Las interacciones de
puentes de hidrogeno tienen también naturaleza electrostatica, pero presenta simultdneamente un cierto
caracter covalente. Por ultimo, las interacciones hidrofobicas son caracteristicas de aquellas moléculas

que no pueden interaccionar muy favorablemente con el agua y tienden a segregarse formando regiones
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de baja polaridad. Estas interacciones son las responsables de la estabilidad al formarse el complejo

proteina-inhibidor.
1.2. Propiedades termodinamicas en el reconocimiento molecular proteina-inhibidor.

La afinidad de union o constante de union (K,) refleja los efectos de las interacciones no covalentes

entre proteina e inhibidor (P + I 5 PI) puede describirse mediante la siguiente ecuacion:

) _ P Ec.(1.1)
[P][1]

La necesidad de calcular con precision la constante de union o su equivalente, la energia libre de unioén
(4G,) de inhibidores a proteinas puede tener aspectos practicos en la identificacion de nuevas
moléculas que pueden unirse a proteinas dianas y actuar como drogas terapéuticas [Hyung-June y
Benoit, R., 2005]. Se sabe que la constante de unidén es una medida de la energia de interaccion
proteina-inhibidor segtn la relacion:

AG,= -RT InkK, Ec.(1.2)

El AG, tiene dos componentes, el entalpico (4H,) y el entrépico (4S,), los cuales dan informacion

sobre la naturaleza de las interacciones involucradas.

AG,=AH, - TAS, Ec.(1.3)

La unioén es un proceso controlado por la termodinamica, donde el AG, con sus dos componentes (AH,
y A4S,), son esenciales para abordar el problema del disefio de farmacos. Es sabido que un fdrmaco o
inhibidor deberia unirse a su diana con alta afinidad y selectividad, ya que la afinidad es una funcion
combinada de la entalpia y entropia de union, para obtener dicha afinidad se requiere que ambos
términos contribuyan favorablemente a la unién. El 4H, y A4S, de union reflejan diferentes tipos de
interacciones por ejemplo interacciones atractivas como los puentes de hidrogeno, contactos van der
Waals que se establecen entre el inhibidor y la proteina e interacciones segregativas como el efecto
hidrofébico. Estas interacciones contribuyen de manera diferente al AH, y 4S,, es decir, poseen
diferentes “firmas termodinamicas”.

El AH, asociado en la interaccion proteina-inhibidor es dificil optimizar, ya que se compone de dos

contribuciones importantes: a) la entalpia favorable que esta asociada con la formacioén de puentes de
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hidrogenos, interacciones electrostaticas y contactos de van der Waals y b) la entalpia desfavorable,
asociada con la desolvatacion de las superficies de contacto. El A4S, es mas facil optimizar, se compone
de tres contribuciones importantes: a) La entropia de desolvatacion, que es favorable en el caso de
superficies no polares y se origina por la liberacion de moléculas de agua ordenadas alrededor de estos
grupos, b) La pérdida de entropia conformacional por el congelamiento de enlaces rotables en la
superficie de contacto y c) la pérdida de grados de libertad debido a la union del inhibidor con la

proteina [Freire, E., 2008].

Ademéds, en la caracterizacion termodindmica de la union molecular, el cambio en la capacidad
calorifica (4C,) es otra funcién importante a considerar. El AC, es indispensable para cuantificar la
dependencia térmica del AH, y AS,, y también se considera un sensor importante de la reorganizacion
de las interacciones moleculares provocado por los cambios en el area expuesta al disolvente de los
solutos interactuantes [Sturtevant, J.M., 1977; Gomez, J. et al., 1995; Cooper, A., 2005]; de manera que
el AC, puede utilizarse para obtener informacion de la solvatacion aislada de otros efectos [Gallagher,

K.y Sharp, K., 1998].

Desde hace dos décadas, varios estudios han abordado el problema de relacionar los parametros
termodindmicos de union con caracteristicas de la estructura atomica de las moléculas involucradas en
la formacion del complejo y del complejo mismo [Janin, J., 1997]. Para estimar el AH, y el AC,
estructural, algunos modelos se basan en parametrizaciones empiricas que correlacionan la magnitud
del area superficial accesible al solvente (ASA) que se oculta en la interfase del complejo, determinado
como AASA= ASAcompicjo — ASAproteina — ASAinnivdor- Estas parametrizaciones estan divididas en dos
contribuciones, polar (O, N, P) y no polar (C, S). Las areas correspondientes se denotan como 4454,
y 44ASA.por respectivamente, y los coeficientes de proporcionalidad como Ahy,,;, Ahgpe para el AH, y
Acp po, Acpapor para el AC, [Murphy, K. P. y Freire, E., 1992; Luque, 1. y Freire, E., 1998]. Dichos
coeficientes han sido obtenidos a través del analisis de complejos proteina-ligando (P-L) [Luque, I. &
Freire, E., 2002], complejos proteina-proteina (P-P) y de desplegamiento de proteinas y de complejos

proteina-carbohidratos (P-C) [Garcia-Hernandez, E. & Hernandez-Arana, A., 1999].

AH, = Ahpor*AASAport Ahgpor* AASA apor Ec. (1.4)

AC, = Acp por*AASAport Acy, apor* AASAapor Ec. (1.5)



INTRODUCCION

Sin embargo, algunos estudios han reportado discrepancias entre valores experimentales
termodindmicos y calculos de area superficial [Holdgate, G.A. et al., 1997; Stites, W. E., 1997,
Katragadda, M. et al., 2004; Milev, S. et al., 2007]. Esto indica que algunos aspectos de los
mecanismos moleculares implicados en la unién no son muy claros, debido a la diversidad de factores

fisicos que participan en el reconocimiento macromolecular [Bjeli¢, S. y Jelesarov, 1., 2008].

1.3. Efectos de los iones en la interaccion proteina-inhibidor.

La disminuciéon de la afinidad debido a iones disueltos suele atribuirse a un debilitamiento de las
interacciones carga-carga a través de un mecanismo de apantallamiento. En condiciones fisioldgicas,
un gran nimero de iones positivos y negativos estan siempre presentes y se sabe que la fuerza idnica
del medio afecta las propiedades termodindmicas de un sistema, como la afinidad de unién [Lambeir,
A. M. et al., 1987; Fedosova, N. U. et al., 2002] y la estabilidad térmica [Goto, Y. y Fink, A. L.,
1990]. Sin embargo, en algunos casos la variacion de la energética de union de un complejo con la
concentracion de sales puede deberse mas bien a una unidn especifica de los iones a la proteina

[Waldron, T. T. et al., 2005].

En el presente trabajo se evaltio el papel de las interacciones electrostaticas en complejos proteina-
inhibidor cuantificando las propiedades termodinamicas: K,, 4G,, 4H,, A4S,y ACp a diferentes fuerzas
i6nicas. Para este fin, se estudid la triosafosfato isomerasa de levadura de Saccharomyces cerevisiae
(ScTIM), con dos de sus inhibidores fosforilados mas afines: el 2-fosfoglicolato (2PG) vy el
fosfoglicolohidroxamato (PGH), a través de técnicas fluorimétricas y calorimétricas. En el sitio
catalitico de la ScTIM participa el residuo de Lysl2, cuya carga es positiva y determinante para la
afinidad de union de los sustratos naturales fosfodianidonicos como dihidroxioacetona fosfato (DHAP)
y D-gliceraldehido-3- fosfato (DGAP) e inhibidores fosforilados.

Por otro lado, se cuenta con herramientas computacionales para estimar el AG, de ambos complejos,
determinando la contribucion electrostatica a partir de la solucion numérica de la ecuacion de Poisson-
Boltzmann, para las moléculas involucradas y cuantificando por separado la contribuciéon no
electrostatica [Baker, N. A., 2004]. Esto permitird realizar una comparacion con los valores

experimentales que se obtuvieron a través de las diferentes técnicas de titulacion.
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1.4. Aplicacion del Proyecto.

Los conocimientos estructurales y funcionales de la triosafosfato isomerasa (TIM) han sido utilizados
en el diseno de farmacos contra protozoarios patdégenos que dependen de la glucdlisis para obtener la
energia necesaria para crecer y proliferar causando enfermedades, tales como la malaria y la
tripanosomiasis [Goméz-Puyou et al., 1995; Ray et al., 1999; Tellez-Valencia, et al., 2002]. Ademas de
esclarecer los principios basicos de las interacciones electrostaticas que se establecen entre la TIM con
sus inhibidores, la evaluacion de la contribucion electrostatica a la energia de union de ligandos con
potencial farmacoldgico podria ayudar a optimizar la afinidad y especificidad de dichos inhibidores,
no solo en el sitio catalitico. También se han utilizado otro tipo de inhibidores que se unen en un sitio
de la TIM, desestabilizando el contacto entre subunidades y provocando de esta forma la pérdida de

actividad catalitica y finalmente su desnaturalizacion.
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CAPITULO II: ANTECEDENTES
2.1. Triosafosfato isomerasa.

La TIM es una enzima glucolitica que cataliza con una alta eficiencia la isomerizacion reversible de las
triosas DHAP y DGAP a través de un intermediario enodiol (Fig. 2.1). [Knowles, J. R., 1991]. Esta
reaccion es la quinta de la glucdlisis y la Gltima en la primera etapa de este proceso. La velocidad de la
isomerizacion es controlada unicamente por la difusion de los sustratos [Knowles, J. R., 1991]; por una
parte, las variaciones en la viscosidad del disolvente influyen sobre el valor que adquiere la velocidad
de transformacion de sustrato en producto, de manera inversamente proporcional [Blacklow, S.C. et
al.,1988], y por otra, la relacion kcat/Ky por el DGAP como sustrato es del orden de 10° M™'s™, siendo
un valor comparable al calculado para reacciones bimoleculares en solucién controladas por difusion
(10%-10" M's™y [Knowles, J. R. y Albery, W.J., 1977]. De ambas triosas, solo el DGAP puede
continuar la ruta de transformacion de la glucosa hasta piruvato, la TIM asegura la produccion neta de
ATP en la glucélisis, por ello la TIM ha sido considerada como un blanco atractivo en el disefio de
farmacos que puedan actuar contra la enzima de parasitos que tienen por habitat la sangre de
mamiferos, donde consumen la glucosa presente causando enfermedades tales como la malaria y la
tripanosomiasis [Goméz-Puyou et al., 1995; Ray et al., 1999; Tellez-Valencia, et al., 2002]. También
esta reaccion es esencial in vivo, porque se ha encontrado que la deficiencia de TIM en humanos causa
anemia crénica hemolitica, trastornos neurologicos y un progresivo deterioro neuromuscular,
provocando la muerte dentro de los primeros 5 afios de edad. [Rodriguez-Almazan, C. et al., 2008;

Alahuhta, M.y Wierenga, R.K., 2010].
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DHAP Intermediario enodiol DGAP

Figura 2.1. La TIM cataliza la interconversion de DHAP a DGAP. Esta es la tltima reaccion de la primera etapa de la ruta
glucolitica.
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2.2. Estructura.

La ScTIM es una enzima formada por dos subunidades idénticas de 26.7 kDa con 248 residuos cada
una, asociadas por interacciones no covalentes. Cada monémero adopta un patréon de plegamiento de
barril (B/a)s en la que ocho hebras B paralelas constituyen la parte interna de un barril rodeado por

ocho hélices a, conectados entre si por asas (Fig. 2.2) [Lolis et al., 1990].

Figura 2.2. Estructura tridimensional de la ScTIM sin inhibidor. Se muestran las hebras [} paralelas (azul), las hélices o
(blanco) que rodean al barril de hebras B, las asas que son los conectores entre hebras § y hélices a (amarillo). Se utilizo el
programa YASARA (http://www.yasara.org.) para visualizar la estructura tridimensional (ID PDB 2YPI).

La base datos del European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), tiene registrados a 2241 secuencias de la familia TIM; de las cuales 1322 secuencias
pertenecen al reino monera, 848 al protista y 69 Arqueobacterias. Los residuos que participan en la

catalisis estan estrictamente conservados: Lys12, His95 y Glul65, en la numeracion de la ScTIM. (Fig.

2.3).
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Figura 2.3. Estructura tridimensional de una de las subunidades de la ScTIM. Se destacan los tres residuos cataliticos
(Lys 12, His 95 y Glu 165) interactuando con un analogo de sustrato, el 2-fosfoglicolato (ID PDB 2YPI). Se utiliz6 el
programa YASARA (http://www.yasara.org.) para visualizar las estructura tridimensional.

No hay evidencia de que exista cooperatividad catalitica entre las dos subunidades de la TIM, sin
embargo, la enzima es solamente activa como dimero [Waley, S.G., 1973; Casal, J.I. et al., 1987;
Zhang, Z. et al., 1994]. Otra caracteristica importante de esta enzima es la flexibilidad que tiene el asa
6 localizada en el sitio catalitico (residuos del 166 al 177) seguido inmediatamente después del residuo
catalitico Glul65 (en la secuencia de la ScTIM). Esta subestructura presenta un movimiento de cierre y
apertura correlacionada con el movimiento de la cadena lateral del Glul65 sobre el sitio activo
[Sampson, N.S. y Knowles, J.R., 1992; Lolis, E. y Petsko, G.A., 1990; Casteleijn, M.G. et al, 2006] e
interactiia con los sustratos o inhibidores que se unen en ¢l, manteniendo un ntcleo hidrofobico para
proteger al sitio activo del contacto con el agua durante la isomerizacion, de esta forma se previene la
eliminacion del grupo fosfato del intermediario enodiol y se evita la formacion del subproducto toxico
metilglioxal, que se genera cuando la reaccion se lleva a cabo en un ambiente acuoso [Pompliano et al.,

1990]. Sin embargo, estudios por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) sugieren que el movimiento
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de la asa catalitica no depende de la union de sustrato o inhibidor [Williams, J. C. y McDermott, A. E.,
1995]; sino que es una propiedad caracteristica de la TIM ya que la velocidad de cierre/apertura del asa
es independiente de la union [Xiang, J., et al., 2004]. Otra asa importante es la 3 o asa de
“interdigitacion” de las subunidades, ya que penetra en una cavidad que se encuentra cerca del sitio
activo de la otra subunidad. Muchos de los contactos entre los dos monomeros se encuentran en esta
asa, cuya secuencia de aminoacidos es altamente conservada en todas las especies (residuos 67 a 79 en

la secuencia de la ScTIM) (Fig. 2.4).

Figura 2.4. (a) Estructura tridimensional del dimero de la ScTIM (ID PDB 1YPI) sin inhibidor resaltando el asa 6 o “asa
catalitica” (color rojo) esta se abre o se cierra sobre el sitio activo y esta constituida por 10 u 11 residuos, mientras que, el
asa 3 o asa de “interdigitacion” (color azul) se encuentra en la interfase para unir a la otra subunidad. (b) Se ilustra el
traslape de una de las subunidades de la ScTIM sin inhibidor (subunidad verde) y en su forma ScTIM-inhibidor (subunidad
blanca), se observa en el circulo negro como el asa 6 interacciona con el analogo de sustrato (asa en blanco) cuando se une
al sitio activo. Se utiliz6 el programa YASARA (http://www.yasara.org) para visualizar las estructuras tridimensionales.

2.3. Mecanismo de reaccion de la TIM.

La reaccion catalizada por las TIM involucra transferencias de protones para la formacion del enodiol y
ha sido ampliamente estudiada por medio de cristalografia de rayos-X, RMN, espectroscopia de
infrarrojo, mutagénesis y enzimologia [Kursula, I. y Wierenga, K., 2003]. Estudios experimentales de
RMN vy célculos teoricos han establecido que después del paso inicial del mecanismo de reaccion,
existen dos vias de transferencia de protones: el mecanismo “clasico” y el mecanismo “cruzado” y
ambos podrian contribuir a la interconversion de DHAP y DGAP [Harris, T.K. et al., 1998; Kursula, I.
etal., 2001].
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2.3.1. Mecanismo clasico.

El mecanismo clasico fue propuesto originalmente por Knowles y colaboradores [Herlihy, J.M. et al.,
1976; Nickbarg, E.B. y Knowles, J.R., 1988; Knowles, J.R., 1991]. El primer paso para iniciar la
catalisis involucra la transferencia del proton del C1 de DHAP al grupo carboxilato del Glul65 (en la
numeracion de la ScTIM), generando el intermediario enodiolato, éste a su vez es protonado en el O2
por el imidazol de la His95 generando un enodiol. Esta especie transfiere un proton del O1 al imidazol
de la His95 formando otra vez un enodiolato [Guallar, V. et al., 2004]. El paso final involucra la
transferencia de un protén del Glul65 al C2 del enodiolato formando el producto DGAP [Zhang, Z. et
al., 1994] (ver Figura 2.5). La carga positiva de la cadena lateral de la Lys12 contrarresta la carga
negativa del Glul65 y ademas participa en la catélisis por estabilizacion electrostatica del enodiolato
como estado de transicion para la transferencia de protones y proporciona una carga positiva en el sitio
activo para la union de sustrato anionico [Joseph-McCarthy, D. et al., 1994]. Se sabe también que la
Lys12 asi como la Asn10 son importantes para la estabilizacion de las cargas negativas en los dtomos
O1 y O2 del sustrato o inhibidor que se desarrollan durante este mecanismo de reaccion [Kursula, 1., et

al., 2001].

Glul65 Glyl65 Glul65s
-0 O ? 9] -0 o
H
8] K H Q- o
| I | H | H 4
Il v £ OH ,!. J 0 I HO o)
H
NH3+ H\. NH3+ H NH3+ H\
N \ ¥ N \
SN L {,
M
His93 . His95
Lys12 14512 His93 Lys12

Figura 2.5. Reaccion catalizada por la ScTIM. El DHAP transfiere un proton al Glul65 permitiendo un intermediario
enodiol/enodiolato. La His95 actua como un acido donador de protones. Imagen tomada y modificada de Alahuhta, M. &
Wierenga, R. K. (2010).
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2.3.2. Mecanismo cruzado.

También el primer paso es la transferencia del proton del atomo de carbono C1 del DAHP al Glul65,
enseguida este proton se transfiere al O2 del sustrato. Nuevamente, al Glul65 se le transfiere un proton
del Ol del sustrato y finalmente este proton es transferido al C2 generando el producto DGAP (Fig
2.6). La cadena lateral de la His95 no esta involucrada directamente en los pasos de la transferencia de
protones, por lo que en este mecanismo se cruzan y solamente se lleva a cabo por la cadena lateral del

Glul65. [Harris, T.K. et al., 1998].

-
DGAP "
7
o H H
6 |5 4 3| 2| 1
0=P-0-C-C-C-H
| |12
o H OH O
B Tl B:H
7 7
o H o H
6 |5 4 |3 2 1 6 |5 4 3| 231
_ 0=P-0-C-C=C-H — > 0=P-0-C-C=C-H
E | [ 12 |4 < | [ PR
o H OHOH 0 H OH O
8 8

Fig. 2.6. Mecanismo de reaccion “cruzado”. La base catalitica “B” es el Glu165. Imagen modificada de Kursula, 1., et al
2001.

Célculos tedricos sugieren que en el mecanismo de reaccion, todos los pasos de transferencia de
protones son catalizados por la cadena lateral del Glul65 [Perdkyld, M. y Pakkanen, T.A., 1996]
Ademas de los tres residuos involucrados en la catélisis (Lys12, His95 y Glul65), hay otros residuos
altamente conservados en el sitio activo, como Asnll y Cys126. Se sabe que la Cys126 es requerida
tanto para la estabilidad como para el plegamiento eficiente de la TIM, mas que para su actividad

catalitica [Gonzalez-Mondragon, E. et al., 2004].

2.4. Inhibidores de la TIM.

Los inhibidores pueden proporcionar informacion acerca de los pasos del mecanismo de reaccion que

sigue una enzima. Se dividen en andlogos del sustrato (semejantes al sustrato o al producto de la
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reaccion) y andlogos del estado de transicion. Existen investigaciones acerca del mecanismo de
reaccion de la TIM y esto ha facilitado estudiar la union de dos analogos de los intermediarios de la
reaccion de la TIM, los cuales también son conocidos como analogos del estado de transicion: el 2-
fosfoglicolato (2PG) [Woldefen, R. 1969] y el fosfoglicolohidroxamato (PGH) [Collins, K.D., 1974]
cuyas estructuras son mostradas en la Fig. 2.7. Estas dos moléculas son los inhibidores competitivos de
la TIM, que tienen una constante de inhibicién de ~ 10 y 30 uM para PGH y 2PG, respectivamente
[Schliebs, W. et al. 1996]. La geometria del sitio activo con el inhibidor asociado ha sido estudiada a

gran detalle a partir de las estructuras de los complejos de TIM-inhibidor con el 2PG y PGH.

OH o) OH
\ \ \ )
CH, CH NH Y
/ / / /
0o=C HO —-CH 0o=C 0o=C
\ \ \ \
CH, CH, CH, CH,
/ / / /

6) |0 ) |0
0-P=0 0-P=0 0-P=0 0-P=0
5 o d o
DHAP DGAP PGH 2PG

Figura 2.7. Estructuras de DHAP, DGAP y los analogos del estado de transicion PGH y 2PG. Figura tomada y
modificada de Alahuhta, M. y Wierenga, R.K, 2010.

2.4.1. 2-fosfoglicolato (2PG).

Estudios de RMN han mostrado que el 2PG queda unido a la ScTIM como trianioén, con dos cargas
negativas en el grupo fosfato y la otra en el grupo carboxilo [Campell, 1. D. et al., 1979; Kursula, 1. y
Wierenga, R.K., 2003]. La estructura cristalografica del complejo ScTIM-2PG de levadura se
determind a 2.5 A de resolucién. En esta estructura se mostrd que el 2PG se une a la ScTIM
estableciendo interacciones electrostaticas con el Glul65 protonado y la cadena lateral neutral de la
His95. La Lys12 tiene el papel de crear un ambiente cargado positivamente para atraer al sustrato o
inhibidor cargado negativamente hacia el sitio activo. [Lolis, E. & Petsko, G.A., 1990].

Kursula y Wierenga (2003) reportaron la estructura del complejo TIM-2PG de Leishmania mexicana a

0.83 A de resolucion, la estructura mostrd que este analogo del estado de transicion se une en dos
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conformaciones: en ambas el O11 del grupo carboxilo del 2PG se une al Og2 del grupo carboxilo del
Glul67 por puente de hidrégeno a una distancia de 2.61 A para la conformacion predominante y a
2.55A para la conformacion menos abundante. En cuanto a la parte del fosfato, éste se une en una sola
conformacion. Esto debido a que se presenta una rotacion en el enlace C1-C2 del inhibidor. La cadena
lateral del Glul67 también presenta cambios en la posiciéon de Oel, mientras que el Osg2 adopta
siempre la misma posicion. Existe un puente de hidrogeno entre Oel del Glul67 y una red de
moléculas de agua que conecta su cadena lateral con el disolvente.

El 2PG es un andlogo del estado de transicion, porque tiene la misma planaridad y carga que el
intermediario formado a partir de la transferencia del proton del sustrato por el Glul67 catalitico. El
complejo TIM-2PG simula la geometria del sitio activo del complejo enzima-sustrato, ya que muestra
la primera transferencia del proton a la base catalitica. El sustrato difiere del 2PG de manera que el
metanol del sustrato (DHAP) es remplazado por un grupo hidroxilo en el inhibidor. El atomo de O12
simula el grupo cetona, mientras que el &tomo O11 (H) es el grupo C1 (H)-OH en el sustrato (DHAP)
a partir del cual el Glul67 extrae un proton. El puente de hidrégeno entre el O11 del 2PG y el Glu167
indica que la geometria del sitio activo favorece la estabilizacion del estado de transicion a través de la
transferencia del proton del C1 (H)-OH de DHAP al Glul67, lo que facilita una catélisis eficiente en
los pasos de transferencia de protones.

Por otro lado, Donnini et al. (2009) realizaron calculos computacionales para determinar la energia
libre de unién del 2PG y el 3-fosfonopropionato (3PP) a la TIM, donde consideraron los equilibrios de
ionizacion de los inhibidores. Estos autores utilizaron un método que proporciona una correccion a la
constante de union que se basa en la concentracion total del inhibidor (la suma de todas las diferentes

formas y grados de ionizacién del inhibidor en solucién) para explicar la asociacion del complejo.

2.4.2. Fosfoglicolohidroxamato (PGH).

En los primeros estudios que se realizaron con este inhibidor, se determiné una K; de 4.0 uM para la
TIM de musculo de conejo, lo cual indica que la enzima tiene una mayor afinidad por el inhibidor que
por el sustrato. Se encontrd que el valor de la K; no varia entre pH 7.5 y 8.5, a partir de lo cual se
concluyd que el grupo hidroxamico del inhibidor se une en su forma neutra a la enzima, debido a que
su pKa es de 9.5 [Collins, K. D. 1974]. La estructura cristalografica de TIM-PGH de pollo se determin6
a una resolucion de 1.8 A [Zhang, Z., et al., 1994] y la de levadura a 1.9 A [Davenport, R.C., et al.,
1991], ambas mostraron la importancia de la estructura planar cis-enodiol(ato), sin embargo, con la

resolucion cristalografica a la que fueron reportadas estas estructuras no fue posible determinar el
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preciso estado de protonacién en el sitio activo. Ahora se sabe, gracias a la estructura cristalografica
del complejo TIM-PGH de Leishmania mexicana a 0.82 A de resolucion, que el PGH unido al sitio
catalitico transfiere el proton de N1 al carboxilato del Glul67, lo que indica que el grupo hidroxdmico

del PGH en el complejo tiene carga negativa y dicha carga esta concentrada en el &tomo O2. (Fig. 2.8)

[Alahuhta, M. & Wierenga, R. K. 2010].

Glu167 Glu167
0 0
6 ( & Hs'?
0 H 0 0 - 0
1 3 L= &
= 6 “ L 2 2 (‘H‘i". o 6 “5 a1 2 N . .‘ﬁ#‘.
0—P—0 OH ——s 0—P—0 0
EI ) 1 | 1
o 20 50 20"

Figura 2.8. Transferencia del proton de PGH a la cadena lateral del Glul67. Donde el PGH con carga (-2) pasa a PGH con
carga (-3) cuando se une al sitio activo. Imagen tomada y modificada de Alahuhta, M. & Wierenga, R. K. (2010).

2.5. Complejos TIM-2PG y TIM-PGH

En los complejos TIM-PGH y TIM-2PG, el grupo hidroxamato y el grupo carboxilato tienen carga
negativa, simulando el intermediario enodiolato. Esta observacion concuerda con céalculos tedricos, que
han demostrado la importancia de la estabilizacion electrostatica del intermediario enodiolato por el
sitio activo de la TIM [Bash, P.A., et al., 1991; Cui, Q. & Karplus, M., 2001]. La principal funcion del
sitio activo de la TIM es estabilizar la forma enodiolato, y asi disminuir la barrera de energia libre en la
reaccion, que es la desprotonacion del sustrato DHAP [Cui, Q. & Karplus, M., 2001]. En ambos
complejos, TIM-PGH y TIM-2PG, el grupo fosfato de los inhibidores es unido en su forma dianionica
(Fig. 2.9), de acuerdo con estudios de RMN [Campell, I. D. et al., 1978; Campell, I. D. et al., 1979] y
estudios de rayos-X [Kursula, I. y Wierenga, R.K., 2003].
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Fig. 2.9. La imagen ilustra la geometria en el sitio activo en la asociacion TIM-inhibidor: a) complejo TIM-PGH (ID PDB

2VXN). b) TIM-2PG (ID PDB 1N55). Imagen tomada de Alahuhta, M. y Wierenga, R. K. (2010)

El inhibidor 2PG, debido a su estereoquimica y distribucion de carga, es similar al estado de transicion

de la isomerizacion entre DHAP y DGAP [Woldefen, R., 1969]. El PGH es un inhibidor muy efectivo
porque se asume que tiene una estructura similar al intermediario enodiolato/enodiol [Wierenga, R. K

et al., 1992] (Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Mecanismo catalitico de la triosafosfato isomerasa. Se comparan los inhibidores analogos 2PG y PGH sobre
los estados de transicion durante la transferencia de protones en la catalisis (imagen obtenida por Diaz, A.J., 2005).

Para evaluar las interacciones electrostaticas que se establecen entre la SCTIM con sus inhibidores se

cuenta con las estructuras cristalograficas de los complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH depositadas en

el Protein Data Bank (PDB) (Fig. 2.11a), lo que ha permitido dar interpretaciones a nivel atomico a la

gran variedad de resultados experimentales que se han obtenido en los ultimos afos.

La Fig. 2.11b ilustra la orientacion de los inhibidores 2PG y PGH, comparandose con la estructura del

sustrato DHAP en el sitio activo.
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ID PDB 2YPI para ScTIM-2PG
ID PDB 7TIM para ScTIM-PGH

Figura 2.11. Sobreposicion del sitio activo de las estructuras cristalograficas de la ScTIM con sus inhibidores mas afines.
(a)ScTIM-2PG (ID PDB 2YPI a una resolucién de 2.5 A) y ScTIM-PGH (ID PDB 7TIM a una resolucién de 1.9 A). (b) Se

compara la orientacion de los inhibidores en el sitio activo con el sustrato ScTIM-DHAP (ID PDB INEY a una resolucion
de 1.2 Ay ID PDB INFO a una resolucion de 1.6 A).
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Evidencias experimentales sugieren que el grupo fosfato de los sustratos o de los inhibidores i6nicos
impone la fuerza motriz a través de la parte electrostatica para favorecer la conformacion cerrada del
sitio activo de la TIM en presencia del inhibidor frente a la conformacion abierta en ausencia de éste

[Alahuhta, M. & Wierenga, R. K., 2010].

En resumen, el estudio de las interacciones proteina-inhibidor provee datos que arrojan luz sobre la
funcién proteica. El conocimiento de los eventos que gobiernan tales procesos es de enorme utilidad,
puesto que a partir de la informacion obtenida de la caracterizacion del sitio de reconocimiento, es
posible, por un lado, determinar las relaciones existentes entre la estructura y la funcion, y por otro,

desarrollar estrategias para interferir o facilitar la unidn de la proteina y el inhibidor.
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CAPITULO Ill: OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

3.1. Objetivo general.

Caracterizar termodindmicamente el papel de las interacciones electrostaticas en la asociacion de la

ScTIM con los inhibidores i6nicos 2PG y PGH, a traves de un enfoque experimental y tedrico.

3.2. Objetivos Particulares.

Caracterizar la energética de la asociacion de la SCTIM con los inhibidores fosforilados 2PG y
PGH a diferentes fuerzas idnicas y temperaturas, a pH 7.4, determinando las funciones
termodinamicas de la union: X,/4G,, 4H,, 4S, y AC, a traves de titulaciones fluorimétricas y

calorimétricas.

Determinar el AG, del complejo ScTIM-inhibidor a diferentes fuerzas ionicas por calculos
computacionales a traves de la resolucion numérica de la ecuacion de Poisson-Boltzmann y de
estimaciones de la energia de union no electrostatica utilizando el area superficial accesible al

solvente que se oculta debido a la asociacion.
Comparar el valor de 4G, del complejo ScTIM-inhibidor por técnicas experimentales y calculos

computacionales con la finalidad de obtener una interpretacion molecular mas completa del

fendmeno de reconocimiento proteina-inhibidor.
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CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

Enfoque experimental.

4.1. Expresion y purificacion de la SCTIM.

Las células de E. coli (cepa IM103) que contienen al pldsmido pKK223-3 para expresar a la ScTIM se
crecieron en 1.0 L de medio Luria Bertani (LB) en presencia de ampicilina (100 pg/mL) incubando a
37 °C con agitacion orbital a 220 rpm. Cuando el cultivo alcanz6 una densidad 6ptica de 0.8 (a 600
nm) se realizo6 la induccidn de la expresion con isopropil-f-tiogalactopirandsido (IPTG) a 0.40 mM. El
tiempo total de incubacion y expresion fue de 12 h. Las células fueron concentradas por centrifugacion
a 5000 rpm por 10 min. El paquete celular se resuspendi6 en una solucion de Tris 10 mM, pH 8.0 con
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.20 mM. Las células se lisaron por sonicacion. El lisado se
centrifugod a 45 000 rpm y 4 °C por una hora. El sobrenadante que contiene a ScTIM se separ6 por dos
pasos de precipitacion diferencial con sulfato de amonio ((NH4),SO4) 0-64% y 64-90% a 4 °C. El
precipitado a 90 % de (NH4),SO4 que contiene a la enzima se resuspendio y dializé en el amortiguador
Trietanolamina 10 mM, EDTA 1 mM vy Ditiotreitol (DTT) 1 mM (TED 10/1/1) a pH 7.6. La muestra
dializada se filtr6 a través de membranas de 0.45 um de poro se inyectd a una columna de exclusion
molecular (Superdex 200 16/60) previamente equilibrada con el amortiguador TED 10/1/1 a pH 7.6.
Todo el procedimiento de purificacion fue controlado por un equipo FPLC (Fast Protein Liquid
Cromatography) de Amersham Pharmacia Biotech. Las fracciones que presentaron mayor actividad
especifica de ScTIM se juntaron e inyectaron a una columna de intercambio anidénico MonoQ 5/50,
equilibrada con el mismo amortiguador TED 10/1/1 a pH 7.6. La muestra se eluy6 con un gradiente
lineal de cloruro de sodio de 0 a 100 mM disuelto en TED 10/1/1 a pH 7.6. Las fracciones con mayor
actividad se dializaron en el amortiguador Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM y DTT 1 mM (TED
100/10/1) a pH 7.4. En cada etapa de purificacion se tom6 una muestra para evaluar el contenido y

pureza de TIM mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

4.1.1. Determinacion de la concentracion de la ScTIM.

Para la determinacion de la concentracidén de la enzima ScTIM se realizaron diluciones 1:1000 en el
amortiguador TED 100/10/1 a pH 7.4 y se midi6 su absorbencia a 280 nm a 25° C. Se utilizé un
coeficiente de absortividad de (A!* =10.0) [Norton, I. L. & Hartman, F.C., 1972].

Tem
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4.1.2. Parametros cinéticos de la ScTIM.

La actividad catalitica de la ScTIM se determino espectrofotométricamente siguiendo la oxidacion del
dinucledtido de adenina y nicotinamida reducido (NADH), la cual se mide por disminucion de la
absorbencia a 340nm (exapn = 6.22x10° M'em™) en un ensayo acoplado [Rozacky, E. E. et al., 1971].
Este ensayo se basa en la medicion de la velocidad de conversion del DGAP en DHAP por la ScTIM,
que se convierte a su vez en g—glicerofosfato (a-GP) debido a la presencia de un exceso de la enzima
acoplante a-glicerofosfato deshidrogenasa (a-GDH). La reaccion acoplada consume un mol de NADH
por mol de DHAP que reacciona. Con un exceso de a-GDH, la velocidad de produccion de DHAP es

equivalente a la oxidacion del NADH, de acuerdo con el siguiente esquema:

ScTIM a-GDH
DGAP <——> DHAP + NADH < 0-GP + NAD"

La actividad enzimdtica se expreso en pumoles de sustrato transformado por minuto por miligramo de
proteina (umoles/mg min). El volumen total de reaccion fue de 1.0 mL, conteniendo 0.20 mM de
NADH y 10 pg de a-GDH en amortiguador Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM (TE 100/10) a pH
7.4. Los valores de actividad especifica obtenidos a diferentes concentraciones de DGAP, fueron
ajustados empleando la ecuacion de Michaelis-Menten:

[S 1V tmax

Vv = m Ec. (41)

donde v es la velocidad inicial, Vi, la velocidad méaxima, Ky la constante de Michaelis y [S] la
concentracion de sustrato. Para determinar la Ky y el nimero de recambio (kc.), la concentracion de
sustrato (DGAP) se vari6 en un intervalo de 0.05 a 4.0 mM. La reaccion se inicid con la adicion de 3.0
ng de ScTIM. El equipo empleado fue un espectrofotometro ultravioleta visible HP 8453. Los

experimentos se realizaron a 25 °C regulando la temperatura mediante un sistema Peltier.

4.1.3. Determinacion de la concentracién de los inhibidores fosforilados 2PG y PGH.

La determinacién de concentracion de inhibidor se realiz6 mediante un método espectrofotométrico
que cuantifica el fosfato hidrolizado del inhibidor [Ames, B. N., 1966]. Se forma un complejo fosfato-
molibdato que se redujo por la accion del 4cido ascorbico. La curva estandar se construyd a partir de

disoluciones de acido fosforico (H3PO,) teniendo las siguientes concentraciones: 0, 0.025, 0.035, 0.05,
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0.075 y 0.10 mM, que se llevaron a un volumen de 0.3 mL con amortiguador Tris-HCI. A cada una de
las soluciones se le agregd 0.7 mL de mezcla de &cido ascérbico con molibdato de amonio y se
incubaron 20 minutos a 45 °C. Posteriormente se determind la absorbencia de las soluciones a 660 nm.
Se trazd la grafica de absorbencia respecto a la concentracion obteniéndose una linea recta. De la
solucion que se prepard de inhibidor (2PG o PGH) se tomaron alicuotas de 5 y 10 uL (por duplicado), a
las que se les adicion6 2.0 pL de fosfatasa alcalina, se llevaron a 0.3 mL con amortiguador Tris-HCI.
Estas soluciones se incubaron por una hora a 37 °C. Posteriormente se les agreg6 también 0.7 mL de la
mezcla de 4cido ascorbico con molibdato de amonio y se incubaron 20 minutos a 45 °C, midiéndo su
absorbencia a 660 nm. Se realizaron también los blancos respectivos, utilizando solucion
amortiguadora en lugar del inhibidor. Finalmente los datos de absorbencia obtenidos se interpolan en la
curva estandar para determinar su concentracion. Se cuantificé tanto la concentracion de proteina como

la concentracion de los ligando antes y después de cada experimento.

4.2. Titulacion fluorimétrica de SCTIM-2PG y ScTIM-PGH.

4.2.1. Determinacion de la constante de union (Ky).

Este método se basa en la disminucion que sufre la fluorescencia intrinseca de la enzima al unir un
inhibidor fosforilado en el sitio catalitico. El apagamiento de la fluorescencia de la ScTIM se debe
principalmente al Trp 168, ubicado en el asa 6 del sitio catalitico, que se aproxima al inhibidor cargado
y unido durante el movimiento de cierre que sufre esta asa [Sampson, N. S. y Knowles, J.R., 1992].
Debido a la diferencia en rendimiento cudntico que muestra la enzima en su estado asociado respecto a
su forma libre, es posible titular a la ScTIM con inhibidor y cuantificar la poblacion de moléculas de
enzima libre, enzima asociada e inhibidor no unido, y con ello determinar la constante de equilibrio de
unioén (K,) de acuerdo a la Ec. (1.1). A partir de esta definicion y asumiendo que las intensidades de
fluorescencia de la enzima libre (Fr) y del complejo enzima-inhibidor (F;) son aditivas, es posible
relacionar la fraccion de la fluorescencia intrinseca de la enzima que es apagada (Y) por la adicion de

inhibidor con la concentracion total de inhibidor (x) a través de la siguiente ecuacion (ver Apéndice A):

853

Donde Y= I-F/F, siendo F la fluorescencia de la solucién de enzima en presencia de inhibidor a una

(E,+x+K,)-/(E, +x+K,) —4xE,] Ec. (4.2)

concentracion total x; F; la fluorescencia de la proteina a la misma concentracion pero sin inhibidor; a
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=1-F/Ft, la constante de apagamiento (valor asintdtico al cual tiende Y a altos valores de x); K, es la
constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor (K; = 1/K,); E, es la concentracion total de
sitios de unidn de la enzima. El ajuste de la Ec. 4.2 a los datos experimentales mediante una regresion
no lineal, permiti6 determinar el valor de K; y a simultineamente [Gonzalez-Mondragon, E. et al.,
2004], para ello se utilizo6 el programa Origin (MicroCal Inc. Northamppton, MA, USA).

Los experimentos se realizaron con un espectrofluorometro K2 de ISS (Champaign, IL, USA),
equipado con un sistema Peltier para el control de temperatura. La mayoria de los experimentos se
llevaron a cabo a 25 °C, midiendo con un termopar la temperatura directamente en la solucion
contenida en la celda. La titulacién se inicié con 2.00 mL de TIM a 50 pg mL" en la celda del
fluorémetro, en un amortiguador de Trietanolamina 50 mM, EDTA 5.0 mM (TE 50/5), pH 7.4, fuerza
ionica de 0.06 M, previamente filtrado. Posteriormente se hicieron pequenas adiciones preestablecidas
de una solucion concentrada de inhibidor 2PG o PGH, ambos disueltos en el mismo regulador que la
enzima. Para el caso ScTIM-2PG se utilizaron dos concentraciones iniciales diferentes: 5.0 mM para
las primeras adiciones y 50 mM para las altimas. Para el complejo ScTIM-PGH, se utiliz6 una
concentracion de inhibidor de 2.0 mM para las primeras adiciones y 13.0 mM para las ultimas. Para
estudiar el efecto de la fuerza ionica en la constante de unién (K,) de la ScTIM con el inhibidor (2PG o
PGH) se realizaron experimentos entre 0.06 y 1.06 M, utilizando el mismo procedimiento. A partir de
0.66 M y hasta 1.06 M de fuerza ionica, se utilizo una concentracion de proteina de 200 ug mL™ y de
30 mM de 2PG para las primeras adiciones y 300 mM para las Gltimas. Por otra parte, para el complejo
ScTIM-PGH se realizaron titulaciones a 0.30 M de NaCl, utilizando una concentracion de inhibidor
de 2.0 mM para las primeras adiciones y 13.0 mM para las Gltimas. Al aumentar la fuerza i6nica a 0.66,
0.86 y 1.06 M, se utilizé una concentracion de inhibidor de 3.5 mM para las primeras adiciones y 35
mM para las ultimas. Después de cada adicion de inhibidor (2PG o PGH) se determind la intensidad de
fluorescencia de la solucion a 320 nm registrando puntos cada segundo durante 3 min para luego
obtener un valor promedio, las intensidades de fluorescencia medidas fueron corregidas restando la
intensidad de fluorescencia de la solucion amortiguadora. La excitacion se mantuvo a 280 nm. En todos

los casos se uso una celda de cuarzo de 1.0 cm de recorrido dOptico y capacidad de 3 mL.
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4.2.2. Determinacion del 4H, y el ACp por el método de van“t Hoff.
Se midi6 fluorimétricamente la K, de los complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH a diferentes
temperaturas entre 10 °C y 50 °C (en intervalos de 4 °C) para determinar el AH, y el ACp. La

ecuacion integrada de van’t Hoff:

*_ * AC
n Z(AH,, T'ACp j( ! _1j+Pln r Ec. (4.3)

: R T8 T R T"

se ajustd a los datos experimentales, donde AH  y K representan los valores obtenidos a la
temperatura de referencia (77) de 298 K, R es la constante de los gases. El valor de la K, se determino

en el amortiguador TE 50/5, pH 7.4, fuerza i6nica de 0.06 M. La regresion no lineal, permiti6

determinar el valor de 4H,, y ACp simultdneamente, asi como el 4G, y el A4S, calculados a partir de las

Ecs 1.2y 1.3.

4.3. Calorimetria de titulacion.

La calorimetria es el detector preciso para el estudio de las interacciones biomoleculares, pues
practicamente en todos los eventos de asociacion molecular se absorbe o libera calor. Todos los
experimentos se realizaron mediante un calorimetro de titulacion de alta precision ITC,gy (Microcal,
Inc). Los experimentos se realizaron en el amortiguador de TE 50/5 a pH 7.4 y a diferentes
concentraciones de NaCl. Las soluciones de ScTIM se dializaron contra el amortiguador de trabajo, se
filtraron y se desgasificaron por agitacion al vacio; posteriormente se les cuantificod la concentracion de
proteina por su absorbencia a 280 nm. La concentracion final de ScTIM en la celda del calorimetro
vari6 entre 0.094 y 0.28 mM de monomeros para los diferentes experimentos. Los inhibidores se
disolvieron en el amortiguador contra el que se dializ6 la TIM, con el fin de minimizar los calores de
dilucioén; la concentracion de los inhibidores en la jeringa vario entre 3.0 y 14 mM para 2PG y 2.0 a

6.8 mM para PGH.

4.3.1. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI).

El método convencional de CTI involucra la determinacion de los parametros de union: K, AH,, AS,y
el ntimero de sitios (7) en un s6lo experimento. El ACp determinado por CTI involucra la realizacion de
isotermas a diferentes temperaturas, dado que el ACp puede ser evaluado a partir de la derivada de la

entalpia con respecto a la temperatura.
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Todas estas titulaciones se realizaron a 25 °C. Para la formacion del complejo ScTIM-2PG la
concentracion final de la proteina en la celda del calorimetro fue de 0.094 mM. La titulacion se realizd
empleando una solucion concentrada de 2PG (3.0 mM) y una secuencia automatizada de 23 a 25
inyecciones consecutivas: la primera de 0.2uL (de ajuste, para dejar solucion fresca en la punta de la
jeringa de inyeccion) y las restantes de 0.8uL (24 x 0.8uL) con un intervalo de 4 min entre cada
inyeccion. En el caso de ScTIM-PGH, la concentracion de proteina fue de 0.094 mM y de PGH fue de
2.0 mM con 25 inyecciones consecutivas siguiendo el mismo procedimiento. Para determinar el calor
de dilucion de ambos inhibidores, se tituld el respectivo inhibidor 2PG o PGH en el amortiguador TE
50/5, pH 7.4, fuerza i6nica de 0.06 M bajo las mismas condiciones que para las soluciones de TIM, los
calores resultantes fueron restados de los calores medidos para la uniéon de la ScTIM con el inhibidor.
Los valores de K, AH,, AS,y n fueron determinados por una regresion no lineal de los datos de
titulacion normalizados usando la expresion que corresponde al modelo de sitios de unién idénticos e
independientes [Wiseman, T., et al., 1989].

De igual manera para estudiar el efecto de la fuerza idnica en los pardmetros termodindmicos de union
a 25 °C, se realizaron experimentos calorimétricos a 0.36 y 0.66 M (ver Apéndice B para mas detalles
sobre la metodologia). Los pardmetros obtenidos por CTI permitieron disenar experimentos a través de
un nuevo método llamado “Calorimetria de Titulacion Multitérmica” (CTM), el cual permite

determinar el ACp en un s6lo experimento. El procedimiento se detalla a continuacion.

4.3.2. Calorimetria de Titulacion Multitermica (CTM).

Esta técnica es una “extension” de la CTI, que permite determinar en un solo experimento el valor de
ACp ademas de K, 4G,, 4H,, 45, y n a través de una titulacion realizada en un cierto intervalo de
temperaturas. Estos experimentos se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito por Chavelas, E.
A. et al., 2006. El experimento comenz6 equilibrando la muestra cargada en el equipo a 25 °C con la
enzima en la celda de muestra y la jeringa de inyeccion con el inhibidor ya colocada en el interior de la
celda. Después se empled un programa de inyecciones con 7 adiciones de inhibidor consecutivas: una
de 0.2 pL (de ajuste, para dejar solucion fresca en la punta de la jeringa de inyeccidn) y las seis
restantes de 0.8 puL (6 x 0.8 pL) con un intervalo de 4 min para cada inyeccion. Al término de estas
adiciones el calorimetro se reajustd a la nueva temperatura, 32 °C durante lh. Posteriormente se
realizaron 8 inyecciones de inhibidor: una inyeccién de 0.2 uL (de ajuste) y 7 x 1.0 uL. Finalmente

este procedimiento se repitié para la ultima temperatura de 40 °C realizando 8 inyecciones: una de 0.2
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puL (de ajuste), 4 x 1.5 uL y 3 x 3.0 pL. Para determinar el calor de dilucion de los inhibidores, se
realizd un segundo experimento con el mismo programa de inyecciones y a las mismas temperaturas,
pero ahora el inhibidor se adicion6 sobre el regulador. Estos calores de dilucion obtenidos de la
solucion amortiguadora con el inhibidor fueron restados a los calores resultantes de la solucion ScTIM-
inhibidor para obtener los calores de union reales. Al final se obtuvo entonces una curva de titulacion a
partir del grafico de los calores reales para cada inyeccion durante los tres segmentos de temperaturas:
25, 30 y 42 °C en funcion de la concentracion de inhibidor en la celda, expresada en relacion a la
concentracion de enzima como cociente molar [inhibidor/enzima]. A partir de esta curva experimental
fue posible determinar simultdneamente los valores de ACp, 4H,, K, y n por lo que también pudo
calcularse AG, y A4S,. Para analizar la multiterma de uniéon del complejo ScTIM-inhibidor, los
parametros fueron determinados a través del modelo de sitios de unioén idénticos e independientes

[Wiseman, T., et al, 1989; Garcia-Hernandez, E., et al, 2003; Chavelas, E, A. et al., 2006]:

Xp L
n K, (T)n[R], Ec. (4.4)

2\/[1+ X +1J —4XT
n K, (T)n[R], n

Donde Q,(7) es el calor absorbido o liberado, [L]r es la concentracion total de inhibidor, V, es el

20,(T) 1
ALY Y,

1
= AH (T)| =+
u( )2

volumen de la celda de reaccion, AH,(T) el calor molar de unién, X7 = [L]t/[R]t es la relacion molar
inhibidor/proteina, n es el nimero de sitios de union, K, (T) es la constante de union y [R]r es la
concentracion total de proteina. La variacion de K,(T) y AH,(T) con la temperatura se modeld a través
de la relacion de van’t Hoff y Kirchoff, respectivamente, considerando el AC, como una constante

[Chavelas, E, A. et al., 2006]:

1_1J+AC mTﬂ Ec. (4.5)
T T T

K (T)y=K (T")exp {;((AH“(T*)—T*ACP)(

AH (T)=AH (T")+AC (T -T") Ec. (4.6)
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Para estudiar nuevamente el efecto de la fuerza ionica en la afinidad de la enzima ScTIM se realiz6 el
mismo procedimiento a 0.30 y 0.60 M de NaCl. Las concentraciones de 2PG y PGH variaron, asi
como el numero de inyecciones y el volumen inyectado a la solucién de la enzima ScTIM (para mas

detalles ver Apéndice B).

4.3.3. Validacion del método CTM para ScTIM-2PG.

El valor de ACp determinado por CTM para el complejo ScTIM-2PG se compard con el obtenido a
través del método convencional de CTI a partir de titulaciones isotérmicas a diferentes temperaturas
(18, 25, 32 y 40°C), donde el ACp se determind como la primera derivada de la entalpia con respecto a

la temperatura. Los experimentos de CTI y CTM se realizaron en el mismo amortiguador TE 50/5, pH

7.4, fuerza i6nica de 0.06 M.

4.3.4. Efectos de cambios de protonacion ligados a la asociacion.

Se realizaron experimentos de CTI a 25 °C y pH 7.4 en ausencia de NaCl para los dos complejos
(ScTIM-2PG y ScTIM PGH) en las mismas condiciones descritas anteriormente, pero cambiando el
amortiguador de TE 50/5 (4Honizacion = 33.59 kJ mol']), por Pipes 50 mM (Piperazina-1 ,4-bis (2-
etanosulfonico)), (4H onizacion = 11.45 kJ mol'l) [Fukada, H. & Takahashi, K., 1998], con la finalidad de
evidenciar posibles cambios de protonacion en la unidn, que se reflejarian en diferentes calores

aparentes de union.

4.4. Determinacion del AH, y ACp a través de los modelos de area superficial accesible al solvente.

Para estimar el 4H, y el ACp de los complejos SCTIM-2PG y ScTIM-PGH se utilizaron los modelos de
area superficial descritos por las Ecs. 1.4 y 1.5, con los pardmetros mostrados en la Tabla 4.1. Las ASA
fueron calculadas con el programa NACCESS [Hubbard, S. J. y Thornton, J. M., 1993], basado en el
algoritmo de Lee y Richards [Lee, B. y Richards, F. M., 1971], el cual se aliment6 con las coordenadas
atomicas de los archivos PBD: 2YPI para ScTIM-2PG, 7TIM para ScTIM-PGH y 1YPI para la ScTIM
libre. El calculo considera una esfera de radio finito (generalmente se usa un radio igual al del agua 1.4
A), que se hace rodar sobre la superficie de las macromoléculas. Las 4reas accesibles en estas
estructuras de proteinas fueron diferentes para las subunidades A y B de ScTIM, por lo que se realiz6
un promedio de los valores para los célculos. Ambos complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH se

analizaron también a través del programa LPC (ligand-protein contacts) [Sobolev, V. et al., 1999).
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Tabla 4.1. Coeficientes de proporcionalidad basados en cambios de area superficial para la
contribucion polar y no polar.

AH, 4hyy cal (mol A%)* Anpg o cal (mol A%)*
Luque & Freire P-L (2002) 314 -8.44
Garcia & Hernandez P-P (1999) 19.4 -7.0
Garcia & Hernandez P-C (1999) 46.1 -5.8

ACp Acpyo cal (mol A2 K)™* ACPnopoi cal (mol A% K)™

Murphy & Freire (1992) -0.26 0.45
Spolar et al. (1994) -0.14 0.32
Myers et al. (1995) -0.09 0.28
Makhatadze & Privalov (1995) -0.21 0.51
Garcia-Hernandez et al.(2003) 0.07 0.23

P-L: complejo proteina-ligando, P-P: complejo proteina-proteina y P-C: complejo proteina-carbohidrato.

4.5. Estabilidad de la ScTIM por Dicroismo Circular (DC).

Se realizaron estudios de desplegamiento térmico de la ScTIM a diferentes concentraciones de cloruro
de sodio (NaCl) o fosfatos de sodio (NaH,PO4/Na,HPO,) (0.0-1.0 M) por dicroismo circular, para
evaluar directamente si se establecia una interaccion especifica proteina-ion a través del
desplazamiento de la temperatura media de transicion (7;,) al incrementar la concentracion de sales en
la solucion. Se utilizé un espectropolarimetro JASCO J-175 (Jasco Inc. Easton, MD) equipado con un
controlador de temperatura Peltier y un porta celdas con agitacion magnética. Estas transiciones
térmicas fueron seguidas registrando los cambios de elipticidad a 220 nm, mientras que la temperatura
aumentaba a razén de 2°C min™'. En todos los experimentos la concentracion de la ScTIM fue de 0.015
mg/mL en un amortiguador Tris 50 mM a pH de 7.4, contenida en una celda de 1.0 cm de recorrido
optico con agitacion continua. Las fracciones de enzima desnaturalizada (fp) a cada registro de

temperatura fueron calculadas con la expresion:

Ec. (4.7)

donde 67 es la elipticidad medida a cada temperatura, 8y y p son las elipticidades en el estado nativo
y en el estado desnaturalizado de la ScTIM respectivamente. Se realizaron ajustes lineales de los datos
antes de la transicion para estimar Oy y después de la transicidon para estimar dp en todo el intervalo de

temperaturas.
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Enfoque computacional

4.6. Calculos de la energia libre de unién ScTIM-inhibidor.

En este trabajo se realizaron calculos computacionales para evaluar la energia libre de unién para
ScTIM-2PG y ScTIM-PGH. Para ello se determinaron separadamente las contribuciones de tipo
electrostatico y no polar. Estas contribuciones estan involucradas en la formacion del complejo ScTIM-

inhibidor, como se muestra a continuacion:

4G~ AGu,elec + AGu,apol Ec. (48)
Yy a su vez

AGu,elec = AGu,sol + AGu,coul Ec. (49)

Donde el 4G, es la energia de unidn y esta en funcion de la energia electrostatica, 4G, crec, y de la
energia no electrostatica o no polar, AG, a0 A su vez el 4G, .. esta en funcion de la energia de
solvatacion 4G, (que es la energia necesaria para retirar el solvente del sitio activo para que se una
el ligando a la proteina) y de la energia coulombica, 4G, .,,; (1a energia de interaccion entre las cargas

de la proteina y las cargas del inhibidor).

4.6.1. Contribucion electrostéatica a la energia libre de union ScTIM-inhibidor.

4.6.1.1. Preparacion de las estructuras cristalograficas para los calculos de la energia

electrostéatica de solvatacién en un medio continuo.

Para el analisis de las estructuras cristalograficas en la asociacion de ScTIM-inhibidor se utilizaron las
coordenadas atomicas de las moléculas involucradas (enzima, inhibidor y complejo enzima-inhibidor).
Las estructuras de los complejos de la enzima ScTIM con los dos inhibidores (2PG y PGH) se
obtuvieron del Protein Data Bank con los codigos de archivo 2YPI.pdb y 7TIM.pdb, respectivamente.
A estos archivos se les realizd una evaluacion de las coordenadas estructurales de las cadenas laterales
de los residuos mediante los protocolos del programa WHATIF, posteriormente se utilizé el programa
PDB2PQR, el cual prepara los archivos cristalograficos para célculos electrostaticos en un medio
continuo. Este programa desarrollado en lenguaje Phyton, utiliza como entrada un archivo PDB y
realiza una serie de tareas: 1) adiciona un numero limitado de 4tomos pesados faltantes, ii) asigna
cargas de acuerdo a valores de pK, de las cadenas laterales ionizables, iii) adiciona hidrdgenos, iv)

optimiza puentes de hidrogeno favorables de la proteina, v) asigna la carga y el radio de cada uno de
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los 4&tomos a partir de los parametros de un campo de fuerzas particular (CHARMM, AMBER, PARSE,
PEOEPB o TYLO06). Para los célculos tedricos se utilizaron los potenciales de PARSE [Sitkoff, D. et
al., 1994]. Mediante el algoritmo PROPKA [Li, H., ef al., 2005] se asign6 un estado de protonacion
para la proteina correspondiente a pH de 7.0. El archivo de salida tiene un formato similar al PDB e
incorpora los datos de carga y radio atomicos, el archivo de salida se denomina PQR [Dolinsky, T. J.
et al., 2004]. En el caso de las moléculas de los inhibidores, fue necesario determinar las cargas

parciales de sus atomos mediante métodos Ab initio (MP2 con la base de 6-311G**(3df,2pd)).

4.6.1.2. Analisis de la contribucion de la energia electrostatica en la unién ScTIM-inhibidor a

diferentes fuerzas iénicas.

El programa con el que se calculd la energia electrostatica a la unién de ScTIM-2PG y ScTIM-PGH,
fue el Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) utilizando la funcién no lineal de Poisson-
Boltzmann [Baker, N. A., 2004], el cual considera la contribucion del agua de manera implicita sobre
las biomoléculas con base al valor de su constante dieléctrica (¢) que es muy diferente al valor asignado
para la proteina. Los valores que se utilizaron fueron & = 78.2 para el solvente y para la ScTIM ¢ =4 a
25 °C. Adicionalmente el programa APBS incluye el efecto electrostatico de la fuerza iodnica
considerando una acumulacién de contraiones en la vecindad de la ScTIM, para este estudio se
consider6 el NaCl como principal contribuyente de la fuerza idnica del medio. Se tomaron los radios
ionicos de Pauling para Na'= 0.95 A y para Cl'= 1.81 A. A partir de estos calculos se visualiz6 el
potencial electrostatico a través del programa VMD 1.8.6 (Visual Molecular Dynamics) en funcion de

la fuerza i6nica.

La contribucion de electrostatica a la energia libre de union de ScTIM-inhibidor se determind a través
de un ciclo termodindmico de unién en términos de la transferencia de energia libre de las moléculas
que se encuentran en un medio dieléctrico homogéneo a un entorno heterogéneo. En el medio
homogéneo, las constantes dieléctricas tanto del complejo y las especies libres como en el solvente son
iguales. En el entorno heterogéneo, las constantes dieléctricas del complejo y las especies libres tienen

un valor de constante dieléctrica diferente respecto a la constante dieléctrica del solvente (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Ciclo termodindmico para determinar la contribucion electrostatica al AG, de una proteina (P) y un inhibidor (I)
para formar el complejo (C) en solucion acuosa por APBS.

La energia electrostatica esta en funcion de la energia de solvatacién y la energia coulémbica de
acuerdo a la Ec 4.9. La energia de solvatacion se determina cuando se transfieren las moléculas
(complejo y las especies libres) de un medio dieléctricamente homogéneo a un entorno heterogéneo.
La energia coulombica es la energia de interaccion de las cargas entre proteina e inhibidor en un medio

homogéneo.

De acuerdo a la Fig. 4.1 la energia electrostatica esta dada por:

AGelec= —AG3 = AG4—AG1—AG2 EC(410)

En el Apéndice C se detalla la deduccion del AG,.. a partir del ciclo termodindmico de energia

electrostatica.
La energia electrostatica de solvatacion esta dada por:

AGsol: AG4'AG2:AGsol—ScTIM—inhibidor'AGsol—ScTIM 'AGsol—inhibidor EC(4 1 1)
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Para completar el ciclo de energia electrostatica, se debe afiadir las contribuciones couldombicas al
cambio de energia de solvatacion sobre la union y asi obtener la contribucion total electrostatica a la

energia libre de union. La energia coulémbica de la unién esta dada por:
AC}coul = ‘AGI :AGcoul-ScTIM-inhibidor - AC}coul-ScTIM - AC}coul-inhibidor EC(4 12)

4.6.2. Contribucion no electrostatica o no polar a la energia libre de union ScTIM-inhibidor.

4.6.2.1. Andlisis no polar a la energia de union ScTIM-inhibidor.

A partir de los resultados del calculo que realiza el programa APBS fue posible determinar el AGy clec
en la unién ScTIM-inhibidor. La contribucion al AG, por parte de las interacciones no polares
(AGy nopot) se evaludé como la energia liberada al ocultar el area de la interfase al solvente cuando se
forma el complejo, dicha energia es proporcional al cambio en el area accesible al solvente y un
parametro semejante a la tension superficial (y) con un valor de 0.021 kJ mol'A? para el agua:
AGy nopol = YAASAjnterfase [Friedman, R.A. y Honing, B., 1995]. Se empleo el programa NACCESS
para calcular el area de la interfase que queda oculta del solvente en el complejo, a partir de los

archivos PDB del complejo y de las moléculas aisladas:

AGy nopol = Y(ASAscTM-inhibidor - ASAsctiv — ASAjnhibidor) Ec.(4.13)

Por lo que fue posible entonces estimar el valor de la energia libre de union mediante la Ec. 4.8.

4.6.3. Efecto de las cargas en la energia de union ScTIM-inhibidor.

Para estudiar el efecto de las cargas eléctricas en el AG, tedrico para ambos complejos se realizé un
apagamiento de cargas de los atomos que contribuyen significativamente a la unién a través de APBS.
El efecto de cargas se realizd principalmente en algunos dtomos de los residuos cataliticos de la TIM y
en los atomos del grupo fosfato de ambos inhibidores, por ejemplo: HC1, HC2, HZ3 de la Lys12, el
grupo carboxilato (COO") del Glul65 en la ScTIM sin inhibidor y en el grupo PO4? de los inhibidores.
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4.6.4. Contribucion electrostatica a la estabilidad de la ScTIM en el estado nativo.

Se realizaron calculos para determinar la energia electrostatica de la ScTIM en el estado nativo
variando el pH a diferentes fuerzas idnicas (0.06, 0.36, 0.66 y 1.06M), resolviendo la ecuacion no lineal
de Poisson-Boltzmann implementado en el programa APBS. Se utilizo6 el archivo cristalografico de la
enzima con el cédigo 1YPI depositado en el PDB. Siguiendo la misma metodologia del apartado 4.6.1.

Las constantes dieléctricas asignadas para el agua y la proteina fueron 4y 78.2, respectivamente.
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CAPITULO V: RESULTADOS

Enfoque experimental

5.1. Determinacion de los parametros cataliticos de la ScTIM recombinante.

El rendimiento obtenido en el aislamiento de la ScTIM recombinante fue de 13 mg por litro de cultivo.
A fin de verificar el estado funcional de la ScTIM, se determinaron los pardmetros cataliticos de la
enzima a 25 °C. Se utiliz6 un intervalo de concentraciones del sustrato DGAP de 0.050 a 6.0 mM y las
mediciones se hicieron por duplicado. Los valores obtenidos para los pardmetros se compararon con los

reportados en la literatura (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Parametros cataliticos de la ScTIM con DGAP como sustrato, medidos por duplicado, a
25°C y en un amortiguador de Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM (TE 100 /10), a pH 7.4. Estos
valores se compararon con los reportados en la literatura.

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

Kum (MM) Keat (S™) Keat! K (M) Condiciones

Temperatura 25 °C
En este trabajo 0.81(0.09)  5.6(0.2)x10° 6.9x10° TE 100/10, pH 7.4
Sampson, N. S.y Temperatura 30 °C
Knowles, J.R. 1992 1.3(0.1) 8.0(0.4)x10° 6.15 x10° TE 100/10, pH 7.6

Temperatura 30 °C
Lodi, P.J. et al., 1994 1.5 8.7x10° 5.80 x10° TE 200/20, pH 7.4
Gonzalez-Mondragon, Temperatura 25 °C
E. et al., 2004 1.1 (0.4) 4.7(0.7)x10° 3.13 x10° TE 100/10, pH 7.4

Los nimeros en paréntesis indican la desviacion estandar.

En la Tabla 5.1 se muestran los pardmetros cataliticos obtenidos con DGAP como sustrato. En este
trabajo la eficiencia catalitica (Kcat/ Km) a 25 °C fue similar a la obtenida por Gonzalez-Mondragén y

a 30 °C por Sampson y Lodi a pesar de que las condiciones experimentales varian un poco.

5.2. Efecto de los iones en la estabilidad de la ScTIM.

5.2.1. Célculos tedricos.

Se realizaron célculos tedricos para determinar la energia de Gibbs electrostatica de la ScTIM en el

estado nativo como una funcién del pH y de la fuerza idnica. Los estados de protonacion de la proteina
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se asignaron con PROPKA vy la energia electrostatica total se tom6 como la suma de la contribucion
couldmbica mas la contribucidn electrostatica de solvatacion (ver Apéndice F, apartado F.4).

Las estimaciones teoricas se calcularon utilizando la aproximacion de solvente continuo, considerando
la contribucion del medio i6nico a través de la solucion de la ecuacion no lineal de Poisson-Boltzmann
implementada en el programa APBS (ver seccion Métodos). Esto se realizo cada 0.5 unidades de pH
entre pH 3.5y 9.0, a 298.15 K y a cuatro diferentes fuerzas iénicas: 0.06, 0.36, 0.66 y 1.06 M. Los
resultados son presentados en la Fig. 5.1a. En el intervalo de pH analizado se observa que la
contribucion electrostatica de la enzima es mas favorable a bajas fuerza ionica y conforme aumenta la

fuerza i6nica del medio el valor de la energia electrostatica es menos negativo.

5.2.2. Transiciones termicas de desplegamiento de la ScTIM por DC variando la concentracion de
sal.

Para evaluar una posible unién especifica de los iones de Na" y Cl" a la proteina se realizaron
experimentos de estabilidad térmica y como control se realizaron experimentos similares en
amortiguador de NaH,PO4/Na,HPOy,, el cual se sabe que interacciona en el sitio activo de la enzima
estabilizando la estructura. Se obtuvieron los perfiles de desnaturalizacion térmica de la ScTIM a
diferentes concentraciones (0-1.0 M) de NaCl y NaH,PO4/Na,HPO, en un amortiguador 50 mM Tris,
pH 7.4. A partir de estos perfiles y para cada una de las condiciones de concentracion de sal en la
solucion, se determind la temperatura media de desnaturalizacion (7,). En la Fig. 5.1b se muestra como
el efecto producido por cada sal es claramente diferente, la adicion de NaCl desestabiliza a la enzima
moviendo el perfil hacia temperaturas mas bajas, mientras que al adicionar NaH,PO4/Na,HPOj, la
transicion térmica se desplaza a temperaturas mas altas, es decir, estabiliza a la SCTIM. En el recuadro
de la Fig. 5.1b se comparan los perfiles de desnaturalizacion térmica de la ScTIM a las concentraciones
mas altas de sal 1.0M de NaCl y 1.0 M de NaH,PO4/Na,HPOj, con el perfil de desnaturalizacion en
ausencia de sales. En el Apéndice D se pueden observar los perfiles de desnaturalizacion a las

diferentes concentraciones de NaCl y de NaH,PO4/Na,HPOy,,
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Figura 5.1. Efecto de los iones en la estabilidad de la SCTIM. (a) Energia libre electrostatica total de la ScTIM como
funcion del pH y la fuerza idnica. Las estimaciones teoricas fueron obtenidas por la solucion de la ecuacion no lineal de
Poisson-Boltzmann a 298.15 K y a diferentes fuerzas ionicas: 0.06 (@), 0.36 (@), 0.66 (@) y 1.06 M (@) utilizando el
programa APBS [Baker, N.A. et al., 2001]. (b) Efecto de desplazamiento de los perfiles de desnaturalizacion térmica por las
sales. Variacion de la T, de ScTIM en Tris 50mM pH 7.4, determinada por DC como una funciéon de la adicion de NaCl
(®) o NaH,PO4/Na,HPO, (@), estas determinaciones se hicieron a través de mediciones de 0,,). El recuadro muestra las
transiciones térmicas a: (I) 1.0 M de NaCl, (II) ScTIM en ausencia de sal y (III) 1.0M de NaH,PO,/Na,HPO,,

5.3. Estudios Fluorimétricos.
5.3.1. Determinacion de la K,,.

La Fig. 5.2 muestra algunos de los datos obtenidos en las titulaciones fluorimétricas para determinar la
K, de los complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH. Ambos experimentos se realizaron a 25 °C, en el
amortiguador de TE 50/5, pH 7.4, fuerza iénica de 0.06 M. La curva continua representa el ajuste de la

Ec. 4.2 a los datos. En ambos experimentos, la concentracién inicial de la enzima fue de 50 pg mL™.
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Figura 5.2. Curvas de titulacion fluorimétricas de la ScTIM con sus inhibidores. (a) ScTIM-2PG (@) y (b) ScTIM-
PGH (®). El valor asintdtico al cual tiende Y para ambas curvas se calculd a partir de la fluorescencia de la enzima libre

(Ft) y en presencia del inhibidor (F) (a = 1-F/F;). La longitud de onda de excitacién fue de 280 nm y la emision se registro a
320 nm. Ambas curvas de titulacion representan una de las tres replicas realizadas para cada complejo respectivamente.

5.3.2. Efecto de la fuerza ionica en la K,,.

Para estudiar el efecto de la sal sobre la K, de ScTIM-2PG y ScTIM-PGH, se realizaron titulaciones
fluorimétricas a 25 °C en el amortiguador de TE 50/5, pH 7.4 a diferentes fuerzas ionicas (0.06 - 1.06

M). Las curvas de titulacion obtenidas se presentan en la Fig. 5.3.
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Figura 5.3. Titualciones fluorimétricas de la ScTIM con sus inhibidores 2PG y PGH variando la concentracion de la

sal. Los experimentos se realizaron a 25°C y en el amortiguador TE 50/5, pH 7.4 y a diferentes fuerzas i6nicas, mismas que
se indican en las figuras. La longitud de onda de excitacion fue de 280 nm y la emision se registrd a 320 nm. (a) ScTIM-
2PG. (b) ScTIM-PGH. En ambos complejos la concentracion inicial de la enzima fue de 50 pg mL™ (0.06 — 0.56 M) y de
200 pug mL" (0.66 - 1.06 M). Las curvas de titulacion representan una de las dos o tres replicas realizadas para cada
condicion.

Con los valores de K, obtenidos en los ajustes mostrados arriba, se construyo la Fig. 5.4. En ella se
puede observar que las constantes de unidon para ambos inhibidores disminuyen con el aumento de la
fuerza i6nica, la disminucién es mas abrupta para la asociacion con 2PG. Asimismo, la afinidad de la

ScTIM por PGH siempre es mds alta respecto a 2PG.
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Figura 5.4. Dependencia de la fuerza idnica de la afinidad de ScTIM con sus inhibidores. Dependencia lineal del log K,
respecto al log [NaCl] en la interaccion de la ScTIM con 2PG y PGH. Los valores de K|, se obtuvieron por las titulaciones
fluorimétricas mostradas en la Fig. 5.3 a 25 °C en un amortiguador de TE 50/5, pH 7.4, fuerza idnica de 0.06 M.

En la Fig. 5.4, los valores de las pendientes para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH son: -1.45 y -1.08
respectivamente. Estos valores indican la liberacion de aniones (CI) al solvente al formarse el

complejo TIM-inhibidor. Esto se discutird mas adelante.

5.3.3. Determinacion del AH, y el ACp por el método de van’t Hoff.

Se analiz6é fluorimétricamente la dependencia térmica en la afinidad de la ScTIM para ambos
inhibidores. La Fig. 5.5 muestra la variacion de la K, con la temperatura para ambos complejos
ScTIM-2PG y ScTIM-PGH en un amortiguador de TE 50/5, pH 7.4, fuerza idnica de 0.06 M.
Solamente para el complejo TIM-2PG se realizo también a fuerza id6nica de 0.36 M, debido a la escasez

de inhibidor tanto de 2PG como de PGH.
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Figura 5.5. Dependencia térmica de la union de la ScTIM con sus inhibidores. Variacion de la K, con la temperatura en
TE 50/5, pH 7.4, fuerza i6nica 0.06 M. Las lineas continuas representan el ajuste de la ecuacion integrada de van’t Hoff, Ec.
(4.3) a los datos experimentales. (a) Complejo ScTIM-2PG en ausencia de NaCl (@) y a 0.3 M de NaCl (@®). (b) Complejo
ScTIM-PGH en ausencia de NaCl (@).

En la Tabla 5.3 se muestran los valores de 4H, y ACp obtenidos de los ajustes anteriores para ambos

complejos.
5.4. Estudios Calorimétricos.

5.4.1. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI).

Se determinaron por CTI las funciones termodindmicas K, y 4H, para la unién de ambos inhibidores a
la ScTIM a 25 °C y pH 7.4. En la Fig. 5.6 se presentan las curvas de titulacion calorimétricas para
ScTIM-2PG y ScTIM-PGH realizadas a diferentes fuerzas ionicas: 0.06, 0.36 y 0.66 M. Los
parametros termodinamicos de unidon determinados a través de estas curvas de titulaciones se muestran

en la Tabla 5.3.
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Figura 5.6. Curvas de titulacion calorimétricas de la ScTIM con los inhibidores 2PG y PGH a diferentes fuerzas
ionicas. Los experimentos por CTI se realizaron a 25°C en un amortiguador de TE 50/5, pH 7.4 y a diversas fuerzas idnicas:
0.06 M (@),0.36 M (@) y 0.66 M (®). (a) Complejo ScTIM-2PG (b) Complejo ScTIM-PGH. Los simbolos representan
los calores liberados durante cada adicion de inhibidor, normalizado por la cantidad adicionada de 2PG y PGH. Las lineas
continuas representan los ajustes con la Ec. 4.4. [Wiseman, T., et al.,, 1989]. El ajuste de los datos es realizado por
mondmero de proteina.

5.4.1.1. Cambios de protonacion en la union.

Se considerd la posible existencia de efectos de protonacion acoplados a los equilibrios de unidn, es
decir, cambios en el grado de protonacion de residuos ionizables en el ligando o en la proteina debido a
la asociacion, lo que podria afectar la medicion de las entalpias de unioén. Por ello se realizaron
experimentos de CTI, en ausencia de NaCl para ambos complejos, cambiando el amortiguador de TE
50/5 (AH oniz = 33.59 kJ mol'l) por Pipes (AH;pni; = 11.45 kJ mol'l) como sistema de amortiguamiento
[Fukada, H. & Takahashi, K., 1998]. Las entalpias de union determinadas en Pipes fueron -40.2 £ 0.6 y
-59.2 + 0.9 kJ mol™ para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH, respectivamente, practicamente las mismas que
las obtenidas en TE 50/5 (-40.5 + 1.0 y -60.9 + 0.3 kJ mol™).

5.4.2. Calorimetria de titulacion multitérmica (CTM).
5.4.2.1. Determinacion del ACp por CTM.

Para la medicion del 4Cp a diferentes fuerzas i6nicas, se utilizé el método de CTM [Chavelas, E.A. et

al., 2006], éste permite obtener la capacidad calorifica de union, ademas de K, y 4H,, en un solo
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experimento de titulacion. La Fig. 5.7 y 5.8 muestran los ajustes obtenidos por CTM a las diferentes
fuerzas 16nicas para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH respectivamente. Las superficies representan el ajuste
simultaneo de las Ecs. 4.4, 4.5 y 4.6. Estas superficies ilustran como la fuerza idnica modula la
variacion del calor liberado durante el proceso de union como una funcioén de la temperatura. También
se ilustra la sobreposicion de los datos experimentales que se obtuvieron por CTM (puntos negros)
sobre las superficies de unioén observandose que concuerdan. Los valores obtenidos de los parametros

termodindmicos se reportan en la Tabla 5.3 para ambos complejos.

Complejo ScTIM-2PG

b) I=0.36M

g (kJ/moal por inyeccion)
q (kJ/imol por inyeccion)

+

I
.

q (kJ/maol por inyeccion)

Figura 5.7. Las superficies ilustran como / modula la variacion del calor liberado durante el proceso de unién como una
funcion de la temperatura de acuerdo a la Ecs. 4.4, 4.5 y 4.6 para el complejo ScTIM-2PG: a) 0.06 M, b) 0.36 M y c) 0.66
M. Las superficies se generaron en el programa Mathematica 7.
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Complejo ScTIM-PGH.
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Figura 5.8. Las superficies ilustran como / modula la variacion del calor liberado durante el proceso de unién como una
funcién de la temperatura de acuerdo a la Ecs. 4.4, 4.5 y 4.6 para el complejo ScTIM-PGH: a) 0.06 M, b) 0.36 M y ¢) 0.66
M. Las superficies se generaron en el programa Mathematica 7.

En resumen, la Fig. 5.9 muestra la sobreposicion de las superficies a las diferentes fuerzas ionicas para

ScTIM-2PG y ScTIM-PGH.
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a) SCTIM-2PG b) ScTIM-PGH
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Figura 5.9. Superficies de unién multitérmicas de la ScTIM con sus inhibidores (a) 2PG y (b) PGH a diferentes
fuerzas ibnicas. Estas superficies se puede ver como la superposicion de isotermas de union en un intervalo de
temperaturas, las cuales se construyeron con las ecuaciones paramétricas 4.4, 4.5 y 4.6, con valores de K,, 4H, y ACp
obtenidos de la regresion lineal multiple del conjunto de datos obtenidos por MTC para cada condicion. La temperatura de
referencia fue de 25 °C. Las titulaciones multitérmicas se realizaron en el amortiguador TE 50/5, pH 7.4 y a diferentes
fuerzas idnicas: ) 0.06 M, 1) 0.36 M y III) 0.66 M.

En la figura anterior se puede observar que el efecto de la fuerza idnica es mas abrupta en el complejo

ScTIM-2PG que en ScTIM-PGH.

5.4.2.2. Validacion del método CTM para el sistema ScTIM-Inhibidor.

Dado que CTM es un nuevo método, se realizd una validacion para el sistema ScTIM-2PG,
comparando el ACp obtenido con esta metodologia contra el valor obtenido por el método tradicional

de CTI a partir de las mediciones de AH, a diferentes temperaturas (Fig. 5.10).
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Figura 5.10. Determinacion del ACp de unién por el método tradicional de CTI para el complejo ScTIM-2PG. a)
Isotermas de union a diferentes temperaturas (18, 25, 32 y 40 °C) en el amortiguador TE 50/5, pH 7.4, fuerza i6nica de 0.06
M. Los simbolos representan los calores liberados durante cada adicion de 2PG, normalizado por la cantidad de inhibidor
adicionado. Las lineas continuas representan los ajustes obtenidos a un modelo de sitios de uniéon independientes e idénticos
Ec. (4.4), donde 4H, es obtenido como uno de los parametros ajustados. (b) Determinacion del ACp como la pendiente de la
variacion lineal de AH,, con la temperatura (-1.11 kJ mol™ K™).

En la Fig. 5.10b, cada punto representa la entalpia de union (4H,) obtenida a una temperatura diferente
(18,25, 32 y 40°C), y la pendiente de la recta ajustada es el valor de ACp dado que ACp = 04H,/0T En
la Tabla 5.2 se muestran los valores de los parametros termodinamicos obtenidos por CTI a las
diferentes temperaturas y el valor obtenido de ACp (-1.11 kJ mol™ K™, el cual se compara muy bien

con el valor obtenido por MTC (-1.12 kJ mol™ K™") a la misma fuerza ionica (ver Tabla 5.3).

Tabla 5.2. Parametros termodindmicos obtenidos por CTI a diferentes temperaturas para ScTIM-2PG

en el amorti%uador TE 50/5, BH 7.4, fuerza i6nica de 0.06 M.

Temperatura K'{l 4G, 4 AH, 1 TAS“.l AC_pl -1 n
® (M) (kJ mol™) (kJ mol™) (kdmol™)  (kJ mol™ K™)
291.15 8.6(0.3)x10'  -2817(0.07)  -32.09(025)  -3.92(0.18) | ACp=o8AH/ET | 1.05(0.01)
CTI 298.15 6.3(0.4) x10°  -27.38(0.16)  -40.45(1.04)  -13.07 (0.88) A 0.90 (0.02)
305.15 49(0.) x10*  -26.76 (0.05)  -51.63(0.29)  -24.87 (0.24) 1.06 (0.04)
313.15 27(0.2)x10°  -2527(0.22)  -55.56 (L.67)  -30.30 (1.45) 0.96 (0.02)

]
Los numeros en paréntesis indican el error experimental.
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5.5. Integracion de los parametros termodinamicos para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH obtenidos por

las técnicas fluorimétricas y calorimétricas.

En la Tabla 5.3 se comparan los pardmetros termodindmicos de union a 25 °C, obtenidos por

titulaciones fluorimétricas (4H, y ACp se determinaron por el método de van't Hoff), CTl y CTM a
diferentes fuerzas idnicas: 0.06, 0.36 y 0.66 M.

Tabla 5.3. Pardmetros termodindmicos de union de inhibidores fosforilados a ScTIM empleando tres

diferentes métodos de titulacion.
|

(a) SCTIM-2PG

Fuerza ionica Método K, AG, AH, T4S, 4G, N
(mol L") ) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/K mol)
0.06 TF 5.9(0.04)x10*  -27.3(0.02) -41.4 (0.7) -14.1(0.7)  -1.00 (0.08)"
CTI 6.3 (0.4) x 10* -27.4(0.2) -40.5 (1.0) -13.1(0.9)  -1.11(0.15)  0.90(0.02)
CTM 6.3 (0.2) x 10* -27.4(0.1) -40.4 (0.4) -13.0(0.3)  -1.12(0.10)  0.89(0.01)
promedio 6.2 (0.2) x 10*  -27.4 (0.05) -40.8 (0.5) -13.4 (0.5)  -1.08 (0.05)  0.90 (0.02)
0.36 TF 5.9(0.1) x10° -21.5(0.04) -29.1 (0.6)" -7.6 (0.5)  -0.22(0.06)°
CTI 5.0 (0.2) x10° -21.1(0.1) -29.3 (1.6) -8.2(1.5) 0.91 (0.04)
CTM 5.8 (0.3) x10° -21.5(0.1) -29.5(1.9) -8.1(1.7) -0.28 (0.09)  0.92(0.06)
promedio 5.6 (0.4) x 10°  -21.4(0.2) -29.3(0.2) -8.0(0.3)  -0.25(0.03)  0.92(0.05)
0.66 TF 1.7(02) x10°  -18.4 (0.3)
CTI 1.3 (0.04) x10° -17.8(0.1) -22.3(1.7) -4.5(1.6) 1.06 (0.07)
CTM 1.0 (0.04) x10° -17.2(0.1) -22.7 (1.5) -5.5(1.4) -0.22 (0.04)  0.97 (0.05)
promedio 1.3 (0.3)x10° -17.8 (0.5) -22.5(0.2) -5.5(0.5) -0.22 (0.04)  1.02(0.06)
(b) ScTIM-PGH
Fuerza ionica Meétodo K, 4G, AH, 748, 4C, N
(mol L o) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/K mol)
0.06 TF 1.5 (0.04) x10° -29.5(0.1) -60.0 (1.8) -30.5(1.7)  -1.11 (0.20)°
CTI 1.7 (0.05) x10° -29.8 (0.1) -60.9 (0.3) -31.1(0.3) 0.96 (0.02)
CTM 1.7 (0.1) x10° -29.9 (0.2) -59.2(0.7) -293(0.5) -1.22(0.37)  0.86(0.01)
promedio 1.6 (0.09)x10°  -29.7 (0.1) -60.0 (0.7) -30.3(0.8)  -1.17 (0.05)  0.91(0.02)
0.36 TF 2.1(0.04) x 10*  -24.8(0.1)
CTI 2.3(0.1) x 10* -24.9 (0.1) -52.2(0.9) -27.3(0.8) 0.93 (0.01)
CTM 1.8 (0.1) x 10* -24.3(0.1) S51.1 (1.1 -26.7(0.9)  -0.44(0.15)  0.95(0.02)
promedio 2.1 (0.2)x 10* -24.7 (0.3) -51.7 (0.6) -27.0(0.3)  -0.44 (0.15)  0.94(0.02)
0.66 TF 1.1 (0.06) x 10*  -23.1(0.1)
CTI 1.5(0.1) x 10* -23.8(0.2) -46.8 (1.4) -23.0 (1.3) 0.87(0.02)
CTM 1.0 (0.1) x 10* -22.8(0.2) -46.7 (1.2) -23.9(1.0)  -0.35(0.15)  0.95(0.02)
promedio 1.2 (0.2)x 10* -23.2 (0.4) -46.8 (0.1) -23.5(0.5)  -0.35(0.15)  0.91(0.02)

“> AH, y ACp se obtuvieron por el método de van't Hoff, determinando la K, a diferentes temperaturas por titulaciones

fluorimétricas.

--- significa que no fueron determinados.
Los numeros en paréntesis indican la desviacion estandar.
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Empleando tres diferentes métodos de titulacion, se caracterizé la termodindmica de unién de ambos
complejos a tres diferentes fuerzas ionicas (0.06, 0.36 y 0.66 M), cuantificando: 4G,, 4H,, A4S, y ACp,
que son los pardmetros necesarios para dar una descripcion mas completa y detallada del proceso de
union. Los resultados obtenidos con las diferentes metodologias utilizadas, concuerdan;
particularmente la similitud de las entalpias calorimétricas y de van’t Hoff (fluorimétrica) es indicativo

de un modelado correcto de los datos [Horn, J.R., et al., 2001].

5.6. Termodinamica estructural.
5.6.1. Calculos de energética de union basada en modelos de area superficial.

Como se detallo en el Capitulo II de Antecedentes, el sitio catalitico de la ScTIM, es cubierto por un
asa movil que mantiene un ambiente hidrofobico, y evita de esta manera la pérdida del fosfato del
sustrato o inhibidor. Sin embargo, estudios por RMN sugieren que el movimiento de la asa catalitica es
de la propia enzima abriendo/cerrando independientemente de la union del sustrato o inhibidor [Xiang,
J. et al., 2004]. Por lo tanto, no estéd claro cudl debe ser la conformacién de referencia para la enzima
libre en el proceso de unioén, ya que para el célculo con APBS y de AASA se considera un
reconocimiento de cuerpo rigido Proteina-inhibidor. A fin de calcular el AASA durante la uniéon en
ambos complejos de ScTIM, se decidié tomar dos conformaciones de referencia para la enzima sin
inhibidor: i) la estructura cristalografica de la ScTIM de levadura sin inhibidor en su conformacion
"abierta" (1YPILpdb) y ii) la estructura de la ScTIM tal como existe en sus respectivos complejos
(2YPLpdb o 7TIM.pdb), es decir, considerando una unidén de "cuerpo rigido". Se decidi6 tomar en
cuenta dos posibilidades mas, considerar las moléculas de agua cristalograficas para determinar el area
superficial accesible al solvente y no considerarlas. Debido a esto, se realizaron cuatro tipos de calculos

de AASA para cada complejo:

e Cl1: ASA del complejo incluyendo moléculas de agua - (ASA de la enzima como cuerpo rigido
+ ASA del inhibidor con moléculas de agua asociadas)

e (2: ASA del complejo en ausencia de moléculas de agua - (ASA de la enzima como cuerpo
rigido + ASA del inhibidor en ausencia de moléculas de aguas)

e (3: ASA del complejo en ausencia de moléculas de agua - (ASA de la enzima en su
conformacion abierta y sin inhibidor + ASA del inhibidor en ausencia de moléculas de agua)

e (4: ASA del complejo incluyendo moléculas de agua - (ASA de la enzima en su conformacion

abierta y sin inhibidor + ASA del inhibidor con moléculas de agua asociadas)
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Los resultados de estos calculos se muestran en la Tabla 5.4, asi como los resultados del analisis de
contactos proteina-inhibidor obtenidos por LPC [Sobolev, V., et al., 1999] (ver Apéndice E). Los

valores mostrados representan los promedios obtenidos para ambas subunidades de la enzima.

Tabla 5.4. Célculos de AASA sobre la uniéon de ambos complejos obtenidos por NACCESS y el
andlisis de contacto proteina-ligando obtenidos por LPC (ver Apéndice E).

ScTIM-2PG (resolucion 2.5A) ScTIM-PGH (resolucion 1.9A)

Puentes de 215 26.0

hidrégeno®

Contactos® 555 63.0

H,O°¢ 1.0 3.0

AASA ot AASA,  AASA %polar AASA ol AASA,. AASA %polar

C1 -106.6 -304.5 -411.1 74.1 -138.3 -390.7 -529.0 73.8
C2 -99.7 -261.5 -361.1 72.4 -87.6 -296.9 -384.5 77.2
C3 -50.4 -484.2 -534.7 90.6 -200.5 -329.8 -530.2 62.2
C4 -57.4 -527.2 -584.7 90.2 -251.2 -423.6 -674.8 62.8

* Namero de puentes de hidrégeno entre el inhibidor y la ScTIM o moléculas de aguas en el sitio de unién. ° Namero de
contactos atomicos establecidos por el inhibidor en el sitio de union. © Numero de moléculas de agua en contacto con el
ligando.

En la Tabla 5.5 se muestran los valores de 4H, y AC, calculados en funcion del 4454,y 44SAqpoi, a
través de las parametrizaciones empiricas reportadas en la literatura por diferentes autores (ver Tabla

4.1), de acuerdo a la Ec. 1.4 y Ec. 1.5 respectivamente.

Tabla 5.5. Comparacion de los valores de 4H, y AC, de los complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH
calculados a través de modelos de area superficial accesible al solvente y los cuatro célculos de ASA

s Cl-C4= de la Tabla 5.4.

SCTIM-2PG SCTIM-PGH

AH, (KJ mol'l) Cl C2 C3 Cc4 Cl1 C2 C3 C4
Luque y Freire P-L (2002) -36.3 309 614  -66.8 -46.5  -359 -36.7 -47.3
Garcia-Hernandez y 216 -183  -37.8 -4l 273 213 206 267
Hernandez-Arana P-P (1999)

Garcia-Hernandez y -56.1 -48.0 -92.2 -100.3 -72.0  -55.1 -58.7 -75.6
Hernandez-Arana P-C (1999)

AC, (kJmol* K™ Cl C2 C3 C4 Cl C2 C3 C4
Murphy vy Freire (1992) 0.13 0.0 043 047 0.17 0.16  -002  -0.01
Spolar et al. (1994) 0.04 0.02 0.22 0.23 0.04 0.06 -0.08 -0.09
Myers et al. (1995) -0.01 -0.02 0.12 0.13 -0.02 0.01 -0.11 -0.14
Makhatadze y Privalov (1995) 0.04 0.02 0.32 0.34 0.05 0.07 -0.14 -0.16
Garcia et al. (2003) -0.19 -0.17 -0.19 -0.21 -0.25 -0.17 -0.29 -0.37
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A través de estas parametrizaciones, los valores correspondientes para 4H, considerando una union de
“cuerpo rigido” (C1 y C2), se observa que los tres modelos predijeron valores de AH, mas exotérmicos
para ScTIM-PGH que para ScTIM-2PG. Los valores experimentales de 4H, para ScTIM-2PG y
ScTIM-PGH son -40.8 y -60.0 kJ mol™ respectivamente, a fuerza iénica de 0.06 M (ver Tabla 5.3), los
cuales estan dentro del intervalo de los valores previstos por estos modelos de area, principalmente con
el modelo de Garcia-Herndndez y Herndndez-Arana, P-C (1999), considerando el calculo con C2. Sin
embargo, se observd lo contrario, para los célculos C3 y C4 realizados con la estructura abierta, los
tres modelos predijeron valores de AH, mas exotérmicos para ScTIM-2PG que para ScTIM-PGH.
Aunque con el modelo de Garcia-Herndndez y Hernandez-Arana, P-C (1999), en el calculo con C3 el
valor obtenido es cercano al obtenido experimentalmente. En el caso del 4Cp se emplearon cinco
modelos de area superficial, los cuales no reproducen los valores experimentales de ambos complejos a
fuerza i6nica de 0.06 M. Sin embargo, se observo que los valores obtenidos por estos modelos son

apenas similares a los medidos a altas fuerzas idnicas.

Enfoque computacional

5.7. Determinacion de la energia de union para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH.

En la Fig. 5.11 se comparan los valores de las energias calculadas computacionalmente de acuerdo a la
Ec. 4.8 a partir de una contribucion electrostdtica y otra no electrostatica con las energias de union
obtenidas experimentalmente por las titulaciones fluorimétricas a partir de la determinacion de la K, a

diferentes fuerzas idnicas. Los valores de las energias de unidn se reportan en el Apéndice F (apartado

F.1 zFZ:

-40 4 @ TIM-2PG experimental
E @  TIM-PGH experimental

Figura 5.11. Comparacion de los

_60_- valores de las energias de union

’—5 80 obtenidas por titulaciones
= 1 fluorimétricas con las energias de
i 100 union obtenidas por .célculos
< lo @ @ Q 9 0 0 0 O O 9 computacmngles a  diferentes
(_r): 120 fuerzas 1ib6nicas en el solvente,
N . utilizando los potenciales de
140 : TIM-2PG computacional PARSE. Las energias calculadas

1 TIMPGH computacional son la suma de la contribucidon

-1604 electrostatica y no electrostatica

para el ScTIM-2PG y ScTIM-
-180—00000000000 PGH.

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Fuerza idnica (I)
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Los valores de 4G, obtenidos experimental y computacionalmente son muy diferentes, siendo siempre
mas negativos los calculados que los medidos. Para el complejo ScTIM-2PG los valores tedricos son
alrededor de 85 kJ mol™” mas negativos mientras que para ScTIM-PGH la diferencia es alrededor de -
165 kJ mol™". En lo que coinciden ambas evaluaciones es que al aumentar la fuerza iénica disminuye la

afinidad del complejo ScTIM-inhibidor.

Por otro lado, con los calculos obtenidos del AG, bajo el efecto de la fuerza idnica se representaron los
potenciales electrostaticos para la ScTIM sin inhibidor, ScTIM-2PG y ScTIM-PGH a 0.06 y 1.06 M a
través del programa VMD. Para ScTIM sin inhibidor se observa que el sitio activo aparece de color
azul por el residuo de Lys12 que genera un ambiente positivo principalmente, sin embargo, cuando se
visualiz6 el potencial electrostatico de SCTIM-2PG y ScTIM-PGH el sitio activo se observa de color
rojo por la carga negativa de los inhibidores. Para la ScTIM sin inhibidor y ambos complejos también
se observa como los potenciales electrostaticos disminuyen conforme aumenta fuerza iénica del medio,

lo que concuerda con lo que se ha observado experimentalmente en este trabajo.
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a) SCTIM sin inhibidor a 7=0.06 M b) ScTIM sin inhibidor a I=1.06 M

d) ScTIM-PGH a 1=0.06 M e) ScTIM-PGH a I=1.06 M

N
“&\m}
'/\\) f"%ﬁ’ ’

\Ql,\

Figura 5.12. Representacion del potencial electrostatico obtenidos por APBS para la ScTIM sin inhibidor, ScTIM-2PG y
ScTIM-PGH a 0.06 y 1.06 M. El circulo amarillo indica el sitio activo para ScTIM sin inhibidor la carga es positiva (azul) y
para ambos complejos la carga es negativa (rojo)
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5.7.1. Importancia de grupos cargados en la asociacion de la SCTIM con sus inhibidores.

Se realiz6 un andlisis sobre el efecto de apagar cargas de algunos residuos del sitio de union de la
ScTIM vy de los inhibidores (2PG y PGH) sobre el 4G,. En el Apéndice F se muestran los valores de
cada contribucion al AG, (apartado F.3). En la Tabla 5.6 se muestran los residuos que se modificaron a

carga cero para ambos complejos.

Tabla 5.6. Efecto de las cargas de algunos atomos de la Lys12 y Glul65 de la ScTIM, asi como los
atomos del grupo PO,* de los inhibidores en el AG, tedrico.
________________________________________________________________________________________________________________________________________|

(a) SCTIM-2PG , AG, = -111.24 kI mol™ a I= 0.06 M.

Grupo Funcional Carga modificada AG, (kJ/mol)

HE1, HE2, HE3, de la Lys12 HC1, HC2, HE3, 0.33 — 0.00 81.26
tanto en la proteina sin inhibidor
como en el complejo

Grupo COO' del Glul165

C9, Oel, O¢g2, en la proteina Cd, 0.55 — 0.00, O¢l, -0.50— 0.00, -37.97
sin inhibidor 0g2,-0.49 — 0.00

Grupo PO, de 2PG

P, 03,04, 05, 06 del 2PG P, 1.64/1.45 — 0.00, O3, -0.71/-0.56 — 0.00, 84.16
en el inhibidor libre/como 04, 05, 06, -0.99/-1.00 — 0.00

en el complejo

(b) ScTIM-PGH  AG, = -178.38 kJ mol™ a I= 0.06 M.

Grupo Funcional Carga modificada AG, (kJ/mol)

HE1, HE2, HE3, de la Lys 12 HC1, HE2, HE3, 0.33 — 0.00 25.32
tanto en la proteina sin inhibidor
como en el complejo

Grupo COO' del Glul65

Co, O¢l, O€2, en la proteina sin Cd, 0.55 — 0.00, Oel, -0.50— 0.00, -92.79
inhibidor 0e€2,-0.49 — 0.00

Grupo PO, de PGH

P, 01, 02, 03, 04 del PGH P, 1.83/1.43 — 0.00, O1, -0.74/-0.49 — 0.00, 198.42
en el inhibidor libre/como 02, 03 -0.92/-0.98 — 0.00, 04, -0.98/-1.02 — 0.00

en el complejo
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Es importante mencionar que de acuerdo con evidencias experimentales, en los complejos se considerd
protonado al Glul65 y a los inhibidores con carga de -3. En la ScTIM sin inhibidor se consider6 el
Glul65 desprotonado (con carga de -1) y la carga de los inhibidores libres de -2. En la Tabla 5.6 se
determindé AG, para ambos sistemas realizando un apagamiento de cargas de algunos atomos de
residuos de la proteina y atomos de los inhibidores. En ambos complejos de puede observar el efecto de
las cargas positivas de los atomos HC1, HC2, HE3, de la Lys 12 el AG, se hizo muy desfavorable
debido a que se debilita la interaccion con el inhibidor cargado negativamente y la mayor carga positiva
se distribuye principalmente en los HC's de la Lys 12. También se puede observar que el efecto del
grupo carboxilato de la ScTIM sin inhibidor C8, Oel, Oe2 del Glul65 el valor de 4G, se hace
desfavorable como es de esperarse debido a que al apagar las cargas de grupo COO" (en la proteina
libre) del Glul65 no se establece una interaccion con los 4tomos del inhibidor en la union (NO para
PGH y CO para 2PG). Al apagar la carga del grupo del PO,*, el AG, se hace muy desfavorable,
principalmente en PGH, lo que indica que el grupo fosfato de los sustratos o inhibidores son

indispensables para la union.
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CAPITULO VI: DISCUSION

Enfoque experimental

6.1. Efecto de las sales en la estabilidad de la ScTIM.

Se han descrito dos tipos principales de efectos de las sales disueltas sobre las proteinas: aquellos
relacionados con la union especifica de algunos iones y otros relacionados a un efecto general de
apantallamiento, que esta asociado mds bien con la concentracion de cargas y no con iones particulares.
El tratamiento electrostitico a través de Poisson-Boltzmann solamente involucra un efecto no
especifico, pues se basa en un modelo de solvente continuo. Este modelo aplicado a la ScTIM predice
que la estabilidad del estado nativo se ve favorecida por las interacciones electrostaticas a baja fuerza
ionica, por otro lado conforme aumenta la fuerza idnica en el intervalo de pH analizado (3.5 a 9.0) el
valor de la energia electrostatica se hace menos negativo (Fig. 5.1a). Experimentalmente, esto
concuerda con la disminuciéon de la temperatura media de transicion (7,) observado en las
desnaturalizaciones térmicas de la ScTIM al aumentar la concentracién de NaCl (Fig. 5.1b, curval en
el recuadro). La desestabilizacion provocada por esta sal, considerada como neutra en la serie de
Hofmeister [Zhang & Cremer 2006], sugiere que las interacciones electrostaticas contribuyen favorable
y significativamente a mantener la estructura nativa de la ScTIM. El incremento de la fuerza ionica
obstaculiza estas interacciones favorables y produce un efecto desestabilizador. Por otra parte, la
adicion de NaH,PO4/Na,HPO, al medio induce una estabilizacion en la ScTIM (Fig.5.1b), lo que es
consistente con que el ion hidrogeno fosfato HPO4> actia como inhibidor competitivo de la enzima
[Lambeir, A. M., et al., 1987]. Este anion se une al sitio activo de la enzima estabilizando su estado
nativo, éste efecto estabilizante sobre la ScTIM ha sido ya estudiado con el inhibidor 2PG [Gonzalez-
Mondragoén, E., et al, 2007]. En general, estos resultados indican que el efecto producido por el NaCl
en la solucion sobre la ScTIM estd asociado a un efecto de apantallamiento y no a una unién especifica
de dichos iones con la enzima nativa, por lo que representa un electrolito apropiado para estudiar el

efecto de la fuerza idnica en la unidn de los inhibidores a la ScTIM.

6.2. Andlisis de la termodindamica de union en la interaccion ScTIM-2PG y ScTIM-PGH.

La afinidad de la ScTIM por ambos inhibidores fosforilados disminuye a medida que se incrementa la
fuerza i6nica (Fig. 5.4), evidenciando una importante contribucion favorable de las interacciones
electrostaticas en la union. La carga positiva del grupo e-amino de la Lys12 tiene el papel de crear un

potencial electrostatico que atrae a los sustratos anionicos hacia el sitio catalitico [Lodi, P. J., et al.,
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1994], atrayendo también a 2PG y PGH negativamente cargados. Analisis previos mostraron que
ambos inhibidores, 2PG y PGH, se unen a la TIM en su forma dianionica con dos oxigenos del grupo
fosfato cargados y su tercer grupo ionizable protonado [Collins, K. D. 1974; Hartman, F. C., et al.,
1975; Donnini, S. et al., 2008]. Una vez que el inhibidor se encuentra en el sitio catalitico, este tltimo
proton es transferido al grupo carboxilo del Glul65, por lo que la forma completamente ionizada de
los inhibidores es la especie finalmente unida [Campbell, 1. D., et al., 1978; Alahuhta, M. & Wierenga,
R. 2010]. Considerando que ambos inhibidores se encuentran igualmente en forma trianionica en sus
respectivos complejos con la ScTIM, es dificil explicar la mayor sensibilidad del complejo ScTIM-
2PG a la fuerza i6nica del medio (Figuras 5.4 y 6.3). El grupo carboxilico de 2PG ¢ hidroxamico de
PGH tienen diferentes valores de pKa, 5.2 para 2PG [Donnini, S. et al., 2008] y 9.5 para PGH [Collins,
K. D. 1974], lo que origina que estos inhibidores tengan diferentes grados de protonacion a pH 7.4;
para 2PG la forma trianidnica ('203PO—CH2—C02') seria la mas abundante, mientras que para PGH lo
seria la forma dianidnica (203PO-CH,-CO-NH-OH). Estudios por RMN han mostrado que a pH neutro
las especies mas pobladas para 2PG son (0,C-CH,-OPO;?) en primer lugar, y (0,C-CH,-OPO;H) en
menor grado [Campbell, 1. D., et al., 1978; Alahuhta, M. & Wierenga, R. 2010]. Por lo tanto, la uniéon
de 2PG a la ScTIM a pH 7.4, a diferencia de PGH, involucra dos intercambios de protones previos
(Fig. 6.1): i) de la solucién amortiguadora (AmortiguadorH /Amortiguador) al grupo carboxilo del
2PG” (AmortiguadorH™ + B — Amortiguador + C) vy ii) del fosfato —OH del fosfato a la solucion

amortiguadora para regenerar el 2PG™ (A + Amortiguador — B + AmortiguadorH").

C

K,
HO,C-CH,-OPO;% + TIM —____~ TIM-H —0,C-CH,-OPO,>

-H*
+H* K,

-H* K,
"0,C-CH,-OPO;H" _ ” “0,C-CH,-OPO4>
+H*
A B

Figura. 6.1. Equilibrios de protonacion/desprotonacion implicados en la unién de 2-fosfoglicolato (2PG) ala ScTIM a pH
7.4

-61 -



DISCUSION

De acuerdo con los equilibrios representados en la Fig. 6.1, la constante de union intrinseca (K, i) para
la formacion del complejo SCTIM-2PG s6lo debe involucrar la concentracion de la forma dianionica de

2PG@, con su grupo carboxilo protonado (especie marcada como C en la Fig. 6.1):

[TIM -2 PG ] Ee. (6.1
wintr C. (6.
S 15774 [
Sin embargo, considerando los tres equilibrios que se muestran en la Fig. 6.1, se puede deducir que la
constante de union medida experimentalmente (K,), que se obtiene considerando la concentracion total
de inhibidor ([A] + [B] + [C]), se relaciona con K, y las constantes de ionizacion de K; y K> a través de
la expresion (ver Apéndice G).

K[H']
K[H [+K,+K +H]]

K, =K Ec. (6.2)

Este analisis implica que las funciones termodindmicas obtenidas y reportadas en este trabajo para la
union de 2PG a ScTIM, deben ser considerados como parametros aparentes.

Por otro lado, la similitud de los calores de union, independientemente de la entalpia de ionizacion del
amortiguador utilizado, sugiere que no existen efectos de protonacion acoplados [Baker, N.A., et al.,
2001]. Tal como se ha discutido antes, este parece ser el caso para el complejo SCTIM-PGH. Sin
embargo, la uniéon de 2PG a la ScTIM involucra dos intercambios de protones previos. Esta aparente
discrepancia puede aclararse notando que, como se ilustra en la Fig. 6.1, la conversiéon de un mol de A
a un mol de C no produce un cambio neto de protonacién en el amortiguador, esto es, el proton
capturado por B del amortiguador es compensado por el proton liberado por A hacia el medio. Asi no

habria efectos caldricos asociados con esta conversion (A— B—C).

El equilibrio de disociacion de los 4cidos se ve afectado por la fuerza idnica del medio [Maclnnes D. A.
y Shedlovsky, T. 1932], al igual que las reacciones de asociaciéon de moléculas con carga eléctrica
como es la union de 2PG y PGH a la ScTIM. Por lo tanto, la union de 2PG podria estar mas afectada
por la fuerza ionica debido a que existen otros dos equilibrios acoplados ademds de la K,, que
involucran especies cargadas cuyas constantes (K;, K>) se veran afectados por el NaCl.

Si se considera que la unioén de los inhibidores anionicos a ScTIM involucra la liberacion de aniones

(CI) al solvente, puede aplicarse la teoria de interacciones proteina-polielectrolito [Manning, G. S.
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1978; Lohman, T. M., et al., 1980] vy utilizar la siguiente ecuacion que relaciona la variacioén de K,
con la concentracioén de NaCl:

log K, = 1og (Kyo-clect) - Zy log[NaCl] Ec.(6.3)

Donde el primer término del lado derecho proviene de las interacciones no electrostaticas y el segundo
término resulta de los efectos electrostaticos asociados con la liberacion de contraiones y de
apantallamiento mientras que Zy representa una medida sobre el nimero de contraiones liberados
debido a la unién del inhibidor. Cuando la concentracion de sal llega a 1.0 M, el término electrostatico
desaparece y —RTInK), representa la parte no electrostatica de la energia de Gibbs de la formacion del
complejo: -RTInK), »-c1e, que puede ser evaluado a partir del ajuste lineal que se muestra en la Fig. 5.4.

Entonces es posible cuantificar la contribucion electrostatica a la afinidad:
AGy = AGyeiet AGypo-ele Ec. (6.4)

De las regresiones lineales mostradas en la Fig. 5.4, se obtuvieron los valores del AG), no-ciec. de. -17.4
kJ /mol y -21.9 kJ/mol para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH, respectivamente. Entonces, utilizando el
promedio de los valores de 4G, de la Tabla 5.3, a I = 0.06 M, se calculd que a 25° C, el 4G, ..
representa el 36% y el 26% de la energia libre de unién para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH,

respectivamente.

6.2.1. El 4H,, A4S, y AG, para SCTIM-2PG y ScTIM-PGH a fuerza ionica de 0.06 M.

Como se puede observar en la Fig 6.2, la contribucion entélpica AH, dirige la union en ambos procesos
de la ScTIM con sus inhibidores. Sin embargo, el 4H, del PGH es mas favorable respecto a 2PG por -
20 kI mol™ a 25 © C. Esta diferencia energética podria explicarse a partir de los resultados obtenidos
del analisis de contactos proteina—ligando (LPC) de ambos complejos: PGH establece un 14% mas de
contactos atomicos con la ScTIM y hasta 5 puentes de hidrogeno mas en el sitio catalitico de la enzima,
en comparacion con 2PG (ver Tabla 5.4). La contribucion entropica AS, no favorece a la union de los
complejos y es menos favorable para PGH. El término de la energia libre de union AG, para ambos

complejos es favorable, siendo mas favorable para PGH.
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Figura 6.2. Variaciéon térmica de los parametros termodinamicos de union para ScTIM-2PG y ScTIM-PGH. Estos valores
fueron construidos con los valores promedios reportados en la Tabla 5.3 para ambos complejos en TE 50/5, pH 7.4, fuerza
iénica 0.06 M: 4G, (lineas en trazos), AH, (lineas punteadas), TAS, (lineas continuas).

6.2.2 El AH,,, AS, y AG, para ScCTIM-2PG y ScTIM-PGH bajo el efecto de la fuerza idnica.

Al aumentar la fuerza ionica, la K, disminuye y el 4G, se hace menos favorable a la union. A 25 °C, la
K, para el complejo disminuy6 10 veces a 0.3 M de NaCl respecto a un medio sin NaCl y en el caso de
ScTIM-PGH la K, disminuy6 7 veces. La disminucion de afinidad se debe a un 4H, menos favorable
(Fig. 6.3). Esta disminucién entélpica con concentraciones idnicas crecientes puede explicarse por un
efecto de apantallamiento de Debye de los iones disueltos. 2PG reduce su entalpia union a la ScTIM de
forma mas abrupta al aumentar la concentracion de sal respecto a PGH. Aumentando la fuerza idnica
de 0.06 a 0.36 (0.66) a 25 ° C, el 4H,, por 2PG se reduce en alrededor de 28% (45%), mientras que para
PGH se reduce en 14% (22%) (Tabla 5.3). Estas diferencias indican que la entalpia de union para PGH
posee otras contribuciones importantes, ademds de las interacciones carga-carga que no se ven muy
afectadas por la concentraciéon de sal. Probablemente se trate de los puentes de hidrogeno (ver
Apéndice E). En lo que respecta al 4S,, siempre fue desfavorable para ambos inhibidores y menos

favorable para PGH. Concentraciones mas altas de sal producen un A4S, menos desfavorable.
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Figura 6.3. Efecto de la temperatura y fuerza idnica en los parametros termodinamicos de union para (a) ScTIM-2PG y (b)
ScTIM-PGH. 4G, (lineas continuas), 4H, (lineas punteadas), 74S, (lineas en trazos). Estas funciones fueron construidas
con los valores promedios reportados en la Tabla 5.3 para fuerzas ionicas de: 0.06 (azul), 0.36 (rojo) y 0.66 (verde).

6.3. Termodinamica estructural.
6.3.1. Entalpia de unién (4H,)

De acuerdo con los modelos de area superficial que correlacionan AH, con AASA, el ocultamiento de
superficie polar es exotérmica mientras que el de no polar es endotérmica (ver Ec. 1.4y Tabla 4.1), por
lo tanto, ocultar mayores areas polares y menores areas no polares produce entalpias de unién mas
favorables. Tomando en cuenta que PGH tiene un atomo polar (N) méas que 2PG y sabiendo que la
uniéon de ScTIM con PGH es mdas exotérmica que con 2PG en todas las condiciones experimentales
(Tabla 5.3), se esperaba que el AASA polar fuera mas grande para el complejo ScTIM-PGH respecto
al complejo ScTIM-2PG. Sin embargo, se observé todo lo contrario para los calculos de AASA
realizados con la estructura abierta de ScTIM como conformacion de referencia para la enzima sin

inhibidor (ver Tabla 5.4, C3 y C4). Esta inconsistencia sugiere que los calculos de AASA que
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involucran las estructuras 1YPI, 2YPI y 7TIM, no son confiables para este propdsito, por lo tanto no se
consideran los resultados obtenidos con estos calculos en lo sucesivo. Cabe notar que aun cuando el
medio de cristalizacion reportado para 7TIM fue el mismo que para 1YPI (Tris 50 mM, pH 7.5), en el
caso de 2YPI fue ligeramente diferente (Tris 200 mM, pH 6.8), lo que pudo ocasionar algunos cambios

en el empacamiento de los cristales.

Por otra parte, los célculos realizados considerando una union de “cuerpo rigido” (C1 y C2), fueron
consistentes en este sentido: el area polar oculta aumenté de ScTIM-2PG a ScTIM-PGH vy el area no
polar oculta disminuy6 (C2) o al menos aumentd en una proporcion similar al area polar oculta (C1),
ver Tabla 5.4. Por lo tanto, para los calculos C1 y C2, los tres modelos predijeron valores de 4H, mas
exotérmicos para ScTIM-PGH que para ScTIM-2PG (Tabla 5.5). El modelo P-L de Luque y Freire
(2002) toma en cuenta las aguas estructurales dentro de 7 A alrededor del ligando, para cuantificar el
area superficial accesible de modo que el célculo mas adecuado para este modelo es C1. Por el
contrario, los modelos P-P y P-C no consideran las moléculas de agua estructurales en los calculos de
ASA [Garcia-Hernandez, E. y Herndndez-Arana, A., 1999], por lo que C2 es mas apropiado para estos

métodos.

La existencia de diferentes modelos de area superficial refleja la necesidad de desarrollar nuevos
parametros para  sistemas que contienen grupos funcionales que o bien no estdn o estan
subrepresentados en las base de datos disponibles. En los sistemas Proteina-Carbohidrato la
contribucion de las areas polares resultd mas ponderada que en otros modelos, lo cual parece deberse a
un mayor numero de puentes de hidrogenos en la interfase de los complejos Proteina-Carbohidrato en
comparacion con las interfases Proteina-Proteina [Garcia-Hernandez, E. ef al., 2000]. En este trabajo,
el modelo Proteina-Carbohidrato es el que mejor correlaciona con los valores experimentales de 4H,
(a25°Cy fuerza idnica 0,06): -48,0 kJ mol™ para ScTIM-2PG (AH ypexp = -40,8 kJ mol™) y -55.1 kJ
mol” para ScTIM-PGH (4Hy,exp=-60,0 kJ mol™). Los otros dos modelos, Proteina-Proteina y Proteina-
Ligando, subestiman el 4H, y sus predicciones son similares a los valores experimentales obtenidos a
fuerzas idnicas altas. En conjunto, estos resultados sugieren que en el contexto de los modelos de area
superficial, la union de 2PG y PGH a la ScTIM se describe mejor por modelos que involucran
interacciones polares intensificadas, como los complejos Proteina-Carbohidrato, y que a mayor fuerza
ionica, donde las interacciones carga-carga disminuyen, la entalpia de unién se describe mejor por

modelos provenientes de interacciones proteina-proteina.
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6.3.2. El cambio en la capacidad calorifica (4Cp).

Respecto a los calculos del 4Cp, de los cinco modelos de 4rea superficial empleados, s6lo con el que se
basa en los complejos Proteina-Carbohidrato de Garcia-Hernandez, E. et al, 2003 se obtuvieron
valores comparables a los determinados experimentalmente. Sin embargo, estos valores (cercanos a -
0.2 kJ mol™), son apenas similares a los medidos a altas fuerzas iénicas y no en ausencia de NaCl
donde el 4Cp,, fue alrededor de -1.1 kJ mol™ para ambos complejos. Como se ha demostrado para
otros complejos, un 4Cp muy negativo podria explicarse por las moléculas de agua secuestradas en la
interfase cuando el inhibidor se une a la proteina [Guinto E. R. y Di Cera, E., 1996; Holdgate, G.A., et
al., 1997; Katragadda, M., et al., 2004; Bergqvist, S., et al., 2004]. Se han localizado moléculas de agua
en el sitio de union del complejo TIM-PGH por cristalografia de rayos X [Davenport, R.C., et al.,
1991] e inclusive se ha evaluado la influencia de algunas aguas sobre la actividad enzimatica de un
conjunto de TIMs [Zhang, Z., et al., 1999]. Ademas, en la estructura cristalografica del complejo de
TIM-2PG de Leishmania mexicana a 0.83 A de resolucion, varias moléculas de agua se encontraron en
el sitio de union [Kursula, I. y Wierenga, R. K., 2003]. En ambos complejos se observa que el 4Cp a
mayor fuerza ionica se hace menos negativo, lo cual es compatible con la liberacion de algunas de estas
moléculas de agua al medio circundante [Li, Z. & Lazaridis, T., 2007] ya que la disminucién de la
actividad del solvente puede inducir esta deshidratacion.

A pesar de tener estructuras muy similares y poseen la misma carga neta, la contribucién de las
interacciones electrostaticas a la afinidad de 2PG y PGH a ScTIM es muy diferente. Probablemente un
analisis a nivel de estructura electronica de los sitios de unidn de estos sistemas sea necesario para

determinar el origen de estas diferencias.

Enfoque computacional

6.4. Energia libre de union (4G,).

Los valores de energia libre de union (A4G,) obtenidos a través de calculos tedricos son mucho mas
favorables que los obtenidos experimentalmente (ver Apéndice F apartado F.1 y F.2). Sin embargo, la
tendencia a hacerse menos favorable al aumentar la fuerza i6nica del medio va en el mismo sentido que
lo observado experimentalmente para estos complejos ScTIM-inhibidor (Tabla 5.3). Esta diferencia
puede deberse en parte a la pérdida de entropia traslacional (AS;) y rotacional (AS;) asociada al proceso
de uniodn, la cual no fue considerada en estos calculos. Asimismo, para el caso del complejo TIM-2PG,

al corregir el valor de K, in de acuerdo con la Ec. 6.2, se obtuvo un AGy i de -41.05 kJ/mol, el cual es
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mas negativo que el obtenido experimentalmente, pero aun muy diferente al calculado tedricamente
AG,--111.24 kJ mol ™.
Por otro lado, si se consideraran los cambios entropicos asociados al proceso de uniéon se puede

expresar como la suma de cuatro contribuciones:
AS= ASpo1 TASapoitASotAS; Ec.(6.5)

Los primeros dos términos de la Ec. 6.5 se refieren a los cambios entrdpicos debido a la desolvatacion
de las superficies polares y no polares que se ocultan en la union (AS,o y ASapo1). El término de entropia
rotacional (AS,.) se origina de enlaces simples rotables que quedan congelados cuando se forma el
complejo. Finalmente, la entropia traslacional (AS;), resulta de la restriccibn en movimientos
traslacionales y rotacionales de las moléculas cuando se forma el complejo.

Para tener un célculo aproximado de las contribuciones entropicas no contempladas en el calculo
teorico de AG,, (-TAS;ot - TAS,), se realizaron las siguientes consideraciones. Para la contribucion del
TAS,s, Doig y Sternberg calcularon un promedio de la variacion de entropia del numero de rotameros
para cada tipo de cadena lateral de los aminoéacidos [Doig, A.J. y Sternberg, M.J., 1995]. Debido a esto
se estimo la contribucion de enlaces rotables congelados entre ScTIM-inhibidor en la unién con base a
los resultados que se obtuvieron en el andlisis de contactos atémicos por LPC, obteniendo un TAS; = -
9.15 kJ mol™". Para la pérdida de entropia de seis enlaces rotables para el 2PG se obtuvo un valor de -
11 kJ mol™, ya que el valor por enlace rotable es 1.53 cal mol'K'[Garcia-Hernandez, E. y Hernandez-
Arana, A., 1999]. Asi mismo el valor de TAS; = -10.9 kJ mol™” se tomé de Garcia-Hernandez, E. y
Hernandez-Arana, A. 1999 basado en el calculo de Proteina-Carbohidrato. Finalmente, al AG, teodrico
se le restaron los valores aproximados de TAS; y TAS; y esto permitié obtener un valor de -79 kJ mol
' el cual se acerca al AG,y a pesar de ser un célculo “sobrestimado” por las consideraciones

realizadas.

Por otro lado, el poder visualizar el potencial electrostatico de la ScTIM en su forma libre y en su
forma acomplejada permite identificar el efecto del ambiente de cargas en el sitio activo, como se
observo en la Fig. 5.12. La carga en el sitio activo es positiva por la Lys12 principalmente por lo que
el potencial se representa de color azul, cuando 2PG o PGH se unen a la ScTIM el potencial
electrostatico en el sitio activo se observd de color rojo, lo que implica una influencia de la carga

negativa de estos inhibidores fosforilados. La dependencia salina en el potencial electrostatico permitio
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observar como los contactos electrostaticos se fueron apagando o debilitando al aumentar la fuerza
i6nica, lo que correlaciona con lo que sucede experimentalmente para este sistema por un efecto de

apantallamiento de los iones en el medio.

Respecto al apagamiento de las cargas de algunos atomos de los residuos cataliticos y algunos atomos
de los inhibidores, se observo el efecto de la contribucion electrostatica en la energia de union respecto
a la contribucion no polar (ver Apéndice F apartado F.3.). El 4G, en ambos complejos se hizo
desfavorable al apagar cargas de los atomos de: Lys12, Glul65 de la ScTIM vy las cargas del grupo
fosfato en los inhibidores, por lo que las interacciones carga-carga que se establecen entre la proteina y

los inhibidores son indispensables para la union.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
7.1. Conclusiones.

Las interacciones electrostaticas contribuyen favorable y significativamente a mantener la estructura
nativa de la ScTIM. El incremento de la fuerza idnica obstaculiza estas interacciones favorables y
produce un efecto desestabilizador. El efecto que tienen en la ScTIM los iones utilizados como
electrolito (Na* y CI") para modificar la fuerza i6nica de la solucion esta asociado a un efecto de

apantallamiento y no a una union especifica con la enzima.

La union de 2PG y PGH a la ScTIM esta entélpicamente dirigida. A 25 °C, AH, para PGH es mas
exotérmico que para 2PG por -20 kJ mol™, diferencia que podria explicarse por los cinco puentes de

hidrogeno adicionales que establece PGH con la ScTIM.

Al aumentar la fuerza ionica, K,, 4G, y 4H,, se hacen menos favorables y A4S, menos desfavorable.
AH, para ScTIM-2PG disminuy6 un 45% al aumentar una fuerza iénica de 0.06 a 0.66 M, mientras que
para ScTIM-PGH disminuyd un 22% a 25 °C. La contribucion electrostatica al AG, es del 36% para la

asociacion con 2PG y del 26% con PGH a 25 °C con fuerza i6nica de 0.06 M.

Las entalpias de union de la ScTIM con ambos inhibidores (4H,) fueron las mismas usando dos
amortiguadores con 4H;,,.qcis» MUy diferentes (casi en relacion 3:1, trietanolamina:PIPES), por lo que

se descartaron cambios netos de protonacion en el medio regulador acoplados a la asociacion.

Las funciones termodinamicas de union para el complejo ScTIM-2PG cambiaron mas, por efecto de
la fuerza ionica, en comparacion con los valores obtenidos para el complejo ScTIM-PGH. Esta
dependencia es consistente con los equilibrios acoplados de protonacion aunque compensados con el
amortiguador, que produce la especie dianidnica de 2PG que se unen a la ScTIM, lo cual no sucede con
PGH.

En cuanto a los modelos de érea superficial, el modelo Proteina-Carbohidrato es el que reproduce

mejor los valores experimentales de 4H, a baja fuerza ionica.
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La union ScTIM-inhibidor esta acompafiada por un ACp el cual se hace menos negativo al aumentar la
fuerza idnica. Ninguno de los modelos de area superficial pudo reproducir los valores experimentales a
baja fuerza ionica. EI gran ACp negativo de ambos procesos de unién podria explicarse por las

moléculas de agua secuestrada en la interfase cuando los inhibidores se unen a la proteina.

Los términos de energia libre de union (4G,) tedrico y experimental no concordaron de manera exacta,
sin embargo, en ambos tipos de evaluacion existe una tendencia de unién desfavorable en la formacién

del complejo ScTIM-inhibidor al aumentar la fuerza idnica del medio.

El AG, calculado se hizo desfavorable al apagar las cargas eléctricas de la Lys12, Glu165 de la ScTIM

o las cargas del grupo fosfato de los inhibidores, lo cual sugiere que son indispensables para la union.

7.2. Perspectivas.

Caracterizar la energética de la asociacion de la enzima ScTIM con los inhibidores fosforilados 2PG y
PGH a diferentes valores de pH determinando las funciones termodinamicas de la unién: K,/4G,, AH,,

A4S,y A4C, a través de titulaciones fluorimétricas y calorimétricas.

Construir modelos de sitio de unidn de la enzima con 2PG y PGH para estudiarlos a nivel de estructura

electrénica y tratar de entender mejor las diferencias en su energética de union.

Determinar las moléculas de agua que se encuentran en la interfase ScTIM-inhibidor a traves de

experimentos de estrés osmatico.
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APENDICE A

APENDICE A. DERTERMINACION FLUORIMETRICA DE LA CONSTANTE DE UNION
PROTEINA-INHIBIDOR.

La unién de una enzima con un inhibidor (E + | < EI) puede describirse mediante la siguiente

ecuacion:
_ Bl A

e

donde K, es la constante de unién; [EI] es la concentracion del complejo enzima-inhibidor, [E] es la
concentracion de proteina y [I] es la concentracion de inhibidor.

El siguiente desarrollo es valido para sistemas de interaccion enzima-inhibidor donde la fluorescencia
del ligando es insignificante o nula a la longitud de onda de emisién analizada.

Considerando que las intensidades de (F) son aditivas:

F=F|[E]+F,[EI] (A2)

donde Fe es la fluorescencia intrinseca de la proteina y Fg, es la fluorescencia del complejo enzima-
inhibidor.

Si E1 es la concentracion total de enzima:
E =[E]+[EI] (A3)
Despejando [E] de (A.2) y sustituyendo en (A.3), tenemos:
F= FE(ET - [EI ])+ FEI [EI ]
F=F.E -F.[El]+F_[EI] (A4)
Sea F+ la fluorescencia de la enzima a la concentracion Er en ausencia de inhibidor:

FT = FE —+ ET (A5)

Sustituyendo (A5)en (A4):F =F +F, [El ]— F [El ]
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Dividiendo cada término entre Fr y despejando [ET]:

F F F
~ =1+ = [ElI]- = [El
P =l B )
F—1=+(FE'—FE][E|]
F. F F
FF_l FF_l
[EI]ZFElT_FEZ FEI T_ FE
F F FE FE

APENDICE A

(A.6)

Multiplicando (A.6) por Er en el numerador y denominador del segundo miembro de la ecuacion:

[E|]=Fﬁ(_FFTj

1 Fa
|:E
, . . oy - El F
En el caso de que la proteina fluoresca menos al unir el inhibidor: <ly —<1
E T

Denominamos al cociente i = CA; donde CA es la constante de apagamiento.

E

Entonces si sustituimos CA en (A.7), tenemos:

-
—E T
[EN=E . —cx
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APENDICE A

Si K, es la constante de disociacion y K, = 1/Ky, entonces:

[E]1]

K =+——-+ (A.9)

- [E1]

E 4
[E1]
De (A.8) se obtiene:
E, 1-CA
[El] _F
I:T
o - y K,y
Si definimos Yy = 1——— llegamos a la siguiente ecuacién: [l ]: — (A.10)
F. 1-CA-y
Si redefinimos: 1- CA=a
K| =b
Er=c
C b
Entonces [El ]: oy y [l ]= oy
a a—y
Si x es la concentracion total de inhibidor, entonces:
C b
X= oy - y (A.11)
a a-—-y
Rearreglando la ecuacién (A.11) como un polinomio de segundo grado:
cy’ —ay(c+x+b)+a’x=0
Resolviendo para y:
a 2
y=2[c+x+b—J(c+x+b) —4cx] (A12)
C
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Cabe sefialar que Unicamente el signo negativo de la ecuacion cuadrética (A.12) es el que ajusta los

datos de la titulacion fluorimétrica (curva hiperbodlica). Este desarrollo fue tomado de la Tesis de

Gonzélez-Mondragdn Edith, 2004.
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APENDICE B. CALORIMETRIA DE TITULACION.

Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI)

Los experimentos que se realizaron en CTI para el complejo ScTIM-2PG y ScTIM-PGH a fuerza

i6nica de 0.36 y 0.66M se detallan a continuacion:

APENDICE B

Tabla B.1. Numero de inyecciones programadas para la titulacién de 2PG a ScTIM por CTI a dos
diferentes fuerzas iénicas.

Volumen de la primera NUmero y volumen
Fuerza ionica [ScTIM] [2PG] inyeccion de ajuste de inyecciones
(mol L™ mM mM consecutivas
0.36 0.22 7.2 1x0.5uL 25 x 1.5 uL
0.66 0.28 14 1x03uL 25x0.9 uL

Tabla B.2. Numero de inyecciones programadas para la titulacion de PGH a ScTIM por CTI a dos
diferentes fuerzas idnicas.

Volumen de la primera Numero y volumen
Fuerza i6nica [ScTIM] [PGH] inyeccion de ajuste de inyecciones
(mol L™ mM mM consecutivas
0.36 0.15 4.9 1x03uL 25 x 0.8 uL
0.66 0.23 6.8 1x0.3puL 24 x 1.4 uL

Calorimetria de Titulacion Multitérmica (MTC)

Los experimentos que se realizaron en MTC para el complejo SCTIM-2PG y ScTIM-PGH a 0.3M y

0.6M de NacCl se detallan en la siguiente tabla:

Tabla B.3. Numero de inyecciones programadas para la titulacion de 2PG a ScTIM por MTC a dos
diferentes fuerzas ionicas y diferentes segmentos de temperatura.

Numero y volumen | Ndmeroy volumen de | Ndmero y volumen
Fuerza | [ScTIM] | [2PG] de inyecciones a inyecciones de inyecciones
i6nica mM mM 25°C 32°C 40°C
(mol L™
0.06 0.094 2.0 1 x 0.2 uL (ajuste) 1 x 0.2 pL (ajuste) 1 x 0.2 uL (ajuste)
6 x 0.8 uL 7% 1.0 pL 4x15puL
3x3.0uL
1 x 0.5uL (ajuste) 1 x 0.5uL (ajuste)
0.36 0.17 6.0 1x 0.5 puL (ajuste) 5x1.5uL 4x22uL
5x1.0 uL 2x1.8uL 3x25uL
1 x0.5uL (ajuste) 1 x 0.5ul (ajuste)
0.66 0.22 11.0 | 1 x 0.5 uL (ajuste) 6x1.0puL 5x22uL
7%x0.8 uL 2x1.5uL 4 x25uL
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Tabla B.4. Numero de inyecciones programadas para la titulacion de PGH a ScTIM por MTC a dos
diferentes fuerzas ionicas y a diferentes segmentos de temperatura.

Fuerza Numero y volumen | NUmero y volumen de | NUmero y volumen
ionica | [ScTIM] | [PGH] | de inyecciones a inyecciones de inyecciones
(mol L™ mM mM 25°C 32°C 40°C
0.06 0.10 13 1 x 0.2 pL (ajuste) 1x0.2 pL (ajuste) 1 x 0.2 pL (ajuste)
7x15uL 7x18puL 6x22uL
0.36 0.16 4.2 1 x 0.3 uL (ajuste) 1 x 0.3 uL (ajuste) 1 x 0.3 pL (ajuste)
7 x0.75 uL 7x1.3puL 7x1.6uL
0.66 0.27 7.0 1 x 0.3 puL (ajuste) 1 x 0.3 uL (ajuste) 1 x 0.3 pL (ajuste)
6 x1.0uL 7x13puL 8x1.6puL
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APENDICE C. CICLO TERMODINAMICO DE LA ENERGIA ELECTROSTATICA.

Figura C.1. Ciclo termodindmico para determinar la contribucion electrostética al AG, de una proteina (P) y un inhibidor (1)
para formar el complejo (C) en solucion acuosa por APBS. La energia electrostatica esta dada por: AGejec= -AsG = A4G-
AG-A,G.

La energia electrostatica de unién (AGeec) esta dada por:
AGe|ec: - AG3 = AG4 + (' AGZ) + (- AG]_)

AGs = AGcomplejos,78) = AGcomplejo(4.4)
- AGS = AGcomplejo(4,78) - AGinhiibidor(4,78) - AC':‘protel'na(4,78)
- AG; = -AGinhibidor(4,78) “AGproteina(s,78) T AGinnibidor(s,4) T AGproteina(a,4)

- AGl = AC':‘complejo(4,4) - AGinhibidor(4,4) - AC':‘proteina(4,4)

AGelec= - AG3= [ AGcomplejo(4,78) 'AGcomp)!jo(4,4)] + [-AGinnibidor(s,78) — AGproteina(a,78) + AGIinhibi}zér(4,4) +
AGproteir;!(4,4)] + [AGcoy/plejo(4,4) - AGinh}édor(4,4) - AGprgéina(4,4)]

AGejec= - AG3= AGcomplejo(a,78) —AGinhividor(4,78) — AGproteina(4,78)

El método mas general para calcular la energia electrostatica se establece por el componente de

solvatacion y el componente coulémbico.

AAGelectrostéltico= AAGs,olv.';\tacic’m +AAGcouIémbico
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Contribucion electrostatica de solvatacién a la union.

Los calculos para la contribucion electrostatica de solvatacidn se debe al paso 4 y paso 2 en el ciclo

termodindmico a través de:

AAGsolvatacién = AG4 - AGZ = AGcomplejo(4,78) - AGcomplejo(4,4) 'AGinhibidor(4,78) 'AGproteina(4,78) + AGinhibidor(4,4)

+ AGprotel’na(4,4)

= AGsolvatacién_complejo - AGsoIvatacién_proteina— AGsolvataci(')n_inhibidor

Contribucion electrostatica coulémbica a la union.

Los calculos para la contribucion electrostatica coulombica se debe al paso 1 en el ciclo

termodindmico a través de:

AAGeoy = - AGy = AGcomplej0(4,4) - AGinhibidor(4,4) - AGprotel’na(4,4)
= AGcoul_complejo - AGcouI_inhibidor— AGcoul_proteina
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APENDICE D. PERFILES DE DESNATURALIZACION TERMICA POR DC.

En la Fig. D.1 se muestran los perfiles de desnaturalizacion térmica a las diferentes concentraciones de
NaCl, mismas que se indican en la figura asi como la Tm de cada perfil. Estas transiciones térmicas
fueron seguidas registrando los cambios de elipticidad a 220 nm, mientras que la temperatura
aumentaba a razén de 2°C min™. En todos los experimentos la concentracion de la ScTIM fue de 0.015
mg/mL en un amortiguador Tris 50 mM a pH de 7.4, contenida en una celda de 1.0 cm de recorrido

Optico con agitacién continua.

Transiciones térmicas de desplegamiento

dela ScTIM
1.24 NaCl
1.0
0.8 [NaCl] Tm
] M °C
0.6 - 0 63.8
D 4
T 044 0.3 61.6
02_' 0.6 60.3
T 0.8 59.5
0.04
; 1.0 59.2
-0.2 -
30 40 50 60 70 80 90

T (°C)

Figura D.1. Transiciones térmicas seguidas por DC a una elipticidad de 220 nm en un amortiguador Tris 50 mM a pH de
7.4 a diferentes concentraciones de NaCl mismas que se indican en la figura. En la Tabla se muestran la Tm obtenida para
cada perfil.

En la figura anterior se muestra que al adicionar NaCl desestabiliza a la enzima cambiando los perfiles

a bajas temperaturas.

-87-



APENDICE D

En la Fig D.2 se muestran los perfiles de desnaturalizacion térmica a las diferentes concentraciones de

NaH,PO4/Na,HPQO,. Estos experimentos se realizaron a las mismas condiciones que en la Fig **.

Transiciones térmicas de desplegamiento
12 dela ScTIM
. NaHzPO4/Na2HPO4 Tm
NaH,PO,/Na,HPO, M oC
1.04 0 63.9
0.8 ' 0.36 65.5
]
. 0.58 66.2
0.6 .
. 0.80 67.3
a) 1 [ |
= 04 ’l } = o0M 1.03 68.0
1 0.36 M
0.2 = 058M
0.81M
0.0 = 103M
0.2 T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90
T(°C)

Figura D.2.Transiciones térmicas seguidas por DC a una elipticidad de 220 nm en un amortiguador Tris 50 mM a pH de
7.4 a diferentes concentraciones de NaH,PO,/Na,HPO, mismas que se indican en la figura. En la Tabla se muestran la Tm
obtenida para cada perfil.

En la figura anterior se puede observar que al adicionar NaH,PO4/Na,HPQ, las transiciones térmicas se

desplazan a temperaturas mas altas, es decir, se estabiliza a la SCTIM.
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APENDICE E. ANALISIS DE CONTACTO ScTIM-INHIBIDOR OBTENIDOS POR LPC.

A continuacion se muestran los puentes de hidrogeno que se establecen entre dtomos de la proteina y

atomos del inhibidor por monoémero para SCTIM-2PG y ScTIM-PGH:

A) ScTIM-2PG

Tabla E.1. Puentes de hidrogeno que se forman entre el ligando 2PG y la ScTIM
para el mondmero A, obtenidos por el LPC/CSU. http://ligin.weizmann.ac.il/cgi-bin/Ipccsu/LpcCsu.cgi

Distancia entre los atomos del
Atomos del ligando | Atomo del monémero A del complejo ScTIM-2PG ligando y la proteina (Az)
O1P GLY 232 A N 3.5
o2p SER 211 A N 3.1
o2p ALA 212 A N 3.4
o2p GLY 232 A N 3.6
o2p ALA 212 A 0] 3.9
o2p GLY 210 A N 4.3
o2p GLY 233 A N 4.4
o2p ALA 234 A N 5.5
02pP HOH 640 0] 2.8
o3P GLY 171 A N 2.6
o3P SER 211 A N 2.7
04pP GLY 233 A N 33
04P HOH 640 0) 3.6
01 HIS 95 A NE2 29
02 GLU 165 A OE2 2.8
02 HIS 95 A NE2 3.1
02 GLU 165 A OEl 3.3
02 ASN 10 A. ND2 3.6
02 LEU 230 A 0] 3.9

Nota: 19 Puentes de hidrogeno se establecen en el monémero A del complejo ScTIM-2PG.

Tabla E.2. Puentes de hidrégeno que se forman entre el ligando 2PG y la ScTIM
para el monémero B, obtenidos por el LPC/CSU. http:/ligin.weizmann.ac.il/cgi-bin/Ipccsu/LpeCsu.cgi

Distancia entre los atomos del
Atomos del ligando | Atomo del monémero B del complejo ScTIM-2PG ligando y la proteina (Az)

O1P GLY 171 B N 3.9
02P GLY 232 B N 3.1
02P SER 211 B N 3.6
02P GLY 233 B N 3.8
02P ALA 212B N 4

02P LEU 230 B 0] 4.1
02P ALA 212B ) 4.3
02P ALA 234 B N 4.9
02P HOH 641 B (0) 2.4
03P SER 211 B N 2.7
03P GLY 171 B N 2.7
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o3P SER 211 B oG 3.3
04P GLY 171 B N 3.2
04P GLY 233 B N 3.5
04P SER 211 B 0G 4.3
04P HOH 641 B (@) 3.6
01 HIS 95B NE2 2.5
Ol LYS 12B NZ 2.8
02 GLU 165 B OE2 2.6
02 GLU 165 B OE1 3.1
02 LEU 230 B 0O 3.2
02 HIS 95B NE2 3.6
02 GLY 232 B N 4.2
02 ASN 10 B ND2 4.8

Nota: 24 Puentes de hidrégeno se establecen en el mondmero B del complejo ScTIM-2PG.

En la siguiente figura se ilustran los puentes de hidrégeno en ambos mondémeros de ScTIM-2PG.

A) Monomero A

Tipo de contacto Numero de
contactos
Puentes de hidrégeno 19
Hidrofébicos 2
Hidrofililicos-Hidrofobicos 5
Otros 27
Total de contactos 53

H,O : 1 molécula de agua 640

B) Mon6émero B

Tipo de contacto Numero de
contactos
Puentes de hidrégeno 24
Hidrofébicos 3
Hidrofililicos-Hidrofobicos 6
Otros 25
Total de contactos 58

H,O : 1 molécula de agua 641

Numero de puentes de hidrogeno entre el inhibidor y la ScTIM o moléculas de aguas en el sitio de union: (19+24)/2=21.5
Numero de contactos atdmicos establecidos por el inhibidor en el sitio de unidn: (53+58)/2=55.5
Numero de moléculas de agua en contacto con el ligando: (1+1)/2=1
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B) ScTIM-PGH

Tabla E.3. Puentes de hidrogeno que se forman entre el ligando PGH y la ScTIM

para el mondmero A, obtenidos por el LPC/CSU. http:/ligin.weizmann.ac.il/cgi-bin/lpccsu/LpcCsu.cgi
Distancia entre los
; ; atomos del ligando y la
Atomos del ligando Atomo del monomero A del complejo ScTIM-PGH proteina (A2)

N2 GLU 165 A OE2 2.7
N2 LEU 230 A 0] 3.6
N2 ASN 10 A ND2 4

N2 GLY 232 A N 4.1
02 GLU 165 A OEl 3.1
02 ASN 10 A ND2 3.2
01 HIS 95 A NE2 2.7
01 LYS 12 A NZ 2.8
O1P LYS 12 A NZ 3.6
02p GLY 233 A N 2.8
02p LYS 12 A NZ 4.5
02P HOH 621 () 2.6
02P HOH 622 (0] 2.9
03P GLY 232 A N 2.6
03P GLY 233 A N 3.6
03P SER 211 A N 3.9
03P LEU 230 A 0] 4.4
03P ALA 212 A N 4.5
03P ALA 212 A 0) 4.7
03P ALA 234 A N 5

O3P HOH 620 (0) 2.6
04pP SER 211 A N 2.8
04pP GLY 171 A N 2.8
04p ALA 169 A 0] 3.6
04p HOH 845 0] 3.8

Nota: 25 Puentes de hidrégeno se establecen en el monémero A del complejo ScTIM-PGH.

Tabla E.4. Puentes de hidrégeno que se forman entre el ligando PGH y la ScTIM

para el monomero B, obtenidos por el LPC/CSU. http://ligin.weizmann.ac.il

/cgi-bin/lpccsu/LpcCsu.cgi

Distancia entre los
atomos del ligando y la
Atomos del ligando Atomo del monémero B del complejo ScTIM-PGH proteina (A2)

N2 GLU 165 B OE2 2.5
N2 LEU 230 B ) 3.7
N2 ASN 10 B ND2 4.1
N2 GLY 232 B N 4.3
02 GLU 165 B OEl 2.7
02 GLU 165 B OE2 2.8
02 HIS 95 B NE2 3

02 ASN 10 B ND2 3.5
01 HIS 95 B NE2 2.7
(0] LYS 12 B NZ 3.1
O1P LYS 12 B NZ 3.5
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o2pP GLY 233 B N 2.7
o2pP GLY 171 B N 3.8
O2P LYS 12 B NZ 4.3
O2P HOH 634 B (@) 2.6
O2P HOH 788 B (@) 3.1
o3p GLY 232 B N 2.9
O3P SER 211 B N 3.7
o3P GLY 233 B N 3.7
03P ALA 212 B N 4.2
o3p GLY 210B N 43
03P ALA 212 B 0O 4.5
o3P ALA 234 B N 5.3
o3P HOH 630 B (@) 2.9
04pP GLY 171 B N 2.5
04P SER 211 B N 2.9
04pP HOH 788 B (@) 4.1

Nota: 27 Puentes de hidrogeno se establecen en el monémero B del complejo ScTIM-PGH.

En la siguiente figura se ilustran los puentes de hidrogeno en ambos mondémeros de SCTIM-PGH.

A) Monomero A B) Mondémero B

Tipo de contacto Numero de :
contactos Tipo de contacto Numero de
Puentes de hidrégeno 25 contactos
Hidrofobicos 3 Puentes de hidrégeno 27
Hidrofililicos-Hidrofobicos 7 Hidrofobicos _ 3
Otros 26 Hidrofililicos-Hidrofobicos
Total de contactos 61 Aceptor-aceptor 1
Otros 27
H,O : 3 moléculas de agua 620, 621, 622 Total de contactos 65

H,0: 3 moléculas de agua 630. 634, 788.

Numero de puentes de hidrogeno entre el inhibidor y la ScTIM o moléculas de aguas en el sitio de union: (25+27)/2=26
Numero de contactos atdbmicos establecidos por el inhibidor en el sitio de union: (61+65)/2= 63
Numero de moléculas de agua en contacto con el ligando: (3+3)/2=3
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APENDICE F. ENERGIAS DE UNION EXPERIMENTALES Y TEORICAS.

F.1. Energias de unién experimentales.

En la siguiente Tabla se muestran los valores de las constantes de union (K,) y los valores en
términos de la energia libre de union (4Gy) de los complejos ScTIM-2PG y ScTIM-PGH, obtenidos por
los ajustes de las curvas de titilacion fluorimétrica a las diferentes fuerzas idnicas (Fig. 5.3). Se

realizaron dos replicas de cada titulacion, los valores representan el valor promedio:

Tabla F.1. Comparacion de los valores de Ky y 4G, para ambos complejos obtenidos por titulaciones
fluoriméticas en TE 50/5, pH 7.4 a 25°C.

ScTIM-2PG ScTIM-PGH
Fuerza ionica Ky AG, Ky AG,
(mol L) (M%) (kJ/mol) (M%) (kJ/mol)
0.06 59,400 £ 625 144,800 + -29.46 +
-27.25+0.03 4949 0.08
0.16 22,900 + 1061 -2488+0.12 | -
0.26 8,070 + 773 -2230+024 | -
0.36 5,850 + 137 21,440 -24.77 £0.13
-21.50 + 0.06 3704
0.46 4,660 + 42 -2094+0.02 | -
0.56 3,170 + 58 -1998+005 | @ ----
0.66 1,660 + 296 -18.36 + 0.44 11,320 £ 796 | -23.14 £0.17
0.76 1,540 + 320 -18.16+052 | = ----
0.86 1,350 + 118 -17.87 £0.22 8,450+ 226 | -22.42+0.07
0.96 1,110 + 23 -17.39+£005 | -
1.06 1,010+ 0.1 -17.15 £ 0.00 5320+418 | -21.27+0.19

————— significa que no fueron determinados.

En la tabla anterior se puede observar que el valor de la K, se modifica al incrementar la fuerza ionica.
La K, disminuyd 10 veces en la uniéon de ScTIM-2PG y 7 veces con ScTIM-PGH a 0.36 M de fuerza
i6nica y en términos de energia de unidon disminuyo6 6 kJ/mol con 2PG y 4 kJ/mol con PGH a esta
misma fuerza idnica, lo que representa un AG, menos favorable a la union para ambos complejos
debido a que las interacciones electrostaticas que se establecen en la formacion del complejo se van
debilitando por el efecto de apantallamiento de los iones salinos, haciendo menos favorable la unioén, lo

cual se observa claramente al incrementar la fuerza i6nica.
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F.2. Energias de union teoricas.

En la siguiente Tabla se muestran los valores de las contribuciones a la energia de unidon para ambos

complejos obtenidos por APBS (energia de solvatacion y energia couldémbica) y NACCESS (energia
plej p g y g y g

no polar).

Tabla F.2. Valores de las contribuciones a la energia de union del complejo ScTIM-inhibidor a diferentes
fuerzas idnicas.

Energia de Solvatacion Energia Coulombica* Energia de union AG,
(kJ/mol) (kJ/mol) Energia No polar* (kJ/mol) (kJ/mol)

Fuerza

idnica | ScTIM-2PG  ScTIM-PGH | ScTIM-2PG  ScTIM-PGH | ScTIM-2PG  ScTIM-PGH | ScTIM-2PG  ScTIM-PGH
0.06 97.27 -112.10 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -111.24 -178.38
0.16 98.67 -110.87 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -109.85 -177.15
0.26 99.54 -110.06 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -108.97 -176.33
0.36 100.19 -109.46 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -108.33 -175.74
0.46 100.69 -108.99 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -107.82 -175.27
0.56 101.11 -108.61 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -107.40 -174.89
0.66 101.46 -108.28 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -107.05 -174.56
0.76 101.77 -108.00 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -106.74 -174.28
0.86 102.05 -107.76 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -106.47 -174.04
0.96 102.29 -107.54 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -106.23 -173.82
1.06 102.51 -107.34 -200.49 -58.33 -8.02 -7.95 -106.01 -173.62

*Calculo de energia coulombica

a) SCTIM-2PG

AGy-coul = AGscTiM-inhibidor — AGsctiM — AGinhibidor

Complejo ScTIM-2PG -4.36E+05
ScTIM -4 31E+05
2PG -4.19E+03
AG.oul (kJ/mol) -801.96
AGouya(kJ/mol) -200.49

La energia couldombica se dividi6 entre el valor de la constante dieléctrica que se utiliz6 en el célculo de

APBS.

b) ScTIM-PGH

Complejo ScTIM-2PG -4 42E+05
ScTIM -4.37E+05
2PG -4.67E+03

AGou (kJ/mol) -233.31
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AGCOU1/4(kJ/m01) -58.33

*Célculo de Energia No polar por NACCESS
a) SCTIM-2PG

AGy nopol = Y(ASAscTM-inhibidor - ASAsctiv — ASAjnnibidor)

ASAscTIM-inhibidor 1.88E+04

ASAsctiM 1.89E+04

ASAinhibidor 3.08E+02

AASA -383.50

Y 0.021

A(}uinopol (kJ/l’l’lOl) -8.02
a) ScTIM-PGH

ASAscTIM-inhibidor 1.88E+04

ASAsctiv 18896.4

ASAinnhibidor 3.02E+02

AASA -380.10

y 0.021

ACiu_nopol (kJ/mol) -7.95
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F.3. Efecto de las cargas en la obtencion de 4G, tedrico.

En la siguiente Tabla se muestran los valores de las contribuciones a la energia de unidon apagando
algunos atomos de los residuos cataliticos y el grupo fosfato de ambos inhibidores.

Tabla F.3. Valores de energia de union obtenidos por el efecto de las cargas de algunos residuos
en la asociaciéon ScTIM-inhibidor.

AC}solvatacién A(}coul()mbica AG no-polar AC}uni()n
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

ScTIM-2PGal =0.06 M 97.27 -200.49 -8.02 -111.24
HC1, HE2, HE3, de 1a Lys12 tanto
en el complejo como en la
proteina sin inhibidor. 118.89 -29.61 -8.02 81.26
Grupo COO" del Glul65 en la
proteina sin inhibidor. 416.55 -446.50 -8.02 -37.97
Grupo PO42' de 2PG tanto en el
complejo como en el inhibidor
libre. 270.04 -177.86 -8.02 84.16
ScTIM-PGH al =0.06 M -112.10 -58.33 -7.95 -178.38
HC1, HE2, HE3, de 1a Lys12
tanto en el complejo como en la
proteina sin inhibidor. -78.58 111.86 -7.95 25.32
Grupo COO" del Glul65 en la
proteina sin inhibidor. 212.89 -297.73 -7.95 -92.79
Grupo PO,> de PGH tanto en el
complejo como en el inhibidor
libre. 273.26 -66.88 -7.95 198.42

En la Tabla anterior se puede observar que la contribucion electrostatica (energia de solvatacion +
energia couldmbica) se ve afectada por el efecto de las cargas de los 4tomos en comparacion con los
valores obtenidos para la energia no polar, el valor no cambid en cada caso respecto al valor obtenido a

0.06 M para cada complejo.
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Se realizaron calculos para determinar la energia electrostatica de la ScTIM (energia de solvatacion y

energia coulombica) en el estado nativo variando el pH a diferentes fuerzas i6nicas (0.06, 0.36, 0.66 y

1.06 M), resolviendo la ecuacion no lineal de

APBS.

Poisson-Boltzmann implementado en el programa

Tabla F.4. Calculos de la energia electrostatica a la estabilidad de la ScTIM en el estado nativo variando
el pH a diferentes fuerzas ionicas (0.06, 0.36, 0.66 y 1.06 M).

Energia
coulémbica
Energia de solvatacion (kJ mol™) (kJ mol™ Energia electrostatica (kJ mol™)

pH | 0.06 M 0.36 M 0.66 M 1.06 M 0.06 M 0.36 M 0.66M | 1.06M
3.5 | -5.03E+03 | -4.94E+03 | -4.90E+03 | -4.88E+03 | -1.27E+05 | -1.32E+05 | -1.32E+05 | -1.32E+05 | -1.31E+05

4 | -4.85E+03 | -4.74E+03 | -4.71E+03 | -4.68E+03 | -1.29E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05
4.5 | -5.05E+03 | -4.93E+03 | -4.90E+03 | -4.87E+03 | -1.29E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05 | -1.34E+05

5 | -5.53E+03 | -5.41E+03 | -5.37E+03 | -5.34E+03 | -1.28E+05 | -1.34E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05
5.5 | -5.53E+03 | -5.41E+03 | -5.37E+03 | -5.34E+03 | -1.28E+05 | -1.34E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05

6 | -5.53E+03 | -5.41E+03 | -5.37E+03 | -5.34E+03 | -1.28E+05 | -1.34E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05
6.5 | -5.54E+03 | -5.41E+03 | -5.37E+03 | -5.34E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05

7 | -5.53E+03 | -5.40E+03 | -5.36E+03 | -5.33E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05
7.5 | -5.53E+03 | -5.40E+03 | -5.36E+03 | -5.33E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05

8 | -5.48E+03 | -5.36E+03 | -5.32E+03 | -5.29E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05
8.5 | -5.48E+03 | -5.36E+03 | -5.32E+03 | -5.29E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05

9 | -5.48E+03 | -5.36E+03 | -5.32E+03 | -5.29E+03 | -1.28E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05 | -1.33E+05
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APENDICE G. DEDUCCION DE LA ECUACION 6.2.

Considerando los tres equilibrios involucrados en la Fig.6.1 se obtiene:

k -[TM -2PC] Ec.(G.1)
- [TIM][C]
k - BlH'] Ec.(G.2)
tC
k - BH'] Ec.(G.3)
A

B - K{J Ec.(G.4)
[H"]
A BIH] Ec.(G.5)
KZ
Sustituyendo B en la Ec. (G.5) se obtiene:
A *T(P Ec.(G.6)

Se puede deducir que la constante de union medida (Kyinr), Se obtiene considerando la concentracion
total de inhibidor [I]:

sint _(TM=2PG] Ec.(G.7)
[TIMI[I]
Donde la concentracion total de inhibidor [I] es:
| =A+B+C Ec.(G.8)
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Sustituyendo Ec. (G.4) y Ec.(G.6) en la Ec.(G.8) se obtiene:

_KC KC

| +——+C
K [H]

2

entonces:

I:C(Kl+ Kl+1]
K, [H']

2

Finalmente la Ec. (G.10) se sustituye en la Ec.(G.7) y se obtiene:

K - [TIM —2PG]

" K, K,
[I'IM]{C[KZvL H'] +1ﬂ

Rearreglando se obtiene:

K,[H']
KU = Ku,intr + 2 +
KIH]+ KK, +K,[H]
Factorizando K en la expresion se obtiene.
Ko[H']

Ku = Ku,intr + I
Ki[H™]+ K, +[K +[H]]
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Electrostatic interactions have a central role in some biological processes,
such as recognition of charged ligands by proteins. We characterized the
binding energetics of yeast triosephosphate isomerase (TIM) with phos-
phorylated inhibitors 2-phosphoglycollate (2PG) and phosphoglycolohy-
droxamate (PGH). We determined the thermodynamic parameters of the
binding process (K, AGp, AHp, ASy, and AC,) with different concentrations
of NaCl, using fluorimetric and calorimetric titrations in the conventional
mode of ITC and a novel method, multithermal titration calorimetry (MTC),
which enabled us to measure AC, in a single experiment. We ruled out
specific interactions of Na™ and CI~ with the native enzyme and did not
detect significant linked protonation effects upon the binding of inhibitors.
Increasing ionic strength (I) caused Ky, AGp, and AH, to become less
favorable, while A Sy, became less unfavorable. From the variation of K}, with
I, we determined the electrostatic contribution of TIM-2PG and TIM-PGH
to AGp at I=0.06 M and 25 °C to be 36% and 26%, respectively. The greater
affinity of PGH for TIM is due to a more favorable AH}, compared to 2PG
(by 19-24 kJ mol™? at 25 °C). This difference is compatible with PGH
establishing up to five more hydrogen bonds with TIM. Both binding AC,s
were negative, and less negative with increasing ionic strength. AC.s at
I=0.06 M were much more negative than predicted by surface area models.
Water molecules trapped in the interface when ligands bind to protein
could explain the highly negative ACps. Thermodynamic binding functions
for TIM-2PG changed more with ionic strength than those for TIM-PGH.

*Corresponding author. E-mail address: zlra@xanum.uam.mx.

Abbreviations used: TIM, triosephosphate isomerase; 2PG, 2-phosphoglycollate; PGH, phosphoglycolohydroxamate;
Ky, equilibrium binding constant; AG,, binding free energy; AHy, binding enthalpy; AS,,, binding entropy; AC,, heat
capacity of binding; FT, fluorimetric titration; ITC, isothermal titration calorimetry; MTC, multithermal titration
calorimetry; ASA, solvent-accessible surface area; AASA, change in ASA upon binding; AASApo change in polar ASA
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This greater dependence is consistent with linked, but compensated,
protonation equilibriums yielding the dianionic species of 2PG that binds to
TIM, process that is not required for PGH.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Because binding is a process driven by thermody-
namics, dissecting the free energy of binding into the
enthalpic and entropic components is essential to
address the problem of rational drug design. Struc-
ture/activity relationships that explicitly incorporate
the interplay between enthalpy and entropy are being
developed to accelerate the affinity optimization
process." For the last two decades, many studies
have focused on the problem of relating the
thermodynamic properties of protein-ligand binding
to structural features of the molecular partners
involved in complex formation and of the complex
itself. Most approaches used to predict binding
energetics rely on parameterization of known ther-
modynamic data in terms of the polar and nonpolar
buried surfaces areas caused by the association, here
denoted as AASA,, and AASA,,, respectively.””
Alternatively, experimental binding enthalpies (AHy)
and heat capacities (AC,,) have been used to estimate
the values of AASA upon association.*> However,
several studies have reported discrepancies between
experimental thermodynamic functions and surface
area calculations.®™” This indicates that some aspects
of the molecular mechanisms involved in binding
remain obscure due to the diversity of physical
factors participating in macromolecular re-
cognition.'” Specifically, electrostatic forces have
long been recognized as important elements in
driving the binding of molecules with charged
groups.''> Nevertheless, it is still unclear whether
a general thermodynamic signature exists for elec-
trostatically driven association processes.
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Fig. 1. Covalent structure of enzyme-bound 2-phospho-
glycollate (2PG) and phosphoglycolohydroxamate (PGH).

A deep dependence of the binding constant (Kp)
on the environmental ionic strength is considered
to be symptomatic of a major participation of
charge—charge interactions in the association process.
However, the contribution of these interactions to
AH, and AC, remains a controversial matter
because the contribution of other interactions to the
binding process frequently masks the electrostatic
ones. '

In this work, we have determined the effect of
ionic strength on the thermodynamic functions for
the binding of two phosphorylated inhibitors to
triosephosphate isomerase (TIM). The binding site
of TIM contains a conserved lysine residue (K12 of
the sequence numbering of Saccharomyces cerevisiae
TIM), whose positive charge is the determinant for
the binding affinity of the natural phosphodianion
substrates (D-glyceraldehyde 3-phosphate and di-
hydroxyacetone phosphate) and inhibitors.'*'* The
inhibitors studied, 2-phosphoglycollate (2PG) and
phosphoglycolohydroxamate (PGH), are relatively
small (Fig. 1), and the contribution of their polar and
nonpolar surface areas to AHy, and AC, might be
comparable to that of the charge—charge interaction,
thus making these compounds ideal for study of the
combined effects of electrostatics and buried surface
areas on binding.

Results

Effect of ionic concentration on TIM stability

Theoretical determinations

The electrostatic free energy of TIM was calcu-
lated under the continuous solvent approximation
using the numerical solution to the nonlinear
Poisson-Boltzmann equation implemented in the
program APBS'® (Materials and Methods). This
was done at each half unit of pH between pH 3.0
and pH 9.0, at 298.15 K and at four different ionic
strengths: 0.06, 0.36, 0.66 and 1.00 M. The results
are presented in Fig. 2a. The energy of the enzyme
was lower at lower ionic strengths for the entire pH
range analyzed.

CD thermal scans at various ionic concentrations

Thermal denaturation analysis was used to
investigate the effect of ionic concentration on the
conformational stability of TIM. Denaturation pro-
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Fig. 2. The effects of salt on TIM stability. (a) Total electrostatic free energy of TIM as a function of pH and ionic strength.
Theoretical estimations were obtained by solving the nonlinear Poisson-Boltzmann equation at 298.15 K for four different
ionic strengths: 0.06 M (O), 0.36 M (), 0.66 M (®) and 1.06 M (@) using the APBS program.16 (b) Thermal denaturation
profile shifting effect of salts. Variation of the denaturation midpoint (Ty,) of TIM in 50 mM Tris (pH 7.4) as a function of
added sodium chloride (@) or sodium phosphates (O); these values were determined from ellipticity measurements (6220).
The inset shows thermal scans of TIM at: (I) 1.0 M NaCl, (Il) no added salt and (III) 1.0 M NaH,PO,/Na,HPOj,.

files of TIM followed by ellipticity measurements
at different concentrations of sodium phosphates
(NaH,PO,/Na,HPO,4) or sodium chloride (NaCl)
at pH 7.4 were obtained. Some of these transitions
are presented in the inset in Fig. 2b. From these
profiles, we determined the half-denaturation
temperature, Ty,, for each of the solvent conditions
assayed. Figure 2b illustrates how the effect
produced by each salt was clearly different.
While the addition of NaCl destabilizes the
enzyme, thus shifting the profile to lower tempera-
tures, the presence of sodium phosphates moves
the profile to higher temperatures (i.e. stabilizes the
isomerase).

Thermal and salt dependence of phosphorylated
inhibitors binding to TIM

Fluorimetric studies

The binding constants (K,) of TIM to the inhibitors
2PG and PGH at various ionic strengths were
determined by fluorimetry as described.!” Titration
curves at some of the NaCl concentrations assayed
are presented in Fig. 3. The full set of K, values
obtained from curve fittings are presented in Fig. 4a.
The data points represent mean values from two or

three replicas. Binding constants for both inhibitors
decreased with increasing ionic strength. The
affinity of TIM for PGH was always higher than
that for 2PG, and added salt diminished the binding
constant of 2PG more steeply.

We also fluorimetrically analyzed the thermal
dependence of the affinity of TIM for both inhibitors.
The K, values for both inhibitors in the absence of
NaCl were determined over a range of temperatures
at which TIM remains native (10 — 50 °C; Fig. 2b
inset). For the TIM-2PG complex, we also made
titrations in the presence of 0.30 M NaCl. To obtain
the binding enthalpy (AH,) and heat capacity
change (AC,) for each TIM-inhibitor association,
these data sets (T;, Kyp;) were fit to the van 't Hoff
integrated equation:

Ko (AH,-T'AC,\ (1 1\ AC, T
1“?;—(? T o7)t RO

where R is the gas constant and symbols with an
asterisk (*) represent values at an arbitrary reference
temperature (T%). Figure 4b shows the variation of
Ky, with temperature for both complexes in the
absence of NaCl (pH 7.4; ionic strength of 0.06 M

(1)
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Fig. 3. Fluorimetric titrations of TIM with the inhibitors 2PG and PGH at different ionic strengths. Symbols represent
the fraction of total TIM fluorescence (F;) that is quenched by the added inhibitor. Data points were fitted to Eq. (6) by a
nonlinear regression (continuous lines). The excitation wavelength was 280 nm and the emission was registered at
320 nm. Experiments were done at 25 °C in 50 mM TEA and 5 mM EDTA at pH 7.4 and different ionic strength: 0.06 M
(0), 0.36 M (A), 0.56 M (@), 0.66 M ([]), 0.86 M (») and 1.06 M (). (a and b) TIM-2PG. (c and d) TIM-PGH. The initial
enzyme concentration was 50 pug mL™ (a and c) or 200 ng mL™! (b and d). These titrations represent one of the two or three

replicas made for each condition.

from TEA buffer). From the fitted curves shown, we
determined the values of Ky, AH},, and AC, at 25 °C
(Table 1). The binding free energy (AGp) and the
binding entropy (ASy) were calculated from the
standard relationships:

AGb = - RTll‘le

ASy = (AHy, — AGy) /T

Calorimetric studies

We used isothermal titration calorimetry (ITC) to
measure K, and AH,, for the binding of both
inhibitors to TIM at 25 °C and pH 7.4. Figure 5
shows the calorimetric titrations for TIM-2PG and
TIM-PGH at three different concentrations of NaCl:
0.0,0.30 and 0.60 M. The thermodynamic parameters
of binding determined from these titration curves are
shown in Table 1. We also considered the possibility
of linked protonation effects in both binding equi-
libria, i.e., changes in the degree of protonation of
ionizable residues in the ligand or the receptor due to
the association, which could affect the measured

binding enthalpies. To account for this, we per-
formed ITC experiments for both complexes in the
absence of NaCl with Pipes (AHjoni, =11.45 k] mol™)
instead of TEA (AHjoni,=33.59 k] mol') as the
buffering system.!'® The measured binding enthal-
pies in Pipes were -40.2+0.6 and -59.2+0.9 k] mol™
for TIM-2PG and TIM-PGH complexes, respectively,
which were similar to those obtained in TEA
(40.5+1.0 and -60.9+0.3 k] mol™).

To measure the heat capacity of binding (AC,) at
different ionic strengths, we used the multithermal
titration calorimetry method (MTC),' which
allowed us to obtain AC,,, Ki, and AHy, from a single
titration experiment. We validated the use of this
method with our system by determining AC,, for the
TIM-2PG complex and comparing it to the value
obtained from the measurement of AH, at various
temperatures by the traditional ITC method (Fig. 6).
The values obtained by both methods were very
similar, as shown in Table 1. Using MTC, we
determined AC,, AH, and K, for the binding of
2PG and PGH to TIM at three different ionic
strengths. The results are presented in Table 1. The
thermal and salt dependence of the corresponding
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Fig. 4. Salt and thermal dependence of TIM binding to 2PG and PGH. (@) TIM-2PG complex, (O) TIM-PGH complex.
(a) Variation of K, with the ionic strength in 50 mM TEA buffer, pH 7.4 at 25 °C. K, values were obtained by the
fluorimetric titrations shown in Fig. 3. Equations obtained by linear adjustments were: logK, = 3.053 — 1.487
logl for TIM-2PG, and logK}, = 3.845 — 1.083logl for TIM-PGH. (b) Variation of K, with temperature at pH 7.4 in the
absence of NaCl in 50 mM TEA buffer at 0.06 M ionic strength. Lines represent the curves fit to the integrated van't Hoff

equation (Eq. (1)).

AGy, as well as AH,, and TASy, are shown in Fig. 7.
Again, the effect of ionic strength was more
pronounced for the 2PG-TIM complex.

Structural energetics calculations

The catalytic site of TIM, where phosphorylated
ligands bind, is covered with a mobile segment, an ()
loop,20 which excludes solvent from the site,
contributes to stabilization of the enediolate inter-
mediate and minimizes the alternative elimination
reaction that yields methylglyoxal and inorganic
phosphate.”’ NMR experiments suggest that the
movement of the catalytic loop is not ligand-gated**
and the enzyme itself might control the rate of loo
opening/closing independently from binding.
Therefore, it is not clear which conformation should
be used as the reference for the free enzyme in the
binding process. To calculate the accessible surface
area (ASA) buried upon binding in both complexes
of TIM, we decided to take two reference conforma-
tions for the free enzyme: (i) the crystallographic
structure of free yeast TIM in its “open” conforma-
tion (PDB code 1YPI); and (ii) the structure of TIM as
it exists in its respective complex (PDB code 2YPI or
7TIM), i.e. a “rigid-body” binding. Another question
is whether to consider the crystallographic water
molecules when determining ASA. In our calcula-

tions, we explored both possibilities. Based on these
considerations, we made four calculations of AASA
for each complex:

C1=ASA of the complex including water mole-
cules — (ASA of the enzyme as rigid body + ASA
of the inhibitor with water molecules associated)
C2=ASA of the complex without water mole-
cules — (ASA of the enzyme as rigid body + ASA
of the inhibitor without water molecules)
C3=ASA of the complex without water mole-
cules — (ASA of the enzyme in its free and open
conformation + ASA of the inhibitor without
water molecules)

C4=ASA of the complex including water mole-
cules — (ASA of the enzyme in its free and open
conformation + ASA of the inhibitor with water
molecules associated)

The results of these calculations are given in Table
2 together with the outcomes of the ligand-protein
contact analysis made by LPC.*> These figures
represent the mean values obtained for calculations
on both subunits of the enzyme.

The parameters of three semiempirical models
devised to estimate binding enthalpies from the
buried surface areas upon binding (according to Eq.
(10)) are given in Table 3. These models are based on
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Table 1. Binding thermodynamic parameters of phosphorylated inhibitors to TIM at 25 °C, determined by three different

titration methods

TIM-2PG
Ionic strength (mol LY Method Kpx107° AGy, (k] mol™) AH, (k] mol™) TASy (k] mol™) AC, (K] K mol™)
0.06 FT 59 (1) -27.3 (0.03) -414 (0.7) -14.1 (0.7) -1.00 (0.08)°
ITC 63 (4) -27.4 (0.2) -40.5 (1.0) -13.1 (0.8) -1.11(0.15)
MTC 63 (2) -27.4 (0.1) -40.4 (0.4) -13.0 (0.3) -1.12 (0.10)
Mean 62 [100] -27.4 [100] -40.8 [100] -13.4 [100] -1.08 [100]
0.36 FT 59 (0.1) -21.5 (0.06) -29.1 (0.6)° -7.6 (0.5) -0.22 (0.06)°
ITC 5.0 (0.2) -21.1 (0.1) -29.3 (1.6) -8.2 (1.5)
MTC 5.8 (0.3) -21.5 (0.1) -29.5 (1.9) -8.1 (1.8) -0.28 (0.09)
Mean 5.6 [9.0] -21.4 [78] -29.3 [72] -8.0 [60] -0.25 [23]
0.66 FT 1.7 (0.3) -18.4 (0.4)
ITC 1.3 (0.04) -17.8 (0.1) -22.3 (1.7) -4.5 (1.6)
MTC 1.0 (0.04) -17.2 (0.1) -22.7 (1.5) -5.5(1.4) -0.22 (0.04)
Mean 1.3 [2.1] -17.8 [65] -22.5 [55] -5.0 [37] -0.22 [20]
TIM-PGH
Ionic strength (mol LY Method Kpx10™* AGy (k] mol™) AH, (k] mol™) TASy, (k] mol™) AC, (k] K™ mol™)
0.06 FT 15.0 (0.5) -29.5 (0.1) -60.0 (1.8)* -30.5 (1.7) -1.11 (0.20)°
ITC 17.0 (0.5) -29.8 (0.1) -60.9 (0.3) -31.1 (0.2)
MTC 17.0 (1.0) -29.9 (0.2) -59.2 (0.7) -29.3 (0.5) -1.22 (0.37)
Mean 16.3 [100] -29.7 [100] -60.0 [100] -30.3 [100] -1.17 [100]
0.36 FT 2.1(0.4) -24.8 (0.3)
ITC 2.3 (0.1) -24.9 (0.1) -52.2 (0.9) -27.3 (0.8)
MTC 1.8 (0.1) -24.3 (0.1) -51.1 (1.1) -26.7 ( 1.0) -0.44 (0.15)
Mean 2.1 [13] -24.7 [83] -51.7 [86] -27.0 [89] -0.44 [38]
0.66 FT 1.1 (0.08) -23.1(0.2)
ITC 1.5 (0.1) -23.8 (0.2) -46.8 (1.4) -23.0 (1.2)
MTC 1.0 (0.1) -22.8 (0.2) -46.7 (1.2) -23.9 (1.0) -0.35 (0.15)
Mean 1.2 [74] -23.2 [78] -46.8 [78] -23.5 [78] -0.35 [30]

* AHy and ® AC,, were obtained by the van't Hoff method, determining K;, at different temperatures by fluorimetric titrations (FT).
Numbers in parentheses indicate one standard deviation from two or three replicas for FT and the standard errors in the fitted parameters
for ITC and MTC. For mean values, the percentage with respect to I=0.06 M are included in square brackets.

protein-small ligand data gP —-L), protein—protein
and protein unfoldmg data® (P-P), and protein—
carbohydrate data® (P-C). By using these para-
meters and the four AASA values calculated before
for both complexes, we obtained the values for AH},
given in Table 4. The experimental values of AH,
(Table 1) are within the range of values predicted by
these area models.

We also used surface area models to calculate
AC, from AASA, according to Eq. (11) and the
parameters given in Table 3. All five models
failed to reproduce the experimental AC, values
(Table 4).

Discussion

Chloride exerts a screening effect on TIM while
phosphate binds to its native state

Two main types of effects of dissolved salts on
proteins have been described: those related to the
specific binding of ions and those linked to a general
screening effect, which is associated with the
concentration of charges and not with particular

ions. The Poisson-Boltzmann treatment of electro-
statics captures only this last nonspecific effect
because it is based on a continuum solvent model.
Applied to TIM, this model predicts that the stability
of the native state across the entire pH range
analyzed (4.0 - 9.0) is diminished by increasing the
ionic strength because of the concomitant increase in
the electrostatic energy of the system (Fig. 2a).
Experimentally, this is in accordance with the T,,-
lowering effect observed on the heat denaturation
profiles of TIM induced by the addition of NaCl (Fig.
2b). The destabilization caused by this salt, consid-
ered as neutral within the Hofmeister series,*
suggests that the electrostatic interactions contribute
favorably and significantly to maintain the native
structure of TIM. The increasing ionic strength
hampers these favorable interactions, leading to a
destabilizing effect. In contrast, the addition of
sodium phosphates to the medium induces a
stabilization of TIM (Fig. 2b), an effect that is
consistent with hydrogen phosphate (HPO?) being
a competitive inhibitor of the enzyme.?! This anion
binds to the active site, stabilizing the native state.
We studied this effect earlier using the inhibitor
2PG.* Overall, these results indicate that the effect
of NaCl on the solution of TIM is associated with a
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Fig. 5. Calorimetric titrations of TIM with the inhibitors
2PG and PGH at different ionic strengths. ITC experi-
ments were done at 25.0 °C in 50 mM TEA and 5.0 mM
EDTA (pH 7.4, 0.06 M ionic strength) at different
concentrations of NaCl: 0.0 M (@), 0.30 M (®) and
0.60 M (O). (a) TIM-2PG titrations; (b) TIM-PGH
titrations. Symbols stand for the measured heats evolved
during the addition of each inhibitor normalized by the
quantity of added 2PG or PGH. Continuous lines
represent the best fitt curves calculated from an identical
and independent binding sites model.

screening effect and not with specific binding to the
protein.

Effects of salt and temperature on binding of TIM
to 2PG and PGH

The affinity of TIM for both phosphorylated
inhibitors decreases as ionic strength increases
(Fig. 4a), suggesting an important contribution of
favorable electrostatic interactions to their binding.
This is not unexpected, as it is established that the
positive charge of the e-amino group of Lys12 is
required to bind the anionic substrates,' as well as
PGH and 2PG. In addition, ion—dipole interactions
could be important, as demonstrated for the binding
of phosE)hate by a periplasmic phosphate-binding
protein.”” Earlier analyses®° show that both 2PG
and PGH bind to TIM in their dianionic form with
both phosphate oxygens charged and their respec-
tive third ionizable group protonated. Once the
inhibitor is at the catalytic site, the last proton is

abstracted by the carboxylate of Glu165, so the fully
ionized form of each inhibitor is the final bound
species.””*® Considering that both inhibitors stay
equally trianionic in their respective complex with
TIM, it is difficult to explain the greater sensitivity of
the TIM-2PG complex to the ionic strength of the
medium (Figs 4a and 7). However, the carboxylic
group of 2PG and the hydroxamic group of PGH
have very different pK,, values (5.2 for 2PG*® and 9.5
for PGH3¥, leading to dissimilar degrees of proton-
ation in their free forms at pH 7.4. For 2PG, the
trianionic form (?O;PO-CH,-CO5) is the abundant,
while the dianionic (?0OsPO-CH,-CO-NH-OH) and
ready-to-bind species is the commonest for PGH.
NMR measurements have shown that at a neutral
pH the most p%pulated species of 2PG is indeed
"0,C-CH,-OPOY, but “O,C-CH,-OPO;H ™™ is
also present to a lesser extent.’® The binding of 2PG
to TIM at pH 7.4, unlike PGH, involves two previous
proton exchanges (See Fig. 8), one from the buffer
(BufferH* /Buffer) to the carboxylate of 2PG";

BufferH" + B — Buffer + C

and another from the phosphate -OH to the buffer to
regenerate 2PG>":

A + Buffer — B + BufferH"

According to the equilibria depicted in Fig. 8, the
Ky, for the formation of the TIM-2PG complex
should involve only the concentration of the
dianionic form of 2PG with its carboxyl group
protonated (species marked with C in Fig. 8):

_ [TIM—2P(Q]
= T 2

In contrast, considering the three linked equilibria
shown in Fig. 8, it can be deduced that the measured
binding constant (Ky, ops), which is based on the total
concentration of inhibitor ([A]+[B]+[C]), is related to
K, and the acidic ionization constants K; and K,
through the expression:

Ky[HT]
Kz(Kl + [H+]) + K1 [H+] (3>

Kapp = Kyp

This analysis implies that the thermodynamic
functions for the binding of 2PG to TIM obtained
and reported in this work must be considered as
apparent parameters.

The equilibrium dissociation of acids is affected by
the ionic strength of the medium.*’ A similar effect is
seen for the binding reactions of charged partners,
such as those of 2PG and PGH with TIM. Therefore,
the binding of 2PG could be more affected by ionic
strength because there are two other linked equilib-
ria besides K}, that involve charged species whose
constants (K; and K;) will be affected by salt.
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parameters. (b) Determination of AC,, as the slope of the linear variation of AH}, with temperature (-1.11 kJ mol ! K1).
Symbols represent the binding enthalpies obtained from the respective isotherm from panel a.
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Fig. 7. Salt and thermal effects on binding thermodynamic functions for (a) TIM-2PG and (b) TIM-PGH. AG,
(continuous lines), AHy, (dotted lines), TAS,, (broken lines).These functions were constructed with the mean values given
in Table 1 for ionic strengths of 0.06 M (blue), 0.36 M (red) and 0.66 M (green).
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Table 2. Structural properties of TIM-2PG and TIM-PGH complexes

TIM-2PG TIM-PGH

H bonds® 21.5 26.0

Contacts® 55.5 63.0

H,O° 1.0 35

AASAqpor AASApo AASA o Polar (%) AASAqpol AASApa AASAo; Polar (%)

c1¢ -106.6 -304.5 4111 74.1 -138.3 -390.7 -529.0 73.8
C2 99.7 2615 -361.1 72.4 -87.6 -296.9 3845 77.2
3 -50.4 4842 -534.7 90.6 -200.5 -329.8 -530.2 62.2
C4 -57.4 -527.2 -584.7 90.2 -251.2 -423.6 -674.8 62.8

The values are the mean for both subunits in the dimer.

? The number of hydrogen bonds between inhibitor and TIM or water molecules within the binding site.
® The number of atomic contacts established by the inhibitor in the binding site.

¢ The number of water molecules contacting ligand.

4 C1 - C4 represent different calculations of AASA, whose characteristics are given in Results.

If we consider that the binding of anionic
inhibitors to TIM is accompanied by the release of
anions (Cl") into the solvent, we can apply the
theory of protein—polyelectrolyte interactions*'*>
and use the following equation to relate the

variation of K}, with the concentration of NaCl:
logKy, = logKy, nel — ZW¥log[NaCl] 4)

where the first term on the right-hand side results
from nonelectrostatic (nel) interactions and the second
comes from the electrostatic effects associated with
the release of counterions, and Zi{ represents the
number of counterions released upon binding the
inhibitor. When the salt concentration reaches 1.0 M,
the electrostatic term vanishes and -RT In K,
represents the nonelectrostatic part of the Gibbs
energy of the complex formation, -RT In Kp el
which can be evaluated from the linear fit shown in
Fig. 4a. It is then possible to quantify the electrostatic
contribution to affinity:

AGp = AGpnel + AGp cle (5)

From the linear regressions shown in Fig. 4a, we
obtained AGy, »o Values of -17.4 kJ mol™ and -21.9 kJ

Table 3. Binding enthalpy and heat capacity
parameterizations based on changes in polar and apolar
accessible surface areas

Ahpor cal Ahapo, cal
(mol A?)? (mol A%
Luque & Freire (P-L)* 31.4 -8.44

Garcia & Hernandez (P-P)* 19.4 7.0
Garcia & Hernandez (P-C)* 46.1 -5.8

Acp por cal Acp,apol cal

(mol A® K)! (mol A* K)!
Murphy & Freire® -0.26 0.45
Spolar et al.*® -0.14 0.32
Myers et al?” -0.09 0.28
Makhatadze & Privalov™® -0.21 0.51
Garcia-Hernandez et al.”’ 0.07 0.23

mol™ for 2PG-TIM and PGH-TIM, respectively.
Then, using the mean AG, values from Table 1, we
calculated that at 25 °C AGy, el represents 36% and
26% of the binding free energy for 2PG-TIM and
PGH-TIM at I=0.06 M, respectively.

Using three different titration methods, we
characterized the binding thermodynamics of
both complexes at three different ionic strengths
(0.06 M, 0.36 M and 0.66 M), and quantified AG,
AHy,, AS, and AC,, the parameters necessary to
give a complete description of the binding process.
There was very good agreement among the results
obtained by the different methodologies used.
Particularly, the concordance between calorimetric
and van't Hoff (fluorimetric) enthalpies is indica-
tive of appropriate experimentation and data
modeling.*3 The averaged values of the thermody-
namic functions are given in Table 1. In contrast, the
constancy of evolved binding heats, irrespective of
the ionization enthalpy of the buffering system,
would suggest an absence of linked protonation
effects.** As described above, this seems to be the
case for the PGH-TIM complex. However, the
binding of 2PG to TIM involves two earlier proton
exchanges. This apparent discrepancy might be
clarified by noting that, as shown in Fig. 8, the
conversion of 1 mol of A to 1 mol of C renders the
degree of protonation of the buffer unchanged, i.e.,
the proton captured by B from the buffer is
compensated for by the proton released by A to
the medium. Thus, there would not be a heat effect
associated with this conversion (A—B—C). It is
worth mentioning that some heat effect could be
associated with the internal proton transfer between
the inhibitor and the catalytic carboxylate due to the
different ionization enthalpies of the involved
groups. Nonetheless, this effect would not be
detected calorimetrically by changing the buffer
system.

Both binding processes are enthalpically driven,
as can be seen in Fig. 7. However, the AH,, of PGH is
more favorable than that of 2PG by -20 k] mol™ at
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Table 4. Comparison of AH}, and AC,, values for TIM-2PG and TIM-PGH binding processes, computed through different
surface area models and the four calculations (C1 — C4) of AASA from Table 2

TIM-2PG TIM-PGH
AH, (k] mol™) C1 c2 C3 C4 C1 2 c3 C4
P-L* -36.3 -30.9 -61.4 -66.8 -46.5 -35.9 -36.7 47.3
P-p» 2216 -18.3 -37.8 411 -27.3 -21.3 -20.6 -26.7
P-C* -56.1 -48.0 922 -100.3 -72.0 -55.1 -58.7 -75.6
AC, (K] K'mol ™) C1 c2 C3 C4 C1 2 3 C4
References
2 0.131 0.097 0.432 0.465 0.165 0.158 -0.019 -0.012
26 0.036 0.020 0.216 0.232 0.044 0.057 -0.075 -0.088
27 -0.010 -0.018 0.123 0.131 -0.015 0.009 -0.111 -0.135
28 0.040 0.017 0.318 0.341 0.048 0.074 -0.138 -0.164
29 -0.192 -0.172 -0.190 -0.210 -0.248 -0.171 -0.289 -0.366

The values in bold are the most suitable calculations for the respective models.

25 °C. This energetic difference could be explained
by the results of the LPC analysis of their crystal-
lographic structures. PGH establishes 14% more
atomic contacts with TIM and up to five more
hydrogen bonds in the catalytic site of the enzyme
compared with 2PG (Table 2).

The affinity decrease at higher ionic strengths,
i.e. the increase in AG,,, was due to a less favorable
AH, (Fig. 7). This binding enthalpy quenching
with higher ionic concentrations can be explained
by a Debye screening effect of dissolved ions on
favorable electrostatic interactions between the
enzyme and the phosphorylated ligands. 2PG
reduces its binding enthalpy to TIM more steeply
at increasing salt concentrations than PGH. Raising
the ionic strength from 0.06 M to 0.36 M (0.66) at
25 °C reduces AH, for 2PG by about 28% (45%),
whereas AH,, is reduced by only 14% (22%) for
PGH. These differences indicate that other impor-
tant contributors exist for the binding enthalpy of
PGH besides charge—charge interactions that are
not much affected by salt concentration. The most
likely contributors are hydrogen bonds. The
binding entropy, AS,, was always unfavorable
(see Table 1) for both inhibitors, and was less
favorable for PGH. Higher salt concentrations
yielded a less unfavorable ASy,.

Cc K,
— 5

Structural energetic models

According to the area-based models that correlate
AH,, to the AASA obtained from the structures of the
complex and free molecules and considering that
AASA values are negative for the binding process,
the burying of polar surface area is exothermic (Eq.
(10); Table 3), while apolar area hiding is endother-
mic (i.e., larger buried polar areas and smaller
buried apolar areas render more favorable binding
enthalpies). Based on this rationale, the fact that
PGH has one more polar atom (N) than 2PG, and
that the binding of TIM to PGH is more exothermic
than it is to 2PG in all experimental conditions
(Table 1), we expected that the polar buried surface
area for TIM-PGH was larger than that for TIM-
2PG with, perhaps, a smaller apolar counterpart.
However, the opposite was observed for AASA
calculations made with the “open” structure of TIM
as the reference conformation for the free enzyme
(C3 and C4 in Table 2). This inconsistency suggests
that AASA calculations involving the three crystal-
lographic structures of TIM (1YPI, 2YPI and 7TIM)
are not reliable for these purposes, and we will not
consider the results obtained through these calcula-
tions. It is important to note that even though the
crystallization medium reported for 7TIM was the

HO,C-CH,-OPO,* + TIM <~ TIM-H —0,C-CH,-OPO,*

-H*
+H\ K,

-H* K,
"0,C-CH,-OPOH = "0,C-CH,-OPO,>
A +H B

Fig. 8. Protonation/deprotona-
tion equilibria implicated in the
binding of 2-phosphoglycollate
(2PG) to triosephosphate isomerase
(TIM) at pH 7.4.
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same as that for 7YPI (50 mM Tris, pH 7.5),%*® the
buffering system for 2YPI was slightly different
(0.20 M Tris, pH 6.8).*” In contrast, computations for
the rigid-body binding (C1 and C2) were consistent:
the buried polar area increased from TIM-2PG to
TIM-PGH and the buried apolar area decreased
(C2) or at least increased in similar proportions to
the buried polar area (C1; Table 2). Accordingly, for
both C1 and C2 calculations, all three models
predicted more exothermic AH, values for TIM-
PGH than for TIM-2PG (Table 4). The P-L model
takes water molecules within 7 A of the ligand into
account to determine ASA.?* Thus, the most suitable
calculation for this model is C1. In contrast, the P-P
and P-C models do not consider water molecules in
their ASA calculations, so C2 is more appropriate for
these models.”

The existence of different surface area models
reflects the need to develop new parameters for
systems containing functional groups that are
unrepresented or under-represented in the data-
base. In P-C systems, the contribution of polar
areas was more highly weighted than in other
models, which seems to be due to stronger and
more abundant hydrogen bonds at the interface of
P-C complexes compared to P-P interfaces.*® In
this work, the P-C model, as a whole, yields values
more similar to experimental AHy (at 25 °C and
0.06 M ionic strength): -48.0 k] mol™ for TIM-2PG
(AHpexp=-40.8 k] mol™) and -55.1 k] mol™ for TIM—
PGH (AHp exp=-60.0 k] mol™). The two other
models, P-P and P-L, underestimate the exothermic
AHy, and their predictions are more similar to the
experimental values obtained at high ionic strength.
Overall, these results suggest that, in the context of
surface area models, the binding of 2PG and PGH to
TIM is better described by models with enhanced
polar interactions, such as P-C complexes. However,
at high ionic strength, where charge—charge interac-
tions are diminished, the binding enthalpy is better
described by more protein-like models.

With respect to the calculations of binding AC,, of
the five surface area models employed, only the one
based on protein—carbohydrate complexes® gave
values comparable with those that were determined
experimentally, i.e. negative and of the order of
hundreds of ] mol™ (Table 4). However, these values
(about -0.2 k] mol™") are only slightly similar to those
measured at high ionic strength with NaCl, where
ACp exp Was about -1.1 k] mol ™ for both complexes.
As has been shown for other binding systems, .40
this highly negative AC,, could be explained by the
reduced mobility of water molecules trapped at the
interface when ligands bind to proteins. Several
water molecules have been identified at the binding
site of the TIM-PGH complex in X-ray crystallogra-
phy experiments,*” and the influence on the enzyme
activity of a cluster of them has been evaluated.”’
Additionally, in the crystal structure of Leishmania

mexicana TIM complexed with 2PG at 0.83 A
resolution, various water molecules were found at
the binding site.”” The less negative AC,, observed
for both complexes at a higher ionic strength is
compatible with the release of some of these water
molecules to the bulk,” as the diminished activity of
solvent could induce this dehydration.

Materials and Methods

Reagents

TEA, Tris, Pipes, EDTA and phosphoglycolic acid tri
(monocyclohexylammonium) salt (2PG) were from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Phosphoglycolohydroxa-
mic acid (PGH) was synthesized as described.® The
purity of the ciclohexylamine salt of PGH was confirmed
by 'H NMR, *C NMR and 3'P NMR. The concentration of
the solutions of PGH and 2PG were determined by a
colorimetric assay of the inorganic phosphate released by
alkaline phosphatase.” All other reagents were obtained
from commercial sources and were used without further
purification.

Protein production

The over—exlgression and purification of TIM was done
as described;® TIM preparation was found to be
homogeneous as determined by SDS-PAGE and anion-
exchange FPLC analysis. The protein concentration was
determined using the absorption coefficient at 280 nm.””

Fluorimetric titration

Fluorescence measurements were made at 25 °C in a K2
spectrofluorimeter from ISS (Champaing, IL, USA)
equipped with a water-jacketed cell holder for temperature
control. All experiments were done in buffer A (50 mM
TEA, 5 mM EDTA, pH 7.4, 0.06 M ionic strength), filtered
before each experiment. Titrations were done with
0.050 mg mL™ TIM solutions in the cell with successive
additions of small portions from a concentrated 2-
phosphoglycollate (2PG) or phosphoglycolohydroxamate
(PGH) solution. To study the effect of the ionic strength on
the binding constant (K;,) of TIM with the inhibitor (2PG/
PGH), we varied the concentration of NaCl from 0.10 —
1.0 M. For the higher ionic strengths, from 0.60 - 1.0 M
NaCl, the concentration of TIM was increased to 0.200 mg
mL?, and we augmented the inhibitor concentration
accordingly. After each inhibitor addition (2PG/PGH),
the fluorescence intensity at 320 nm was recorded once/s
for 3 min to obtain a mean value and corrected by
subtracting the buffer signal. The excitation wavelength
was 280 nm. Assuming that the fluorescence intensities of
the emitting species (free TIM and the TIM-inhibitor
complex) are additive, we adjusted the titration data set
according to the following equation:17

Y = (2%) [(Et +x + Kq) —\/(15t +x + Kq)? - 4xE, | (6)
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where x is the total concentration of inhibitor in the cell,
E, represents the total concentration of TIM monomers,
Ky is the dissociation equilibrium constant (Kq=1/ Kj)
and a denotes the asymptotic value to which Y tends at
high x values. Y=1-F/F, were F is the overall fluores-
cence intensity after each addition of inhibitor and F; is
the fluorescence of free TIM at the corresponding
concentration, respectively. We obtained K4 and a as
fitting parameters from a nonlinear least-squares regres-
sion, using the program Origin (MicroCal Inc. North-
amppton, MA, USA).

Calorimetric titration

Calorimetric experiments were done with a high-
precision ITC,q titration calorimeter (Microcal, Inc).
Most experiments were done in buffer A containing
different concentrations of NaCl. TIM was equilibrated in
the working buffer by dialysis and the solution was
thoroughly degassed by evacuation before filling the
sample cell. The final concentration of the enzyme was
determined from the measurement of absorbance at
280 nm. For all titrations, the concentration of TIM in the
calorimetric cell was between 0.094 and 0.28 mM of
monomers. The inhibitors were dissolved in the dialysis
buffer previously equilibrated with TIM to minimize
dilution heats. The concentrations of inhibitor in the
syringe were from 3.0 — 14 mM for 2PG and from 2.0 -
6.8 mM for PGH.

Isothermal titration calorimetry (ITC)

A typical isothermal titration consisted of a preliminary
0.3 pl (dummy) injection followed by 25 additions of 0.9 ul
with a 4 min interval between injections. To determine the
heats of dilution of the inhibitor, titrations were done with
buffer alone under identical conditions in the sample cell.
These values were subtracted from the measured heats of
binding. The binding constant (K}), the enthalpy change
(AHp) and the stoichiometry (1) were determined by
nonlinear fitting of the normalized titration data based on
an identical and independent binding sites model.”® ITC
experiments in the absence of NaCl were done for both
complexes (TIM-2PG and TIM-PGH) using 50 mM Pipes
as the buffer system under the conditions described above.

Multithermal titration calorimetry (MTC)

These studies were done as described.' A representa-
tive experiment was started by equilibrating the sample-
loaded equipment at 25 °C. After isothermically carrying
out an injection program consisting of a single 0.2 ul
(dummy) addition followed by six 0.8 ul ligand additions,
the temperature was changed to 32°C and the equipment
was allowed to equilibrate at this new temperature for 45
min before a single 0.2 pl (dummy) injection and seven
1.0 pl ligand injections were applied. Finally, this proce-
dure was repeated at 40 °C, with a single 0.2 ul (dummy)
injection followed by four 1.5 pl and three 3.0 ul ligand
injections. To determine the heats of dilutions for the
ligand, titrations were done under identical conditions but
with buffer alone in the sample cell. These values were

subtracted from the measured binding heats. A binding
multitherm was constructed as the heat evolved normal-
ized per mol of ligand injected versus the molar ratio:

Xi = [L]/ [R];

where [L]; and [R]; are the total concentration of ligand and
protein, respectively. By adjusting the data through a
nonlinear regression to the function that describes this
multitherm, it is possible to determine simultaneously the
values of Ky, AHy,, AC, and n.'° The expression applicable
to the independent and identical binding sites model is:>®

1- %

3Qp(T)i n _m

Ly Vo

AHb (T) +

1
2 2
X X
2\/(1+#+anr) -4
(7)

where Qp(T) is the absorbed or released binding heat and
V, is the effective volume of the calorimeter cell. Thermal
variation of K}, (T) and AH,, (T) were taken into account
using the van 't Hoff and Kirchoff relationships, respec-
tively, with AC, as a constant: "’

Ko (T) = Ko (T")exp [% ((AHb (T") - T*Acp>
(- 1) racmg. ) ®
AHy(T) = AHy(T") + AC, (T - T7) 9)

Theoretical estimations of binding enthalpy and heat
capacity

There are a number of semiempirical models that
correlate the magnitude of buried surfaces areas in the
interface of the formed complex, determined as the change
in ASA:

AASA = ASAcomplex - ASAprotein - ASAligand

with the binding enthalpy (AH,) and the binding heat
capacity (ACp) according to the following phenomeno-
logical partitions:

AHb = (AhpolAASApol) + (AhapolAASAapol) (10)

AC, = (AcppoiAASApor) + (Acp apolAASAgper) (1)

in which lowercase parameters represent the contributions
per unit of polar (pol) or apolar (apol) area to the
thermodynamic function. The calculations of ASA were
done with the program NACCESS{, based on the Lee and
Richards algorithm,f_’g'60 using a probe radius of 1.4 A and
the atomic coordinates of PDB files 2YPI for TIM-2PG,
7TIM for TIM-PGH and 1YPI for free TIM. Accessible

+http:/ /wolf.bms.umist.ac.uk/naccess/
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areas in these protein structures were different for
subunits A and B of TIM, so we used the mean values
for calculations. Phosphorus, nitrogen and oxygen atoms
were considered polar, and all other atoms were consid-
ered apolar. Table 3 shows the values reported in the
literature for Ahpol, Ahapol, Acp por, and Acp apor that have
been obtained from protein folding, solute transfer and
protein binding data. Both the TIM-2PG and TIM-PGH
complexes were analyzed for ligand—protein contacts
using the LPC algorithm.*

Circular dichroism

Ellipticity measurements were performed using a
JASCO J-175 spectropolarimeter (Jasco Inc., Easton, MD)
equipped with a PTC-348WI Peltier-type cell holder for
temperature control Thermal denaturation transitions of
0.015mg mL™" TIM in 50 mM Tris (pH 7.4) were obtained at
different concentrations (0.0-1.0 M) of either NaCl or
NaH,PO,/Na,HPO,. Each transition was followed by
continuously monitoring the ellipticity changes at 220 nm,
while the sample temperature was increased at 2.0 °C min™*
in a 1.00 cm pathlength cell with continuous stirring.
Temperature within the cell was measured with the
external probe of the cell holder. Fractions of denatured
enzyme (fp) at each temperature were calculated using the
following expression:

Or — Oy
fD—eD—eN

(12)

where 07 is the ellipticity measured at each temperature
and 6y and 6p are the ellipticities of the native and
denatured TIM, respectively. We made linear adjustments
of the pre- and post-transition data to estimate 65 and 6p
for the entire temperature range scanned.

Electrostatic calculations

The total electrostatic energies of native TIM (PDB ID
1YPI) at different pH and ionic strength values were
calculated using the numerical solution to the nonlinear
Poisson-Boltzmann equation implemented 1n program
APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver).'® Dielectric
constants of 78 and 4 were used for water and protein,
respectively. Ionic radii and atomic charges were a551gned
from the forcefield PARSE, and terminal amino and
carboxyl groups were taken as neutral. PROPKA®" was
used to assign the protonation state of ionizable residues
for each pH evaluated.
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