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RESUMEN

Existen diversas vias conocidas utilizadas para producir piruvato a partir de la entrada
de azlcar, que se acompafia por la sintesis de ATP y la produccién de energia
reductora. Entre ellas, se pueden mencionar las vias de Entner-Doudoroff o Embden-
Meyerhof también conocida como glucdlisis, que se encuentra bien conservada en los
tres dominios de la vida. Sin embargo, en algunos organismos Archaeas, la via
glicolitica presenta algunas modificaciones entre las que destaca las enzimas quinasas
que fosforilan glucosa y fructosa 6-fosfato utilizando ADP, en vez de ATP, como dador
de grupo fosforilo. Estas enzimas pertenecen a la superfamilia riboquinasa,
puntualmente a la familia de quinasas dependientes de ADP, y estdn conformadas por
un dominio menor y un dominio mayor el cual presenta un plegamiento tipo
ribogquinasa, comun a todos los miembros de la superfamilia riboquinasa. La mayoria
de estas quinasas han sido descritas en arqueas hipertermofilas como T. litoralis, y
metanogénicas bifuncionales, con actividad glucoquinasa y fosfofructoquinasa, de M.
jannaschii o M. maripaludis, aunque también se han encontrado en organismo

eucarioticos como humano y ratones.

Actualmente existen pocos trabajos sobre quinasas dependientes de ADP que
aborden la relacién entre su funcién y estructura, o cdmo la actividad de estas enzimas
es regulada. En base a lo anterior, en este trabajo de tesis se propuso estudiar la
enzima glucoquinasa de Thermococcus litoralis como modelo de una quinasa
hipertermdfila dependiente de ADP y determinar los determinantes estructurales en el
mecanismo cinético y la especificidad por el nucleétido de adenina. Por lo tanto, se
planteé como objetivo determinar la estructura de la glucoquinasa de TIGK en
ausencia de sus ligandos (apo) y en complejo con glucosa y ADP (TIGK-ADPBS-Glc), para
luego relacionarlos con el mecanismo de la enzima y conocer los residuos que

participan en la unién de sus sustratos.

Los resultados demostraron que la enzima TIGK experimenta cambios en su
conformacion como consecuencia de la union de sus ligandos. Hecho que fue
comprobado a partir de las estructuras de las proteinas en su forma apo (2.0 A de

resolucién) y en complejo ternario (2.5 A de resolucién), obtenidas a través



cristalografia de rayos-X, donde se distinguié que la proteina en su forma apo presenta
una mayor distancia entre sus dominios (conformacién abierta), mientras que en la
estructura en complejo ternario esta distancia se reduce mostrando una estructura
cerrada. Estos resultados se correlacionan con el mecanismo cinético de la enzima, que
se estableci6 mediante estudios de cinética enzimatica, y correspondié a un
mecanismo ordenado en secuencia, donde la unién del primer sustrato, el complejo
MgADP, gatilla el primer cambio en la conformacién de la enzima TIGK seguido por la
unién de glucosa provocando el cierre total de los dominios de la enzima. Ademas se
determiné cédmo la enzima coordina las interacciones entre los dominios menor y
mayor para estabilizar la conformacién cerrada y promover el paso a la conformacién

abierta.

Para evaluar la especificidad por el nucleétido, se generd una enzima que presentaba
un cambio en su topologia en la regidén B-meandro, que constituye casi por completo el
sitio de unién del nucledtido y difiere entre las quinasas dependientes de ATP, de las
dependientes de ADP. Para este objetivo se generd una versidon permutante de la TIGK
(perGK) que imita la topologia de la regién B-meandro de las quinasas dependientes de
ATP. Los resultados del estudio de esta proteina perGK demostraron que la
permutacion no es suficiente para el cambio en la especificidad del nucleétido, lo que
se confirmod midiendo la actividad de la enzima en presencia de ambos nucledtidos,
ADP y ATP. Asimismo, los estudios cinéticos indicaron que el mecanismo de perGK es
ordenado en secuencia, no obstante, el orden de unién de los sustratos varid, respecto
a lo que observado para la enzima TIGK. Estos cambios fueron avalados en las
estructuras cristalinas de la proteina perGK en su forma apo en conformacion abierta
(2.14 A) en complejo con glucosa (1.95 A) y el complejo ternario (2.44 A), generadas
por cristalografia de rayos-X. A partir de estas estructuras, se infiere que la enzima
perGK sufre un cambio en su conformacién luego que se une glucosa, no asi con la
union de MgADP, en claro contraste con TIGK. Estos resultados indican que este
cambio en la topologia, posiblemente, haya sido uno de los cambios estructurales que
experimentaron estas enzimas, de la superfamilia de riboquinasas, a lo largo de su

historia evolutiva para transformarse a quinasas dependientes de ADP.



A la fecha, la enzima dependiente de ADP de M. jannaschii (MjPfk/GK), que posee las
dos actividades fosfofructoquinasa y glucoquinasa en la misma cadena polipeptidica,
es la Unica enzima caracterizada de este tipo del orden de las Methanococcales, por lo
que se desconoce si este caracter dual de la enzima bifuncional es un rasgo particular

de MjPfk/GK, o si es una caracteristica comun de los miembros de este orden.

En este estudio se determind que el mecanismo cinético de la enzima MjPfk/GK es en
secuencia para ambas reacciones, y que esta enzima solo tiene la capacidad de
fosforilar glucosa y fructosa-6-fosfato, siendo por tanto muy especifica de la via
glicolitica. Por otra parte, se confirmd que la enzima fosfofructoquinasa del mesdfilo
M.  maripaludis presenta actividad glucoquinasa ademds de actividad
fosfofructoquinasa lo que indica que este rasgo bifuncional es comin a otros
miembros del orden Methanococcales, y que quiza se trate de un rasgo compartido en
muchas enzimas homologas. Finalmente, se dilucidé que la actividad glucoquinasa en
ambas enzimas bifuncionales se ve afectada por las concentracion libre de Mgy por
el producto de la reaccién AMP, lo que nos lleva a pensar que estos metabolitos
pueden ser claves para promover la via glicolitica actuando como un sensor de la

disponibilidad de energia celular aportada por ADP o ATP.
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INTRODUCCION GENERAL

Archaea

Hace mas de tres décadas, 1977, Carl Woese y George Fox realizaron analisis
filogenéticos basados en la caracterizacidn de secuencias de la subunidad pequena del
ARN ribosomal en organismos procariontes que compartian caracteristicas comunes
con representantes del dominio de las bacterias, pero que habitaban en ambientes
extremos, principalmente a altas temperaturas’. A partir de las observaciones de este
estudio se sefialé que los organismos procariotas podian clasificarse en dos grupos.
Uno de ellos contenia las bacterias tipicas, denominadas como eubacterias, mientras
que el segundo grupo contenia organismos mayormente metanogénicos el cual fue
denominado como arqueobacterias. En la década de los 90’ Woese y colaboradores,
establecieron a las Archaea como el tercer dominio de la vida junto con los dominios
Eucarya y Bacteria, resultando una nueva rama al arbol filogénico de la vida en la

tierra® (Figura 1).

Dentro del dominio de las Archaea se encuentran dos phylas principales:
Crenarchaeota y Euryarchaeota® que incluyen la mayorias de las arqueas. Sin embargo
existen otros cuatro grupos filogenético conocido como a Nanoarchaeota,
Korarchaeota, Thaumarchaeota y recientemente se ha propuesto un nuevo phyla
Aigarchaeota4. En el phylum Euryarchaeota encontramos organismos metanogénicos y
haléfilos extremos y algunas especies termo-acida, termofilos e hipertermdfilo con
diversa fisiologiaz. En cambio el phylum Crenarcheaota contiene solo especies
hipertermdfilas. Nanoarchaeota comprende dos especies, Nanoarchaeum equitans, la
cual puede crecer en co-cultivo con el organismo Crenarchaeota Ingnococcus hospitalis
y Nstl el cual probablemente es hospedero de Sulfolobales. En tanto, los organismos
del phylum Korarchaeota presentan organismos hiperterméfilos no cultivables,
mientras que en el phylum Thaumarchaeota se han descrito dos representantes los
gue se caracterizan por ser quimilitoautotrofricos. No obstante sigue en discusion si, el
phylum Aigarchaeota corresponde a un linaje del phylum, Thaumarchaeal, o si es un

nuevo phylum dado que solo se ha identificado un miembro denominado HWCG1>.



Bacteroides

Escherichia
Bacillus

Thermotoga Bacteria

Aquifex Synechococcus

Deinococcus

Uncultured archaea Korarchaeota
’
., Nanoarchaeum Nanoarchaeota

’ .
., Pyrobaculum Crenarchaeota
g Aeropyrum
Ly Sulfolobus
Pyrococcus Euryarchaeota

Methanococcus

Archaea
Methanothermobacter

Archaeoglobus

Halobacterium
Haloferax

Methanosarcina

Homo
Zea

Saccharomyces
my Eukarya

Paramecium
Giardia Trypanosoma

Microsporidia

Figura 1. Esquema de representacion filogenética de los tres dominios de la vida. El dominio
de las Bacteria se muestra en verde, mientras que el dominio de las Archaea en azul y en rojo
se muestran los representantes del dominio Eukarya’.

Los organismos del dominio Archaea se relacionaron con hdbitats bastantes hostiles
como salares, suelos dacidos, volcanes, geiseres, glaciares, entre otros. Con el
transcurso del tiempo y el interés que generd el estudios de los representantes
perteneciente a este dominio, se demostré que muchos organismos son capaces de
habitar en todo tipo de ambiente, considerando a estos organismos como los mas
ampliamente distribuidos en la tierra conocidos hasta ahora. Esta caracteristica
despertéd mucho interés en cientificos debido al gran potencial biotecnoldgico®. Por lo

tanto, al estudiar diferentes aspectos relacionados al metabolismo de estos



organismos, tal como proteinas, enzimas o metabolitos, pueden servir como
herramienta para entender cémo son las rutas metabdlicas, las estrategias que se
emplean para llevar a cabo sus funciones, o comprender qué caracteristicas
estructurales de estas enzimas que les han permitido hasta el dia de hoy llevar a cabo

sus funciones bajo condiciones extremas.

En el dominio Archaea se encuentran grupos heterogéneos de microorganismos, que
comparten caracteristicas generales que consisten principalmente en la presencia de
membranas lipidicas que contienen cadenas laterales isoprenoides con enlaces éter,
en contraste con los enlaces ésteres presentes en los demas sistemas bioldgicos;
ademas carecen de acido muramico (peptidoglicano) como constituyente de la pared
celular ’. Respecto al metabolismo, las Archaea carecen de diversas vias metabdlicas
clasicas conocidas en Bacteria y Eucarya, aunque se hallan vias metabdlicas propias de
este dominio como, por ejemplo, vias metabdlicas para la formaciéon de metano, asi
como también presentan vias metabdlicas clasicas modificadas, especialmente en las
vias del metabolismo de hidratos de carbono. A pesar de estas diferencias con los
otros dominios de la vida, las Archaea exhiben caracteristicas que también estan
presentes en el dominio de las Bacteria, tales como, la carencia de organelos y su
similitud en el tamafo y morfologia. Por otra parte, la estructura del ADN se asemeja a
la de las bacterias ya que ambos presentan ADN cromosémico circular pequefio con un
Unico origen de replicacién8 y, también se observan ADN plasmidial y elementos
regulatorios como operones. Sin embargo, la mayor parte del mecanismo involucrado
en el procesamiento de la informacidn genética, tal como la replicacidn, transcripcion,
traduccién y reparacién, es mas semejante a los de eucariotas”™. Estos antecedentes
llevaron a Margulis en 1996 a proponer la hipétesis que propone que los organismos
del dominio de las Eucarya son el resultado de la interaccion endosimbiotica entre

Bacteria y Archaea.

En los tres dominios de la vida, la fuente de carbono mas comunmente utilizada por
organismos heterétrofos son los azucares. Hay varias vias conocidas que degradan
azUcares como glucosa o galactosa para producir piruvato. La mas universal es las via
de Embden-Meyerhof (EM) o glucolisis*, aunque unos pocos microorganismos pueden

utilizar la via Entner-Doudoroff (ED)*.



El metabolismo central de los organismos del dominio Archaea exhibe cierta
complejidad debido a la modificacidn de las vias metabdlicas clasicas de Bacteria y
Eucarya. Estudios bioquimicos comparativos sobre el metabolismo de carbohidratos
en Archaea reveld que los organismos de este dominio utilizan versiones modificadas
de las rutas responsables de la degradacién de hidratos de carbono tanto en la via de
ED, asi como también en la glicdlisis. Por ejemplo, miembros del género
Thermoproteus, Thermoplasma y Sulfolobus utilizan una version modificada de la via
de ED para la degradacion de glucosa, donde la fosforilacion del azucar se realiza a
nivel de los metabolitos 2-ceto-3-deoxigluconato o glicerato, mientras que en algunos
miembros del phylum Euryarchaeota, como Pirococcus furiosus, se observan
modificaciones significativas en la via glicolitica, en que solo cuatro de las diez enzimas
gue oxidan glucosa a piruvato, y que estan en Bacteria y Eucarya, se encuentran
conservadas. En organismos Euryarchaeota las reacciones redox de la via de EM son
llevadas a cabo por enzimas que contienen ferredoxina, donde la transferencia de
electrones y la produccién de H, estan acopladas a la translocaciéon de protones a
través de la membrana, mediante la enzima hidrogenasa, generando una fuerza
electron motriz que permite a la enzima ATP sintasa, sintetizar ATP, a partir de ADP y
fosfato inorgénicoB. Por otra parte, Euryarchaeota del orden Methanococcales,
Thermococcales y Pirococcales presentan modificaciones interesantes en la via EM que
se relacionan con la fosforilacién de glucosa y fructosa 6-fosfato (F6P), reacciones que
son llevadas a cabo por quinasas que usan ADP en vez de ATP como dador del grupo

fosforilo®" 4,

Superfamilia riboquinasa

Desde el punto de vista metabdlico, |a fosforilacidon de azlcares se reconoce como un
paso clave en las principales vias metabdlicas. Las enzimas que catalizan la
transferencia de un grupo fosforilo a un azulcar aceptor son conocidas como quinasas
de azucar; éstas han sido clasificadas de acuerdo a criterios estructurales y motivos de
secuencia conservados y se dividen en tres familias conocidas como, familia
hexoquinasas, galactoquinasa y riboquinasa™. En un inicio, la clasificacion de los
miembros de la familia riboquinasa se realizaba segun el grado de relacién evolutiva

observado en el analisis de secuencia, puesto que, pese a que habia una baja identidad



de secuencia era posible encontrar regiones conservadas comunes a todos los
representantes de la familia®, la que se componia de un nimero pequefio de enzimas
tales como: 6-fosfofructoquinasa de E. coli, 1-fosfofructoquinasa, tagatosa 6-fosfato
quinasa, e inosina quinasalG. Sin embrago, a finales de la década de los 90’ Sigrell y
colaboradores determind la estructura cristalografica de la enzima riboquinasa de
E.coli*’, lo que permitid clasificar a las enzimas de la familia riboquinasa desde un
punto de vista estructural, de esta manera se fueron incluyendo muchas otras
quinasas, tales como adenosina quinasa'®, 2-ceto-3-deoxigluconato quinasa'® 2-
dehidro-3-deoxiglucoquinasa, 4-metil-5-8-hidroxietiltiazol quinasa20 glucoquinasa
dependiente de ADP?'. Debido a la diversidad de representantes de la familia
riboquinasa ésta fue renombrada como superfamilia riboquinasa, donde sus miembros
se clasificaron segun el tipo de aceptor (azucar o vitaminas) y dador del grupo fosforilo
(ADP o ATP) y desde el punto de vista estructural segun la presencia/ausencia de

dominio menor®2.

Las enzimas que pertenecen a esta superfamilia se encuentran distribuidas en distintas
vias metabdlicas, tales como glicélisis, via de las pentosas fosfatos, sintesis de vitamina
y nucleétidos, etc. Los miembros de esta superfamilia comparten dos caracteristicas en
comun, unas de ellas es la catalisis de la transferencia del grupo fosforilo hasta una
molécula aceptora. Otra caracteristica tiene relacién con su arquitectura, ya que todos
presentan un plegamiento tipo riboquinasa, el cual es conformado por un
plegamiento tipo sandwich a/B/a, donde una sabana B central es rodeada por ocho a-
hélice por un lado, mientras que el otro lado esta rodeado por cinco a-hélice. Ademas,
la sdbana B central puede ser dividida por un sector con plegamiento tipo Rossmann y

otro sector con un plegamiento tipo B—meandroB.



Quinasa de vitaminas y coenzimas dependiente de
ATP

- Piridoxal quinasa

- Fosfometilpirimidinaquinasa

- Hidroxietiltiazol quinasa

Quinasa de azucar dependiente de ATRPfkB)
- Fructosa 6-fosfato quinasa
- Tagatosa6-fosfato quinasa
- Fructosa 1-fosfatoquinasa
- Nucledsidoquinasa
- Adenosinaquinasa
- Riboguinasa
- Fructosa 6- fosfato quinasa
- 2-ceto-3-deoxigluconato quinasa
- Aminoimidazolribdsido quinasa

Quinasa de aztGcardependiente de ADP {PfkC)
- Glucoguinasa
- Fructosa 6-fosfato quinasa

Figura 2. Representacion de los tres miembros principales de la superfamilia Riboquinasa.
Quinasas de vitaminas se representan con la estructura de piridoxal quinasa (PDBID: 2DDM) de E.
coli, quinasas de azucar dependiente de ATP se representa con la estructura de riboquinasa de E. coli
(PDBID: 1RKD), finalmente como exponente de las rama de quinasas dependiente de ADP se muestra
la glucoquinasa de T. litoralis (PDBID: 1GC5)*.

Al cotejar los diagramas de topologia disponibles de las estructuras de las superfamilia,
encontramos que existen tres familias que se clasifican por variaciones en su
topologia® (Figura 2). Una de las familias contiene a las enzimas que catalizan la
transferencia de grupo fosfato de una molécula de ATP a una molécula de piridoxal o
derivado de pirimidina, es conocida como quinasas de vitamina, donde la topologia de
esta familia presenta solo el dominio mayor. Por otra parte, las quinasas que fosforilan

distintos azucares usando ATP, como donor de grupo fosforilo, son clasificadas en la



familia de quinasas de azicares dependientes de ATP. Los miembros de esta familia
presentan un dominio mayor, compuesto por el plegamiento tipo riboquinasa, y un
domino menor formado por una sabana B de cuatro a cinco hebras, que se encuentra
anclado a la region Rossmann del dominio mayor. Este dominio menor generalmente
es usado como plataforma para la dimerizacion'’, sin embargo, algunas de estas
enzimas son mondmeros y en este caso el centro hidrofébico del dominio menor
presenta algunas inserciones de a hélice’. Finalmente, el grupo de enzimas que
utilizan ADP como dador del grupo fosforilo a glucosa y F6P, pertenecen a la familia
quinasas de azucares dependientes de ADP y se caracterizan por exhibir un dominio
mayor como en se observa en quinasas dependientes de ATP, pero el dominio menor
siempre presenta un centro hidrofébico con inserciones de a hélice. Entre ambos
dominios encontramos el sitio activo y se propone que el dominio menor actia como

cubierta del sitio activo 2%*¢%8

. Ademas de la presencia o ausencia del dominio menor,
otra diferencia importante que existe entre los miembro de la superfamilia es la
topologia de la regién B-meandro. De hecho solo las proteinas dependientes de ATP
tienen un motivo B-meandro real, en cambio, en las quinasas dependientes de ADP, las
conexiones entre las estructuras secundarias difieren con respecto a las quinasas
dependientes de ATP, y si consideramos que esta regidn constituye casi por completo
el sitio de union del nucledtido, se puede inferir que este reordenamiento, que

involucra una permutacioén ciclica, podria estar relacionado con la especificidad por el

s 24
nucledtido”".

Familia de quinasa de azucares dependientes de ADP

Las quinasas que utilizan ADP como dador de grupo fosforilo solo han sido descritas en
Eucarya y Archaea, principalmente en organismos Euryarchaeota del orden de los
Thermococcales y Methanococcales, mientras que en eucariotas se han identificado
homoélogos de esta enzima en genomas de Mus musculus y Homo sapiens. Pese a que
aun no esta clara la relevancia fisiolégica de estas quinasas dependientes de ADP en
eucariotas, se ha sugerido que podrian ser utilizada en condiciones de baja

concentracién de ATP 293¢

. Por otra parte, en células de la linea hematopoyética en
humanos, se ha observado la expresion de una glucoquinasa dependiente de ADP

(ADPGK), la cual estaria involucrada en el proceso de activacion de este tipo celular,



que implica la diferenciacién y la division celular, lo que requiere una alta y rapida
demanda de ATP. Ademas, se indicd que la activacidn de células T estaria inducida por
la produccion de especies reactivas de oxigeno mitocondriales y por la consecuente

expresion de NF-kB, eventos que son causados por la activacion de ADPGK>".

Entre los miembros de la familia de quinasas de azucares dependientes de ADP
encontramos enzimas con actividad glucoquinasa y fosfofructoquinasa. Es interesante
mencionar que solo en el grupo de Euryarchaeotas encontramos proteinas con
actividad fosfofructoquinasa, mientras que en Archaeas metanogénicas como
Methanococcus jannaschii y Methanococcus maripaludis se encuentran quinasas
dependientes de ADP con ambas actividades, glucoquinasa y fosfofructoquinasa®2.

Cabe destacar que en esta familia de quinasas es posible encontrar enzimas con

diversas estructuras. Las quinasas bifuncionales de Methanococcus jannaschii *°,

Methanococcus maripaludis 33 y la glucoquinasa de Thermococcus litoralis 2134 g
presentan como mondmeros, mientras que la glucoquinasa de Pirococcus furiosus y la
fosfofructoquinasa de Thermococcus litoralis se encuentran en forma de dimero 3236
en tanto que la fosfofructoquinasa de Pyrococcus furiosus y Thermococcus zilligii se

presenta en forma tretramérica 2>’

Estudios estructurales de las enzimas de la familia de quinasas dependiente de ADP, en
presencia y ausencia de sus ligandos, sugieren que la unidon de sustratos induce
cambios conformacionales entre los dominios luego de la unién de sus ligandos. En
ausencia de ligandos la enzima se encuentra en una conformacion abierta que
permitiria la entrada de los ligandos, mientras que en la conformacién cerrada la

17,1 .
1838 También

enzima estaria atrapando al sustrato para facilitar su unién y la catalisis
se sugiere que el acercamiento entre los dominios puede estar relacionado con el
mecanismo catalitico y la proteccidon frente al ataque del solvente del estado de
transicion. En el caso de fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2) de E. coli, que corresponde a una
quinasas dependiente de ATP, que sigue a un mecanismo secuencial ordenado®, se
observa que la unién del primer sustrato, F6P, provoca un cambio en su conformacién,

que favorece la afinidad por Mg-ATP o gue tendria como consecuencia proteger al

nucledtido de ATP de la hidrdlisis.
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Las estructuras tridimensionales de las glucoquinasa ADP dependientes (Pyrococcus
horikoshii, Pyrococcus furiosus y Thermococcus litoralis) muestran una relacién entre la
entrada de los sustratos y la disposicion del dominio menor. Si se contrasta la
estructura cristalogréfica de P. horikoshii (PhGk), en ausencia de sus ligandos %’ vy la
estructura de P. furiosus (PfGk) en complejo con un andlogo de ADP y glucosa se
observa un acercamiento entre los dominios inducido por la unién de los sustratos™!.
Por otra parte, en la estructura cristalina de la glucoquinasa de T. litoralis (TIGK) en
complejo con ADP, también es posible ver un acercamiento entre los dominios menor
y mayor21, respecto a lo visto en la enzima de P. horikoshii, aunque este cambio en la
distancia de cierre de los dominios no es tan notorio como lo observado en la enzima
de P. furiosus. Este cambio sugiere que TIGK se encontraria en una conformacién semi-
cerrada, por lo que se propone que la unién de ADP no gatilla el cierre total de los
dominios, sino que seria la unién de ambos sustratos lo que gatilla este cierre. Aunque
no se ha determinado el mecanismo cinético de la TIGK, ni el de otra enzima de la
familia dependiente de ADP, la informacién disponible en la literatura relacionada con
los cambios conformacionales de los homdlogos de esta familia de las riboquinasas
permite plantear que el mecanismo de los miembros de la familia quinasas
dependientes de ADP, seria del tipo secuencial ordenado, donde primero entraria ADP
y luego glucosa, lo que conlleva un cambio de la conformacién abierta a semi-cerrada 'y
finalmente cerrada. Para dilucidar qué relacion existe entre los cambios
conformacionales que experimenta la enzima TIGK durante la unién de sus sustratos
seria necesario determinar el mecanismo cinético y compararlo con las estructuras

tridimensionales en ausencia y en complejo con sus sustratos.

Estudios del genoma en la Archaea metanogénicas (M. jannaschii), realizados por
Verhees en 2001, revelaron la presencia de varios genes que codifican para las enzimas
de la via glicolitica. Sin embargo, en este estudio se indicd la ausencia del gen que
codifica para la enzima fosfofructoquinasa (PFK) clasica 32 Por otra parte, se observo la
existencia de un gen ortélogo (pfkC) de la enzima PFK dependiente de ADP de P.
furiosus, lo que permitié demostrar la existencia de la enzima fosfofructoquinasa ADP
dependiente (MjPfk/GK) indicando que en las Archaeas metanogénicas también la

degradacion de glucosas ocurre a través de la via glicolitica modificada. Por otra parte,

11



Sakuraba en 2002 planted que un evento de duplicacidn génica ancestral podria haber
llevado a la enzima MjPfk/GK a presentar un comportamiento dual, es decir, catalizar
la primera reaccidn de la glicdlisis, asi como también la tercera, donde la fosforilacidn
de glucosa y F6P es llevada a cabo usando ADP, en vez de ATP como dador de grupo

fosforilo y por una Unica quinasa *%.

Asimismo, en ese trabajo también se realizaron estudios de inhibicidn por los sustratos
azucares, glucosa y F6P, donde se determind que estos se unen en el mismo sitio *2.
Para estudiar en detalle los determinantes estructurales relacionados con la
especificidad por el azlcar y los cambios conformacionales que provoca su unién,
Merino y Guixé en 2008 generaron dos modelos por homologia de la enzima MjPfk/GK
de M. jannaschii, uno en conformacién abierta (ausencia de ligando) y otro en
conformacidon cerrada (presencia de ligando). Este analisis mostré que para la
especificidad por F6P es preciso tener residuos capaces de estabilizar la carga negativa
del grupo fosfato tales como asparragina y glutamina, mientras que la presencia de la
cadena lateral de un 4cido glutdmico y la preferencia por un residuo de histidina, sobre
un residuo de aparragina o glutamina, son elementos claves en el sitio activo para la
especificidad por glucosa®’. Para confirmar estos resultados es necesario realizar
estudios estructurales y funcionales de la enzima bifuncional. También, se ha
observado que tanto para glucoquinasas como para fosfofructoquinasas, los residuos
involucrados en la unidn del azlcar estan altamente conservados, por lo tanto, la
especificidad por una de las azucares, glucosa y fructosa 6-fosfato, estaria relacionada
con unos pocos residuos. Recientemente, se demostré en enzimas PFKs de P.
horikoshii, P. furiosus y T. litoralis, que unos de los determinantes de su especificidad
es la presencia de dos residuos con carga positiva (Lys y Arg) que establecen un puente
salino con el grupo fosfato del F6P . Esto sugiere que en esta familia el sitio de unidn
del azucar tiene una fuerte plasticidad para acomodar tanto el sustrato pirandsico
como furanosico, pero que aun sigue siendo especifico para discriminar entre ambos.
La conservacion de estos motivos en todas las enzimas de la superfamilia riboquinasa
indica que el mecanismo catalitico, asi como algunos rasgos regulatorios se han

conservados durante la evolucidn.
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Por otra parte, andlisis basados en estructuras tridimensionales y secuencias de las
proteinas de la superfamilia riboquinasa revelaron que todos sus miembros, exhiben
un plegamiento tipo riboquinasa, ademas de presentar motivos de secuencia
conservados. Uno de estos motivos es el GXGD, en el cual es posible encontrar un
residuo de acido aspartico que se ha propuesto como la base catalitica. Por otra parte,
los residuos de acido glutamico y de asparragina aparecen conservados en el motivo
denominado NXXE que se presenta en todas las ADPGK??, y que esta relacionado con la

unién y regulacion de la actividad por un metal divalente®.

Las quinasas de la familia dependientes de ADP fueron descritas, desde el punto de
vista catalitico, como enzimas no reguladas, en comparacién con las quinasas
dependientes de ATP, Sin embargo, Merino y colaboradores en 2012, mostraron que
algunos metales divalentes producian inhibicién en las quinasas dependientes de

ADP*,

En esta tesis se propuso evaluar la relaciéon que existe entre el funcionamiento de
enzimas de Archaea dependientes de ADP, pertenecientes a la superfamilia
riboquinasa, y los cambios conformacionales, a nivel estructural, que éstas
experimentan, utilizando como herramienta de estudio la cristalografia de difraccion

de rayos-X.

Por otra parte, y como se menciond anteriormente, la topologia de las quinasas
dependientes de ATP presenta una regidn B-meandro, que constituye el sitio de unién
del nucleétido de adenina; sin embargo, esta regidon en las quinasas dependiente de
ADP, presentan un reordenamiento en las estructuras secundarias, por lo que se
planted comprender si el reordenamiento en elementos de estructuras secundaria,
gue se piensa como una permutacion en la regidon B-meandro, que conforma casi por
completo el sitio de unidn del nucledtido, es lo que determina la especificidad de este
sustrato entre las quinasas dependientes ATP y las dependientes de ADP. Para llevar a
cabo este propdsito se realizaran estudios de cinética enzimatica y cristalografia de
difraccion de rayos-X. Finalmente, en este trabajo de investigacién se evalud, el
caracter bifuncional y el efecto que tiene Mg2+ libre y el producto de la reaccion AMP
sobre las enzimas M. jannaschii y M. maripaludis perteneciente al género de

Methanococcales.
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CAPITULO 1

Estudio estructural de Ia
proteina TIGK en su forma Apoy
en complejo con Mg-ADP(3S-D-

Glucosa.
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I. INTRODUCCION

La enzima glucoquinasa del organismo hiperterméfilo Thermococcus litoralis (TIGK) cataliza
el primer paso de la via modificada de Embden-Meyerhof, fosforilacién de glucosa para
formar glucosa-6-fosfato (glucosa-6-P). A diferencia de la mayoria de glucoquinasas
estudiadas, cuyo dador de grupos fosforilo son nucledtidos trifosforilados, la glucoquinasa
de T. litoralis emplea ADP. Puesto que estas enzimas fueron descubiertas en organismos de
Archaea hipertermofilas, en la literatura se argumentd que la dependencia por ADP se debia
a las altas temperaturas de crecimiento del organismo, ya que la molécula de ADP es mas
termoestable que el ATP. Sin embargo, ambos nucleétidos presentan una energia libre (AG®)
de hidrélisis similar, por lo que este argumento no es correcto. Por otra parte, si
consideramos que el metabolismo es un proceso que estd lejano al equilibrio, el cambio de
energia libre en la transferencia del grupo fosforilo depende de la concentracién de los
metabolitos aceptores de fosforilo. Ademads, varias enzimas dependientes de ATP se
encuentran en organismos hiperterméfilos mientras que varias enzimas dependientes de
ADP se encuentran en organismos mesodfilos, y tomando en cuenta que la vida media del
ATP a altas temperaturas es mayor que otros intermediarios metabdlicos de la via Embden-
Meyerhof, no se puede atribuir el uso ADP a una forma de adaptacion de organismos

Archaeas a condiciones de alta temperaturazz.

Pese a que las quinasas dependientes de ADP no muestran similitud de secuencia respecto a
las quinasas dependientes de ATP de las superfamilia riboquinasa conocidas al dia de hoy,
sin embargo, estructuralmente todos los miembro de la superfamilia riboquinasa comparten
el plegamiento tipo Rossmann, que consiste en un motivo estructural formado por una
sabana B central rodeada por ambos lados por a-hélices, lo que también se conoce como
plegamiento del tipo sandwich a/B/a. Las quinasas dependientes de ADP se caracterizan por
la presencia de un dominio menor constituido por la insercidon de elementos de estructura
secundaria, correspondiente una hoja B compuesta por cinco hebras B y algunas inserciones
de a-hélices, que comienza siempre con una hebra B a continuacidn de la hebra N-terminal
de la sdbana B central. Este dominio menor podria estar actuando como una cubierta del
sitio activo con el objetivo de proteger los sustratos de la hidrélisis. El dominio menor se ha

propuesto como un marcador filogenético para la evolucién de la superfamilia riboquinasa®.
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La primera estructura tridimensional de una quinasa dependiente de ADP correspondié a la
glucoquinasa de T. litoralis y se determind por difraccién de rayos-X en presencia de ADP?,
lo que permitié clasificarla como miembro de la superfamilia riboquinasa. Ademas, teniendo
en cuenta las modificaciones estructurales que presenta y su relacion filogenética con otras
enzimas de la superfamilia riboquinasa, fue clasificada en el clado de la familia de las
quinasas dependientes de ADP. La enzima TIGK es un mondmero de 467 aminodacidos, que
se disponen para formar una proteina globular de dos dominios, los que de acuerdo a su
tamafio se han denominado como dominio mayor y dominio menor. Estos dominios se
encuentran comunicados por elementos que se ubican en ambos dominios, es decir, que
cada uno de estos dominios estd formado por segmentos no consecutivos de la secuencia
primaria de la proteina. A este tipo de topologia se le ha denominado reentrante, en la que
la secuencia lineal pasa de un dominio a otro en varias ocasiones. También entre los
dominios menor y mayor es posible encontrar una hendidura en donde se localiza el sitio

activo de la enzima (Figura 1.1).

Figura 1.1. Dominios en la enzima glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis. En la
estructura es posible distinguir dos dominios, uno de ellos corresponde al dominio mayor,
representado en color gris, en tanto que el dominio menor se ubica sobre el dominio mayor,
coloreado en amarillo. La bisagra que comunica ambos dominios se representa en color azul
(PDBID: 4B8R). En la parte inferior de la estructura se representa la pocion de los dominios en la
secuencia primaria de la proteina de T. litoralis.

Estudios estructurales en glucoquinasas dependientes de ADP en presencia y en ausencia de

sustratos (glucoquinasa de Pirococcus furiosus, Pirococcus horikoshii y T. litoralis) han
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sugerido que existe una estrecha relacidén entre la entrada de sus sustratos y la disposicién
de los dominios mayor y menor. Comparando la estructura cristalina de la enzima
glucoquinasa de P. horikoshii (PhGk), resuelta a 2 A en ausencia de sus ligandos®’, con la
estructura tridimensional de la proteina homdloga, glucoquinasa de T. litoralis (TIGK) en
complejo con ADP?}, es posible observar un desplazamiento de los dominios cercano a los 5A
(conformacidn cerrada), lo que sugiere que la enzima presenta cambios conformacionales
durante la catalisis. Por otra parte, si se compara la estructura de la enzima glucoquinasa de
P. furiosus (PfGK) en complejo con el anilogo de ADP y glucosa*! con la enzima PhGK es
posible observar un acercamiento considerable de los dominios mayor y menor provocando
el cierre del sitio activo, lo que indica que la enzima TIGK se encontraria en una
conformaciones intermedia entre la conformacién abierta (en ausencia de sustrato) y la
conformacidon cerrada (en complejo con ADP-Metal y glucosa), esta conformacion es
definida como conformacion semi-cerrada. Esta serie de antecedentes nos sugieren que la
union de ligandos a la proteina gatilla una serie de cambios conformacionales que facilitarian
la catalisis. Aunque no ha sido determinado el mecanismo cinético de ninguna de las
quinasas de azucares dependientes de ADP descritas hasta ahora. Sin embargo, desde la
literatura disponible y desde los arreglos conformacionales de las proteinas homdlogas, es
posible inferir que podrian tratarse de un mecanismo secuencial ordenado, donde en primer
lugar ingresaria el MgADP y luego glucosa cerrando el sitio activo. Sin embargo, el
mecanismo cinético descrito para otras enzimas de la superfamilia riboquinasa (riboquinasa
de E.coli y adenosina quinasa humana) corresponderia a un mecanismos en secuencia al

azar”’lg

. Recientemente, estudios de cinética enzimatica y de dispersién de rayos-X a bajo
angulo (SAXS) indican que la enzima TIGK sufre cambios conformacionales que le permiten
transitar desde una conformacidn abierta, en ausencia de ligandos, a una semi-cerrada
cuando esta unida al nucledtido ADP y finalmente a una conformacién cerrada luego que
ambos sustratos, glucosa y ADP, estan unidos en el sitio activo*. Para confirmar que la unién
de los sustratos causa tales cambios conformacionales, y comprender las bases estructurales
gue permiten dichos cambios observados en solucidn, es que en este capitulo se propone la
determinacioén, a través la técnica de difraccién de rayos-X, de las estructuras cristalinas de
la glucoquinasa T. litoralis en su forma apo, y en complejo ternario, con los sustratos glucosa

y un analogo no hidrolizable de ADP (ADPBS) para poder obtener informacidn estructural

relevante de los cambios que gatilla la unién de los sustratos y su correlacién con la catalisis.
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II. y III. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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I1. HIPOTESIS.
La proteina glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis, presenta un mecanismo cinético
en secuencia ordenado que comienza con la union de MgADP y continua con la union de

glucosa, lo que provoca que la enzima TIGK transite por distintos estadios conformacionales
que van desde una conformacion abierta, luego una semi-cerrada y finalmente una cerrada.

II1. OBJETIVOS

I1L. I. Objetivos generales
e Establecer las bases estructurales de la catalisis de la enzima TIGK.

e Determinar los cambios conformacionales inducidos por la union de sus ligandos y su

correlacion con el mecanismo cinético de la enzima TIGK

IILIL Objetivos especificos

o Determinar la estructura tridimensional de la enzima TIGK, en ausencia y en

presencia de glucosa y ADP, mediante cristalografia de difraccidon de rayos-X.

e Determinar el mecanismo cinético de la enzima TIGK a través de experimentos de

velocidad inicial e inhibicién por producto.
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[V. MATERIALES Y
METODOS
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV. 1. Material

IV. 1. 1. Material biol6gico

Para este trabajo experimental se empled la cepa de E. coli BL21 (DE3) plus (Novagen),
disponibles en el cepario del laboratorio. Las células fueron crecidas rutinariamente en

medio LB en agitacién a 37°C.

El gen de la enzima TIGK (EMBL-BANK E14589.1), fue proporcionado por el Dr. Takayoshi

Wakagi, investigador del Biotechnology Departament, University of Tokio, Japdn.

La cepa de E. coli BL21 (DE3) fue transformada con el vector de expresion pET17b Novagen
para la proteina TIGK. Este plasmido contiene un gen lac que codifica para la proteina
represora lac, un promotor T7 que es especifico s6lo a RNA polimerasa T7, un operador lac
que puede bloquear la transcripcién, una region de clonamiento multiple para diferentes
enzimas de restriccién, un gen de resistencia a ampicilina, y un origen de replicacién de E.
coli en este trabajo con el que se transformaron las cepas BL21 (DE3) plus y BL21 (DE3) de
E.coli. Las cepas bacterianas que se emplearon para llevar a cabo el trabajo experimental
fueron E. coli BL21 (DE3) plus y BL21 (DE3) disponibles en el cepario del laboratorio. Las

células crecieron de forma rutinaria a 37°C en medio LB suplementado con antibidtico.

IV.1. 2. Enzimas

Para los ensayos de actividad enzimatica se utilizaron las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (G6PDH), quinasa piruvica (PK) de musculo
de conejo y deshidrogenasa lactica de musculo de conejo (LDH), las que fueron obtenidas de

Sigma Chem. Co. (MO, E.E.U.U).

IV. 1. 3. Medios de cultivo

En este trabajo se utilizaron varios medios de cultivos. Rutinariamente se utilizé el medio de
cultivo Luria-Bertani (LB), el que estaba constituido por: extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1%

y triptona 1%, ajustado a pH 7 con NaOH.
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Para el crecimiento de las células en medio solido se empled medio LB-agar, el que estaba
formado por: agar 1,5%, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1% y triptona 1%, ajustado a pH 7
con NaOH.

Los medios de cultivos se suplementaron con antibidticos para la selecciéon de las células

transformantes; se usaron los antibidticos ampicilina (100 pug-mL™?) vy cloranfenicol (35

ug-mL™).

IV. 1. 4. Reactivos y materiales quimicos

Acrilamida, azul de bromofenol, bisacrilamida, glicina, y N'-tetrametiletilenamina (TEMED) y
el estandar de peso molecular de amplio rango para geles de electroforesis de poliacrilamida

con SDS (SDS-PAGE) se obtuvo de BIO-RAD (CA, E.E.U.U).

Etanol, metanol, cloruro de sodio, acido acético glacial, acido clorhidrico, hidréxido de sodio,
acido etilendiaminotetra-acético (EDTA), agar-agar, D (+)-glucosa, peptona de carne,
extracto de levadura, monohidratada, dodecil sulfato de sodio (SDS), B-mercaptoetanol, tri-
hidroximetil-aminometano (TRIS), cloruro de potasio y glicerol se obtuvieron de Merck &

Co., Inc. (Alemania).

Adenosina-5'- difosfato (ADP) sal disddica, agarosa, azida de sodio, azul de Coomassie,
cloruro de magnesio, nicotinamida adenina dinucleotido (NAD®), N-(2-hidroxietil)
piperazina-N"dcido 2-etanosulfénico (HEPES), adenosina 5'-B-tio-difosfato (ADPBS) sal de
litio, se obtuvieron de Sigma Chem. Co., (MO. E.E.U.U).

Isopropil-B-D-tiogalctopirandsido (IPTG) y los antibidticos 6-d-a-aminofenilacetoamido-
penicilinato de sodio (ampicilina) y clorocetina (cloranfenicol) fueron obtenidos de

USBiological (MA, E.E.U.U).

IV. I1. Metodologia

IV. II. 1. Crecimiento de células E.coli BL21 (DE3) pLysS-pET17b-glkA para la
purificacion de la proteina recombinante glucoquinasa de T. litoralis

El gen de la enzima glucoquinasa de T. litoralis (EMBL-BANK E14589.1) fue, previamente,
clonado en el vector de expresién pET17b y luego transformado en cepa de expresiéon de

E.coli BL21 (DE3) plus. A continuacién las células fueron crecidas en medio LB suplementado
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con los antibiéticos ampicilina (100 pg-mL™) y cloranfenicol (35 pg-mL?), luego que la
suspension celular alcanzara una ODggonm 0,6 se indujo la expresidon de la proteina con 1mM

IPTG.

La purificacién se realizé segun lo descrito por Ito y col. (2001)**. Basicamente se emplearon

los mismos pasos de purificacion, excepto por algunos cambios, detallados a continuacion.

IV. 11 2. Purificacion de la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis.

Las células E. coli BL21 (DE3) plus fueron inducidas con IPTG 1mM por 4 horas, a 37°C y
crecidas en un litro de cultivo LB suplementado con los antibiéticos adecuados. Las células
fueron cosechadas por centrifugacion y resuspendidas en amortiguador A (Tris-HCl 50 mM
pH 7,8, MgCl, 5mM) para posteriormente romperlas por sonicacidn, siguiendo un protocolo
de 30 ciclos, constituidos por 30 segundo de pulso seguido por 30 segundo de descanso,
procedimiento realizado en hielo. La suspensién fue centrifugada a 14.000 g a 4°C por 20
minutos, para separar las proteinas solubles de los componentes insolubles de la
suspension. La fraccidn soluble fue sometida a un golpe térmico a 90°C por 30 minutos y
centrifugada nuevamente a 14.000 g por 20 minutos para separar las proteinas desplegadas
de las que aun se mantenian solubles. A continuacién se realiz6 la precipitacién de las
proteinas con sulfato de amonio (NH;4),S04 al 60% durante 30 minutos empleando el mismo
amortiguador y luego se centrifugd a 14.000 g a 4°C. El sobrenadante se aplicé en una resina
de fenilsefarosa, Hitrap™™ Fenil HP (GE healthcare) de 5x1 mL, equilibrada previamente con
amortiguador B (Tris-HCI 50 mM pH 7,8, MgCl, 5 mM) y suplementado con (NH4),SO4 al 60%.
La resina con la proteina en su interior fue lavada con 5 volUmenes de amortiguador B para
luego iniciar la elucidn de la proteina mediante un gradiente lineal de 100 mL, comenzando
con 100% amortiguador B para terminar con 100% de amortiguador A. Las fracciones que
contenian la enzima fueron seleccionadas usando el ensayo de actividad enzimatica para la

reaccion de fosforilacion de glucosa.

La proteina eluida fue preparada para el siguiente paso cromatografico. Debido a la alta
concentracion de sulfato de amonio fue necesario dializarla contra el amortiguador A, este
procedimiento se realizé dos veces usando 1 L de didlisis cada vez, para asegurar el cambio

total del amortiguador.
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El siguiente paso de purificacion consistié en una cromatografia de intercambio anidnico,
HiTrapQTMHP (GE Healthcare) de 5x1 mL, pre-equilibrada con amortiguador A. Luego de
pasar la proteina, la resina fue lavada con 5 volimenes de columna y la proteina eluida con
un gradiente lineal de 0 a 100% de amortiguador C (Tris-HClI 50 mM pH 7,8, MgCl, 5mM y KClI
1M).

Ambos pasos cromatograficos fueron realizados a temperatura ambiente y las fracciones

que contenian la enzima fueron seleccionadas midiendo la actividad glucoquinasa.

Para determinar el grado de pureza de las fracciones seleccionadas, éstas se sometieron a un
analisis electroforético en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE). Las fracciones con un 95
% de homogeneidad fueron reunidas, y almacenadas a 4°C. Antes de cada experimento el

amortiguador fue sustituido por el amortiguador HEPES25 mM pH 7,8, mediante didlisis

IV. II. 3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes

Se utilizaron geles de acrilamida/bisacrilamida al 12 %, siguiendo la técnica descrita por
Laemmli en 1970*. El gel concentrador contenia 0,4 M de Tris-HClI pH 6,8, 6% de
acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% de SDS, 0,1% de persulfato de amonio (PSA) Y 20 uL de
TEMED. Las muestras se re-suspendieron en una solucidon que contenia Tris-HCl pH 7.6, 60
mM, SDS al 10%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0.02%, y
fueron calentadas a 100°C por 5 minutos, las que luego se cargaron en paralelo con un
estandar de masa molecular de amplio rango (Sigma Chem. Co). Para la migracién de las
muestras cargadas se aplicd un campo eléctrico a voltaje constante de 120 voltios. La
proteina se visualizé por tincidn con azul de Coomassie y se destifié con una solucion al 10 %

de acido acético.

IV.IL 4. Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacién de la actividad enzimatica se realizd a través de mediciones de velocidad
inicial, para lo cual la reaccidn catalizada por la enzima T/IGK fue acoplada a la reaccidn
catalizada por la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides
(G6PDH) que usa como sustrato la glucosa-6P y NAD". En esta reaccidn el NAD" es reducido,
por lo que las medidas pueden ser registradas por seguimiento del aumento de la

absorbancia a 340 nm. Las determinaciones fueron realizadas a 40°C, temperatura a la cual
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la enzima auxiliar permanece activa y la enzima T. litoralis esté lo suficientemente activa'’.
Todas las determinaciones se realizaron utilizando el espectrofotémetro-UV HP845, con
porta-celda termo-estabilizado a 40°C. El cdlculo de las velocidades iniciales de la reaccién
glucoquinasa fueron obtenidas estimando la pendiente de la curva de progreso, usando el
coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm cuyo valor corresponde a 6,22 mM™*.cm™
% La velocidad se expresé como pmoles de producto formado (glucosa 6-P) por miligramo

de enzima por unidad de tiempo.

TIGK

Metal-ADP + Glucosa @ Glucosa- 6 fosfato + Metal-AMP

G6PDH
Glucosa 6- fosfato + NAD =) ¢ Fosfoglucono-lactona + NADH/H"

!

6- Fosfogluconato

Figura 1.2. Esquema de las reacciones acopladas para determinar actividad glucoquinasa.

IV. 1L 5. Preparacion de la muestra de proteinas para los ensayos de cristalizacion

La muestra se concentrd utilizando unidades de filtrado Amicon® Ultra-15 con membrana de

corte 10 kDa, a 5.000 x g y a 4°C hasta una concentracién de 15 mg-mL'l.

IV.II. 6. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteina se estimd utilizando dos estrategias espectrofotométricas.
Empleando la técnica de Bradford*® o midiendo el total de croméforos presentes en la
proteina que absorben a 280 nm vy calculando la concentracién de la proteina usando el
coeficiente de extincién tedrico 50310 M™*-cm™6 0,939 mg-mL™*-cm™ (ExPaSy Proteomics

Server, http://www.expasy.org).
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IV.IL.7. Cristalizacion, coleccién de datos y resolucion de la estructura de la enzima
TIGK en su forma Apo y en complejo con ADP-Mg-Glucosa

IV.I1.7.1. Ensayos de cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se hicieron mediante la técnica de difusién vapor, que es una
de las técnicas mas empleadas al momento de cristalizar macromoléculas. Se fundamenta en
el principio fisico-quimico que sucede en una gota que contiene la muestra a cristalizar y una
solucion reservorio que contiene el agente precipitante que absorbe el agua de la gota de
cristalizacidn. La deshidratacién de la gota produce un incremento en la concentracién de la
muestra a cristalizar y el equilibrio finalmente se alcanza cuando las concentraciones de

precipitante del reservorio y la gota se igualan®’ (Figura 1.3).

H,O

Figura 1.3. Representacion del método de difusion de vapor para la cristalizacion de proteinas.
En la medida que la gota tiende a alcanzar el equilibrio ésta pierde el agua progresivamente, y a
su vez aumenta la concentracion de precipitante y de la muestra a cristalizar, favoreciendo la
cristalizacion de la proteina.

De acuerdo a la disposicién de colocar la gota en la placa de cristalizacion la técnica de
difusidn de vapor presenta dos variantes, una conocida como gota colgante, que consiste en
colocar la gota en un cubre objeto previamente tratado para evitar que la gota se extienda
(e.g., los cubreobjetos se siliconizan) que servira como tapa sobre el reservorio (Figura 1.4
A). Como el sistema debe permanecer sellado, para que no exista intercambio de aire, los
bordes del reservorio se recubren con algun material sellante como grasa de vacio, oleos de
silicona comercial, etc. La otra variante de la técnica de difusiéon de vapor se denomina gota
sentada en donde el reservorio dispone de un pocillo donde es depositada la gota y el
reservorio es sellado con cinta adhesivo transparente, que no interfiera con la visualizacidn

de la gota al microscopio (Figura 1.4 B).
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Método de difusion de Método de difusion de
vapor por gota colgante vapor por gota sentada

Figura 1.4. Esquema que muestra las variantes de la técnica de cristalizacion por difusién de
vapor. A. Representacion de la técnica de cristalizacion por gota colgante. B. Representa la
variable de la técnica de cristalizacion por gota sentada.

La busqueda de las condiciones de cristalizacién se generé en base a la condicidon descrita
por Ito y col. en 2001%%. Todos los ensayos de cristalizacién fueron realizados manualmente
segln el método de difusidn de vapor en gota sentada a 20°C, donde se mezcld 1 uL de
proteina concentrada a 15 mg /mL con 1ul de la condicion de cristalizacién; el volumen de
reservorio fue de 75 puM y corresponde a la condicién de cristalizacién. Es importante
mencionar que las placas de cristalizacién utilizadas constan de 48 pocillos, que fueron

adquiridas de la casa comercial Hampton Research.

La condicidn de cristalizacidon de la proteina en ausencia de ligando fue 14 % polietilenglicol

(PEG) 6000, 0,2M LiSO4, 0.1 M citrato de sodio pH 3,6 y 5mM ditiotreitol (DTT).

Los cristales de proteina en complejo con ADPBS-Mg y D-glucosa fueron obtenidos en
presencia de amortiguador 1.5 M citrato de Sodio pH 5,2, 5mM DTT, 5mM MgCl,, 6mM
ADPBS y 30mM D-glucosa.

IV.1I. 7.2. Crioproteccion

Al ser expuestos a los rayos-X los cristales de proteina son dafiados a causa de la radiacion, la
que afecta la estructura del cristal debido a la fotoionizacién de los 4&tomos del cristal (dafio
primario), y al dafio secundario debido a la difusién de los radicales libres a lo largo del
cristal, causando la pérdida de la resolucién y la calidad de los datos de difraccién. Tales
efectos pueden ser reducidos considerablemente a bajas temperaturas gracias a la
disminucion de la velocidad de difusién de los radicales, lo que alarga la vida atil del cristal y

por ende aumenta el tiempo de exposicién®®. Durante el proceso de congelacion se debe
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evitar la formacién de micro cristales de hielo, que afectan al orden interno del cristal y con
ello al patrén de difraccidn de la proteina. Debido a este motivo es que usualmente antes de
congelar el cristal, éste es sumergido en una solucién crio-protectora que en este caso

consistié en una solucién al 20% (v/v) glicerol estéril.

Una vez crio-protegido el cristal, este es sacado de la gota con un lazo de nylon cuya medida
debe ser lo mds cercana al tamafio del cristal, para minimizar el volumen de solucién y la
dispersién de rayos-X de la solucidn. Finalmente, el lazo con el cristal es congelado

rapidamente en nitrégeno liquido y almacenado a la temperatura del nitrégeno liquido.

IV.1I. 7.3. Recogida y procesamiento de datos de difraccion

La recoleccién de datos de la difraccion de rayos-X fue llevada a cabo en las diferentes lineas
de macromoléculas 1D14-4 e ID23-2 de las instalaciones Europea de radiacion sincrotrén
(ERSF), Grenoble, Francia. Las lineas utilizadas constan de tres sectores; en uno de estos se
ubican los elementos relacionados con el sistema Optico, a continuacidon se localiza el
difractémetro y finalmente se encuentra la sala de control, donde se operan, a través de un

sistema computacional, los diferentes instrumentos.

Los cristales fueron colocados en el gonidmetro del difractdmetro, el que permite la rotacion
perpendicular del cristal respecto a la direccién del haz de rayos-X incidente (®), la rotacion
se realiza a intervalos de 1° y la difraccion de los haces de rayos-X son detectados por el
detector CDD. Para la TIGK en su forma apo se utilizé la linea de luz ID23-2, mientras que

para la enzima en complejo con los ligandos la linea de luz ID14-4.

El primer paso de la recogida de informacidn de las imagenes de difraccién es el indexado,
gue tiene como objetivo calcular pardmetros que den cuenta de la orientacion del cristal y
de acuerdo a su orientacidn establecer los posibles grupos espaciales, celda unitaria y
asignar correctamente los indices de Miller (h, k, 1), que identifican los planos paralelos que
pueden definirse en el cristal. A continuacién se procede a la integracién de los datos de los
indices de Miller, donde es posible calcular la intensidad de las reflexiones observadas. Estos

procedimientos fueron realizados mediante el uso del programa XDS*.

Luego que los datos obtenidos de las imagenes de difraccion son indexados e integrados
éstos deben ser escalados debido a la variacién que presenta la intensidad del haz de luz de

rayos-X, el tiempo de exposicidén o el dafio por radiacion en el proceso de coleccion de datos.
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Por este motivo, los datos son corregidos y puestos en la misma escala aplicando un factor
de escala entre reflexiones colectadas en diferentes imagenes. Para este propdsito se utilizd

el programa SCALA® que se encuentra incluido en un paquete de programas CCP4°".

IV.IL. 7.4. Resolucion y refinamiento de estructura

Una vez procesados los datos se puede resolver la estructura. Esto consiste en determinar la
densidad electrénica (espacio real) a partir de los datos de intensidades de difraccidn
(espacio reciproco) obtenidas experimentalmente. Al determinar esta funcidon de densidad
electrénica se puede conocer la posicién de los atomos de la molécula, en este caso de la
proteina. La transformacién entre la difraccidén y la densidad electrénica es posible gracias a

la transformada de Fourier:

1
p (XY, Z)=VZ'Z'Z' | Fprilcos2m[hx + ky + 1z — @(h, k, 1)]
nok 1

Donde:

X, Y, z: son las coordenadas de cualquier punto en el espacio.

V: corresponde al volumen de la celda unitaria,

h, k, |: indices de Miller.

| Fiie| : modulo de factor de estructura, representan las amplitudes de los haces difractados
@ (h, k, 1): fases correspondientes a cada punto en el espacio.

Para obtener el mapa de densidad electrénica se deben determinar las fases de las ondas
que forman cada mancha de difraccion. Sin embargo, la informacién de las fases ¢ (h, k, 1)
no se puede determinar directamente de la densidad electrénica, lo que se conoce como
problema de las fases y para solucionarlo existen diferentes métodos como por ejemplo,
reemplazé molecular (MR), remplazo molecular isomérficos multiple (MIR), difraccién

anémala simple (SAD), difraccién anémala multiple (MAD)>2.

Las estructuras tridimensionales de la proteina T/IGK en su forma apo, y en complejo con sus

sustratos MgADP y glucosa fueron resueltas por el método de reemplazo molecular
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utilizando como modelo la estructura de TIGK en complejo con MgADP (cédigo PDB: 1CG5)

resuelta por Ito en 20017

El método de reemplazo molecular es el método de resolucidn del problema de fases mas
comun. Este método fue descrito por Rossmann en 1961°3, y se basa en la utilizacién de una
estructura conocida como modelo para estimar las fases iniciales de la proteina desconocida
cuya estructura se quiere determinar. Mientras mayor sea la similitud de secuencia entre la
estructura de la proteina modelo, y la estructura que se quiere resolver, mayor serd la
posibilidad de conseguir determinar la estructura de la molécula en cuestién. Para elegir el
modelo para la resolucidon de la estructura de la proteina es recomendable tener como
parametro la similitud de secuencia sobre el 30%. Luego de elegido el modelo se determinan
las funciones de rotacién y traslacién. Estas funciones permiten definir la orientaciéon vy
posicion del modelo respecto a la estructura que se quiere resolver. Finalmente se calcula el
mapa de densidad electrdnica a partir de las intensidades experimentales y de las fases que

proporciona el modelo.

Una vez resuelto el mapa de densidad electréonica se observaran zonas del mapa con
densidad electrénica positiva sobre las cuales se acoplard el esqueleto polipeptidico. Este
paso se realiza mediante programas computacionales que permiten trazar, de forma
manual, las cadenas de carbonos alfa como también las cadenas laterales, acomodandose a

la sefal que muestra el mapa de densidad electrdénica.

El modelo estructural construido desde el mapa de densidad electrénica es sometido a
procesos de refinamiento, cuyo objetivo es ajustar el modelo estructural lo mejor posible a
los pardmetros estructurales, coordenadas atémicas(x, y, z) y un factor de temperatura B,
para que de esta manera se alcance la mayor concordancia entre el modelo y los datos de

difraccion observados.

El ajuste entre el modelo y los parametros estructurales esta dado por la siguiente funcién.

b= thkz (I Fops| — |Fcalc|)121kl

hkl

Donde, wy; es un parametro que escala las reflexiones medidas en diferentes imagenes o

diferentes tiempos.
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Cabe destacar que es necesario reducir la posibilidad de ajuste de los parametros
estructurales. Para ello se deben imponer limitaciones geométricas que tienen relaciéon con
la estereoquimica de los aminoacidos, tales como los angulos de enlace, la distancia de
enlace, uniéon quimica de los enlaces que esta dada por la secuencia de aminodcidos de la
proteina, etc. Estas constricciones permiten disminuir los grados de libertad del sistema

durante el refinamiento y alcanzar la convergencia del mismo.

Ademas, en el proceso de refinamiento se toman en cuenta dos indicadores que aseguran la
convergencia del proceso. Estos factores corresponden a Ry Ree. El factor R se define desde
los médulos de los factores de estructura experimental y es calculado a partir la siguiente

funcién:

— Z“Fobsl - |Fcalc||
2| Fops|

R

Este factor se relaciona con la calidad del ajuste; mientras menor sea el factor R mejor serd

el ajuste del modelo a los datos experimentales.

Por otra parte, el factor R mide el grado en que el modelo atémico construido y predice
las amplitudes observadas al ser calculado. Esta medicion es mas objetiva ya que solo se
toma en cuenta un pequefio porcentaje del total de reflexiones, que son excluidas del
refinamiento, lo que permite que el valor de este parametro no se vea sesgado por el

modelo ni por el refinamiento.

Finalmente, el modelo estructural debe ser validado analizando los pardmetros geométricos
mas importantes que son las distancias y los angulos de enlace, la ausencia de choques entre
cadenas y parametros térmicos razonables, conformacién de los posibles rotameros y los
diagramas de Ramachandran®®. Los diagramas de Ramachandran son una representacién de
los angulos diedros de los planos amidas alrededor de los enlaces, N-Ca, denominado phi

(@) y Ca-C llamado psi (), para cada aminoacido de la proteina.

El programa computacional utilizado para tratar el problema de las fases y obtener el mapa
de densidad electrénica fue PHASER 2.5°°. Las estructuras de ambas formas de la enzima
fueron construidas iterativamente utilizando el programa Coot>® y refinado con REFMAC5>".
La geometria y estereoquimica de ambas estructuras fueron validadas mediante el programa
MoIProbity58. Todas las figuras fueron preparadas con Visual Molecular Dynamics59.
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V. RESULTADOS

V. I. Purificacion de la enzima TIGK

La proteina se purificé siguiendo la estrategia descrita en la seccion de métodos
experimentales. Para este objetivo fue necesario realizar dos paso cromatograficos, el
primero consisti6 en una cromatografia interaccién hidrofébica seguida por una
cromatografia de intercambio anidnico. La proteina fue detectada midiendo la actividad
enzimatica a las fracciones eluidas de las distintas cromatografias. Para determinar el grado
de pureza de las proteinas se realizé un andlisis de SDS-PAGE (Figura 1.5) donde se observd
la proteina TIGK en la ultima etapa de purificacién correspondiente a la cromatografia de
intercambio anidnico. La proteina migré cercana a los 51 KDa y la homogeneidad de ésta

resulto superior al 95%.

66KDa —>
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Figura 1.5 Andlisis de SDS-PAGE para las diferentes etapas de purificacion de la enzima
TIGK. Carril 1 corresponde al estandar de masa molecular, carril 2 extracto crudo, carril 3 las
proteinas que quedan en la fraccion soluble luego de someter al extracto crudo a un golpe
térmico, carril 4precipitacion con sulfato de amonio de la fraccion soluble del paso anterior,
carril 5 corresponde a la cromatografia hidrofdbica, y carril 6 cromatografia de intercambio
anionico.
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V. II. Determinacion de la estructura de TIGK en su forma apo y en complejo
con sus ligandos

Para comprender las bases estructurales de la catdlisis de la enzima glucoquinasa de T.
litoralis se propuso obtener las estructuras cristalinas de alta resolucidon para diferentes
condiciones, en ausencia de ligandos (apoenzima), y en presencia de D-glucosa y el analogo

de ADP no hidrolizable, ADPS, (complejo ternario) (Figura 1. 6).

Los datos recolectados a partir de la difraccién de rayos-X, para ambas estructuras
cristalinas, muestran que los vectores que definen la celda unitaria a y b son iguales
mientras, que el vector c¢ difiere de los otros dos. Por otra parte, los angulos a y B son
idénticos, con un valor a 90°, en cambio, el angulo y tiene un valor correspondiente a 120°,
lo que da cuenta que el grupo espacial de la celda unitaria corresponde a P3,,24, lo que

indica que la geometria de la celda unitaria corresponde a la forma trigonal planar.

Las estructuras en forma apo y en complejo ternario, fueron obtenidas por reemplazo

molecular y resueltas a 2.05 A y 2.58A, respectivamente.

El mapa de densidad electrénica de la estructura de la enzima en forma apo asi como
también en complejo ternario, presentd notables diferencias respecto al modelo de TIGK
utilizado (PDB 1CG5), lo que es consistente debido al movimiento entre los dominios
producto de la unién de los sustratos en el sitio activo. Los datos colectados de la difraccién
de rayos-X y las estadisticas del refinamiento de ambas estructuras se encuentran resumidos

en la Tabla 1.
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Figura 1.6. Cristales del complejo ternario de la enzima glucoquinasa dependiente de ADP
de T. litoralis. La imagen del inserto corresponde a la gota en donde fueron crecidos los
cristales.
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Tabla 1.1. Estadisticas de los datos cristalogrdficos y de refinamiento.

Apo-TIGK Holo-TIGK
(MgADPBS-D-glucosa)

Longitud de onda (A) 0.8726 0.9794

Dimension de la celda unitaria

a,B,v(°) 90, 90, 120 90, 90, 120

Rimerge 0.089 (0.564) 0,093 (0,672)

Reflexiones totales 687,053 (72,183) 234,319 (33,911)

Completitud (%) 94,7 (99.2) 99.9 (100)

Refinamiento

Reflexiones usadas(para R-free) 559,358 (3529) 25,931(1402)

R-free 0.21 0.22

Proteina 3854 3810

D-glucosa 13

Desviacion R.M.S.

Angulos de enlace (°) 2.058 1.360

Ramachandran favorables (%) 457 (98.3%) 450 (97.0%)

Ramachandran desfavorables (%) 1(0.2%) 2(0,4%)

Proteina 34.6 50.5

D-glucosa 49.9
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En ambas estructuras (apo y complejo ternario) se observan dos dominios, uno mayor, cuya
arquitectura muestra el plegamiento tipo Rossmann (a/B/a) descrito anteriormente, y que

caracteriza a los miembros pertenecientes a la superfamilia riboquinasa.

Por otra parte, el sitio activo se encuentra localizado en una hendidura formada por los dos
dominios, tal como fue descrito previamente para los otros miembros de la familia de
quinasas dependientes de ADP. La intersecciéon de los dominios estd formada por cuatro
hebras del dominio menor con tres a-hélices correspondiente al domino mayor (Figura 1.7 A
y B). Cabe destacar que en el extremo mas alejado del bolsillo, donde se aloja el sitio activo,
existe una base fisica para la comunicacion entre los dos dominio mediada por la unién de

los ligandos.

Al comparar ambas estructuras cristalinas observamos diferencias en la disposicidn espacial
de los dominios; en la apo-enzima el centro de masa de los dominios menor y mayor estan
separados por 29.4 A, calculados utilizando el programa VMD. Sin embargo, en la estructura
cristalina de la enzima unida a MgADPS vy glucosa los dominios se acercan, exhibiendo una
separacion de los centros de masa de 26.5 A y una rotacidn relativa 11.8°, respecto a la
estructura de la apo-enzima, lo que corresponde a la conformacidn cerrada, la que atrapa a
los sustrato en un complejo del ternario. Los cambios conformacionales que se producen
después de la unién secuencial de los sustratos se pueden explicar basicamente por una
rotacién facilitada por los residuos situados en la region donde se conectan ambos dominios

(Figural.7.C).

Figura 1.7. Estructura de la glucoquinasa de T. litoralis en su forma apo y en complejo ternario
(TIGK-MgADPBS-D-glucosa). En A se muestra la representacion de la enzima TIGK en ausencia de ligandos. En
blanco se muestra el dominio mayor y en amarillo se muestra el dominio menor. B corresponde a la representacion
de la enzima glucoquinasa en presencia de MgADPBS y D-glucosa. El dominio menor se representa en blanco y en

azul el dominio menor. En C se presenta una superposicién de ambas estructuras.
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V. III. Descripcion del sitio de union de ADP y D-glucosa en la glucoquinasa
de T. litoralis

La unién de ADP se ve favorecida por la formacion de dos enlaces de hidréogeno entre los
residuos Val440 y Thr353 con el grupo NH® y 2'OH del nucleétido de adenina,
respectivamente. Las cadenas laterales de los residuos Asn305 e His352 son las encargadas
de estabilizar parte del grupo fosfato del nucleétido; Asn305 ofrece dos enlaces de
hidrogeno con uno de los dtomos de oxigeno del grupo fosfato-a, mientras que His353
acepta un enlace de hidrégeno con el grupo 3'OH de la ribosa del nucleétido (Figural.8 A).
También, hay cinco moléculas de agua involucradas en la estabilizacién del ADP, una de
estas moléculas de agua forma un enlace con N° de la adenina, otras dos moléculas de agua
establecen enlaces de hidrégeno en las posiciones 2'y 3' de la ribosa, mientras que las otras
dos aguas se enlazan a los oxigenos del grupo fosfato-a. La posicién del fosfato-p no se logré
distinguir en el mapa de densidad electrénica de la estructura del complejo ternario. Cabe
destacar que las interacciones que se presentan entre el bolsillo de unidn a sustrato se
mantienen respecto a las descritas por Ito en 2001 (TIGK-MgADP)Zl. Luego de la unién de
MgADP el cambio mas significativo ocurre en la vecindad de la base del nucledtido, donde la
orientacién de la cadena lateral de Tyr354 se invierte hacia el anillo de adenina, la que se
estabiliza por una interaccién de tipo -t apiladas con Arg202, de esta manera el anillo de

adenina es fijado y posicionado en el sitio activo.

El sitio de unidn a D-glucosa es similar al encontrado en la estructura de la proteina
homodloga, la GK de P. furiosus“. La cadena lateral de Asp42, Glu96, His184 y Asp451 son los
principales residuos involucrados en la estabilizaciéon de la glucosa en el sitio activo. Asp42,
Glu96 e His184 forman una extensa red de enlaces de hidrégeno con los grupos OH'1, OH'2,
OH'3 y OH'4 de glucosa, ademads de dos asparraginas (Asn209 y Asn240) que apoyan la
formacién de un total de seis enlaces de hidréogenos con la glucosa. Adicionalmente, cuatro
moléculas de agua interactian con la molécula de azicar en las posiciones 1',2' y 6' (Figura
1.8. B). También se observa que el residuo Asp451 se encuentra a sélo 2,5A del grupo OH'6
de glucosa. Este residuo estd presentes en varias estructuras de los miembros de la
superfamilia riboquinasa, y experimentos de mutacion puntual indican que este residuo sea
probablemente la base catalitica en la reaccidn de transferencia del grupo fosforilo®¥*>*"4

(Figura 1.8. C).
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Figura 1.8. TIGK en contacto con sus ligandos. En A Se muestran los residuos que unen al nucledtido
ADP en la estructura del complejo ternario, B vista del bolsillo de union de D-glucosa en el sitio activo,
C se representa el sitio de union de los sustratos D-glucosa y ADP en la estructura del complejo
ternario. Los dtomos de nitrégeno se muestran en azul, en rojo los dtomos de oxigeno, en blanco se
representan los dtomos de carbono y en anaranjado los dtomos de fosforo.

Una revision en detalle de la estructura del complejo TIGK D-glucosa MgADPfS reveld la
presencia de cinco grupos de interacciones que se formaban entre residuos del dominio
menor y mayor que podrian estar mediando la transicién desde un estado conformacional
abierto a uno cerrado. De estas cinco interacciones tres son del tipo atractiva y estan
gobernadas por enlaces de hidrégeno, una cuarta interaccién es atractiva del tipo catién-ty
una quinta interaccién es de caracter repulsivo, la que podria favorecer la apertura de los

dominios (Figura 1.9).

En el primer grupo la comunicacién entre los dominios se logra mediante la interaccién de
los residuos Tyr446 con Glu188 y Val447 (Figura 1.9 Grupo 1), mientras que los residuos que
conforman el grupo 2 contribuyen a la estabilizacién del cambio conformacional inducido
por ADP. En la conformacién abierta, Arg202 del dominio mayor esta sobre la hendidura
donde se ubica el sitio activo y la cadena lateral de Tyr354 se orienta afuera de la hendidura
del sitio activo. En contraste con lo visto, en la estructura del complejo ternario, Arg202 y

Tyr354 forman una interaccion del tipo m-cation (Figura 1.9 Grupo 2).

En el tercer grupo es posible observar residuos genera una red de interacciones, después
que se une MgADP, a través de la formacion de enlaces de hidrégeno, donde Argll7, del
dominio menor, interactia con los residuos Gly386 y Ser445 del dominio mayor y con
Glul115 del dominio menor. Por otra parte, Lys382, perteneciente al dominio mayor, forma

de tres enlaces de hidrogeno con los residuos Gly386, Ser445 y Val447 los cuales podrian
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afectar la posicidn y la distribucidn de carga de Lys382. Cabe mencionar, si se considera la
carga, la distancia y el microambiente que rodean a las cadenas laterales de Argll7 vy
Lys382, la naturaleza de la carga neta de esta interaccién sea probablemente atractiva

(Figura 1.9. Grupo 3).

En el cuarto grupo, Arg191 del dominio menor interacciona con Ala441 y Ser442 del dominio
mayor a través de enlaces de hidrégeno (Figura 1.9 Grupo 4). La Unica interacciéon del tipo
repulsiva es la que se describe en el grupo 5, donde participa Lys76 y Lys246; en la
estructura apo Glul00 neutraliza la carga de Lys76, pero en el complejo ternario esta
interaccion se pierde y Lys74 se aproxima a Lys246 pese a que la asociacidon sea desfavorable

(Figura 1.9 Grupo 5).

Grupo 1 Grupo 2
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Figura 1.9. Grupo de interacciones entre el dominio menor y mayor de TIGK que se establecen en
las transiciones conformacionales desde la forma abierta a cerrada. A. Estructura de la enzima en
su forma apo, B. Estructura del complejo TIGK-MgADPBS-D-glucosa. El dominio menor se representa
en amarillo para la forma apo y para el complejo ternario en azul con el fin de comprender mejor lo
propuesto para los cinco grupos de interacciones. Los dtomos de las cadenas laterales de los residuos
que forman enlaces de H se representan en esferas. El nucledtido se sefiala como ADP, mientras que
la molécula de glicerol se denomina como GOL y agua como W.
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V. IV. Mecanismo cinético de la glucoquinasa TIGK

Para comprender si los cambios conformacionales observados en las estructuras se
relacionan con los cambios conformacionales gatillados por la unién de ligando se realizaron

estudios del mecanismo cinético de la enzima TIGK.

La reaccidn catalizada por la enzima involucra la entrada de dos sustratos, MgADP y glucosa,
y la salida de dos productos, glucosa-6-P y MgAMP, lo que constituye un mecanismo de tipo
Bi-Bi. Este tipo de reacciones implica la transferencia de un grupo funcional o dtomo de un
sustrato a otro. Dichas reacciones pueden suceder por una o diferentes vias. En algunos
casos los dos sustratos se unen a la enzima formando un complejo ternario, este tipo de
mecanismo es conocido como secuencial (Figura 1.10 A), el que puede ser al azar o en un
orden especifico. Otras reacciones enzimaticas transcurren sin la formaciéon de un complejo
ternario, debido a que el primer sustrato que se une es transformado a producto y se disocia
antes de que se una el segundo sustrato, este tipo de mecanismos es conocido como

mecanismo ping-pong (Figura 1.10.B)
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Figura 1.10. Andlisis cinético del estado estacionario de la reacciones sustrato. Grdficas de
dobles reciprocos donde se varia la concentracion de sustrato 1, mientras que se mantiene
fijo la concentracion de sustrato 2. A. patron de lineas intersectantes se indica la formacion
de complejo ternario, infiriendo un mecanismo secuencial. B. patron de lineas paralelas indica
que la reaccion sucede por un mecanismo ping-pong sin la formacion de un complejo
ternario®.

Para discriminar qué tipo de mecanismo cinético sigue la enzima TIGK, se llevaron a cabo
estudios cinéticos de velocidad inicial de estado estacionario, a diferentes concentraciones
de uno de los sustratos (D-glucosa y MgADP) y manteniendo uno u otro sustrato como co

sustrato a concentracion fija.
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Los resultados de dichos estudios fueron proporcionados gracias a la colaboracién con el
laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile, dirigido por la Dra. Victoria Guixé. Este estudio consistié en determinar la cinética
en velocidad inicial ademas de realizar estudios cinéticos de inhibicién por los productos de
la reaccién, para dilucidar el orden de entrada de los sustratos y la liberacion de los

productos.

Los resultados mostraron que el comportamiento de la enzima es del tipo hiperbdlico lo que
hace posible ajustar los datos al modelo propuesto por Michaelis—Menten. Las curvas de
saturacion para el sustrato MgADP, a las diferentes concentraciones de glucosa, indican que
sélo existe una modificacion en la velocidad maxima (Vmax), la cual incrementa a medida que
aumenta la concentracion de glucosa, sin que ocurran cambios significativos en la Ky, (Figura
1.11. A). El mismo comportamiento se observo para el caso de la glucosa, donde el aumento
de la concentracion del co-sustrato MgADP, conllevd a un aumento de la Vinay de la reaccién,
pero no asi de la Ky, para glucosa (Figura 1.11.B). Los ajustes a una concentracién infinita de
glucosa realizados para ambos sustratos entregaron valores de Vi.,x muy similares, 59,4
pmol-mg™-min™ para glucosa y para MgADP fue 62,2 umol-mg™*-min™.Cuando los datos de
las curva de saturacion para ambos sustratos fueron analizados usando graficas de dobles
reciprocos se observd que la interseccion de la lineas es caracteristica de un mecanismo en
secuencia, donde se debe formar un complejo ternario antes de la liberaciéon de los

productos (Figura 1.11. Cy D).
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Figura 1.11. Estudios de velocidad inicial para los sustratos MgADP y glucosa. A curvas de
saturacion para MgADP a diferentes concentraciones de glucosa. B curvas de saturacion de
glucosa a diferentes concentraciones de MgADP. Los simbolos en A corresponden a las
siguientes concentraciones fijas de 30 uM (v ), 50 uM (V' ), 100 uM (R), 150 uM (Z)), 200 uM
(®), 250 uM (A), 500 (A\) and 1000 uM (O) de glucosa. Los simbolos en B corresponden a las
concentraciones fijas de 10 uM (R), 30 uM (1), 50 uM (@), 100 uM (<), 300 uM (A ) and 1000
uM (QO) de MgADP. C y D, corresponde a grdficas de dobles reciprocos de los mismos datos
presentados en la figuras A y B respectivamente. Las mediciones se llevaron a cabo a 40° C.

Para distinguir si el mecanismo de la enzima TIGK corresponde a un mecanismo secuencial
ordenado y determinar dicho orden, se llevaron a cabo ensayos de inhibicién por producto,
lo que resultan ser una forma muy util para determinar mecanismos cinéticos y orden de
unién de sustrato, dado que el tipo de inhibicién que presentan los productos con respecto a
los sustratos indica la formas de la enzima con la que interactian. Los resultados de los
experimentos de velocidad a diferentes concentraciones del producto inhibidor fueron
analizados mediante gréaficas de dobles reciprocos, dado que los distintos tipos de inhibicién

(competitivo, mixto y acompetitivo), presentan patrones de lineas rectas caracteristicos

(Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Patrones de inhibicion (grdficas de dobles reciprocos.)

Tipo de inhibicion Patrén de lineas Grafica de dobles reciprocos
rectas
COMPETITIVO Lineas que intersectan

“\(I] Creciente
el eje de ordenadas Yo \

(1/ V) Voo | P Sin inhibidor

Inhibidor

MIXTO Lineas que cruzan el
segundo cuadrante a

izquierda del eje de

ordenadas

ACOMPETITIVO Lineas paralelas

Estos resultados indicaron que el producto MgAMP se comporta como un inhibidor
competitivo del sustrato MgADP, y como un inhibidor mixto para el sustrato D-glucosa; el
otro producto, glucosa-6-P, mostré una inhibicién mixta respecto a MgADP y D-glucosa.
Estos patrones de inhibicidn son consistente con un mecanismo en secuencia del tipo
ordenado, donde MgADP es el primer sustrato que se une al sitio catalitico y MgAMP es el
Ultimo producto en ser liberado (Figura 1.12). Los resultados obtenidos de los estudios
cinéticos coinciden plenamente con la ruta que propone la formacidon obligada de un

complejo ternario lo que apoya firmemente un mecanismo en secuencia ordenado.
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Figura 1.12. Patrones de inhibicion por producto para TIGK. A inhibicion por MgAMP a
concentraciones variables del sustrato MgADP. Las mediciones fueron ensayadas a concentraciones
fijas de MgAMP: 100 uM (1)), 200 uM (A), 600 uM (<) y 1000 uM (/). B inhibicién por MgAMP a
concentraciones variables del sustrato glucosa. Las mediciones fueron ensayadas a concentraciones
fijas de MgAMP: 435 uM (1), 858 uM (), 1738 uM (¢) y 3657 uM (N ).Las curvas control, para
ambos sustratos, fueron realizadas en ausencia del producto MgAMP (Q). C inhibicidn por glucosa-6-
P a concentraciones de MgADP variable. Las mediciones fueron ensayadas a concentraciones fijas de
glucosa 6 fosfato: 100 uM (), 500 uM (/\), 1000 uM (&) and 2000 uM (N ). D inhibicién por
producto a concentraciones variable de glucosa. Los ensayos fueron llevados a cabo a
concentraciones fijas de glucosa-6-P 500uM (J) y 2000uM (/\).Para ambos sustratos se realizaron
curvas control en ausencia de producto glucosa 6 fosfato (O).
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VI. DISCUSION

Actualmente, comprender el mecanismo molecular por el cual las macromoléculas
reconocen y responden a la unién de moléculas pequefias o ligandos es un gran reto para la

biologia estructural.

En este trabajo, se integraron estudios de cristalografia de rayos-X con las propiedades
cinéticas de la TIGK dependiente de ADP, para obtener una nueva perspectiva sobre los
cambios conformacionales que sufre la enzima y como éstos se relacionan con la dindmica
catalitica de la enzima, lo que resulta muy relevante para otras quinasas hipertermdfilas

dependientes de ADP.

Los resultados obtenidos respaldan la idea planteada en la hipdtesis que la enzima TIGK
presenta flexibilidad conformacional y es sensible a los eventos de unién especifica de los
sustratos MgADP y D-glucosa. Cuando la enzima esta en el estado apo, vale decir, libre de
sustratos en el sitio activo, el dominio menor y mayor se encuentran distantes uno del otro
lo que impide distinguir la formacion de interacciones entre residuos de cada dominio. En
contraste, para que el complejo ternario tenga un empaquetamiento correcto es necesario
un arreglo de sus dominios, lo que se consigue con movimientos de torsién y cierre, lo que

conduce a una conformacion cerrada y adecuada para la catalisis.

La comparacion de los dato obtenidos desde las estructuras cristalinas con los dados de los
modelos ab initio de la enzima TIGK, obtenidos desde los experimentos de SAXS reportados
. . . ~ 34 . .
en el trabajo realizado por Rivas y colaboradores en el afio 20137, sugieren que los cambios
conformacionales que sufre la proteina durante la catdlisis son mas drasticos en solucién
gue en estado cristalino. Para la proteina en ausencia de ligandos o forma apo se observa
que la apertura entre los dominios es mayor que la observada en el cristal, mientras que los
datos de SAXS para el caso de la proteina en complejo con sus ligandos sugiere una

conformacidn mdas compacta que lo observado en la estructura cristalina.

Tomando en cuenta los datos de distancia entre los dominios de las estructuras cristalinas
reportados por Rivas y cols.>* se demuestra que la proteina experimenta una serie de
cambios conformacionales a medida que se unen sus ligandos. De hecho la diferencia entre
la conformacion apo y la proteina en complejo con ADP es de 1 A, mientras que esta
diferencia se acentta a 5 A cuando las distancia son calculados usando los datos obtenidos

desde los experimentos de SAXS y ajustando las graficas de distribucidon de distancias. Esta
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situacion muestra que existiria un mayor grado de libertad conformacional de la enzima en
solucion comparada con su estado cristalino. No obstante, lo mas destacable desde el punto
de vista estructural es el cambio conformacional secuencial gatillado con la unién de ADP
seguida de la unién de D-glucosa al sitio activo de la enzima, lo cual concuerda con lo

determinado para el mecanismo cinético de TIGK.

Otro hecho destacable en este estudio es cdmo la enzima coordina interacciones entre los
dominios mayor y menor para lograr la conformacidén cerrada a través de una serie de

grupos de residuos especificos.

Dentro de estos grupos de residuos que presentan interacciones, no covalentes que
comunican a ambos dominios se observd que ciertos grupos se encuentran conservados en
otras enzimas homodlogas. Analisis de conservacién de los residuos que componen estos
grupos, realizado por Rivas y col en 2013**, indican que el primer grupo de interacciones, del
tipo atractivas, se encuentran conservadas en toda la familia de las quinasas dependientes
de ADP, lo que hace pensar que esta red de interacciones ha sido conservada durante la
evolucién en enzimas dependientes de ADP de Archaea tanto termdfilas como mesoéfilas, asi
como también en las glucoquinasas dependientes de ADP pertenecientes al dominio

Eucarya.

En el caso del segundo grupo que describe una interaccién del tipo cation-nt formada por los
residuos Arg202 y Tyr354 que estaria estabilizando la conformacién cerrada de la enzima,
ésta no es distintiva de la enzima TIGK, sino que también se ve conservada en las enzimas
glucoquinasas dependiente de ADP del grupo de las Thermococcales hipertermdfilas. Sin

embargo, en las glucoquinasas mesofilas esta interaccién no ésta conservada.

Este tipo de interacciones fueron estudiadas por Minoux y Chipot®® usando dindmica
molecular para 1718 proteinas y sus resultados mostraron que los sistemas de interaccién m,
como cation —t e interacciones m- apiladas (m- 1 stacking), usualmente se presentan entre
los residuos de arginina y tirosina. Ademas, las distancias promedio observadas en estos
sistemas de interaccidn m, calculadas in silico (3,6 A), son concordante con lo visto desde el
cristal del complejo ternario de TIGK (3,4 A). Por otra parte, Gromiha en el afio 2002 ®
sugirid que las proteinas terméfilas prefieren emplear residuos aromaticos de tirosina para

formas las interacciones-m, en vez de usar residuos de fenilalanina o triptéfano.
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Actualmente, se ha visto que las interacciones del tipo cation-it son de gran relevancia en
sistemas bioldgicos, tal como en las estructuras de proteinas, asi como también en catalisis y
en la sintesis organicas. Evidencias de estas interacciones han sido descrita en el trabajo de
Pecsi del afio 2010%, donde se muestra que la interaccion n- t apilada en la enzima dUTP
fosfatasa de Mycobacterium tuberculosis, que cataliza la hidrdlisis de grupo fosfato a del
nucledtido de uracilo, es relevante en la catdlisis, ya que la eliminacidon de esta interaccién
disminuye la eficiencia catalitica. En este mismo trabajo, se plantea la posibilidad de que
este fendmeno reportado es un componente comun en la catalisis enzimatica de hidrolisis
de éster fosfato, ya que este tipo de interacciones aromaticas estan presentes en diversas
enzimas que hidrolizan grupos fosfatos de nucleétidos (por ejemplo, la mayoria de las
familias de ATPasas®®). Otros ejemplos que muestran la relevancia bioldgica y el papel que
presentan este tipo de interacciones del tipo m-mt apiladas, es el descrito para las interfaces
de interacciones proteina-proteina o como una estrategia que facilita la estabilizacion de

estructuras de proteinas sicréfilas y termofilas®°>°.

Por otra parte, el tercer grupo de interacciones del tipo atractivas aparecen conservadas en
las glucoquinasas y fosfofructoquinasas termoéfilas dependientes de ADP. Lo mismo sucede
en el caso de las interacciones descritas como repulsivas y formada por los residuos Argl17y
Lys382, donde las interacciones se conservan en las proteinas termdfilas pero no en los
miembros meséfilos. En cambio, las interacciones también del tipo repulsivas formadas por
los residuos de lisina 76 y 246 no estan conservados en ninguna enzima homdloga de la
familia, es decir es exclusiva de la TIGK. Un andlisis de prediccién tedrica de estados de
protonacidn de las Lys 76 y 246, realizado con el servidor PDB2PQR implementado para el
calculo de interacciones electrostaticas, indicé que ambos residuos estaran cargados
positivamente al pH al cual sucede la catalisis, lo que provoca la repulsion de estos residuos
facilitando la apertura de los dominios. Este tipo de interacciones fueron estudiadas en
detalle por Vondrasek y cols. en 2009 ¢ quienes utilizando aproximaciones in silico,
analizaron los pares idnicos Arg-Arg y Lys-Lys. Los resultados obtenidos se compararon con
los analisis de bases de datos estructurales, los que indicaron que hay un fuerte efecto
repulsivo entre los grupos aminos de las lisinas, el que se debe a la carga del ion amonio y su

geometria casi esférica, la cual favorece el potencial coulombico repulsivo.

En sintesis, en este trabajo se propone que la estabilizacién de la conformacién cerrada

podria estar mediada por una serie de interacciones entre los dominios menor y mayor en
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gue cuatro de estas interacciones corresponden a interacciones del tipo atractiva, una del
tipo cation-mt y tres enlaces de hidrégeno. Un grupo de esta serie de interacciones
corresponde a interacciones repulsivas lo que estaria facilitando la apertura de los dominios,
conduciendo a la liberacion de los productos. Por lo tanto, seis enlaces de hidrégenos y una
interaccidn de cargas permiten el cierre de los dominios, mientras una interaccion repulsiva
permite llevar a la proteina TIGK a la conformacién abierta. Un ejemplo de este tipo de
estrategia catalitica se observa en la enzima fosfoglicerato quinasa en que la unién del
sustrato gatilla el cierre de sus dominios, el cual se estabiliza gracias a una red de enlaces de
hidrégenos, los que a su vez permiten la exposiciéon de un parche hidrofébico que gatilla la

apertura de sus dominios®®®°.

En este estudio fue posible determinar los cambios conformacionales que experimenta la
proteina hipertermdéfila glucoquinasa dependiente de ADP en estado cristalino vy
correlacionarlo con su mecanismo cinético. Asimismo, se demostré que hay grupos de
interacciones que estarian involucrados en la estabilizacion de la conformacion cerrada y

otro que favoreceria la apertura de dominios, para volver a la conformacion abierta.
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CAPITULO 2

Determinacion de la
especificidad por nucledtido de

la proteina mutante perGK

63



64



. INTRODUCCION
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I. INTRODUCCION

En cierto grupo de Archaeas, el flujo glicolitico sucede a través una version modificada de la
via Embden-Meyerhof, donde los pasos claves de fosforilacién de glucosa y fructosa-6-
fosfato, son llevados a cabo por quinasas, donde el nucleétido dador del grupo fosforilo es el

ADP en vez del ATP °.

Cabe destacar, desde el punto de vista estructural, los miembros que pertenecen a esta
superfamilia tienen en comun un dominio mayor que presenta un plegamiento tipo
riboquinasa, que consiste en una estructura tipo sandwich o/B/a, donde una sibana B
central se divide en una regién que presenta un motivo tipo Rossmann y una regién con un

motivo estructural denominado p meandro?®.

Figura 2.1. Diagrama de la composicion la sabana 8 central del plegamiento tipo riboquinasa. En azul se
muestra el motivo Rossmann y en rojo se muestra el motivo 8 meandro de la proteina glucoquinasas
dependiente de ADP de T. litoralis (A) y de la proteina riboquinasa de E. coli (B).

Los diagramas de topologia de las estructuras disponibles de miembros de la superfamilia
riboquinasa muestran que existen tres tipos de topologl'a25 . Las quinasas dependientes de
ADP se caracterizan por la relacidon que existe entre el uso de nucledtido y la presencia de
hebras-B no consecutivas en el extremo C- terminal. Ademas, estas quinasas presentan un
dominio menor constituido por inserciones de estructura secundaria que comienzan con una
hebra-f a continuacién de la hebra N- terminal de la sabana B central. Lo mismo se observa
en las quinasas dependientes de ATP, excepto que en este grupo de quinasas la presencia de
hebras-B es consecutiva. Estudios de secuencia muestran que las glucoquinasas vy

fosfofructoquinasas dependientes de ADP son homdélogas entre ellas. Sin embargo, cuando
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se comparan con quinasas dependientes de ATP, como por ejemplo fosfofructoquinasa-2 de
E.coli, adenosina quinasa, riboquinasas, entre otras, la identidad de secuencia no es
significativa, aunque estructuralmente ambas familias, dependientes de ATP, como las
dependientes de ADP, presentan un dominio menor. La presencia de un dominio menor se
relaciona con la unién del aceptor del grupo fosforilo, y también participa como interface
para la dimerizacién de quinasas de azucar dependientes de ATPY. Finalmente, existe un
grupo de quinasas que no presenta dominio menor y contiene hebras-B consecutivas en el

extremo C-terminal del domino mayor.

Zhang en aio 2004 propuso la hipdtesis que sugeria que los miembro pertenecientes a la
familia riboquinasa tenia un ancestro en comun que con el paso de la evolucion fue
progresando su complejidad estructural, desde lo mas simple a lo mas complejo, llegando a
ser una proteina monomérica mas compleja con un numero de aminoacidos mayor que el
que tenia la forma ancestral, y con un dominio menor que forma parte del sitio activo de la
proteina y estructuralmente mas complejo. Por lo que se postula que las proteinas quinasas

dependientes de ADP serian los miembros mas recientes de esta superfamilia25.

Ademas de la presencia o ausencia de un dominio menor, otra diferencia estructural que se
puede encontrar entre las quinasas de azlcar dependientes ATP y las de ADP es en la regién
B-meandro. Las proteinas dependientes de ATP contienen en la regidn C-terminal un motivo
B-meandro real mientras que en las quinasas dependientes de ADP este motivo de
estructura secundaria difiere significativamente en las conexiones del motivop-meandro
(Figura 2.2). Dicho reordenamiento de la topologia en la region B-meandro puede ser visto
como una permutacidn circular. Una permutacién circular ocurre cuando se unen
covalentemente los extremos amino y carboxilo a través de un enlace peptidico, seguido por
la escisidon de un enlace peptidico preexistente, para generar extremos nuevos en un sitio
distinto dentro de la secuencia de proteina, reorganizando de esta manera el orden de la

cadena polipeptl'dica71.

La regidn B-meandro constituye casi por completo el sitio de unién a nucledtido y es la
principal diferencia estructural entre las quinasas de azucares dependientes de ATP y las de
ADP, por lo que se cree que este reordenamiento podria ser el responsable de la

especificidad por el nucledtido.
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Figura 2.2. Esquema de la region 8-meandro de TIGK y riboquinasa de E.coli. Sitio de union a
nucledtido de la proteina glucoquinasa dependiente de a ADP de T. litoralis(A) y riboquinasa de
E.coli (B). (C) corresponde al diagramas topoldgico de la region 6-meandro de la enzimas
glucoquinasa de T. litoralis desde el residuo 302 hasta el extremo C-terminal, mientras que en (D)
se presenta el diagrama topoldgico de la riboquinasa de E.coli desde el residuo 187, lo que
corresponde a la region 6-meandro.

En este trabajo se planted estudiar el efecto de la permutacion circular en la regién C-
terminal, usando como modelo la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis, sobre la
especificidad por el nucledtido, el mecanismo cinético y la estructura de la proteina
permutante. Para ello se realizaron estudios estructurales a través de cristalografia de
difraccion de rayos-X y cinéticos para determinar el orden de entrada de sustratos y salida
de productos para luego comparar estos resultados con los obtenidos para la enzima
silvestre. Cabe destacar, que aunque este objetivo no fue propuesto al comenzar este
proyecto de tesis, gracias a la colaboracién y co-tutoria de la Dra. Victoria Guixé se planteé
estudiar la importancia de la permutacién circular en la regién C-terminal en la especificidad

de TIGK por el nucledtido de adenina.
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II. y III. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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I1. HIPOTESIS

El reordenamiento en la topologia de la region 6-meandro determina la especificidad por el

nucledtido en la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis.

I11. OBJETIVOS

IILI. Objetivo general

e Determinar el efecto de la permutacién circular en la regién C-terminal sobre la

especificidad por nucledtidos de adenina en la TIGK

IILIL Objetivos especificos

e Determinar la especificidad de la perGK por ADP o ATP, mediante estudios de

actividad enzimatica.

e Determinar el mecanismo cinético mediante estudios de velocidad inicial, inhibicidon

por producto y por inhibidores de punto muerto

o Determinar el efecto de la permutacidén sobre la estructura de la TIGK en su forma

apo y en presencia de sus ligandos a través de cristalografia y difraccion Rayos-X

73



74
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.I. Material

IV. . 1. Material biolodgico

Para este estudio, el gen mutante de la proteina glucoquinasas dependiente de ADP
permutante (perGK) de Thermococcus litoralis fue obtenido mediante sintesis de Novo, a
cargo de la empresa Gen script, y enviado al laboratorio en el vector pUC57. El uso de

codones fue optimizado para la expresién en E. coli.

El gen de la proteina permutada fue clonado en el vector de expresion pET17b. Este
plasmido contiene un gen lac que codifica para la proteina represora lac, un promotor T7
que es especifico s6lo a RNA polimerasa T7, un operador /lac que puede bloquear la
transcripcion, una region de clonamiento multiple para diferentes enzimas de restriccion, un
gen de resistencia a ampicilina, y un origen de replicacidon de E. coli en este trabajo con el
gue se transformaron las cepas BL21 (DE3) plus y BL21 (DE3) de E.coli. Las cepas bacterianas
que se emplearon para llevar a cabo el trabajo experimental fueron E. coli BL21 (DE3) plus y
BL21 (DE3) disponibles en el cepario del laboratorio. Las células crecieron de forma rutinaria

a 37°C en medio LB suplementado con antibidtico.

IV.1. 2. Enzimas

Para los ensayos de actividad enzimatica se usaron las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (G6PDH), quinasa pirdvica (PK) vy
deshidrogenasa lactica (LDH), ambas provenientes de musculo de conejo, las que fueron

obtenidas de Sigma Chem. Co. (MO, E.E.U.U).

Para el trabajo de biologia molecular se emplearon las enzimas de restriccion
FastDigest®BamH| y Ndel las que fueron obtenidas desde Fermentas, ThermoScientific (MA,

E.E.U.U).

La enzima DNA polimerasa super mix platinium high fidelity, se obtuvo de Invitrogen (CA,

E.E.U.U), mientras que la enzima DNA ligasa se obtuvo de New EnglandBioLabs®inc. (NEB).
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IV. L. 3. Sistema de purificacion de PCR y DNA plasmidial

El producto de PCR fue purificado desde geles de agarosa, empleando el sistema de
purificacion Ultraclean 15, MO BIO (CA, E.E.U.U). El DNA plasmidial fue purificado utilizando
el sistema plasmid mini kit 1l, EZNA, OMEGA Bio-tek (E.E.U.U).

IV. 1. 4. Medios de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo Luria- Bertani (LB), el cual se constituye por el extracto de

levadura 0.5 %, NaCl 1% y triptona 1%, ajustado a pH 7 con NaOH.

Para el crecimiento de las células en medio sdélido se empled el medio LB-agar, el que estd
formado por agar 1,5%, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1% vy triptona 1%, ajustado a pH 7
con NaOH.

Los medios de cultivos se suplementaron con antibidticos para la seleccidon de las células
transformantes, para lo cual se usaron los antibidticos ampicilina (100 pg-mL™) y

cloranfenicol (35 pug-mL™).

IV. 1. 5. Materiales quimicos y reactivos

Los reactivos empleados en este trabajo son los que se mencionan en el capitulo 1 (apartado
de material y métodos), sin embargo, se incluyen el marcador de tamafio molecular de DNA
MassRuler™, DNA LadderMix , fosfoenolpiruvato, adenosina 5’trifosfato (ATP), adenosina

5’monofosfato (AMP), glucosa-6-P y 1,5 anhidro glucitol.

IV.II. Metodologia

IV.IL 1. Transformacion de células de E. coli

El gen de la proteina mutada perGK fue generado por sintesis de Novo (GenScript) y clonado
en el vector pUC57. Posteriormente, el gen fue subclonado en el vector de expresidon

pET17b.

Las células quimiocompetentes E.coli BL21 (DE3) plus, fueron preparadas mediante el
método de cloruro de calcio segun lo indicado por Sambrook en 2001’2, Mas adelante,
dichas células fueron transferidas de manera estéril a los tubos de microcentrifuga que
contenian el plasmido a transformar, mientras que los tubos se mantuvieron en hielo

durante 30 minutos. Luego las células con el pldsmido fueron sometidas a un golpe térmico a
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42°C por 45 segundos y a continuacion fueron trasladados por 5 minutos al hielo. Finalmente
se adicionaron 800 pL de medio LBy se incubo a 37°C por una hora con agitaciéon. Mas tarde,
la suspension celular fue centrifugada a 2.000 g por 10 minutos a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y se adicionaron 100uL de medio LB fresco para resuspender las células. La
suspension celular fue aplicada en placas con LB-agar suplementado con los marcadores de
seleccion, ampicilina y cloranfenicol. Finalmente las placas se dejaron incubando a 37°C por

16 horas.

IV. II. 2. Crecimiento de las células de E.coli BL21 (DE3) pLysS-pET17b-perGK para
la purificacion de la proteina glucoquinasa mutada (perGK) de T. litoralis

Para obtener células en fase exponencial se tomd una colonia de la cepa E. coli BL21 (DE3)
plus, transformada con el vector pET17b que contiene la proteina glucoquinasa mutada
perGK, y se inocularon 50 mL de medio LB, suplementado con los antibiéticos ampicilina
(100 pg/mL) y cloranfenicol (35 pg/mL), el que fue incubado a 37°C por 16 horas.
Posteriormente, la suspension celular se inoculd al 5% en un litro de LB adicionando los
antibidticos correspondientes, e incubandola a 37°C con agitacidon hasta alcanzar una ODggonm
0,8, para luego inducir la expresién de la proteina perGK con IPTG a una concentracién final
de 0,2 mM La incubacién continué por 16 horas a 37°C con agitacién y finalmente las

bacterias inducidas fueron colectadas por centrifugacién a 5.000 xg durante 20 minutos.

IV.1I. 3. Purificacion de la proteina mutada de glucoquinasa perGK

Las células colectadas proveniente de un litro de cultivo (aproximadamente 4 g de peso
humedo), se resuspendieron en amortiguador de lisis constituido por Tris-HClI 50 mM pH 7,8,
MgCl, 5mM, NaCl 100mM y 1 mM PMSF. La suspensidon fue sometida a un proceso de
sonicacion y posterior centrifugado para separar la fraccion soluble de la fraccion insoluble.
La fraccidn soluble fue sometida a un golpe térmico a 90°C por 30 minutos y centrifugada
nuevamente. La purificacion fue realizada por cromatografia de intercambio anidnico
usando la columna Hi-Trap Q™ HP (GE Healthcare), la que fue equilibrada y lavada, con el
amortiguador A. Luego que el extracto celular que contiene la proteina de interés fue
agregado a la columna, la proteina se eluyd mediante un gradiente lineal de 0 a 100%
amortiguador B constituido por Tris-HCI 50 mM pH 7,8, MgClL,5 mM y NaCl 1M. Las
fracciones que contenian la enzima fueron seleccionadas usando el ensayo de actividad
enzimatica para la reaccién de fosforilacion de glucosa, mientras que la proteina eluida fue
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dializada contra el amortiguador C (HEPES pH 7,8 50mM y NaCl 100mM) y concentrada para
posteriormente realizar el segundo paso de purificacion. Dicho paso consisti6 en una
cromatografia de exclusion molecular en la resina Superdex75 HR 10/300GL (GE Healthcare),
la cual fue pre-equilibrada con el amortiguador C, el que se usé para eluir la proteina perGK.
Para detectar las fracciones que contienen proteinas se midié la actividad y la absorbancia a
280 nm. Ambos procesos cromatograficos fueron realizados a temperatura ambiente y las
fracciones que contenian la enzima fueron seleccionadas midiendo la actividad enzimatica
mencionada anteriormente. Las fracciones seleccionadas fueron sometidas a electroforesis
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para determinar su grado de pureza. Las
fracciones con un 95% de homogeneidad fueron reunidas, concentradas y almacenadas a

4°C con glicerol al 20%.

IV. 1. 4. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes

Para determinar el grado de pureza de la proteina de las fracciones seleccionadas, se realizé
una electroforesis en condiciones desnaturalizantes, mediante el protocolo que se menciona

en la seccion Materiales y Métodos en el capitulo 1.

IV. II. 5. Preparacion de la muestra de proteina perGK para ensayos
cristalograficos

La muestra se concentrd utilizando unidades de filtrado Amicon® Ultra-15 con membrana de

corte 3kDa, a 5.000 g y a 4°C hasta una concentracién de 10 mg-mL™.

IV.II. 6. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada del mismo modo que fue explicado en el

Capitulo 1 en la seccidon Material y Métodos.
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IV. II. 7. Cristalizacion, coleccion y estadistica de los datos de la difraccion de
rayos-X de la enzima perGK en su forma Apo y en complejo con ADP-Mg-Glucosa

IV.11. 7. 1. Ensayos de cristalizacion

Para determinar las condiciones de cristalizacién éptimas de la perGK en forma apo, en
presencia de glucosa (Glc) y en presencia de MgADPS-Glc se utilizaron cribados sistematicos
de condiciones basados en las condiciones obtenidas para la enzima TIGK silvestre asi como
kits comerciales de desde Hampton Research y Molecular Dimensions. Los ensayos de
cristalizacién fueron llevados a cabo utilizando la técnica de difusidon de vapor por gota
sentada a 20°C en placas de 48 pocillos MRC (Molecular Dimensions), mezclando 2uL de
perGK (10 mg/mL) y 1uL de cada condicion sobre un volumen de reservorio de 70uL. Los
cristales de perGK obtenidos en ausencia de ligando son: 0.2 M citrato de litio, 23% (w/v)
PEG 3350; mientras que para los cristales de la proteina en complejo con Glc fue: 0.2 M
sulfato de litio, 20% (w/v) PEG 3350, 30 mM Glc; y en complejo ternario, es decir, en
presencia de Glc y ADPS fue: 0.2 M sulfato de litio, 20% (w/v) PEG 3350, 30 mM Glcy 5 mM
MgADPS.

IV.1I. 7. 2. Crioproteccion

La proteccidn de los cristales es fundamental para conseguir una buena resolucién y calidad
de los datos de difraccidon. Para este objetivo se utilizd como soluciéon de crioproteccidn la
misma condicién de cristalizacién suplementada con 20% (v/v) de glicerol estéril. A
continuacion los cristales fueron recogidos desde la gota con un lazo de nylon, cuyo tamafio
es similar al cristal, y finalmente los cristales fueron congelados por inmersion en nitrégeno

liquido y almacenados a la temperatura del correspondiente al nitrégeno liquido.

IV.1I. 7. 3. Coleccion y procesamiento de los datos de difraccion

La coleccién de datos de difracciéon de rayos-X se realizd en las lineas PROXIMA 1 (Apo) y
PROXIMA2A (Glc y MgADP-Glc) en el sincrotrén SOLEIL, Paris, Francia. Para la obtencién de
los datos cristalograficos se procedié de la misma manera que fueron recogidos los datos de
la proteina TIGK, explicitado en la seccion Materiales y Métodos del Capitulo 1. El indexado
fue realizado utilizando el programa XDS *°. A continuacién, los datos indexados fueron
escalados mediante el uso del programa Aimless 0 gue se encuentra incluido en un paquete

de programas CCP4>".
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IV. 1. 7. 4. Resolucion y refinamiento de estructura perGK

Luego de procesar los datos, se resolvio la estructura tridimensional de la proteina perGK en
ausencia de sus sustratos, en presencia de glucosa y en complejo con glucosa y ADPfS, a
través del método de reemplazo molecular utilizado como modelo la estructura de
glucoquinasa de T. litoralis. Una vez resuelto el problema de las fases y descifrado el mapa
de densidad electrénica de las estructuras mediante el programa PHASER 2,5 > se procedio
a la modelizacién de la estructura de perGK, especialmente de la secuencia permutada
(***GGGRQLAFVPTKIVASPKSTVGIGDTISSSAFVSEFGGGGG*™) , utilizando el programa Coot>® .
Ciclos de modelizacién manual y de refinamiento con el programa Phenix.refine’® se
realizaron de forma iterativa para conseguir obtener una estructura progresivamente mejor.
Finalmente, la geometria y la estequiometria de las estructuras se validaron con el programa
MolProbity’. Las figuras fueron preparadas con el programa Visual Molecular Dynamics

(VMD)*°.

IV.IIL 8. Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacién de la actividad de la enzima perGK en presencia de ADP fue realizada
midiendo velocidad inicial, tal como se explica en la seccién Materiales y Métodos del
Capitulol. La determinacién de la actividad de la enzima perGK en presencia de ATP se
realizd mediante la cuantificacién el ADP, acoplando la reaccién a la oxidacién de NADH,
catalizada por enzima piruvato quinasa cataliza la reaccion de formacion de piruvato a partir
de fosfoenolpiruvato y ADP, mientras que la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la
reaccidon de formacion de lactato a partir de piruvato, seglin el esquema indicado en la
Figura 2.3. En este proceso, el NADH" es oxidado a NAD", lo que permite seguir la velocidad
de la reaccidon monitoreando la disminucidon de la absorbancia de NADH a 340nm. Las
determinaciones fueron realizadas a 40°C utilizando el espectrofotémetro-UV HP 8453, con
porta-celda termo-estabilizado a la temperatura mencionada anteriormente. El calculo de
las velocidades de la reaccidn glucoquinasa fueron obtenidas estimando la pendiente de la
curva de progreso, usando el coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm cuyo valor

-1 -1
corresponde a 6,22 mM -cm s

. La velocidad se expresé como unidades de enzima por
miligramo, donde una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima perGK capaz
de fosforilar 1 umol de sustrato en 1 minuto, bajo las condiciones experimentales

previamente comentadas.
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perGK
Metal —ATP + glucosa €™ glucosa-6-fosfato + Metal-ADP

PK, KCI
Metal ADP +PEP €=m) Piruvato + ATP
LDH
Piruvato + NADH/H+ — NAD+ + Lactato

Figura 2.3. Ensayo acoplado utilizado para medir la actividad de perGK de T. litoralis en presencia
de ATP.

Habitualmente la determinacion de la actividad de la enzima en presencia de glucosa-6-P, se
realiza a través de la cuantificacion de la desaparicidon del sustrato ADP, utilizando ensayos
discontinuos que permiten cuantificar el ADP que queda sin reaccionar. En este trabajo no
fue posible cuantificar ADP, por lo que la estrategia para determinar el efecto de glucosa-6-P
sobre la actividad de la enzima consistié en determinar la actividad de la enzima perGK en la
direccidén contraria (reaccién reversa), es decir, hacia la formacion de glucosa y ADP. Para
llevar a cabo estos ensayos fue necesario acoplar la reaccién catalizada por la enzima perGK,
a la reaccién que permite cuantificar, de manera indirecta, la formacién de ADP, a través de
las enzimas auxiliares piruvato quinasa (PK) y lactato deshidrogenasa (LDH) cuantificando los
moles de NADH oxidados por medio del coeficiente de extincién molar tedrico del NADH a

340nm (6.22mM™-cm™)* (Figura 2.4).

perGK,
Mg+2

Glucosa-6-fosfato + Metal-AMP ) Glucosa +Metal -ADP

PK, KCl
Metal ADP +PEP “ Piruvato + ATP

LDH
Piruvato + NADH/H*  <mm) NAD* + Lactato

Figura 2.4. Ensayo acoplado utilizado para medir la actividad de perGK de T. litoralis catalizando la
reaccion reversa.
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IV.II. 9. Determinaciéon de constantes cinéticas, Km y Kcat.

Las constantes cinéticas, constantes de Michaelis (Ky) y constantes cataliticas (keat), fueron
calculadas ajustando los datos de velocidad inicial de manera independiente para cada uno
de los sustratos. La estrategia usada para este propdsito consistié en variar uno de los
sustratos manteniendo constante la concentracién del co-sustrato. Los datos se ajustaron al

modelo hiperbdlico de Michaelis-Menten”.

VUmax S

VS Ky +S

Ecuacion 2.1

Las graficas se construyeron utilizando el programa computacional GraphPadPrism version
5.0.

IVIIL. 10. Determinacion del mecanismo cinético.

Para el tratar los datos respecto a los modelos cinéticos se usé la nomenclatura propuesta
por Cleland en el afio 1970’°. Esta nomenclatura indica que en una reaccién del tipo Bi-Bi
(dos sustratos y dos productos) A y B representan al primer y segundo sustrato,
respectivamente, mientras que P y Q representan al primer y ultimo producto liberado
desde la enzima, respectivamente. Las constantes Ka, Kg, Kp y Kq representan las constantes
de Michaelis para A, B, P y Q, respectivamente. Finalmente, Kix representan las constantes

de inhibicidn o disociacién para el sustrato A.

Para determinar el mecanismo cinético se utilizaron los protocolos clasicos de velocidad
inicial. Una de las estrategias consistié en diferenciar entre un mecanismo secuencial, que
involucra la formacion de un complejo ternario entre la enzima y los dos sustratos (EAB), o
un mecanismo ping-pong, que después de la unién del primer sustrato se libera uno de los
productos. Para esto fue necesario realizar medidas de velocidad inicial para el sustrato
MgADP a diferentes concentraciones fijas del co-sustrato glucosa. De la misma forma, pero
en sentido inverso, se realizaron las mediciones de velocidad inicial para glucosa a diferentes
concentraciones de MgADP. Luego de construir los dos grupos de curvas se establecié el tipo

de mecanismo cinético.
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Para establecer el orden de entrada de los sustratos se procedié a realizar ensayos de
inhibicién por producto de la reaccién reversa de la enzima perGK, de esta forma se
estimaron las constantes aparentes de MgAMP y glucosa-6-P a diferentes concentraciones

de ambos productos correspondiente a glucosa 'y MgADP34’39’75’77.

Otra estrategia para determinar el orden de entrada de los sustratos fue mediante inhibiciéon
por analogos de punto muerto, que corresponde a un compuesto que reacciona con una o
mas formas de la enzima y produce un complejo que no participa en la reaccion, actuando
como inhibidor de la reaccién’>. Para este objetivo se realizaron ensayos de inhibicién
utilizando los andlogos de punto muerto MgATP y 1,5-anhidroglucitol, para los sustratos

MgADP vy glucosa, respectivamente.

Para discriminar el mecanismo cinético y los tipos de inhibicién que ejercen los productos y
los analogos de punto muerto sobre la enzima TIGK, se construyeron graficos de doble
reciprocos construidas con de los datos experimentales. De acuerdo a los que muestran
patrones de lineas rectas es posible determinar el tipo de mecanismo, por otra parte, los
ensayos de inhibicion presentan patrones de lineas rectas que son caracteristicos con el tipo
de inhibicion que presenta la enzima. Por otra parte los tipos de inhibiciéon se pueden
deducir el orden de entrada de los sustratos y de la liberacidn de los productos, dado que las

moléculas inhibidoras se uniran a formas especificas de la enzima.
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Tabla 2.1. Patrones de inhibicion para enzimas Bi-sustrato y representaciones de Cleland’®

para determinar mecanismos cinéticos.

Mecanismo cinético Sustrato variable  Producto Tipo de inhibicién
Secuencial Ordenado Bi- A Q Competitivo
Bi
B Q Mixto
A P Acompetitivo
B P Mixto

Secuencial ordenado Bi-Bi

A B P Q
E l EA J, EAB EPQ T EQ T E
Secuencial al azar Bi-Bi A Q Mixto
B Q Mixto
A P Mixto
B P Mixto
Secuancial al Azar Bi Bi
A B P Q
EA I EQ |
E EAB EPQ E
EB EBA EQP \‘ EP r/
B A Q P
Ping pong A Q Mixto
B Q Competitivo
A P Competitivo
B P Mixto
Ping-pong

—> 0

a1 . [

E
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IV.1I. 11. Determinacion de la concentracion de los sustratos.

La concentracién de ADP fue determinada a través de dos metodologias, una consistid en la
cuantificacién espectrofotométrica, empleando el coeficiente de extincidn molar a 260 nm
de 15,4 mM*.cm™ ”°, mientras gue la otra metodologia fue la titulacion del ADP usando la
misma reaccién catalizada por la enzima TIGK, acoplada a la reaccién catalizada por la
enzima auxiliar glucosa-6-Pdeshidrogenasa. La titulacién del ADP consiste en cuantificar los
moles de ADP a partir de la medida de los moles de NAD" producidos. Siguiendo esta ultima
estrategia, también se estimo la concentracién de glucosa. En cambio para determinar la
concentracion de glucosa-6-P se empled la reaccidon catalizada por la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, cuantificando los moles de glucosa-6P a través de la cuantificacién
de los moles de NAD" reducidos a NADH". Para el AMP se empled el coeficiente de extincién

molar de adenina, como fue utilizado para la cuantificacion de ADP’°.

IV.1I. 12. Validacion del mecanismo cinético mediante ajustes globales

Para confirmar el mecanismo cinético obtenido, se realizaron ajustes estadisticos globales de
los datos obtenidos a diferentes concentraciones de sustratos, inhibidores y enzima; para

llevar a cabo este objetivo se utilizé el programa DynaFit (version 4.05.129)%°.

Para la determinacion del orden de entrada de los sustratos a la enzima se realizaron
estudios de inhibicién por producto midiendo la reaccidn reversa. Para ambos productos,
MgADP vy glucosa, se compararon los modelos de inhibicién competitiva, no competitiva,

acompetitiva y mixta.

Para todos los casos se asumid un equilibrio rapido en los procesos de asociacidén entre las

diferentes formas de la enzima y los sustratos.

Cada mecanismo de reaccion fue descrito a través de una simbologia simple como se

muestra en el siguiente ejemplo para un modelo de inhibicién mixta.

E + G6P <===>EG6P : KmG6P dissoc

EG6P --->E+P :kcat

E + GLC <===> EGLC :KiGLCdissoc

EG6P + GLC <===> :EGG6PGLC: Ki2GLC dissoc.

Donde KmG6P, KiGLC y KmGLC son los formatos que utiliza el programa DynaFit para las

constantes de disociacidon, ademds se debe escribir la palabra dissoc para indicarle al
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programa que son constantes de disociacién, mientras, que el paso de formacion del
producto es asociado a una constante de velocidad para un proceso de primer orden

denominada Kkeg;.

El programa DynafFit deriva la ecuacién de velocidad inicial correspondiente mediante el
método de los minimos cuadrados y asi encontrar los valores de constantes cinéticas a partir

de los datos experimentales.

88



V. RESULTADOS
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RESULTADOS

V.I. Purificacion de la enzima perGK

La proteina glucoquinasa perGK fue purificada siguiendo el protocolo descrito en Materiales
y Métodos. Se realizaron dos pasos cromatograficos, uno de estos pasos consistid en una
cromatograficos de intercambio anidnico y un segundo paso que fue una cromatografia de
exclusién molecular. La proteina fue detectada midiendo la actividad enzimdtica a las
fracciones eluidas de las cromatografias mencionadas anteriormente. El grado de pureza fue
determinado mediante el andlisis de SDS-PAGE (Figura 2.5), donde se observa que en el
ultimo paso cromatografico la proteina resultante migra a los 51 kDa y es homogénea sobre

un 98%.

St. MW. Mono Q Molec. Excl.
protein purification purification
(kDa)
235

180
135

75

63

35

Figura 2.5. SDS-PAGE para los diferentes pasos de purificacion de la enzima permutante
TIGK. De izquierda a derecha se muestra en el primer carril el estdndar de peso molecular de
proteinas, en los siguientes carriles se presenta los resultados de la purificacion mediante
cromatografia de intercambio anidnico y por exclusion por tamafio, respectivamente.
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V. II. Determinacion del uso de ATP o ADP de la proteina perGK

Para dilucidar si el cambio en la topologia de la enzima glucoquinasa afecta el uso del
nucledétido de adenina se determind la actividad, utilizando ADP y ATP como dador del grupo
fosforilo, a una concentracion de 10 mM. Los resultados mostraron que la actividad, cuando
se utilizd ATP como donador de grupo fosforilo no era significativa respecto al control, 0,65
U*mg?y 0,6 U*mg™ respectivamente. En cambio, cuando se utilizé 10 mM ADP, como dador
de grupo fosforilo, se observé que la enzima presenta actividad especifica de 22 U*mg™

(Figura 2.6). El control consistié en medir la actividad en ausencia de glucosa.
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Figura 2.6. Determinacion de la actividad glucoquinasa en presencia de ATP y ADP. Para
determinar si la actividad con ATP es significativa respecto al control se realizo el test ANOVA.
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V.II1. Mecanismo cinético

V.III. 1. Estudios cinéticos en velocidad inicial

La enzima glucoquinasa permutada de T. litoralis cataliza la reaccion de fosforilacion de
glucosa, que involucra la entrada de los sustratos glucosa y MgADP, y la salida de los

productos MgAMP y glucosa-6-P el que corresponde a un mecanismo Bi-Bi.

Con el propdsito de obtener informacion acerca del tipo de mecanismo que presenta esta
enzima y las constantes cinéticas para ambos sustratos de la reaccidn, se realizaron estudios

de velocidad inicial.

Cuando se analizé el comportamiento del sustrato MgADP, éste mostré un comportamiento
de tipo hiperbdlico para todas las condiciones cinéticas exploradas, utilizando diferentes
concentraciones del co-sustrato glucosa, lo que facilité la aplicaciéon de los protocolos
habituales para determinar el mecanismo cinético (Figura 2.7). Por otra parte, al examinar el
comportamiento de glucosa, se observd también una conducta hiperbdlica. Sin embargo,
cuando se exploraron concentraciones mayores a 1,5 mM del sustrato glucosa,
independiente de la concentracion de co-sustrato MgADP, se observd una leve disminucién
en la velocidad de la reaccidn, lo que implicaria un efecto inhibitorio por la presencia de altas
concentraciones de sustrato glucosa (Figura 2.7A). Luego de ajustar los datos a un modelo
de inhibicidn por sustrato se obtuvo la K; para glucosa la que tiene un valor 9.5 + 2.1 mM.
Debido al efecto inhibitorio de glucosa, se consideraron concentraciones menores a 1.5 mM

de glucosa para realizar los ensayos de velocidad inicial (Figura 2.7 B).
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Figura 2.7. Curvas de saturacion para glucosa y MgADP. A. Curva de saturacion para glucosa a una
concentracion fija de MgADP de 300uM. B. Curva de saturacion para MgADP a una concentracion fija de
glucosa de 1500 uM. En A los datos experimentales fueron ajustados empleando un modelo que
consideraba la inhibicion por sustrato, mientras que en B los datos experimentales fueron ajustados al
modelo hiperbdlico.

Los datos de los estudios de velocidad inicial fueron ajustados al modelo hiperbdlico de
Michaelis—Menten. Para ambos casos se observa que un aumento en la concentracion del
co-sustrato modifica la Vnax de la reaccién catalizada por la enzima perGK, lo mismo sucede
con los valores de la constante de afinidad (Ky) de sustrato por la enzima aunque el
aumento es discreto (Figura2.8 A y B). Al realizar las gréficas de Lineweaver-Burk (1/v en
funcidn de 1/S) o de dobles reciprocos, muestran curvas intersectantes cuando glucosa es el
sustrato variable (Figura 2.8 C). El mismo comportamiento se observa cuando MgADP es el
sustrato variable (Figura2.8 D). Este comportamiento revela que el mecanismo cinético de la
enzima es en secuencia, lo que implica la formacion de un complejo ternario antes de la
liberacion de los productos, descartando que el mecanismo cinético sea del tipo ping-pong.

En este ultimo caso las curvas de dobles reciprocos son paralelas.
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Figura 2.8 .Estudios de velocidad inicial para los sustratos glucosa y complejo MgADP. A. Curvas
de saturacion de glucosa a diferentes concentraciones de MgADP; las concentraciones de MgADP
exploradas corresponden a: 60 uM ( @, 120uM ( V¥, 150uM (M), 300 uM ( B ). B curvas de
saturacion de MgADP a diferentes concentraciones de glucosa. Las concentraciones de co sustrato
glucosa utilizadas corresponden a: 100 uM (@), 200uM ( V¥ ), 400uM (A ), 1500uM ( B ). CyD
representan las grdficas de dobles reciprocos de los mismos datos presentados en las Figura Ay B.

V.IIL 2. Ensayos de inhibicion por producto

Con el objetivo de dilucidar entre las diferentes posibilidades que existen para un
mecanismo en secuencia, es decir, un mecanismo al azar, el cual no presenta un orden

predeterminado de la entrada de sus sustratos, o un mecanismo ordenado donde el orden
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de entrada de los sustratos es obligado, se usd la estrategia de la inhibicidon por producto.
Los productos son, sin lugar a dudas, los inhibidores cldsicos para cualquier reaccién
catalizada por una enzima y por lo tanto, son muy importantes para determinar el
mecanismo cinético de una enzima. Los productos son los sustratos de la reaccion reversa,
por lo que se espera la formacién de complejos entre la enzima y los productos, lo que lleva
a una forma no catalitica lo que provoca la inhibicién de la reaccién, donde la naturaleza de
la inhibicion dependerd del sustrato, que es variado, y del producto que ha sido utilizado
como inhibidor. De esta manera, estudiando el tipo de inhibicién que presentan los distintos
productos respecto a los sustratos podemos determinar la manera en que los sustratos y
productos interactian con las distintas formas de enzima. En el caso del mecanismo Bi-Bi al
azar, la inhibicion de los productos con respecto a los sustratos es de tipo competitiva,
debido a que tanto los sustratos A y B, como los productos P y Q, pueden unirse a la forma
libre de la enzima, E. En cambio, en un mecanismo Bi-Bi ordenado, solo el sustrato A y el
producto Q se unen a la forma de enzima libre E. Por otra parte, el sustrato B se une al
complejo binario EA y el producto P se une a la forma de enzima EQ. Asi, de las cuatro
combinaciones posibles de inhibicién, Q sobre A, Q sobre B, P sobre A y P sobre B, sélo la
combinacidn que involucra al producto Q sobre el sustrato A, presentara una inhibicién de
tipo competitiva, mientras que las otras tres combinaciones presentaran una inhibicién de
tipo no competitiva debido a que, se unen a distintas formas de enzima. Se estudié la
inhibicién del producto MgAMP con respecto a ambos sustratos de la reaccién directa,

glucosa y MgADP (Figura 2.8).

Los experimentos para determinar el efecto inhibitorio de MgAMP con respecto a MgADP se
realizaron ensayando tres concentraciones diferentes de MgAMP, 100 uM, 200 uM y 600
UM, ademds de una condicién control en ausencia del inhibidor (Figura 2.9 A). El co-sustrato
glucosa, en estos ensayos, se mantuvo constante a una concentracion de 1000 uM, que
corresponde a 3 veces Ky, encontrandose acondiciones saturante, pero lejano a la
concentracion donde comienza el fenédmeno de inhibicidon. Asimismo, para determinar el
efecto de MgAMP sobre glucosa se realizaron ensayos a tres concentraciones diferentes de
MgAMP que corresponden a las concentraciones: 500 uM, 1000 uM y 2000 uM, ademas de
la condicién control en ausencia de MgAMP (Figura 2.9 C). La concentracion del co-sustrato
utilizada en todos los ensayo correspondid a la concentracién Ky, de MgADP, 200 uM con el

propdsito de mantener la conexién entre sustrato y producto.
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Los datos obtenidos de los ensayos de velocidad inicial fueron ajustados al modelo
hiperbdlico propuesto por Michaelis-Menten (mencionado en la seccion Metodologia).
Ademas, se construyeron graficas de dobles reciprocos, para evaluar las pendientes e
intersecciones y asi inferir el tipo de inhibicidn, junto con obtener el valor de las expresiones

de velocidad maxima y de las constantes Michaelis (Ky) para ambos sustratos.

La estimacidn de los parametros cinéticos aparentes obtenidos por medio de los ajustes al
modelo hiperbdlico, al igual que las graficas de dobles reciprocos, muestran que el producto
MgAMP provoca una disminucion en el valor de V. de la reaccién para ambos sustratos,
MgADP y glucosa, a medida que se incrementa la concentraciéon del producto MgAMP, en
cambio el valor de las constantes de afinidad (Ky) incrementan con el aumento de la
concentracion MgAMP (Figura 2.9 A, B, C, D). También es posible observar que el patrén de
las curvas, construidas en las graficas de dobles reciprocos, se intersectan sobre el eje de las
abscisa (1/ [S]) y a la izquierda del eje de la ordenadas (1 / v), lo que sugiere que el producto
MgAMP presenta un comportamiento de un inhibidor mixto, lo que es consistente con lo

observado en los parametros cinéticos.
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Figura 2.9. Estudios de inhibicion del producto MgAMP. A, curvas de saturacion para el sustrato MgADP
en presencia de MgAMP, a concentracion fija de glucosa 1000uM y a diferentes concentraciones de
MgAMP, O uM (@), 100uM (A), 200 uM (V) y 600 uM (M). B, grdficas de dobles reciprocos de las curvas de
saturacion en presencia del inhibidor MgAMP. C, curvas de saturacion para el sustrato glucosa en
presencia de MgAMP a concentraciones fijas de MgADP. Las concentraciones de MgAMP a las que fueron
realizadas las curvas de saturacion corresponden a OuM (@, 500 uM (A), 1000 uM (¢ y 2000 uM (A ). D,
grdficas de dobles reciprocos de las curvas de saturacion para el sustrato en presencia de MgAMP.
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Para entender el comportamiento inhibitorio del producto glucosa-6-fosfato se realizaron
ensayos de inhibicién por producto de la reaccién reversa, debido a que no se pudo realizar
la cuantificacién de la desaparicion de ADP mediante ensayos discontinuos. En este caso, el
estudio del efecto de glucosa-6-P sobre la actividad de la enzima consistié en determinar la
actividad de la enzima perGK en la direccién contraria (reaccidén reversa) es decir hacia la

formacién de glucosa y MgADP.

Los experimentos desarrollados para determinar la inhibicion de glucosa con respecto a
glucosa-6-P se realizaron a distintas concentraciones de glucosa correspondiente a 40 uM,
60 uM y 100 uM, ademads se ensayd una condicidon control es en ausencia del inhibidor. La

concentraciéon del co-sustrato MgAMP fue a 1000 uM lo que corresponde a siete veces K.

Para la inhibicién de glucosa con respecto a glucosa-6-P, los ajustes hiperbdlicos de los datos
obtenidos de las curvas de saturacidon, muestran que el producto glucosa no afecta a la Vyay,
sin embargo, el valor de la constante de Michaelis (Ky) aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de glucosa, lo que implica una disminucién en la afinidad de la
enzima por glucosa-6-P (Figura 2.10 A); estos cambios también se observan en las graficas
de dobles reciprocos, las que muestran que las pendientes se intersectan en el mismo punto
en el eje de la ordenada. En cambio, las pendientes se intersectan en diferentes punto el eje
de las abscisa lo que indica una variacién en la afinidad por el sustrato glucosa 6-P (Figura
2.10 B). A partir de estos ensayos se observa que el efecto inhibitorio de glucosa sobre la
enzima perGK es de tipo competitivo, lo que significa que glucosa y glucosa-6-P, compiten

por la misma forma de enzima correspondiente a la enzima libre (E).
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Figura 2.10. Estudio de inhibicion por el producto glucosa sobre glucosa-6-P. A curva de saturacion para el
sustrato glucosa 6 P a concentraciones fijas de MgAMP 1000uM a diferentes concentraciones de glucosa 0
UM (@ ), 40 uM (A ), 60 uM (V¥ )y 100 uM M ). B, grdficas de dobles reciprocos de las curvas de saturacidn
en presencia de glucosa.

V.IIL 3. Inhibicidon por analogos de sustratos

Con el objetivo de confirmar que el mecanismo cinético de la enzima perGK es ordenado en
secuencia, se realizaron ensayos de inhibicidn por andlogos de punto muerto. Un analogo de
punto muerto es un compuesto que reacciona con una o mas formas de la enzima,
provocando la formacién de un complejo con la enzima que no puede participar en la

reaccion.

Los ensayos de inhibicion por andlogos de punto muerto fueron llevados a cabo utilizando el
compuesto 1,5-anhidroglucitol como andlogo del sustrato glucosa, mientras que para el

sustrato MgADP se usé como andlogo Mg ATP.

En los experimentos realizados para determinar el efecto del analogo de glucosa 1,5-
anhidroglucitol con respecto a glucosa, se utilizaron distintas concentraciones
correspondientes a 1000 uM, 3000 uM y 6000 uM del analogo de punto muerto, ademas de
la condicién control que corresponde al ensayo en ausencia del analogo. Cabe destacar que

los ensayos fueron realizados a una concentracién constante del co-sustrato MgADP, la cual
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se mantuvo fija a una concentracion de 1000 uM correspondiente a condiciones saturantes.
De la misma manera se procedid con los experimentos que tienen como objetivo determinar
el efecto de 1,5-anhidroglucitol sobre MgADP, las condiciones revisadas corresponden a las
mismas que se ensayaron para el caso de glucosa. La concentracion de co-sustrato glucosa
se mantuvo constante a 1000 uM, la cual corresponde a una concentracién saturante, pero

lejana a la cual la enzima experimenta inhibicidn por sustrato.

Para los experimentos en que se utilizé 1,5-anhidroglucitol cuando el sustrato variable era
glucosa, se observa, desde los ajustes hiperbdlicos, que la Vax No sufre variaciones cuando
se aumenta la concentracion del analogo de sustrato. En cambio el valor de Ky se ve
afectado, de forma proporcional, con el aumento en la concentracién de 1,5-anhidroglucitol
(Figura 2.11 A). Los patrones de las rectas, observadas en las graficas de dobles reciprocos,
muestran que estas intersectan en el mismo punto del eje de las ordenadas (Figura 2.11 C).
Estos resultados indican que el analogo de sustrato ejerce una inhibicién competitiva
respecto a glucosa, lo que significa que 1,5-anhidroglucitol y glucosa se unen a la misma

forma de enzima correspondiente a la enzima libre, interfiriendo la unién de glucosa.

Los datos de las curvas de saturacidon de los ensayos que permiten determinar el efecto del
analogo de sustrato 1,5-anhidroglucitol sobre la enzima, cuando varia la concentracién del
sustrato MgADP, fueron ajustados al modelo hiperbdlico, donde es posible observar que los
parametros cinéticos aparentes varian de acuerdo aumenta la concentracion del inhibidor
(Figura 2.11 B). La Vs disminuye a medida que incrementa la concentracién del andlogo de
sustrato, en cambio la Ky; aumenta su valor con el aumento de la concentracién del andlogo
de sustrato 1,5-anhidroglucitol. Los mismos cambios son observados en las graficas de
dobles reciprocos que las rectas intersectan en el eje de las abscisa (1/ [S]) y a la izquierda
del eje de la ordenadas (1 / v), en un mismo punto sobre (Figura 2.11 D) Estos resultados
muestran que el comportamiento del andlogo 1,5-anhidroglucitol es consistente al de un
inhibidor de tipo mixto con respecto a MgADP que implica que el analogo se une a la forma
de enzima en complejo con glucosa provocando la obstruccién en la unién del sustrato

MgADPy la formacion de producto.
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Figura 2.11. Estudios de inhibicion de punto muerto con el andlogo de sustrato 1,5-
anhidroglucitol en presencia de los sustratos MgADP y glucosa. A, curvas de saturacion para de
glucosa a diferentes condiciones correspondiente a O uM ( @, 1000 uM ( A), 3000 uM (V) y
6000 uM ( B ) de 1,5-anhidroglucitol. La concentracion del co sustrato MgADP se mantuvo a
1000 uM. B, curvas de saturacion para MgADP determinadas a distintas condiciones de 0 uM
® ), 1000 uM ( A), 3000 uM ( ) y 6000 uM ( B ) de anhidro glucitol. C y D corresponde a las
grdficas de los dobles reciprocos para los sustratos glucosa y Mg ADP respectivamente.
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Los estudios llevados a cabo para determinar el efecto de MgATP sobre MgADP, a una
concentracion fija del co-sustrato glucosa, consistieron en ensayar distintas condiciones las
qgue correspondieron a las concentraciones 1000 uM y 5000 uM de MgATP, junto con una
situacidon control que consistidé en la ausencia del andlogo de sustrato. Los resultados
alcanzados en estos experimentos fueron ajustados al modelo hiperbdlico. Los ajustes
muestran que la V. no se altera con la presencia del andlogo de sustrato MgATP, en
cambio el valor de la constante de afinidad Ky, incrementa con el aumento de MgATP (Figura
2.12 B), ademas, en las graficas de los dobles reciprocos es posible corroborar este mismo
cambio, debido a que el patrén de las rectas, provenientes de estos ensayos, intersectan en
el mismo punto en el eje de las ordenadas, lo que implica que el efecto de MgATP sobre la
actividad de la enzima consiste en la inhibicién de tipo competitiva (Figura 2.12.D), lo que
significa que el andlogo de sustrato compite por el mismo sitio de unién del sustrato MgADP,

lo que se traduce en la interferencia en la formacién de los productos de la reaccién.

Junto con determinar el tipo de inhibiciédn que ejerce el andlogo MgATP respecto a MgADP,
también se determind el efecto de diferentes concentraciones del inhibidor de punto
muerto MgATP con respecto a glucosa, a concentracion fija del co-sustrato MgADP Los
ensayos realizados a distintas concentraciones de andlogo de sustrato correspondiente a
1000 uM, 3000 uM y 6000 uM de MgATP, ademas de la condicién control que corresponde a
la ausencia de MgATP. Los datos obtenidos en estos ensayos se ajustaron al modelo
hiperbdlico, también, se realizaron graficas de los dobles reciprocos con el fin de
comprender el efecto que ejerce el andlogo MgATP sobre la actividad de la enzima. Los
ajustes dan cuenta que ambos pardmetros cinéticos se ven afectados a medida que se
aumenta la concentracion de MgATP (Figura 2.12 A), disminuyendo el valor de la Vax como
también de la constante de afinidad Ky, por otra parte, de los resultados se realizaron
graficas de dobles reciprocos que indican que el comportamiento inhibitorio de MgATP es de
tipo acompetitiva (Figura 2.12 C), dado que el patrén de las rectas observadas es paralelo
entre ellas, lo que implica que el andlogo de sustrato se une a la enzima luego que se une el

primer sustrato , en este caso glucosa, formando un complejo cataliticamente inactivo.
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Figura 2.12. Estudios de inhibicion de punto muerto con el andlogo de sustrato MgATP en presencia
de los sustratos MgADP y glucosa. A, curvas de saturacion para de glucosa a diferentes condiciones
correspondiente a O uM ( @, 1000 uM ( Al, 3000 uM ( ¥) y 6000 uM (R) de MgATP. La concentracion
del co-sustrato MgADP se mantuvo a 2000 uM. B, curvas de saturacion para MgADP determinadas a
distintas condiciones de O uM ( @, 1000 uM ( Ay 5000 uM (V) de MgATP-2. C y D corresponde a las
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grdficas de los dobles reciprocos para los sustratos glucosa y Mg ADP respectivamente.
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V. IIL.4 Ajuste de los datos de las determinaciones cinéticas.

Considerando que los resultados de los ensayos de velocidad inicial, se puede inferir que el
mecanismo cinético de la enzima permutada es un mecanismo en secuencia, los datos
experimentales fueron ajustados a la ecuacion de velocidad inicial para un mecanismo en

secuencia al azar u ordenado en régimen estacionario’.

B Vinax *A* B
" Kig 'Kz +K,-B+Kgz-A+A-B

Vo

Ecuacion 2.2

Donde V,,,, corresponde a la velocidad maxima de la reaccidon, A y B representan las
concentraciones de los sustratos A y B, K;,la constante de disociacion para el complejo
enzima-A, K, y Kz corresponden a las constantes de Michaelis para los sustratos A y B,
respectivamente. También se puede usar la expresidn reciproca de la ecuacién 2.2, para
representar el comportamiento de la enzima perGK y determinar los pardmetros cinéticos
aparentes. Bajo el modelo en secuencia, la expresion reciproca de velocidad para el sustrato

A queda de la siguiente forma’”:

Ecuacion 2.3

Para el caso del sustrato B, la expresién de doble reciproco de la ecuacién de velocidad de la

reaccion para el sustrato B queda de la siguiente manera’:

Ecuacion 2.4

A partir de los ensayos de velocidad inicial realizados para los sustratos glucosa y MgADP
(Figuras 2.8 A y B) fue posible construir las graficas de dobles reciprocos que fueron usadas
para determinar los pardmetros cinéticos bajo el modelo secuencial (Figura 2.8 Cy D). Desde

las intersecciones de cada una de las curvas de dobles reciprocos para glucosa como
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también para MgADP, se construyeron graficas secundarias, las que se relacionan con el
cambio en la interaccion respecto al co-sustrato, y asi obtener los parametros cinéticos.
Desde estas nuevas graficas presentadas en las Figuras 2.8 C y D, fue posible calcular el valor
de velocidad mdxima de la reaccién de fosforilacion de glucosa, ademas de las constantes de
Michaelis verdaderas para los sustratos A y B, denominadas K, y K5 , respectivamente. En
la expresién de velocidad, para los experimentos de saturacidon de los sustrato A y B

(Ecuaciones 2.3 y 2.4), las intersecciones estan representadas por las Ecuaciones 2.5y 2.6”°.

1 (KA) 1

"E=yTt\v)a
Ecuacidn 2.5

1 /K| 1

n=yt (7) B

Ecuacion 2.6

A partir de las Ecuaciones 2.5 y 2.6, podemos calcular la constante de Michaelis del complejo
EA, denominada K,, desde los ensayos de saturacién de B a concentraciones fijas de A,
obteniendo un valor de 203 uM, mientras que la constante Kz calculada desde los ensayos

de saturacion de A, a concentraciones fijas de B da un valor 91 uM,
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Figura 2.13. Grdficas secundarias para la determinacion de los paradmetros cinéticos asumiendo
un mecanismo cinético secuencial ordenado. A, representa la relacion entre la interseccion y el co-
sustrato glucosa, para los ensayos de saturacion de MgADP (Figura 2.8 D) B, representa la relacion
entre la interseccion y el co-sustrato MgADP, para las curvas de saturacion de glucosa de la Figura

2.8C

En la Tabla 2.2 se resumen los valores para las diferentes constantes cinéticas calculadas
tomando en cuenta los sustrato variable MgADP y glucosa, ademas de la velocidad maxima
de la reaccidn, estimados por medio del ajuste al modelo de cinético secuencial ordenado
presentado en la Ecuacion 2.2., y de la misma manera fue calculado el valor de Kj,

Tabla 2.2. Valores Constantes cinéticas de la reaccion para MgADP y
glucosa y velocidad para la reaccion catalizada por la enzima perGK de T.

litoralis.
Ajuste con MgADP variable Ajuste con glucosa variable
Ka (M) 62 344
Ks (LM) 42 140
Kia (LM) 215 330
Velocidad (U*mg™) 63 70
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Los parametros cinéticos Ky, Vmax Keat, Y €eficiencia catalitica (keat/Kv) fueron obtenidos a
partir de los ajustes de las curvas al modelo cinético secuencial para ambos sustratos MgADP

y glucosa (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Resumen de pardmetros cinéticos para los sustratos glucosa y MgADP, para la reaccion
catalizada por la enzima glucoquinasa permutante

Km (LM) Vmax(U*mg_l) kcat(s-l) Keat/Km (S_IM_I)
Glucosa 203 67 56 2,8 x10°
MgADP 91 67 56 6,1 x10°

Para la mejor interpretacion de los resultados de inhibicién por producto y poder sugerir el
orden de entrada de los sustratos, ademds de determinar las constantes de inhibicion para
los productos Kiq y Ki, (Tabla 2.3), los datos de los ensayos de inhibicién fueron ajustados a
un modelo que considera la presencia de los productos P y Q para un mecanismo de dos
sustratos con entrada secuencial ordenada. La ecuacién de velocidad para la inhibicién del
producto Q sobre el sustrato A, a concentraciones constantes del co-sustrato B

corresponde a:

Ecuacion 2.7

Donde V., €s la velocidad maxima de la reaccion, A corresponde a la concentracion del
sustrato A, el que para estos ensayos es variable, B es la concentraciéon del sustrato B, que se
mantiene constante en estos ensayos. Por otra parte, Kx corresponde a la constante de
afinidad para el sustrato A, Kz es la constante de la afinidad para B, Q corresponde a la

concentracion de Qy Kjq es la constante de disociacion del producto Q.

Cuando el sustrato variable es B, a concentraciones constantes de co-sustrato de A, la
expresion de velocidad para la inhibicidn del producto Q es la siguiente””:
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- B - Vinax
0_ .
Ky -[1+% -(1+%)]+ B -[1+%- <1+&)]

iq Klq
Ecuacion 2.8

Al igual que para la Ecuacién 2.7, V,,, ., corresponde a la velocidad maxima de la reaccidn, B
es la concentracion del sustrato B, variables en estos ensayos, A corresponde a la
concentracion constante del sustrato A. Q es la concentracidon del producto Q, Ks es la
constante de afinidad para el sustrato A, Kg la constante de afinidad para el sustrato B y K, la

constante de disociacion del producto Q.

A partir de ambas ecuaciones de velocidad se puede determinar la Kjq, lo que se puede llevar
a cabo por medio de la evaluacidn de las pendientes e intersecciones de las graficas de doble
reciproco. En el caso de la inhibicién de Q sobre el sustrato A, la expresién de velocidad es la

siguiente:

(%)

<=

1 K K, K
_:_A.<1+“1—B>. 1+£.
170 V KAB Kiq

Ecuacion 2.9

L .
-(1+—) Kl-q-(1+K—A)

Kia

Ecuacion 2.10

De las Ecuaciones 2.9 y 2.10 " se puede observar que producto Q afecta la afinidad del
sustrato A, provocando una inhibicion de tipo competitiva de Q con respecto al sustrato A.
En cambio para el caso de B, las expresiones de velocidad (Ecuaciones 2.8 y 2.10) indican
gue Q actua como inhibidor mixto, afectando la afinidad y disminuyendo la velocidad de la

reaccion.

El producto P, el primero en ser liberado presentando una inhibicién de tipo mixto tanto
para A como para B, ya que P se une a una forma de enzima distinta a como lo hacen los

sustratos A y B. La expresién de velocidad para la inhibicidon de P sobre A, corresponde a:
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A Viax

0= . . :
KA[1+K”KB(1+ o >]+ A-[1+K—B(1+ KQP)+L
Ka'B Kiqg Kp B KigKp Kiq

14

Ecuacion 2.11

La expresiodn de velocidad para el sustrato B en presencia del producto P es la siguiente:

v B - Vinax
0= Kia KoP Kqg, P
KB'(1+T)'(1+Kiq_KP)+B'<1+7+K—ip>

Ecuacion 2.12

Ambas expresiones de velocidad, Ecuaciones 2.11 vy 2. 127° pueden ser formuladas a través

de sus respectivos reciprocos.

)ofre——
C (%)

_1 (KoKB B
Kip \KpKiq

i= Ky .(1+Kia'KB)_

1+ P .
Kp'ﬁ'(1+ KA.B)

Kiq'KB

Ecuacion 2.13

L <1+ A) 1+ F
% BT\ Ky (1+9)

Ecuacion 2.14

Para ambos casos, el producto P presenta un comportamiento de un inhibidor de tipo mixto,
con respecto a los sustratos A y B, lo que se ve reflejado en una disminucion en la velocidad

maéxima y en un aumento de la constante de Michaelis”.

Considerando los resultados evaluados mediante las graficas de dobles reciprocos obtenidos
a partir de los ensayos de inhibicion por producto, ha sido posible sugerir la identidad de las
especies A, B, P y Q. Gracias a la informacién obtenida de los ajustes realizados para la

determinacion de las constantes cinéticas, se infirid6 que la especie A corresponderia al
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sustrato glucosa, debido al efecto inhibitorio de tipo competitivo respecto a glucosa-6-P
(Figura 2.10 A y B), visto desde la reaccidén reversa. Por otra parte, la especie B podria
corresponder al complejo MgADP, dado que el patron de inhibicién observado para el
producto MgAMP, resulté ser de tipo mixto, lo que nos da indicios que este sustrato se
estaria uniendo luego que se une la especie A (glucosa). El producto P corresponderia a
MgAMP ya que la inhibicién que presenta sobre ambos sustratos es de tipo mixta (Figura 2.9
A B, C y D), mientras que Q corresponderia al producto glucosa 6-P ya que el tipo de

inhibicidn que ejerce glucosa sobre glucosa-6-P resulto ser competitiva.

A partir de las graficas de dobles reciprocos, que representan el efecto del producto glucosa
sobre glucosa-6-P (Figura 2.10 B), se construyeron graficas secundarias para las diferentes
pendientes e intersecciones, y usando la expresién de velocidad presentada en la Ecuacion
2.9 fue posible calcular el valor de las constantes de inhibicién del producto glucosa (Kig)

(Figura 2.14 Ay B).
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Figura 2.14. Grdficas secundarias para la determinacion del efecto del producto glucosa sobre
los parametros cinéticos para glucosa-6P. A. Relacion entre la pendiente y el producto glucosa
B. Relacion entre la interseccion el producto glucosa para los ensayos de saturacion de glucosa-
6-P, para los ensayos de saturacion de glucosa-6-P representados en la Figura 2.108B.

Para analizar los cambios de las pendientes e intersecciones provocados por el producto
MgAMP, se generaron graficas secundarias, que se ajustaron a las Ecuaciones 2.12 y 2.13,
para poder determinar las constante de inhibicidn del producto P para las cinéticas de los

sustratos Ay B (K;,) (Figura 2.15 Ay B).
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Figura 2.15. Grdficas secundarias para la determinacion del efecto del producto MgAMP sobre los
parametros cinéticos de los sustratos glucosa y MgADP. A y B presentan la relacion entre la interseccion y la
pendiente con el producto MgAMP, respectivamente, para los ensayos de saturacion de glucosa de la Figura
2.9 CyD. Cy D presenta la relacion que existe entre la interseccion y la pendiente, con el producto MgAMP,
respectivamente, para los ensayos de saturacion de MgADP de la Figura 2.9 Ay B.

Tabla 2.4. Resumen de pardmetros cinéticos obtenidos a partir de los ensayos de inhibicion por
producto.

Inhibidor Sustrato Inhibicion Kig(1M) Kip(1M)
variable

Glucosa Glucosa 6 P Competitiva 70

MgAMP Glucosa Mixta 1.332

MgAMP MgADP Mixta 318
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Para interpretar correctamente los resultados de los ensayo de inhibicion por andlogos de
punto muerto, y poder establecer el orden de entrada de sustrato y salida de los productos
de la reaccién catalizada por la enzima perGK, junto con las constantes de inhibicién, K,y K,

para los analogos de sustrato, los datos se ajustaron al modelo Bi-Bi en secuencia ordenado.

La ecuacion de velocidad en forma de dobles reciprocos para la inhibicién por el analogo de

sustrato I, que se une a la forma de enzima libre, se expresa de la siguiente forma:

Cuando varia la concentracion de sustrato A, a concentraciones constantes de co-sustrato de

B corresponde a:

1 KA( Kiq - Kp I 1 1 Ky
— - 1+ )-(1+—)-—+ (1+—)
Vo Vinax K,-B

Ecuacion 2. 15

Para la situacién en que la concentracion sustrato B varia, y el co-sustrato A se mantiene a
concentraciones constantes, la expresién del reciproco de velocidad para la inhibicién por

andlogo de sustrato I, corresponde a:

+ =4
A K A

1 KB (1 Kia Ki 1>

vO Vmax
Ecuacion 2.16

De la ecuacién de velocidad (Ecuacién 2.15)"° para el inhibidor de punto muerto I, se puede
inferir que este andlogo de sustrato afecta la afinidad de la enzima por el sustrato A, no asi la
velocidad maxima de la reaccion. Estos efectos son caracteristicos de la inhibicidn
competitiva. Por otra parte, la expresién de velocidad para el sustrato B (Ecuacién 2.16)"
indica que el inhibidor de punto muerto I afecta la afinidad de la enzima por el sustrato By

la velocidad de la reaccidn.

En el caso del inhibidor de punto muerto X que se une a las forma de enzima EA, las

expresiones de velocidad se describen en las siguientes ecuaciones.
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Si varia la concentracion del sustrato A y se mantiene constante la concentracién del co-

sustrato B la expresidn de velocidad corresponde a:

Ecuacion 2.17

En cambio, si se varia la concentracion de B y la concentraciéon del co-sustrato A es

constante, la ecuacién de velocidad corresponde a:

Ecuacion 2.18

Las ecuaciones de velocidad que describen el efecto de inhibidor de punto muerto X, que se
une a la forma de enzima EA, cuando el sustrato A varia, indican que X actia como inhibidor
de tipo acompetitivo, afectando la afinidad de la enzima por el sustrato y disminuyendo la
velocidad de la reaccién. En cambio cuando se varia la concentracion de B, el efecto que
ejerce el inhibidor X es una inhibicién de tipo competitiva, afectando sdélo la afinidad del

sustrato por la enzima.

De las representaciones de dobles reciprocos, que muestran el efecto que tienen los
analogos de sustrato 1,5-anhidroglucitol y MgATP sobre los sustratos MgADP y glucosa, se
construyeron graficas secundarias (Figura 2.16 y 2.17) de las pendientes y de las
intersecciones. Utilizando la expresidn de velocidades presentadas en las ecuaciones 2.17 y
2.18", fue posible calcular el valor de las constantes de disociacién de los inhibidores punto

muerto.
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Figura 2.16. Grdficas secundarias para determinar el efecto de los andlogos de sustrato 1,5-
anhidroglucitol sobre los parametros de los sustratos glucosa y MgADP. En A y B, se muestra
la relacion entre la interseccion, como también la pendiente, con el andlogo de sustrato 1,5
anhidro D-glucitol, respectivamente, para los ensayos de saturacion de glucosa mostrados en
la Figura 2.14 Ay C. En C y D se presenta la relacién tanto de la interseccion como de la
pendiente con le andlogo de sustrato 1,5-anhidroglucitol, respectivamente, para los ensayos de
saturacion de MgADP, mostrados en las Figuras 2.14 By D.
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Figura 2.17. Grdficas secundarias calculadas para determinar el efecto de los andlogos de sustrato
MgATP sobre os parametros de los sustratos glucosa y MgADP. En A y B, se muestra la relacion entre
la pendiente y la interseccion, con el andlogo de sustrato MgATP, respectivamente, para los ensayos de
saturacion de glucosa mostrados en la Figura 2.14 Ay C. En Cy D se presenta la relacion tanto de la
pendiente como de la interseccion con le andlogo de sustrato MgATP, respectivamente, para los
ensayos de saturacion de MgADP, mostrados en las Figuras 2.14 By D.

Al comparar los patrones de rectas obtenidas a partir de las graficas de los dobles reciprocos
de los ensayos de inhibicién de punto muerto cuando se utiliza 1,5-anhidroglucitol como
analogo de sustrato respecto a glucosa, con lo descrito en la literatura’, se observa que el
patron de las curvas se relaciona con una inhibicidon de tipo competitiva. Estos resultados
indican que glucosa y el analogo 1,5-anhidroglucitol se une al mismo sitio en la enzima

perGK. Por otra parte cuando se varia MgADP, la inhibicién que ejerce 1,5-anhidroglucitol es

de tipo mixta.

Estos resultados indican que glucosa deberia ser el primer sustrato en unirse a la enzima
perGK, ya que el sustrato como el inhibidor glucosa 6-P como el analogo de punto muerto
para glucosa muestran un comportamiento inhibitorio de tipo competitivo respecto glucosa.

En cambio, MgADP, se une a la forma de enzima EA luego que la enzima unid a glucosa.
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Estos resultados se confirman al realizar los ensayos de inhibidor de punto muerto, donde
fue utilizado como analogo de sustrato de MgADP, MgATP. Los datos obtenidos indican que
MgATP, se une a la forma de enzima E-glucosa, ya que los patrones de inhibicién indican que
MgATP actiia como inhibidor acompetitivo respecto a glucosa, es decir, MgATP no se une a
la misma forma de enzima que glucosa. Mientras que para el caso de MgADP, MgATP actua
como inhibidor de tipo competitivo, lo que significa que se estaria uniendo a la misma forma

de enzima que lo hace el sustrato Mg ADP.

Tabla 2.5. Resumen de pardmetros cinéticos obtenidos a partir de los ensayos de inhibicion por
andlogo de sustrato.

Inhibidor Sustrato Inhibicion Ki (1M) Kx(nM)
variable
1,5- Glucosa Competitiva 5934 -

Anhidroglucitol

1,5- MgADP Mixta 1307 -
Anhidroglucitol

MgATP Glucosa Acompetitiva - 289

MgATP MgADP Competitiva - 1696

V.IIL 5. Validacion del mecanismo cinético mediante ajustes globales

Con la intencion de validar el mecanismo cinético de la enzima permutada, obtenido
mediante el andlisis visual de graficos de dobles reciprocos, los datos experimentales de
velocidad fueron sometidos a ajustes globales mediante el programa computacional DynaFit

(version 4.05.129).

Los estudios de inhibicién por producto, como también por andlogos de punto muerto, las
gue fueron ajustados a los modelos de inhibicidn competitiva, acompetitiva y mixta. Para
todos los modelos se establecid un equilibrio rapido en los procesos de asociacién entre las

diferentes formas de la enzima y los sustratos.
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Los ajustes globales realizados para los ensayos de inhibicidén por producto concuerdan con
lo observado en los graficos de doble reciproco. En el caso de la inhibicién de MgAMP en
relacion a glucosa como sustrato, el modelo al que mejor se ajustan los datos fue una
inhibicién mixta, lo que se relaciona con el patrén de lineas que se intersectan en la
izquierda del eje de las ordenadas en el grafico de doble reciproco (Figura 2.9 B) Al igual que
en lo que sucede con glucosa, los datos de inhibicién de MgAMP sobre ADP como sustrato,
se ajustaron al modelo de inhibicion mixta lo que concuerda con el grafico de doble

reciproco con un patrén de lineas que se intersectan a la izquierda del eje Y (Figura 2.9 D)

El resultado obtenido de los ajustes globales realizados para la inhibicién de glucosa sobre
glucosa 6-P (Figura 2.10) mostré un mejor ajuste al modelo de inhibicidn competitivo,
ademas los parametros cinéticos calculados desde el ajuste global (Kigic= 53 uM) son
similares a los obtenidos por regresion lineal de los graficos secundarios (Kigic= 70 puM)

(Tabla 2.4).

Por otra parte, los analisis de ajustes globales, para la inhibicién por analogos de punto
muerto para glucosa y MgADP, muestran que el andlogo de glucosa, 1,5-anhidroglucitol (1,5
ANG) presenta una inhibicién competitiva respecto a glucosa (Figura 2.11 C), con un valor
para la constante de inhibicion de (Ki;, sang= 5.7 mM) el cual es equivalente al obtenido de
los graficos lineales secundarios (Ki;, sang= 5.9 mM). La inhibicién del analogo 1,5-
anhidroglucitol en relacién con el sustrato MgADP se ajusta globalmente a un modelos del
tipo mixto, con una Kiy s ang €n presencia de MgADP de 4.9 mM similar a la obtenida desde

los graficos lineales secundarios(Kiy sang=1.3 mM). (Figura 2.16 y Tabla 2.5)

Para los ajustes globales de los datos de inhibicién por el andlogo de punto muerto de
MgADP, MgATP, indican que el modelo de inhibicidn al que mejor se ajustan los datos es del
tipo competitivo corroborando la eleccidn del andlogo de punto muerto (Figura 2.12 D). Por
otra parte, se observé que la constante Kiatp que resulta del ajuste global se asemeja a lo
calculado desde los graficos lineales secundarios, Kiarp = 1.9mM y Kiarp = 1.7mM,

respectivamente (Figura 2.17 y Tabla 2.5).

La inhibicion de MgATP sobre glucosa, indica que los datos se ajustan a dos modelos de
inhibicién, mixto y acompetitivo. No obstante, tomando en cuenta la diferencia de los
criterio de informacion de Akaike, corregidos para ambos modelos de inhibicién, es de 4

(AAICc), lo que da un mejor soporte estadistico al modelo acompetitivo, por lo anterior se
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escogio el modelo de inhibicidn acompetitivo, que ademas esta de acuerdo a lo observado

en los graficos de doble reciproco (Figura 2.12 C).

Recopilando toda la informacidn obtenidos desde los graficos de doble reciprocos y de los
ajustes globales, ha sido posible determinar el mecanismo de la enzima perGK. Los datos
ajustados y graficados por dobles reciprocos muestra que los patrones de curvas
intersectantes observadas para ambos sustratos, indican la formacién de un complejo
ternario, lo que implica que la enzima perGK corresponde a un mecanismo secuencial
ordenado o al azar. Asimismo, para establecer si el mecanismo es ordenado o al azar y el
orden de entrada de los sustratos y salida de los productos; para el primer caso se realizaron
ensayos de inhibicidn por producto y por analogos de punto muerto. En el caso de las
inhibiciones por producto, las representaciones de dobles reciprocos muestran que glucosa
respecto a glucosa-6-P actia como inhibidor competitivo de la reacciéon reversa,
considerando que la enzima perGK tiene la capacidad de catalizar la reaccién en ambas
direcciones, se puede interpretar que glucosa-6—P actia como inhibidor competitivo
respecto a glucosa. Por otra parte, los ensayos de inhibiciéon por producto MgAMP, respecto
a ambos sustratos, indican que éste actia como inhibidor de tipo mixto. Si bien estos
resultados de inhibicidon por producto dan indicio que el mecanismo de la enzima perGK,
corresponderia a un mecanismo de tipo secuencial ordenado, no es posible aseverar esta
situacion por la falta de las inhibiciones de glucosa-6P respecto a MgADP por limitaciones
experimentales. Para verificar el mecanismo y el orden con el que se unen los sustratos y se
liberan los productos de la enzima perGK, se realizaron experimentos de inhibicién por
analogos de punto muerto utilizando 1,5 anhidroglucitol y MgATP para glucosa y MgADP
respectivamente. Las graficas de los dobles reciprocos muestran que 1,5 anhidroglucitol es
inhibidor competitivo de glucosa y no es sustrato de la enzima, indicando que es un analogo
de punto muerto, en cambio 1,5 anhidroglucitol actia como inhibidor de tipo mixto respecto
a MgADP, mostrando que el azucar seria el primer sustrato en unirse a la enzima libre. Por
otro lado, el inhibidor MgATP ejerce una inhibicidon del tipo competitiva en relacién al
sustrato MgADP y este analogo tampoco es sustrato de la enzima, en cambio la inhibicion
que ejerce MgATP respecto a glucosa es de tipo acompetitiva, indicando que el inhibidor se
une a la forma de enzima E-glucosa comprobando que el nucleétido es el segundo sustrato

en unirse a la enzima.
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Estos resultados fueron validados al someter los datos experimentales a ajustes globales de
los modelos de inhibicion competitiva, acompetitiva y mixta, a través del uso del programa
computacional DynaFit. Dichos ajustes fueron coincidentes con los patrones de inhibicidn

observados en las graficas de los dobles reciprocos de las inhibiciones.

Mediante el andlisis de ajustes globales con DynaFit es posible realizar una comparacion
entre los mecanismos: secuencial al azar, secuencial ordenado y ping pong, bajo la
simplificacidn que la reaccidn sucede a través de un equilibrio rapido. Aunque la cantidad de
informacidn, que se obtiene desde las distintas curvas de saturacion respecto a las distintas
concentraciones de co-sustrato ensayadas en este estudio es reducida, es posible tener un

ajuste para los distintos mecanismos anteriormente mencionados.

El resultado que entregd el ajuste global, muestra que el mecanismo al que mejor se ajustan
los datos de velocidad de la enzima perGK corresponde a un mecanismo secuencial al azar.
Sin embargo, al analizar los pardmetros cinéticos obtenidos para este mecanismo se observa
qgue la uniéon de ADP como primer sustrato se ve altamente desfavorecido por la baja
afinidad a la enzima libre a este sustrato (Ky = 18 mM), respecto a la afinidad de la enzima
libre por glucosa (Km=91 uM), lo que indica que si bien existe una posibilidad de que la
enzima funcione con un mecanismo al azar, en condiciones fisiologicas de sustratos la

enzima utilizaria un mecanismo secuencial ordenado.

Con estos resultados podemos afirmar que el mecanismo de la enzima perGK de T. litoralis
corresponde a un mecanismo en secuencia ordenado, donde el primer sustrato que se une a
la enzima es glucosa seguido por la unién de MgADP, para que posterior a la catdlisis, se

libere MgAMP vy finalmente el producto glucosa 6-fosfato tal como se representa en el

Esquema 2.1.
GLUCOSA MgADP MgAMP GLUCOSA 6-P
E E

E-GLUCOSA  E-GLUCOSA ¢ E-GLUCOSA-6P  E.GLUCOSA -6P

MgADP MgAMP

Esquema 2.1. Mecanismo de reaccion secuencial ordenado Bi-Bi, para la reaccion de
fosforilacion de glucosa catalizada por la enzima perGK. E representa a la enzima libre, las flechas
indican la entrada de los sustratos y la salida de los productos.
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V. IV. Determinacion de la estructura de la enzima permutante perGK en su
forma Apo, en complejo con D-glucosa y en complejo ternario perGK-D-
glucosa-ADPfS.

Con el objetivo de revisar las bases estructurales que estarian determinando la especificidad
por el nucledtido se generaron las estructuras cristalinas de resolucion atémica de la
proteina perGK, en tres condiciones distintas, en ausencia de sus ligandos (Apoenzima),
como también, en presencia de su ligando D-glucosa, y en complejo ternario con D-glucosa y

el analogo de ADP, ADPfS.

Figura 2.18. Cristal de proteinas perGK en complejo con D-glucosa.

Los cristales de proteina difractados por rayos-X, nos entregaron una serie de datos que nos
informan acerca de la forma de la disposicién de la proteina en el cristal. Los tres cristales
pertenecieron al mismo grupo espacial (P2;2:2;) y fueron isomérficos entre si. La estructura
en ausencia de ligandos (apoenzima) fue obtenida a una resolucién de 2.14 A, mientras que
con el ligando D-glucosa la resolucién de la estructura fue de 1.95 A, y finalmente la proteina
en complejo con D-glucosa y ADPBS fue obtenida a una resolucién correspondiente a 2.44 A.
Todas las estructuras expuestas en este estudio fueron obtenidas por reemplazo molecular
utilizando como modelo las estructuras de la proteina TIGK en fu forma apo y en complejo
con glucosa ADPPS cuyos codigos PDB corresponden a 4B8S y 4BSR34,respectivamente, las

gue fueron obtenidas en este trabajo de tesis.

El mapa de densidad electrdnica de las estructura de la proteina en su forma apo presenta
diferencias con los mapas de densidad electrénica de las estructura de la proteina con D-

glucosa y en complejo ternario, lo que se explica por los movimientos de los dominios mayor
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y menor. La coleccion de datos de la difraccion de rayos-X y la estadistica de refinamiento de

las tres estructuras de la proteina perGK se resumen en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Coleccion de datos de difraccion de rayos-X y estadistica de refinamiento.

perGK-Apo

perGK-D-glucosa

perGK-glucosa —ADPfS

Coleccion de datos

Longitud de onda (A)

0.9801

0.9801

0.9801

Grupo espacial

P2,2,2,

P2,2,2,

P2,2,2,

Dimension de la celda Unitaria

a,b,c (A) 95.2,99.2,113.4 96.6, 97.6, 113.6 96.3,97.8,113.5
a,B,v(°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Rango de resolucion (A)
48.73-2.148 49.12-1.915 58.73-2.441

(resolucion de la ultima

(2.225 -2.148)

(1.983 -1.915)

(2.529-2.441)

capa)

Rimerge 0.05256 (0.9049) 0.0775 (0.7406) 0.07656 (0.7402)
Rmeas 0.05949 0.08268 0.08367
1/a(l) 13.91 (1.59) 15.81 (2.45) 14.56 (2.35)

Reflexiones totales

259,092 (24,480)

696,629 (60,020)

252,658 (24,959)

Reflexiones tinicas

58,599 (5621)

82,820 (7807)

40,469 (3974)

Completitud (%)

98.94 (95.68)

99.47 (95.20)

99.89 (99.90)

Multiplicidad

4.4 (4.4)

8.4(7.7)

6.2 (6.3)

B Wilson

46.99

28.87

49.71

Refinamiento

Reflexiones usadas

para R-free

8%

8%

8%

R-work

0.1824 (0.3302)

0.1599 (0.2371)

0.1678 (0.2526)

R-free

0.2338 (0.3916)

0.1968 (0.2872)

0.2282 (0.3430)




No. Atomos

Atomos distintos de

7483 8017 7482
hidrogeno.
Macromoléculas 7217 7272 7249
Ligandos 72 138
Agua 189 673 95
Residuos de proteinas 902 902 903
Desviacion R.M.S
Longitud de enlace (&) 0.008 0.010 0.008
Angulos de enlace (°) 1.04 1.15 1.14
Graficas de Ramachandran
Ramachandran favorables
96.8 98 97
(%)
Ramachandran permitidas
3.2 2 3
(%)
Ramachandran
0 0 0
desfavorables (%)
B-factor promedio (A?) 67.60 39.60 56.40
Macromoléculas 67.50 39.20 56.00
Ligandos 93.00 51.10 80.90
Solvente 58.60 43.20 51.90

En las tres estructuras cristalinas de la enzima perGK de T. litoralis (Figura 2.18) es posible
observar el dominio mayor y el dominio menor. En el dominio mayor es posible observar el
plegamiento tipo riboquinasa (a/B/a), donde se distinguen diez hebras B rodeada por doce
o-hélice y tres hélices 319, mientras que el dominio menor estd conformado por cinco

hebras-B y cuatro a-hélices. Por otra parte, entre ambos dominios es posible distinguir una
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hendidura donde se encuentra ubicado el sitio activo de la enzima perGK, lo cual ha sido
reportado para otros representantes de la familia quinasa dependientes de ADP. La unién de

los dominios menor y mayor esta formada por cuatro hebras-p pertenecientes al dominio

menor y tres a-hélices del dominio mayor.

Figura 2.19. Estructuras tridimensionales de la proteina perGK de T. litoralis obtenidas en diferentes
condiciones. En A muestra la proteina perGK en su condicion apo (sin ligando), donde es posible
observar que la distancia entre los dominios es mayor respecto a las otras estructuras. El dominio
menor estd representado con el color magenta. B se presenta la estructura de la proteina perGK en
presencia del ligando D-glucosa, la cual muestra que sus dominios se encuentran mds cercanos respecto
a la estructura Apo. El dominio menor es representado en color azul y la molécula de D-glucosa es
representado con el formato de varillas, donde los dtomos de carbono son coloreados de verde,
mientras que los dtomos de oxigeno se muestran en color rojo. C corresponde a la proteina en complejo
con sus ligandos D-glucosa y el andlogo de sustrato ADPBS, al igual que en la estructura con D-glucosa,
los dominios menor y mayor se presentan a una distancia menor, respecto a lo observado en la
estructura en su forma apo. El dominio menor es exhibido en color verde, mientras que las estructura de
las moléculas de ligando se representa en forma de varillas cuyos dtomos de carbono se colorean de
verde, los dtomos de oxigeno en rojo, los dtomos de nitrégeno en azul, y los de fosforo en anaranjado.

Al superponer las estructuras de la proteina perGK en las diferentes condiciones en la que
fueron cristalizadas (Figura 2.19), es posible observar diferencias espaciales en la posicién
del dominio menor respecto al dominio mayor. Este cambio es provocado por el cierre de los
dominios luego de la unidn de su ligando D-glucosa. Sin embargo, el cambio mas notorio
sucede en el dominio menor, donde arreglos conformacionales generados por la unién de
glucosa provocan que el dominio menor se acerque al dominio mayor, en cambio en el
dominio mayor se observa un movimiento de rotacién y contraccién respecto a la estructura

apo. Mediciones del centro de masas del dominio menor y mayor indican que, en la
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estructura en ausencia de ligandos, la distancia de separacion entre ambos dominios en de
30.08 A, mientras que en la estructuras en complejo con D-glucosa y en complejo ternario,
esta distancia disminuye a 26.4 A. Por otra parte, se realizaron célculos de los radios de giro
(Rg) de las estructuras cristalinas mediante el uso del programa Crysol81, el cual evalla la
dispersidon de macromoléculas en solucion a partir de su estructura atémica resuelta, las que
se ajustan a las curvas de dispersion obtenidas por SAXS. Los valores de Rg resultante del
analisis muestran que la enzima en su forma apo, presenta un valor 24.12 A, el que
experimenta cambios en su empaquetamiento una vez que se une glucosa, variando su Rg a
22.95 A, sin embargo, este valor se mantiene en la estructura del complejo ternario de la
enzima perGK. Estos resultados sugieren que la unidon de glucosa genera cambios
conformacionales en la proteina, sin embargo la unién del nucleétido de adenina no provoca

cambios posteriores en la conformacién de la proteina perGK.

Figura 2.20. Superposicion de las estructuras tridimensionales de la proteina perGK obtenida en
distintas condiciones. En gris se muestra el dominio mayor. El dominio menor de la proteina perGK
en su forma Apo se exhibe en magenta. El dominio menor de la estructura en complejo con D-
glucosa se representa en color azul, mientras que la estructura en complejo ternario se muestra en
verde. Las moléculas de ligando se representa en forma de varillas cuyos dtomos de carbono se
colorean de verde, los atomos de oxigeno en rojo, los dtomos de nitrégeno en azul, y los de fosforo
en anaranjado.
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Gracias a la obtencién de la estructura tridimensional de la enzima permutante es posible
observar los cambios en la regién B-meandro en la enzima glucoquinasa de T. litoralis. Estos
cambios suceden especificamente entre los elementos secundarios que conectan las hebras
B16 y B17, mientras que en la enzima permutante el cambio genera una nueva conexién
entre las hebras 14 y B17. Otro cambio que se generd a través de la permutacion es en los
elementos secundarios que enlazan a la hebra 14 con la hélice al5 en TIGK que, en cambio,

en la proteina permutada esta conexién esta dada entre las hélices al5y al7.

Figura 2.21. Diagrama de la topologia de la enzima glucoquinasa dependiente de ADP de T.
litoralis y su version permutante. A Diagrama de la topologia de la de la proteina TIGK entre el
residuos 302 al final de la proteina en el extremo carboxilo terminal. B corresponde a la topologia de
la construccion de la proteina perGK, desde el residuo 302 hasta el extremo carboxilo terminal en el
residuo 457. Las conexiones que fueron cambiadas para generar una nueva topologia son
representadas en azul. En C se muestra la localizacion de la region 8 meandro en la estructura de la
proteina TIGK, mientras que en D se muestra la region 8 meandro de la proteina glucoquinasa
permutada.
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V. V. Descripcion del sitio de union de los ligandos D- glucosa y ADP@S

V. V. 1. Sitio de unién de MgADP

La unién del sustrato MgADP esta mediado por interacciones que se generan con diferentes
residuos que conforma un bolsillo apolar, el cual se localiza principalmente en la regién B-
meandro del dominio mayor de la proteina. En esta regién, los residuos que reconocen a la
adenosina se encuentran situados en el lazo mayor ubicado entre la hélice al7 la hebra 17,
mientras que los residuos encargados del reconocimiento del grupo fosfato se encuentran

ubicados entre en un lazo menor, el cual estd flanqueado por las hebras 13 y f17.

Los residuos que participan en esta union corresponden a Asn305 e His352, que estabilizan
los grupos fosfatos del nucledtido, donde la cadena lateral de Asn305 entrega dos enlaces de
hidrégeno con el grupo OH de los fosfato a y B del nucledtido de adenina. Por otra parte,
His352 acepta un enlace de hidrégeno con el grupo OH del fosfato a del ADP, ademas His352
establece un puente de hidrogeno con el H2’ de la ribosa. No obstante, una molécula de
agua genera un enlace con el 02’ del grupo fosfato a del nucledtido, la que a su vez
interacciona con la cadena lateral de Glu308. Por otra parte, el H3’ de ribosa establece un
puente de hidrogeno con el grupo carbonilo de Thr353, mientras que en la porcion de la
base nitrogenada del ADP, es posible distinguir la formacién de tres puentes de hidrogeno,
uno de ellos se establece entre el N3 con una molécula de agua, la que a su vez interacciona
con el grupo OH de Tyr357, mientras que, con Val376 forma dos enlaces por interaccidn del
grupo NH6 y N1 del anillo de adenina, con el grupo carbonilo y con el grupo NH del residuo

de valina.
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Val376

Glu308

Figura 2.22. Residuos que conforman el bolsillo de unién del nucleétido. En la representacion
se muestran los residuos que unen al sustrato MgADP a través de una serie de enlaces de
hidrdgeno en distintas partes del nucledtido. Los residuos estdn representados en forma de
varillas, donde los dtomos de carbono se colorean en celeste, oxigeno en color rojo, nitrdgenos
en color azul y los dtomos de fésforo en amarillo. En forma de cintas se muestra la estructura
secundaria que forman parte los residuos que unen MgADP.
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V. V. 2. Sitio de unién de D- glucosa

La unién de D-glucosa en el sitio activo de la enzima perGK estd propiciada por la interaccién
con las cadenas laterales de los residuos Asp42, Glu96, Gly120, His184 y Asp387, que en su
mayoria se encuentran ubicados en el dominio menor de la proteina. El residuo Asp42
establece dos enlaces de hidrégeno con los 3'OH y 4°0OH del azucar, de la misma manera
Glu96 acepta dos enlaces de hidrégeno con los hidroxilos 1’0OH y 2’0OH de glucosa. Por otra
parte, His184 ofrece dos puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilos 2’0OH y 3’OH,
mientras que los residuos Asn205 y Asp387, que estdn relacionados en el mecanismo
catalitico de la enzima, se ubican apuntando los extremos de sus cadenas laterales al grupo
6’0OH de glucosa. Todos estos residuos forman una red de puentes de hidrégeno alrededor
del anillo pirano del azucar, permitiendo la sujecion de glucosa. Ademas, es posible observar
dos molecular de agua que se encuentran formando interacciones con el azucar, el grupo
6’0H establece un enlace de hidrégeno con una moléculas de agua, donde mientras que una

segunda molécula de agua forma otro puente de hidrégeno con el grupo NH de GIu96.

His184

iy

Asp387

Figura 2.23. Residuos que forman el sitio de union a glucosa. En la representacion se muestra
la red de enlaces de hidrogeno los ubicados en el dominio menor. Los residuos estdn
representados en forma de varillas, donde los dtomos de carbono se colorean en celeste,
oxigeno en color rojo, nitrégenos en color azul y los dtomos de fésforo en amarillo. En forma
de cintas se muestra la estructura secundaria que forman parte los residuos que unen glucosa.
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VI. DISCUSION

En este trabajo se propuso estudiar el efecto que provoca el cambio topoldgico en la regidon
B-meandro sobre la especificidad del nucledtido de adenina. Esta regién forma gran parte
del sitio de unién al nucledtido y es una de las diferencia mds notable entre la familia de
quinasas dependientes de ADP respecto a las quinasas dependientes de ATP. Para estudiar
dicho efecto se utilizdé como modelo la proteina glucoquinasa dependiente de ADP de la
Archaea Thermococcus litoralis, en donde se realizaron cambios en su topologia en el
extremo C—terminal, mediante permutacién circular, con la finalidad de obtener un motivo
B-meandro, que se presenta en las quinasas dependientes de ATP, y como consecuencia una

proteina glucoquinasa permutada.

Luego de purificar a homogeneidad la proteina glucoquinasa permutada, se examind el
efecto del cambio topolégico sobre la funcidn catalitica de la enzima, por lo que se
determiné la actividad glucoquinasa de la enzima perGK con ambos nucledtidos de adenina,
ADP y ATP, con el propdsito de evaluar la discriminacién en el uso de éstos por parte de la
proteina permutada. Sélo se observd actividad en presencia de 10 mM ADP, aunque fue
menor que la obtenida para TIGK, 22 U*min-1y 43 U*min-1, respectivamente. En contraste,
cuando se utilizé ATP como dador de grupo fosfato, la enzima perGK no presentd actividad

respecto a lo observado en el control en ausencia de glucosa.

Estos resultados indican que un cambio en el ordenamiento de la topologia en el sitio de
union al nucleétido, en este caso a través de una permutacién, no es suficiente para generar
un cambio en la especificidad por éste. Posiblemente sea necesario realizar cambios
puntuales a nivel de algunos aminoacidos que conforman el sitio de unién del nucledtido en
la disposicidn de los elementos de estructura secundaria de modo asemejar esta disposicidn
a lo que observa en los miembros pertenecientes a la familia de las enzima quinasa

dependientes de ATP.

Con la finalidad de inspeccionar si el cambio en la topologia alteraba otras propiedades
cataliticas determinamos el mecanismo cinético de la enzima. Para ello se realizaron
estudios de velocidad inicial, junto con ensayos de inhibicién por productos e inhibiciones de
punto muerto por andlogos de sustratos, para de esta manera obtener informacién acerca

del tipo de mecanismo, el valor de sus pardmetros cinéticos, y si éstos se relacionan con el
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mecanismo que exhibe la enzima glucoquinasa nativa. Los resultados de los ensayos
cinéticos indican que el mecanismo de la enzima glucoquinasa permutante es en secuencia
del tipo ordenado tal como se representa en el Esquema 2.1, donde la reacciéon de
fosforilacién de glucosa se inicia con la unién de glucosa al sitio, para luego dar paso a la
entrada y uniéon de MgADP, la que continlda con la transferencia del grupo fosfato B del ADP
hasta el grupo OH6’ de glucosa y finalizar con la liberacién del producto MgAMP y

posteriormente glucosa-6 -P.

El mismo tipo de mecanismo ha sido demostrado en la enzima dependiente de ADP TIGK?*,
sin embargo, el orden que se describe para esta enzima difiere respecto a la enzima perGK,
ya que la reaccidn en la enzima TIGK se inicia con la union de MgADP continuando con la
unién del azucar para posteriormente liberar el azicar fosforilada y MgAMP. Por otra parte,
el orden de entrada de los sustratos, glucosa en primer lugar seguido por MgADP, ha sido
reportado en miembros de la familia de quinasa dependiente de ATP, fosfofructoquinasa 2
de E.coli *, riboquinasa de E.coli*’ y adenosina quinasa humana®®, lo que nos lleva a pensar
que el cambio en la topologia en el sitio de unién del nucledtido podria ser un paso previo al

cambio en la especificidad de este sustrato.

Para relacionar el orden de entrada de los sustratos con los cambios conformacionales que
sufre la proteina durante la catalisis se generaron las estructuras cristalinas de la enzima en
diferentes estados, es decir, en ausencia de ligando, en presencia de glucosa y en complejo
ternario con glucosa y el andlogo no hidrolizable de ADP, ADPS. A partir de lo observado en
las estructuras cristalinas, se infiere que la enzima glucoquinasa permutada sufre cambios en
su conformacidn luego que se une el primer sustrato, glucosa, no asi cuando se forma el
complejo ternario, después que se une MgADP. Esto confirma los resultados obtenidos de
los experimentos cinéticos que apoyan la entrada de glucosa como el primer sustrato que se
une a la enzima. Asimismo, estos cambios conformacionales han sido observados en la
enzima TIGK, pero a diferencia con la enzima glucoquinasa permutada, T/IGK muestra
cambios en la disposicion de sus dominios una vez unido el primer sustrato, MgADP y
después experimenta un segundo cambio después de formar el complejo ternario, TIGK-
MgADP-glucosa. Por otra parte, en la enzima homodimérica riboquinasa dependiente de ATP
de E.coli, también se han descrito cambios conformacionales asociados a la unién de los

sustratos'’. Estos cambios en la estructura riboquinasa se relacionan con el cierre y la
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apertura de sus dominio menor y mayor, donde es posible observar que la estructura en su
forma apo presenta una conformacioén abierta, donde el sitio activo se encuentra expuesto
para la unién de ribosa. Una vez unido el sustrato ribosa sucede el acercamiento del dominio
menor, que actla como tapa del sitio activo de la riboquinasa, hacia el dominio mayor, lo
cual probablemente incrementa la afinidad de la enzima por el segundo sustrato ATP. Luego
de la unién del nucledtido es posible observar un segundo cambio en el dominio menory en
el sitio de union del nucledtido, el que posiblemente facilita la catdlisis. Esta secuencia de
cambios conformacionales estan en acuerdo con el mecanismo cinético bi-reactante
ordenado, que también ha sido propuesto para otra quinasas de aztcar™. Por otra parte,
estos cambios se podrian correlacionar con lo propuesto por Koshland para enzima bi-
reactantes®, cuya hipétesis es conocida como encaje inducido o flexibilidad enzimatica, la
que senala que el sustrato A induce cambios conformacionales que expone el sitio de unién
del sustrato B, resultando en un alineamiento preciso de los grupos cataliticos para que se

lleve a cabo la reaccidn.

Al contrastar las topologias de las estructuras cristalinas de las quinasas dependientes de
ATP respecto a la quinasas dependientes de ADP, comparten varias similitudes, tal como la
presencia de un dominio menor y el plegamiento tipo riboquinasa, entre otros. Sin embargo,
en quinasas dependientes de ADP es posible distinguir, en el extremo N-terminal, que el
primer elemento de estructura secundaria corresponde a una hélice al, ademas de hélices
a16 las cuales no se encuentra en las estructuras de los miembros pertenecientes a la familia
de quinasas dependientes de ATP, y que rodea la regidon donde se encuentra el sitio de unidn
del nucleétido. Esta diferencia nos lleva creer que estas hélices podrian estar generando
cierta restriccion en la flexibilidad de los elementos secundarios, lazo mayor y lazo menor,
gue estan encargados del reconocimiento y unién del nucledtido de adenina, lo que a su vez

podria estar influyendo en la seleccién del nucleétido de adenina (Figura. 2.23).
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Figura 2.24. Representacion de los elementos secundarios involucrados en la unién del
nucledtido. A, estructura tridimensional de glucoquinasa dependiente de ADP de
Thermococcus litoralis (4B8S), donde se muestra en rojo las hélices al y 16, que restringen la
flexibilidad del sitio de unidon al nucledtido. B estructura cristalina de adenosina quinasa
humana dependiente de ATP (1BX4) en donde es posible observar la ausencia de las hélices a
1y 16. En verde se representan las hebras 8 que constituyen la region 8-meandro, mientras
que en azul se representa el lazo mayor y menor.

Por otra parte, los residuos que conforman el sitio de unién de glucosa en la proteina perGK
(Asp42, Glu9b, Gly120, His184) se encuentran altamente conservados respecto a las
glucoquinasas dependientes de ADP (ADPGK). Sin embargo, en las fosfofructoquinasas
dependientes de ADP (ADPPFK) los residuos que conforman el sitio de unién al sustrato
azicar no se presentan muy conservados respecto a las ADPGK. Dichos residuos
corresponden principalmente a los residuos que forman enlace con el anillo pirano de
glucosa, Glu y His, junto con Asn que participa en la catalisis, y han sido reemplazados por los

residuos Ala, Asn y Arg en ADPPFK, los podrian ser importantes en la seleccién del azucar 28,

Al comparar el sitio de unién de ADP de perGK respecto a los miembros de la familia de
quinasas dependientes de ADP, es posible observar que los residuos que lo componen se
encuentran altamente conservados. Sin embargo, en las ADPGK de P. horikoshii y T. litoralis,
el residuo Glu195/203 respectivamente, difiere respecto a los observado en ADPPFK donde

este residuo cambia por una Ser 2
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Sin embargo, la comparar los sitios de unién del nucledtido de adenina entre las familias de
quinasas dependientes de ADP respecto a las de ATP, es posible encontrar diferencias en los
residuos que lo conforman. Por ejemplo, el residuo Tyr357 de TIGK es reemplazado por
residuos con cadenas laterales de menor tamafio en las quinasas dependientes de ATP. En
riboquinasa humana este residuo corresponde a un residuo de Val221'’, mientras que en la
adenosina quinasa de T gondii y humana este resido cambia por un residuo de Thr271 y Val

284 respectivamente 83

, que podria explicar la discriminacidon de estas quinasas por el
nucledtido ATP o ADP. Uno de los residuos que también podrian estar participando en la
seleccion del nucleétido de adenina es His352 de TIGK el cual varia por un residuo de
treonina en las quinasas dependientes de ATP, y que podria estar restringiendo el espacio
para la unién de ATP. Ademas, otros residuos conforman el bolsillo de unién del nucledtido y
que difieren entre estas familias corresponden a Ala383 de T/IGK que cambia por lle 349 /331
en adenosina quinasa humana y de T. gondii, y por residuo de valina en la posicién 286 en
riboquinasa de E.coli. Ademas, los residuos de isoleucina y fenilalanina de TIGK aparecen

reemplazados por alanina e isoleucina respectivamente en los miembros de las familias de

las quinasas dependientes de ATP.

A partir de este estudio se demuestra que cambios en el la topologia de una enzima,
mediante reordenamiento en los elementos de estructura secundaria por permutaciones
puede provocar cambios en el funcionamiento de ésta. Los resultados de este trabajo
muestra que la permutacién en la regién B-meandro no es suficiente para generar un
cambio en la especificidad en el uso de nucledtido por parte de la proteinas quinasas
dependientes de ADP, sino que posiblemente es necesario incluir cambios estructurales y a
nivel de secuencia primaria de la proteina. Sin embargo, este reordenamiento en la
topologia provocd un sorprendente cambio en el orden de unién de los sustratos, lo que nos
permite inferir que esta regidon, mds que participar en la especificidad por el nucleétido,
podria ser importante en el mecanismo catalitico de la enzima, aunque este cambio en el
orden de entrada de los sustratos no provoca cambios en la actividad de la enzima,
comparada con la actividad de la enzima TIGK, si genera que el orden de entrada se asemeje

al que se ha descrito para las enzimas quinasas dependientes de ATPY18

, lo que
posiblemente haya sido uno de los cambios estructurales que experimentaron estas enzimas

a lo largo de su historia evolutiva® para transformarse a quinasas dependientes de ADP.
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CAPITULO 3

Regulacion de la actividad

enzimatica en enzimas
bifuncionales
fosfofructoquinasa

/glucoquinasa dependientes de

ADP del orden Methanococcales.
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I. INTRODUCCION

En arqueas del phylum Euryarchaeota es posible encontrar organismos metandgenos que
habitan en ambientes anaerobios y que son capaces de producir metano a partir de la

884 Estos

degradacion de la materia organica generada por organismos fermentativos
organismos se caracterizan por un estilo de vida autotréfico facultativos utilizando como
fuente de carbohidratos CO,, acetato, compuesto de un carbono como formiato, metileno y
algunos alcoholes. En los metandgenos, la produccién de metano ocurre principalmente por
dos vias; una de ellas es la reduccién de CO, con electrones provenientes de H, o formiato,

mientras que la otra corresponde a la via acetoclastica 84 gue consiste en una serie de

reacciones de clivaje y conversion de acetato, dando como resultado metano y CO,.

Las arqueas metanogénicas no son capaces de asimilar hidratos de carbono o sustratos
organicos complejos, sin embargo, utilizan la gluconeogénesis para la formacién de hidratos
de carbono (hexosas y pentosas). Incluso, algunos metandgenos sintetizan glicégeno para el
almacenamiento interno de carbono, el que posteriormente es degradado mediante vias
catabdlicas del azucar. El estudio de estos organismos metandgenos, que habitan diversos

ambientes, es un tema de especial interés dado el potencial biotecnoldgico.

Por otra parte, el flujo glicolitico en estos organismos sucede a través de una versién
modificada de la via Embden-Meyerhof o glicolisis. Una de las modificaciones mas notables
se observa en las enzimas que fosforilan glucosa y fructosa 6 fosfato, las cuales utilizan ADP,
como dador de grupo fosforilo, en vez de ATP como ocurre en la via cldsica. Las enzimas
quinasas de azucar dependientes de ADP descritas hasta ahora corresponden a
glucoquinasas (ADPGK) y fosfofructoquinasas (ADPPFK), las cuales son homdlogas entre si,
aungue no presentan similitud de secuencia con las quinasas de azlcar dependientes ATP
conocidas. Por ese motivo se propuso a las quinasas dependientes de ADP como una nueva
familia de quinasas, las que se incluian dentro de la superfamilia riboquinasa ya que
presentaban similitud estructural con los otros miembros de la superfamilia *’.
Generalmente, estas quinasas dependientes de ADP pertenecen a organismos

27-2 1 inéti
7293541 por otra parte, datos cinéticos y

hipertermofilos del orden de los Thermococcales
gendmicos indicaron que esta modificacion también esta presente en las algunas arqueas

metanogénicas del orden de los Methanococcales y Methanosarcinales. Recientemente,
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también se ha descrito la presencia de una glucoquinasa dependiente de ADP en Mus

musculus y Homo sapiens *°°.

El analisis de la secuencia del genoma de la arquea hiperterméfila Methanocaldococcus
jannaschii sugirié que la enzima fosfofructoquinasa era dependientes de ADP %. Ademas,
Verhees en 2001 demostrd que en el extracto celular de diferentes organismos del orden
Methanococcales, Methanocaldococcus jannaschii, Methanococcus igneus y Methanococcus
maripaludis, la fosforilacién de F6P era llevada a cabo por quinasas dependiente de ADP>%
Posteriormente, se reportd que la enzima ADPPFK de M. jannaschii correspondia a una
quinasa bifuncional, es decir, cataliza la primera reaccidn de la glicdlisis, asi como la tercera,
donde la fosforilacion de glucosa y fructosa-6-fosfato (F6P) es realizada por la misma enzima
(MjPfk/GK). Debido a esta actividad dual se propuso que esta enzima podria ser una forma
ancestral de la familia dependiente de ADP*. Sin embargo, en el trabajo de investigacion
realizado por Merino y Guixé en el afio 2009, el cual tenia como objetivo examinar el
caracter ancestral de esta enzima bifuncional, se refutd dicha hipodtesis, y se propuso que
esta enzima podria corresponder a una forma transicional entre las enzimas glucoquinasa y

fosfofructoquinasa dependientes de ADP®,

Hasta ahora, la enzima dependiente de ADP de M. jannaschii es la Unica enzima
caracterizada del orden de las Methanococcales, por lo que se desconoce si este caracter
dual de la enzima bifuncional es un rasgo particular de esta enzima, o si es una caracteristica
comun de los miembros de este orden. Sin embargo, en el genoma del arquea meséfila M.
maripaludis se reporté la existencia de una proteina ADPPFK homdloga a M. jannaschii, lo
que lleva a plantear la pregunta si esta proteina homéloga presenta ambas actividades

glucoquinasa y fosfofructoquinasa (Figura 3.1).
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Thermococcus zilligii ADP-PFK

Pyrococcus horikoshii ADP-PFK
_'1—_Pyrococcus furiosus ADP-PFK
Methanococcus maripaludis S2 ADP-PFK

Methanococcus vannielii SB ADP-PFK
Methanococcus voltae A3 ADP-PFK

Methanococcus aeolicus ADP-PFK
Methanothermococcus okinawensis IH1 ADP-PFK
Methanotorris formicicus Mc-S-70 ADP-PFK
Methanotorris igneus Kol ADP-PFK

Methanocaldococcus fervens AG86 ADP-PFK
Methanocaldococcus jannaschii DSM2661 ADP-PFK/GK
Methanocaldococcus vulcanius M7 ADP-PFK

Methanocaldococcus infernus ME ADP-PFK

Figura 3.1. Arbol filogenético de la rama de Methanococcales para la familia de quinasas de
azucar dependientes de ADP. Las secuencias de los Thermococcus T. horikoshii, T. zilligii y T.
furiosus fueron utilizadas como grupo externo®.

Por otra parte, se ha indicado que estas enzimas no son reguladas, sin embargo, un trabajo
reciente de Merino y colaboradores en 2011*, se propuso un mecanismo de la regulacién
por metales para las enzimas de las superfamilia riboquinasa, donde el metal regulador se
une al estado de transicion y modula directamente la diferencia de energia entre el estado

de transicidon y el estado basal, actuando como un inhibidor o activador.

Hasta ahora, los estudios de caracterizacidon de la enzima bifuncional MjPfk/GK no han
aclarado el mecanismo catalitico que presenta esta quinasa y si esta conservado respecto a
los otros miembros de la familia dependiente de ADP. Por esta razén, en este trabajo
propuso caracterizar bioquimicamente la proteinas MjPfk/GK y determinar su mecanismo

catalitico.

Asimismo, y como se menciond anteriormente, la enzima dependiente de ADP de M.
jannaschii es la Unica enzima caracterizada, y por lo tanto no se conoce si esta actividad
bifuncional es exclusiva de este organismo o es una caracteristica comun para todas las

enzimas de los organismos de este orden. Por este motivo también se plantea estudiar el

145



caracter bifuncional de la enzima fosfofructoquinasa del mesdéfilo M. maripaludis y

establecer si este rasgo es comun a los miembros del orden Methanococcales.

Hasta la fecha no se ha descrito que estas enzimas presenten algin mecanismo de
regulacion de sus actividad, por lo que en este trabajo se evalud si la actividad glucoquinasas
gue presentas estas enzimas Methanococcales presenta algun tipo de regulacién por metal

libre, tal como ha sido descrito para otras enzimas de la superfamilia riboquinasa.

Ademas en este trabajo se observé que el efecto activador de AMP, lo que también podria
tratarse de una forma de regular la actividad glucoquinasa de estas enzimas bifuncionales.
Este efecto activador ha sido descrito para otras enzimas y explicado como un mecanismo de
activacion por producto. Dicho efecto fue reportado por Holtzer y colaboradores en 1964,
quien estudio la enzima L-Treonina Dehidratasa de lavadura que cataliza transformacién de
L-Treonina a NH," y a-cetoglutarato. En este trabajo se describié que el producto de la
reaccion NH," presenta un efecto activador de la enzima lo que es caracteristico de una
cinética de procesos autocataliticos®’. Otro ejemplo de activacién por producto fue descrito
para la hidrdlisis triptica del compuesto p-toluensulfonil-arginina-metil-ester (TAME); en este
estudio se demostré que el aumento de la concentracidon del producto de la reaccion de
hidrdlisis catalizada por tripsina, p-toluensulfonil-arginina (p-tosil-arginina), incrementa la
actividad en un 82% la actividad respecto a la actividad registrada en ausencia del producto
en la reaccion, lo que sugiere la hidrdlisis del sustrato es mayor debido a la formacién de un
complejo ternario entre el sustrato y p-tosil-arginina que lo observado para hidrdlisis con la
formacién de un complejo binario, pero que no se relaciona con la presencia de un segundo
sitio catalitico®®. En un trabajo posterior realizado por Howard en 1965, los autores
proponen que el incremento de la velocidad de hidrélisis del sustrato se debe a un aumento
en la afinidad de éste, sugiriendo la existencia de un sitio activador relacionado con residuos

no polares en lugar de residuos involucrados con el sitio catalitico®.

A partir de este estudio se procura explicar que estas enzimas, ademas de presentar un
caracter bifuncional, podrian utilizar diversas estrategias para regular su actividad y asi,

probablemente, mantener la correcta sintonia de su metabolismo.
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I1. HIPOTESIS

La enzima bifuncional fosfofructoquinasa /glucoquinasa de M. jannaschii (MjPfk/GK),

presenta un mecanismo cinético que es comun respecto a otros miembros de la familia de

quinasas dependientes de ADP, el cual estd regulado por el ién divalente Mg?* y por AMP.

Asimismo, el cardcter dual de la actividad de la enzima es un rasgo comun a todos los

miembros del orden Methanococcales.

I11. OBJETIVOS

IILL

IILIL

Objetivos generales

Establecer el mecanismo cinético para las reacciones de fosforilacion de glucosa y
fructosa-6-fosfato catalizado por la proteina hipertermdfila bifuncional MjPfk/GK.
Determinar el rasgo bifuncional en la proteina fosfofructoquinasa dependiente de
ADP del organismo meséfilo M. maripaludis.

Estudiar la regulacion de la actividad glucoquinasa de las proteinas del orden

Methanococcales, M. jannaschii y M. maripaludis.

Objetivos especificos.

Determinar el mecanismo cinético y los pardmetros cinéticos (Vmax, Km Y keat) de la
proteina MjPfk/GK mediante ensayos de velocidad inicial para las actividades
fosfofructoquinasas y glucoquinasa

Determinar el uso de azlcares, como aceptores de grupo fosfato, midiendo la
actividad glucoquinasa de la enzima MjPfk/GK.

Determinar la especificidad de la enzima fosfofructoquinasa dependiente de ADP de
M. maripaludis respecto a glucosa o fructosa-6-fosfato a través de ensayos de
velocidad inicial.

Determinar efecto regulatorio del catién metélico Mg y el producto de reaccién
AMP, sobre la actividad glucoquinasa para ambas proteinas del orden

Methanococcales, MjPfk/GK y MmPfk/GK.

149



150



[V. MATERIALES Y
METODOS



152



IV. MATERIALES Y METODOS

IV.I. Material

IV. 1.1 Material bioldgico

Para este estudio, los genes de las proteinas MjPfk/GK y MmPfk/GK fueron obtenidos
mediante sintesis de Novo, a cargo de la empresa Genscript, y enviado al laboratorio en el

vector de clonaje pUC57. El uso de codones fue optimizado para la expresidn en E. coli.

Como vector de expresiodn se utilizé el plasmido pET-TEV, que es una version modificada del
pldsmido pET-28a (Novagen), en el cual la secuencia que codifica el sitio de corte por
trombina ha sido remplazada por una secuencia de corte por la proteasa del virus del tabaco
(TEV). El vector tiene una longitud de 5369 pb, posee el promotor T7/ lac, otorga resistencia
a Kanamicina, presenta la posibilidad de incorporar un tag de histidina (His6-tag) en el N-
terminal o C-terminal y ademas el His6-tag del N-terminal puede eliminarse mediante la
proteasa TEV. Las proteinas expresadas en este estudio fueron subclonadas en este vector

en los sitios de restriccion Ndel y BamHI.

Para llevar a cabo este trabajo experimental se utilizd la cepa bacteriana de E. coli BL21
(DE3) disponible en el cepario del laboratorio. Las células crecieron de forma rutinaria a 37°C

en medio LB suplementado con antibidtico.

IV.1. 2. Enzimas

Para los ensayos de actividad enzimatica se utilizaron las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (G6PDH), quinasa pirtvica (PK) de musculo
de conejo, deshidrogenasa lactica (LDH), aldolasa, triosa-P isomerasa y o-glicerofosfato
deshidrogenasa (todas de musculo de conejo), las que fueron obtenidas de Sigma Chem. Co.

(MO, E.E.U.U).

Para el trabajo de biologia molecular se emplearon las enzimas de restriccion FastDigest®

BamH! y Ndel las que fueron obtenidas desde Fermentas, Thermo Scientific (MA, E.E.U.U).

La enzima DNA polimerasa super mix platinium high fidelity, se obtuvieron de Invitrogen (CA,

E.E.U.U), mientras que la enzima DNA ligasa se obtuvo de New England BioLabs®inc. (NEB).
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IV. 1. 3 Sistema de purificacion de PCR y DNA plasmidico

El producto de PCR fue purificado desde geles de agarosa, empleando el sistema de
purificacion Ultraclean 15, MO BIO (CA, E.E.U.U). EI DNA plasmidico fue purificado utilizando
el sistema plasmid mini kit I, EZNA, OMEGA Bio-tek (E.E.U.U).

IV. 1. 4. Medios de cultivo

Se utilizaron los medio de cultivo liquido Luria-Bertani (LB) y el medio de cultivo sdlido los
que fueron preparado como se indica en la cultivo del Capitulo 1 en la seccion Materiales y
Métodos. Los medios de cultivos se suplementaron con antibidticos para la seleccion de las

células transformante, para lo cual se usé el antibiético Kanamicina (35 pg-mL™).

IV. L. 5. Materiales quimicos y reactivos

Los reactivos empleados en este trabajo son los que se mencionan en el Capitulo 1 (apartado
de Materiales y Métodos), sin embargo, se incluyen el marcador de tamafio molecular de
DNA MassRuler™ DNA LadderMix , fosfoenolpiruvato, Fructosa-6-fosfato (F6P), adenosina-
5’-monofosfato (AMP), acido 1,4-piperazinaetanosulfénico, fueron adquiridos a la compafiia

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, Estados Unidos).

IV.II. Metodologia

IV.1I. 1. Sintesis, expresion y purificacion de proteinas MmPfk/GK y MjPfk/GK

El gen de la proteina mutada MjPfk/GK y MmPfk/GK fue generado por sintesis de Novo
(GenScript) y clonado en el vector pUC57. Posteriormente, los genes fueron subclonados en
el vector pET-TEV (pET-28a modificado) en los sitios de restriccion Ndel y BamHI y las
proteinas fueron expresadas en la cepa de E. coli BL21 (DE3). El vector pET-TEV introduce un
tag de 6 histidinas (His6) en el extremo N-terminal, lo que permitié purificar las proteinas
por columnas de afinidad. Adema3s, este vector insertd un sitio de corte para la proteasa del
virus del tabaco (TEV) para remover el tag luego de la purificacion de la proteina. Las
bacterias transformadas con los respectivos plasmidos fueron crecidas en medio LB con 35
ug/mL de Kanamicina a 37°C hasta alcanzar ODggo de 0.6 aproximadamente. La expresion de
las proteinas fue inducida por 1ImM de Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) durante
toda la noche a 37°C para MjPfk/GK y 30°C para MmPfk/GK. Las bacterias fueron
centrifugadas por 15 minutos a 3.210 g y resuspendidas en Buffer de unién (Tris 50mM pH7,
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8 NaCl 0,5mM, MgCl 5mM, imidazol 20mM). Posteriormente, las bacterias resuspendidas se
sonicaron en hielo, con 10 pulsos de 20 segundos a 40% de amplitud con 1 minuto de
descanso. Luego, el lisado de MmPfk/GK se centrifugd a 18.514 g por 30 minutos y la
fraccion soluble se filtré y cargd en una columna HisTrap (GE Healthcare) equilibrada con
buffer de unidn. Para la proteina MjPfk/GK el sobrenadante se calenté a 80°C por 10
minutos, luego se centrifugd a 18514 g durante 10 min y el sobrenadante se cargd a la
columna. Las proteinas fueron eluidas con un gradiente imidazol de 20 a 500 mM Las
fracciones que presentaban actividades enzimaticas colectadas y dializadas contra PIPES

25mM pH 6,5 y MgCl, 5mM.Luego de la didlisis se agregd 20% de glicerol.

IV. 1L 2. Cuantificacion de proteinas

Para los analisis cinéticos las concentraciones de proteinas fueron determinadas mediante el
método de Bradford®®, empleando albumina de suero de bovino como estdndar. Para los
analisis espectroscopicos la concentracién fue determinada a 280 nm utilizando los
coeficientes de extincién tedricos de las proteinas, obtenidos desde la herramienta

ProtParam de Expasy Proteomics Server.

IV. II. 3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes

Para determinar el grado de pureza de la proteina de las fracciones seleccionadas, se realizé
una electroforesis en condiciones desnaturantes, mediante el protocolo que se menciona en

la seccidon Materiales y Métodos en el Capitulo 1.

VI. 1. 4. Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad glucoquinasa dependiente de ADP de M,Pfk/GK vy
MmPfk/GK fue realizada midiendo velocidad inicial, tal como se explica en la seccidon
Materiales y Métodos del Capitulo 1 se midid. El ensayo enzimatico contenia amortiguador
HEPES25 mM pH 7,8, NAD" 0,5 mM, MgCl, libre 5 mM y concentraciones variables de
glucosa y Mg-ADP. La produccién de glucosa-6-P se acoplé a la produccion de NADH usando
la enzima glucosa-6-P deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides y se siguid
espectrofotométricamente por el aumento de la absorbancia a 340 nm. Para el célculo de las

unidades de enzima se utilizé un coeficiente de extincién del NADH de 6,22 mM™ cm™
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(Bergmeter, 1974). La temperatura a la cual se medié actividad glucoquinasa para la enzima

MjPfk/GK fue de 50°C, mientras que para la MmPfk/GK fue de 30°C.

La actividad fosfofructoquinasa dependiente de ADP se midid espectrofotométricamente de
manera continua. El ensayo enzimatico contenia amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5, NADH
0,16 mM, MgCl, libre 5 mM y concentraciones variables de fructosa-6P y Mg-ADP. La
produccién de fructosa-1,6-bisP fue acoplada al consumo de NADH utilizando como enzimas
auxiliares aldolasa, triosa-P isomerasa y a-glicerofosfato deshidrogenasa (todas de musculo
de conejo) y seguida por la disminucion de la absorbancia a 340nm (Campos y cols., 1984).
Tanto para el ensayo de la actividad glucoquinasa como fosfofructoquinasa las enzimas
auxiliares no fueron limitantes y la unidad enzimatica (U) corresponde a pumol/min de

producto (Figura 3.2).

Mij Pfk,
Mgd

Fructosa-6-fosfato+ Metal-ADP ” Fructosal,6 Bifosfato +Metal-AMP

Aldolasa

Fructosa-1,6 Bi-fosfato“ Gliceraldehido-3-fosfato + Dihidroxicetona-fosfato

Triosa
Fosfato
Isomerasa

Gliceraldehido 3-fosfato ” Dihidroxicetona fosfato

a-Glicerolfosfato
Deshidrogenasa

Dihidroxicetona fosfato + 2NADH ” 2 Glicerol 3-fosfato + NAD*

Figura 3.2. Ensayo acoplado utilizado para medir la actividad fosfofructoquinasa de la enzima
MjPfk/GK Y MmPfk/GK.

La temperatura a la cual se medid actividad glucoquinasa para la enzima MjPfk/GK fue de

50°C, mientras que para la MmPfk/GK fue de 30°C.

Para el ensayo de la actividad quinasa dependiente de ADP con distintos azlcares se empled
un ensayo discontinuo, en el cual se cuantificé la desaparicion de ADP. La mezcla de reaccién
contenia de Tris-HCl 25mM pH 7.0, MgCl, 20mM, ADP 25 mM y cada azucar a 10 mM. La

mezcla fue incubada por 15 min a 30°C y la reaccién detenida con una concentracion de
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acido perclérico al 3% final y puesta en hielo por 5 minutos, para luego ser neutralizada con
NaHCO3 0.5M final. Las muestras fueron centrifugadas a 18.620 g por 10 minutos y una
alicuota del sobrenadante fue titulada en 500 plL para determinar la concentracion de ADP a
37 °C. La mezcla de titulacion de ADP contenia piruvato quinasa 0,8 U, lactato
deshidrogenasa 2,4 U, fosfoenolpiruvato 0,3mM, KCl 125mM, Tris-HCl 25mM pH 7,0, MgCl,
5mM y NADH 0,2mM en un volumen final de 0,5 mL. El consumo de ADP fue calculado

usando como referencia el control sin azucar.

VLIL 5. Determinacion de parametros cinéticos: Kca;, Km y Vmax-

La determinacién de los pardmetros cinéticos se realizd mediante estudios de velocidad
inicial variando la concentracion de un sustrato a concentraciones saturantes del co-
sustrato. Para la obtencion de V. ¥ Ky aparentes, la informacion fue analizada mediante el
ajuste no lineal con GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA), utilizando las ecuaciones de Michaelis-Menten (Ecuacién 3.1). La constante ke (s) se
determind a partir de Vi (U/mg) considerando los pesos moleculares tedricos de cada
proteina estimado con el programa computacional ProtParam del servidor Expasy (Ecuacién
3.2).

_ Vmax « [S]
~ Km+[S]

Ecuacion 3.1

Vmax (mlg) * PM (L)

mol

-1y —
keat(S™) = 7000 + 60(s)

Ecuacion 3.2
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V. RESULTADOS

V.I.1. Purificacion de la enzima bifuncional MjPfk/GK y MmPfk/GK

La proteina fosfofructoquinasa/glucoquinasa de M. jannaschii y M. maripaludis fueron
purificadas de acuerdo al protocolo descrito anteriormente en la seccién Materiales y
Métodos. Se realiz6 un paso cromatografico de afinidad por ion metélico (Ni*?) (IMAC), que
permitid obtener proteinas con un alto grado de pureza, la que se detectaron midiendo la
actividad glucoquinasa y fosfofructoquinasa dependiente de ADP, a todas las fracciones
eluidas mediante un gradiente de imidazol. La pureza de las proteinas fue determinado por
el analisis de SDS-PAGE (Figura 3.3 A y B), donde se observa que las fracciones eluidas
corresponde a una proteina que migra cercana a los 50 kDa, lo cual se condice con el tamafio
reportado el que corresponde a 55 kDa para M. jannaschii y 54 kDa para la proteina M.
maripaludis. Ambas proteinas resultan lo suficientemente homogéneas para realizar los

siguientes ensayos estructurales y funcionales propuestos en esta tesis.

St. M\W  MjPfk/Gk eluida de la columna HisTrap St. MW FT E.C Mm PFK/GK

[T
125 kDay

A ' B 80 kDa>]

80kDax{

50kDax| ‘ e ~ . 50 kDa> — -

a0kpax] =

40 kDa>

25kDax]

20 kDa>

Figura 3.3. SDS-PAGE para las diferentes fracciones eluidas de la proteina MjPfk/GK y MmPFK. A gel
en condiciones desnaturante de la proteina MjPfk/GK, en el borde izquierdo se muestra el estdandar de
peso molecular de proteinas, en los siguientes carriles se presentas el resultado de la purificacion de la
proteina MjPfk/GK a través de cromatografia de afinidad por ion metdlico. B gel en condiciones
desnaturante para la proteina MmPFK, de izquierda a derecha se muestra estdndar de peso molecular
(St. M.W), fraccion no retenida en la columna (F.T) fraccion soluble del lisado (E.T) y finalmente se
muestra la proteina eluida desde la columna HisTrap (MmPFK).
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V. II. Determinacion de mecanismo cinético de MjPfk/GK.

La enzima bifuncional MjPfk/GK cataliza las reacciones de fosforilacion de glucosa y F6P,
involucrando la entrada de los sustratos glucosa o F6P y MgADP y la liberacion de los
productos glucosa-6-fosfato o fructosa-1,6-bisfosfato y MgAMP, lo que corresponde a un

mecanismo Bi-Bi.

Para comprender el tipo de mecanismo que presenta esta enzima para ambas reacciones y
los parametros cinéticos para los sustratos que participan en la reaccidon catalizada por
MjPfk/GK, se llevaron a cabo ensayos de velocidad inicial. Con dichos ensayos es posible
discriminar entre los modelos de mecanismo cinético en secuencia, que se caracteriza por la
formacién del complejo ternario E-A-B antes de la liberacion de los productos, de un
mecanismo ping-pong que implica un cabio conformacional de la enzima provocado por el
reconocimiento y unidn del primer sustrato y libracion del primer producto previo a la
entrada del segundo sustrato. Por otra parte, los ensayos de velocidad inicial tienen como

objetivo determinar las constantes cinéticas para los sustratos glucosa, F6P y MgADP.

Los datos de velocidad inicial para el sustrato glucosa mostraron que la enzima tiene un
comportamiento hiperbdlico para todas las condiciones cinéticas exploradas, lo que permitié
aplicar los protocolos habituales para la determinacién de mecanismo cinético. El ajuste a un
modelo hiperbdlico propuesto por Michaelis-Menten, para el total de las curvas de
saturacion para el sustrato glucosa a las diferentes concentraciones de MgADP, muestra que
la velocidad maxima incrementa proporcionalmente con la concentracion del co-sustrato
MgADP, sin observar cambios significativos en la afinidad cinética (Figura 3.4A). Para el caso
del sustrato MgADP, se observd el mismo comportamiento que para glucosa, donde al
aumentar la concentracién del co-sustrato glucosa la velocidad maxima de la reaccién
incrementd, no asi la Ky para MgADP la que se presenta sin mayores cambios (Figura 3.4B).
Por otro lado, las graficas de dobles reciprocos o Lineweaber-Burk (1/Vo vs 1/ [S]) muestran
gue a concentraciones variables de sustrato MgADP, a diferentes concentraciones de co-
sustrato glucosa, se genera un patrén de curvas intersectantes (Figura 3.4D) Lo mismo se
encontrd para el caso contrario donde se usé glucosa como sustrato variable (Figura 3.4C).
Este comportamiento refleja un mecanismo de tipo secuencial para la reaccién de
fosforilaciéon de glucosa catalizada por MjPfk/GK, indicando que la adiciéon de sustrato es

consecutiva y la generacion de un complejo ternario previo a la liberacion de los producto.
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De esta manera, las curvas que se presentan en el andlisis de dobles reciprocos deja fuera la

opcién de un mecanismo ping-pong, debido a que el patrén de curvas que entrega este tipo

de andlisis son necesariamente paralelas entre si.
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Figura 3.4. Estudios de velocidad inicial de los sustratos glucosa y MgADP en la actividad
glucoquinasas catalizada por MjPfk/GK. A, curvas de saturacién de glucosa como sustrato variable, a
diferentes concentraciones de co- sustrato MgADP. Las diferentes concentraciones de ‘ensayadas
estdn representadas de la siguiente forma ( @) 0,3Mm MgADP, (M) 0,15 mM MgADP, (A ) 0,05 mM
MgADP, (Y ) 0,02 mM MgADP. B curvas de saturacion de MgADP como sustrato variable, a diferentes
concentraciones de co-sustrato glucosa las que estdn simbolizada de la siguiente manera: (® ) 2mM
glucosa, (M) 3 mM glucosa, (A ) 4mM glucosa, (¥ ) 6 mM glucosa. En Cy D se muestran las grdficas
de los dobles reciprocos para los ensayos de velocidad inicial de los sustratos glucosa y MgADP.
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Los estudios de velocidad inicial para la reaccion fosfofructoquinasas, catalizada por la
enzima MjPfk/GK, mostraron que el sustrato fructosa 6-fosfato presenta un comportamiento
hiperbdlico ajustado al modelo de Michaelis-Menten, para todas las curvas a las diferentes
concentraciones de MgADP ensayadas (Figura 3.5 A). Ademas, se observa que la velocidad
maxima de la reaccion incrementa con el aumento de la concentracidn del co-sustrato, en
cambio la Ky no se ve alterada de forma significativa con el aumento de la concentracién de

MgADP.

Para el caso del sustrato MgADP es posible observar el mismo comportamiento que
presenta el sustrato F6P, donde las curvas para las diferentes condiciones estudiadas
presentan un comportamiento hiperbdlico (Figura 3.5 B). Por otra parte la afinidad cinética
no se ve afectada con el aumento de la concentracién del co sustrato F6P, mientras que la

Vmax aumenta cuando la concentracion de F6P.

Ademas, los ajustes de los datos de velocidad inicial de ambos sustratos, F6P y MgADP a las
graficas de los dobles reciprocos (Figura 3.5 C y D), muestran un patréon de lineas
intersectantes lo que se relaciona con un mecanismo en secuencia, vale decir, que la entrada
de los sustratos es consecutiva, lo que implica la formacién del complejo ternario, para

continuar con la salida sucesiva de los productos.
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Figura 3.5 Estudios de velocidad inicial de los sustratos fructosa 6-fosfato y MgADP en la actividad
fosfofructoquinasa. A, curvas de saturacion de F6P como sustrato variable, a diferentes
concentraciones de co-sustrato MgADP, Las diferentes concentraciones de ensayadas estdn
representadas de la siguiente forma (®) 0,025Mm MgADP, () 0,2 5 mM MgADP, (V¥ ) 0,5 mM
MgADP. B, curvas de saturacion de MgADP como sustrato variable, a diferentes concentraciones de
co-sustrato F6P las que estdn simbolizada de la siguiente manera: ( @) 0.005 mM F6P, () 0.1 mM
F6P, (V) 0.25 mM F6P, ( A) 0.5 mM F6P. En Cy D, se muestran las grdficas de los dobles reciprocos
para los ensayos de velocidad inicial de los sustratos glucosa y MgADP. Los ensayos de velocidad

inicial fueron realizados a 50°C de temperatura.
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Para determinar de manera mads adecuada los parametros cinéticos de los ensayos de
velocidad inicial, se asumié un modelo donde los sustratos actuan de manera independiente.
Considerando que el mecanismo cinético es en secuencia, los datos cinéticos se ajustaron a
un modelo bi-sustrato para un mecanismo secuencial ordenado en estado estacionario

representado en la Ecuacién 3.4.

Vinax A B

V., =
© " K., Ky +K,B+Kz -A+A -B

Ecuacién 3.3

Donde Vmax, corresponde a la velocidad maxima de la reaccién, mientras que A y B
corresponden a las concentraciones Ay B, Ki, es la constante de disociacién para el complejo

Enzima Ay Ka Y Kg representan las constantes de Michaelis para los sustratos Ay B.

Como se menciond anteriormente, se construyeron graficas de dobles reciprocos para
determinar los parametros cinéticos bajo el modelo de un mecanismo secuencial ordenado,
donde la intersecciones de las curvas representan el reciproco de la velocidad maxima de la
reaccién. Con los valores de las intersecciones se construyeron graficas secundarias que
permite relacionar el cambio de la interseccion (n) respecto al co sustrato. Desde estas
nuevas graficas fue posible calcular el valor de la velocidad de reaccién junto con las
constantes de Michaelis para los sustratos glucosa, fructosa 6-fosfato y MgADP para amabas
actividades. Las ecuaciones 3.4 y 3.5 se desprenden de las expresién reciproca de velocidad

de los sustratos Ay By a la interseccion.

_ 1 (KA> 1

"=yT\v)a
Ecuacion 3.4

1 (KB) 1

"=yT\v)'B

Ecuacion 3.5
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Figura 3.6. Grdficas secundarias construidas para la determinacion de los pardmetros cinéticos
asumiendo un mecanismo cinético secuencial ordenado. A representa la relacion entre la
interseccion y el co-sustrato glucosa, para los ensayos de saturacion de MgADP. B muestra la relacion
entre la interseccion y el co-sustrato fructosa 6-fosfato de los ensayos de saturacion para MgADP. Cy
D se presentan las grdficas secundarias de la interseccion respecto a MgADP como co-sustrato para
los ensayos de saturacion para glucosa y fructosa-6-fosfato, respectivamente.

En la Tabla 3.1 se indican los valores para las diferentes constantes cinéticas, calculadas
considerando al modelo cinético, para los sustratos glucosa, F6P y MgADP, junto con la

velocidad mdaxima para las reacciones glucoquinasas y fosfofructoquinasa.

Tabla 3.1. Resumen de pardmetros cinéticos para los sustratos glucosa, fructosa 6-fosfato y MgADP,
para las reacciones catalizadas por la enzima MjPfk/GK.

Actividad glucoquinasa de MjPfk/GK

I(M (mM) Vmax(U*mg-l) kcat(s-l) kcat/KM (S-IM-I)
Glucosa 2.33 2.38 x10°
6.06 5.55 5
MgADP 0.02 2.77x10
Actividad fosfofructoquinasa de MjPfk/GK
F6P 9x107 5.55x10°
5.47 5.014 s
MgADP 0.07 7.16x10
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V. III. Especificidad por sustrato azucar.

Para determinar el uso de azucar por parte de la enzima MjPfk/GK se evalué la actividad
quinasa midiendo el consumo de ADP mediante ensayos discontinuos en presencia de
diferentes azlcares como aceptores de grupo fosforilo, a una concentracién de 10 mM

(Figura 3.7). El control consistié en medir actividad en ausencia del azucar.

De todos los azlcares probados sdlo se observd una actividad significativa respecto al
control cuando se utilizé glucosa y fructosa-6-fosfato. Mientras que con los otros azucares la
actividad no fue significativa respecto al test estadistico ANOVA, utilizado para determinar si
existe diferencia significativa entre las mediciones de tres o mas grupos independientes y el

control.

Los resultados indican que la enzima MjPfk/GK no es promiscua respecto al uso de azucar
como aceptor de grupo fosforilo, lo que demuestra que esta enzima es especifica para
glucosa y F6P. A concentraciones de glucosa de 10 mM, la enzima presenta su mayor
actividad comparada con la actividad utilizando la misma concentracidon de F6P obteniendo

una actividad cercana al 30 % respecto a lo observado para glucosa.
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Figura 3.7. Determinacion de la actividad quinasa dependiente de ADP utilizando diferentes
azucares como aceptor de fosforilo. La actividad es presentada como porcentaje de actividad
respecto a glucosa. El control corresponde a la medicion del consumo de ADP en ausencia del
sustrato de azucar. Para determinar la actividad significativa de utilizo el test estadistico ANOVA.
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V. IV. Determinacion de la actividad bifuncional y parametros cinéticos
aparentes (Ku y Kcat) de fosfofructoquinasa de M. maripaludis (MmPfk/GK)

Con el objetivo de evaluar la especificidad de la enzima respecto a glucosa y F6P se
realizaron ensayos de velocidad inicial y se determinaron los parametros cinéticos para
ambos azucares y el nucledtido ADP. Interesantemente, la enzima MmPfk/GK presentd
actividad glucoquinasa ademas de la actividad fosfofructoquinasa, con lo que se demuestra

la bifuncionalidad de la enzima MmPfk/GK, al igual que la enzima MjPfk/GK.

La actividad de MmPfk/GK para el sustrato fructosa-6-fosfato exhibié un comportamiento
hiperbdlico, en cambio la curva de saturacién realizada en presencia de glucosa se ajustoé de
mejor manera al modelo de inhibicién por sustrato a altas concentraciones de glucosa
(Figura 3.8). Por otra parte, los valores de Ky, indican que la afinidad de la enzima por F6P es
mayor respecto a glucosa, no obstante, la afinidad de MgADP para ambas actividades no
varia significativamente, con valores de Ky, de 8 mM para la actividad PFK y 16 mM para la
actividad GK. Los datos de los pardmetros cinéticos obtenidos para ambas actividades

enzimaticas se resumen en la Tabla 3.2.
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Figura 3.8.Curva de saturacion para los sustratos glucosa F6P y MgADP para las actividades
glucoquinasa (GK) y fosfofructoquinasa (PFK). En A y B se muestran las curvas de saturacion para el
complejo MgADP a concentracion fija de fructosa 6-P correspondiente a 2 mM para la actividad PFK,
mientras que la actividad GK la concentracion de glucosa fue 200 mM. C. Curva de saturacion de F6P a
20 mM MgADP. Para todos los ensayos se utilizd 5 mM de MgCl, libre. D curva de saturacion para
glucosa a 20 mM de MgADP como co-sustrato. Los ensayos cinéticos fueron llevados a cabo a 30°C de
temperatura.
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Tabla 3.2. Resumen de los pardmetros cinéticos para los sustratos glucosa, F6P
y MgADP de las reacciones catalizadas por MmPfk/GK.

Actividad glucoquinasa de MmPfk/GK

Km (mM) Keat(s™) Keat/Km (s™"M™)
Glucosa 40 23 5.75x10°
MgADP 16 48 3.00x10°
Actividad fosfofructoquinasa de MmPfk/GK
F6P 0.065 16.5 2.53x10°
MgADP 8 30 3.75x10°

Los valores de la eficiencia catalitica (kcat/Km) de MmPfk/GK muestran que la enzima es mas
eficiente catalizando la reaccidon fosfofructoquinasa que la actividad glucoquinasa,
demostrando que la velocidad con la que F6P es fosforilada es 440 veces mayor que para la
reaccion de fosforilacidon de glucosa. Por otra parte los valores de Ky para F6P estdn en el
orden micromolar, en cambio, la Ky obtenida para glucosa se encuentra en el orden
milimolar, lo que indica que la enzima es mas especifica para F6P que para glucosa. Por otra
parte, los valores de Ky para MgADP no demuestran diferencias importantes para las
actividades GK y PFK, observando que la Ky para la actividad glucoquinasas resulto ser el
doble comparada con la obtenida para la actividad fosfofructoquinasa. Respecto a los
valores de kg, tanto para el sustrato azlcar como para el complejo MgADP no varian

significativamente entre ellas.
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V. V. Estudios de regulacion por Mgz+y AMP en MjPfk/GK y MmPfk/GK.

Se ha reportado que ciertos metales divalentes ejercen un papel regulador sobre la actividad
de miembros de la superfamilia riboquinasa. Con el propdsito de comprender el papel del
catiéon metdlico sobre la actividad glucoquinasa en las proteinas MjPfk /GK y MmPfk/GK se
determiné el efecto a distintas concentraciones de Mg2+ libre sobre los parametros cinéticos
para la actividad glucoquinasa variante y el co-sustrato MgADP a concentraciones saturantes
de glucosa. Al realizar los ensayos de velocidad inicial a concentraciones de metal libre de 1
mM se observé en ambas enzimas del orden Methanococcales, que el valor de Ky para
MgADP disminuye con respecto a las Ky, obtenidas a 5 mM de Mg** libre (Tabla 3.3). Por otra
parte, en la enzima MjPfk/GK la ke aumenta casi al doble con la disminuciéon de la
concentracion de Mg2+ libre. En cambio la ket para la actividad glucoquinasa MmPfk/GK no

sufre cambios significativos a las diferentes concentraciones de Mgz+ libre.

Tabla 3.3. Efecto del cation divalente Mg®* sobre la actividad
glucoquinasa para las enzimas bifuncionales MjPfk/GK y

MmPfk/GK.
MjPfk/GK 5mM MgCl, 1mM MgCl,
Keat(s™) 8,78 18,87
Kn""¥A%P (mM) 3.58 0.48
MmPfk/GK
Keat(s™) 48 45
K EAPP (mM) 16 0.3
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Por otra parte, se evalud el efecto del producto nucleotidico AMP sobre la reaccion
glucoquinasa. Para este objetivo se determind la actividad GK, bajo condiciones saturantes
de los sustratos MgADP vy glucosa y a concentraciones crecientes de AMP para ambas
enzimas Methanococcales, MjPfk/GK y MmPfk/GK. En ambos casos se observd que a
concentraciones bajo 1 mM del nucledtido AMP, éste se comporta como un activador de la
actividad GK, presentando un mdaximo en la actividad a 0.5 mM de AMP para ambas
enzimas; no obstante, a concentraciones superiores a 5 mM el comportamiento del

nucleétido AMP es de inhibidor (Figura 3.9)

20
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Figura 3.9. Efecto de AMP sobre la actividad glucoquinasa (GK) en enzimas bifuncionales del orden
Methanococcal. A muestra grdfica para la actividad GK para la enzima termdfila MjPfk/GK a diferentes
concentraciones AMP. B Grdfica de la determinacion de actividad GK de la enzima MmPfk/GK A diferentes
concentraciones de AMP.
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VI. DISCUSION

En el orden de los organismos Methanococcales, especificamente en la Archaea
hipertermdfila M. jannaschii, se ha caracterizado una enzima quinasa dependiente de ADP
capaz de usar glucosa y F6P como aceptor de grupo fosforilo (MjPfk/GK). De acuerdo a la
informacién disponible en la Enciclopedia Kioto de Genes y Genoma, el genoma de este
organismo es el Unico que presenta un Unico gen homaélogo lo que llevd a proponer que esta
enzima podria actuar simultdneamente como fosfofructoquinasa y como glucoquinasa
bifuncional . La existencia de una quinasa bifuncional contrasta con lo observado en otros
genomas secuenciados de organismos del orden Thermococcales que presentan dos copias
de estos genes, cada uno de los cuales posee una de las dos actividades, glucoquinasa y

fosfofructoquinasa, de forma separada.

Para determinar si la fosforilacion de glucosa y F6P es una caracteristica exclusiva de la
enzima MjPfk/GK o es un rasgo comun del orden Methanococcal, se expresaron y purificaron
a homogeneidad las proteinas quinasa dependiente de ADP de M. maripaludis y de M.
jannaschii (Figura 3.3 A y B), las que corresponden a monémeros de 54 kDa y 55 kDa,

respectivamente.

Con el objetivo de determinar el mecanismo de la enzima bifuncional MjPfk/GK, se
realizaron ensayos de velocidad inicial para ambas actividades, glucoquinasa vy
fosfofructoquinasa, ademas de determinar los parametros cinéticos de ésta. Los analisis de
las graficas de dobles reciprocos de los ensayos de velocidad inicial, para todos los sustratos
que participan en ambas reacciones, indican que el mecanismo cinético para ambas
reacciones, tanto GK como PFK, corresponde a un mecanismo secuencial, caracterizado por
el patrén de rectas que se intersectan y que indica la formacién del complejo ternario, que
es una caracteristica del mecanismo secuencial. Este mismo mecanismo cinético ha sido
descrito para otros representantes de la familia de quinasas dependientes de ADP como por
ejemplo T. litoralis®* . Lo mismo ha sido descrito para las quinasas dependientes de ATP, un
ejemplo de esto es lo que se ha reportado para la enzima fosfofructoquinasa-2 de E. coli *° y

18

para la adenosina quinasa humana . Si bien en este trabajo se ha determinado el

mecanismo de la enzima bifuncional de M. jannaschii se debe continuar con trabajos futuros
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que permitan determinar el orden de entrada de los sustratos en el sitio de unién de la

enzima.

Los parametros cinéticos obtenidos desde las graficas lineales secundarias indican que la
enzima presenta mayor afinidad por el sustrato fructosa comparado con glucosa. Por otra
parte, la velocidad mdaxima obtenida para ambas reacciones no presenta variaciones
significativas, sin embargo, las eficiencias cataliticas para la reaccidn fosfofructoquinasa son
mayores que para la reaccidn glucoquinasa, sefialando que cuando estos dos sustratos se
encuentran en un mezcla equimolar la velocidad con que se fosforila F6P es 428 veces mayor
que para la fosforilacidn para glucosa. Esta diferencia en el parametro Ky/ket se debe a la
diferencia que existe entre los valores de Ky para ambos sustratos. Este comportamiento
relacionado con la bifuncionalidad de la enzima MjPfk/GK, se corrobora al determinar la
actividad glucoquinasa con 16 azucares distintos, donde sélo se observd actividad en

presencia del azlcar glucosa y fructosa 6 fosfato (Figura 3.7).

Por otra parte, se determind que la enzima MmPfk/GK tiene la capacidad de fosforilar F6P
como también glucosa, con lo que se constata el rasgo bifuncional de las enzimas quinasas
dependientes de ADP de M. maripaludis. Esta evidencia nos da indicio que la bifuncionalidad
es un rasgo comun a los demas representantes del grupo de quinasas Methanococcales por

lo que es necesario caracterizar mas miembros de dicho grupo.

Los parametros cinéticos indican que la enzima MmPfk/GK, es mas eficiente para catalizar
reaccion de fosforilacién de F6P que para glucosa, de la misma manera que sucede con la
enzima MjPfk/GK aunque en este caso es alin mas especifica para F6P, aun cuando presenta

la capacidad de unir glucosa y realizar su fosforilacion.

En este trabajo también se evalud el efecto de distintas concentraciones del metal divalente
Mg2+ libre, sobre la actividad de las enzimas Methanococcales. Asi, como se ha descrito
anteriormente, el metal tiene un papel regulador sobre la actividad de enzimas
pertenecientes a la familia de quinasas de azlcar dependientes de ADP®, lo gue es
corroborado con los resultados obtenidos de las determinaciones cinéticas a bajas
concentraciones del Mg®*, que indican que la afinidad, de ambas enzimas, por el sustrato
MgADP aumenta, en cambio el aumento de la concentracién de Mg2+ libre a 5 mM provoca
un aumenta en la Ky lo que implica una disminuciéon en la afinidad. Por otra parte, la

velocidad maxima de la reaccién glucoquinasa en la enzima de MjPfk/GK, a concentraciones
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saturantes de glucosa y utilizando MgADP como sustrato variable, presenta una disminucién
cuando la concentracion de Mg2+ libre es 5mM. En cambio, la enzima MmPfk/ GK no
presentd cambios en la velocidad maxima de reaccidon. Este efecto observado en la enzima
MjPfk/GK concuerda con lo reportado en el trabajo de Merino y colaboradores®, donde se
describié que, la actividad de enzimas fosfofructoquinasa y glucoquinasa dependientes de
ADP decrece con el aumento de la concentracion de metales divalente libre (Mg2+, Mn2+,
Co™). En el caso de la fosfofructoquinasa de P. horikoshii, el incremento de la concentracion
de Mg®* libre produce una disminucién en la actividad, alcanzando solo el 85 % de la
actividad medida a bajas concentraciones de Mg2+ (60 puM). Para el caso de las glucoquinasas
de T. litoralis y P. furiosus, se mostré que a concentraciones superiores a 80uM del metal
divalente Mn*" la actividad disminuye cercano al 50% respecto a la actividad medida a bajas
concentraciones del metal libre. En este mismo trabajo, proponen un mecanismo general de
regulacion para la enzimas de las familia de quinasa dependientes de ADP, donde el metal
regulador se une al estado de transicién de la reaccién, modulando directamente Ia
diferencia de energia entre el estado basal y el estado de transicion, lo que hace que este ion

metalico divalente actle como activador o inhibidor.

Otra evidencia obtenida de este estudio relacionada con la regulacion de la actividad de las
enzimas Methanococcales, fue el efecto activador del producto AMP, donde se observé que
a bajas concentraciones de AMP (> 1mM) la actividad glucoquinasa aumenta casi 4 veces,
respecto a la actividad determinada en ausencia de AMP. Lo que puede ser explicado como
un mecanismo regulador de la actividad enzimatica a través de un efecto de activacién por
producto, tal como fue sefialado en el trabajo con la enzima L-Treonina Dehidratasa vy

también descrito para la hidrdlisis triptica de TAME®"®°.

Por otra parte, el efecto activador de AMP podria ser explicado como un mecanismo de
regulacién de la actividad enzimdtica de tipo alostérico. Este mismo comportamiento
activador de AMP ha sido descrito en la enzima fosfructoquinasa de musculo de conejogo.
Ademas el autor examind la unién de los nucleétidos, mostrando que la enzima presenta 2
sitios de union a nucleédtidos, uno que corresponde a un sitio de inhibicidon y otro a un sitio
activador ademas del sitio de unién de ATP en el sitio activo. Otro ejemplo que indica que
AMP actta como efector positivo es el descrito para fosfofructoquinasa de higado de rata®
donde se sefiala que el AMP aumenta la afinidad de la enzima por fructosa 6-fosfato sin

afectar significativamente la V.« de la reaccion. Por otra parte, se demostré que el AMP se
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comporta como un activador de las isoformas de musculo e higado de la enzima

fosfofructoquinasa humana®.

Con el objetivo de obtener mas informacién sobre la presencia de sitios de regulacion
alostérica en las enzimas Methanococcales, los modelos de las enzimas bifuncionales de M.
jannaschii y de M. maripaludis fueron sometidas a un andlisis predictivo de posibles sitios
alostéricos utilizando el servidor web denominado PARS (Protein Allosteric and Regulation

Site)*® http://bioinf.uab.cat/cgi-bin/pars-cgi/pars.pl. Los resultados obtenidos para el caso

de MjPfk/GK indican que existe un posible sitio de unién a un ligando, préximo al sitio de
unién de MgADP, el cual estd conformado por los residuos Lys79 y Pro80 que se localizan en
el dominio menor de las enzima, ademas de los residuos Asp299 y Thr301 que se ubican en
el dominio mayor, estos residuos se encuentran a una distancia de 4 A respecto a la
molécula de AMP. En el caso de MmPfk/GK el sector donde se ubicaria el sitio de unién de
AMP es bastante similar al predicho para la enzima de M. jannaschii, ya que también este
sitio se encuentra cercano al sitio de unién de MgADP, sin embargo, los residuos que
conformarian este sitio de unién, localizados a 4 A de distancia respecto al AMP, difieren
respecto a MjPfk/GK. Tales residuos corresponden a His70, ubicado en el dominio menor de
la proteina, mientras que los residuos Thr299, Asn303 y Leu 318 se encuentran en el
dominio mayor. Cabe destacar que el residuo Thr299 de MmPfk/GK también se observa en
el sitio de unién a AMP predicho para MjPfk/GK, lo que indica que este sitio podria ser

comun en las enzimas bifuncionales de la familia Methanococcales (Figura 3. 10)

Este resultado puede relacionar a la molécula de AMP como un metabolito clave que
promueva la via glicolitica actuando como un sensor de la disponibilidad de energia celular
aportada por ADP o ATP. De acuerdo con este modelo, una disminucién en la concentracién
de ADP que conlleva un aumento en la concentracién de AMP provocaria una activacidon en

la fosforilacion de glucosa favoreciendo la generacidon de ATP o ADP por dicha via.
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Figura 3.10. Representacion del sitio de union de AMP en M. jannaschii y M. maripaludis
generados por el programa PARS a partir de modelos por homologia. A, se muestran los
posibles residuos que conforman el sitio de union de AMP en M. jannaschii (Lys 70, Pro 80,
Asp299 y Thr301) proximo al sitio de union de ADP. B corresponde al sitio de union del AMP en
M. maripaludis conformado por His70, Thr301, Asn303 y Leu318. Los residuos se representan en
varillas, donde los carbonos se muestran en verde, oxigeno en rojo y nitrégeno en azul, en rojo se
sefiala los elementos secundarios que conforman el sitio de union de ADP y en puntos de color
azul se representa la molécula de AMP.

Los resultados de este estudio que consistid en caracterizar las propiedades cinéticas y de
regulacion de la actividad de las enzimas dependientes de ADP M jannaschii y M.
maripaludis, indican que las enzimas MjPfk/GK y MmPfk/GK son bifuncionales capaces de
catalizar dos etapas de la via glicolitica, con actividad PFK sobre F6P y ADP asi como GK sobre
Glc y ADP; este rasgo podria ser compartido por las demas enzimas pertenecientes al orden
Methanococcales con actividad dependiente de ADP; Por otra parte, se ha determinado que
estas enzimas PFK/GK tiene mayor actividad con F6P que con glucosa, lo que sugiere que su
funcién principal es promover el funcionamiento de la via glicolitica; y finalmente hemos
demostrado que la actividad glucoquinasa de estas enzimas bifuncionales PFK/GK estd
regulada por la concentracidon del metal libre I\/Ig2+ y por el producto AMP, el cual a bajas
concentraciones, actla como activador, posiblemente mediante un mecanismo alostérico,

gue conlleva el aumento de la afinidad de la enzima por Glc.
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CONCLUSIONES GENERALES.

En esta tesis doctoral se han analizado varias enzimas con actividad glucoquinasa vy

fosfofructoquinasa dependientes de ADP procedentes de Archaeas, a nivel estructural,

mediante cristalografia de rayos-X , y de caracterizacién enzimatica. Concretamente, se han

estudiado las enzimas glucoquinasa de T. litoralis (TIGK), una versidn permutante de TIGK

(perGK), y las enzimas bifuncionales fosfofructoquinasa/glucoquinasa de M. jannaschii

(MjPfk/GK) y de M. maripaludis (MmPfk/GK), donde se logro:

La caracterizacién del mecanismo de reaccidon de TIGK como un mecanismo ordenado
en secuencias donde el primer sustrato en que ingresa a la enzima es MgADP,

seguido por la unién de D-glucosa.

Establecer las bases estructurales involucradas en la catdlisis de la enzima TIGK

mediante cristalografia de rayos-X.

Por otra parte, fue posible determinar los cambios conformacionales que suceden en
la enzima TIGK, mediante cristalografia de rayos—X, donde se observa una estructura
abierta en ausencia de ligando (apo) y una estructura cerrada en presencia de los dos
sustrato (T/IGK-MgADP-Glc). La diferencia entre la estructura abierta y cerrada implica

cambios en la distancia y orientacidn relativa de los dominio menor y mayor de TIGK.

Mediante la generacidon de una versién permutante de la TIGK y su posterior
caracterizacion cinética, se establecié que la topologia de la regién de B-meandro no
es la que determina la especificidad en el uso de nucledtido (ADP versus ATP), pero si

tiene relacion con el orden de la unién de los ligandos en la enzima TIGK.

Se determind que el mecanismo de la enzima perGK es un mecanismo secuencial
ordenado, donde la catalisis se inicia con la uniéon de D-glucosa seguida por la unién a
MgADP y continuando con la liberaciéon de los productos MgAMP y Glucosa 6-
fosfato, respectivamente. Este orden de entrada de los sustratos y liberacién de los

productos es opuesto al de TIGK

Los cambios conformacionales de perGK se elucidaron mediante cristalografia de
rayos-X, demostrandose que la enzima perGK experimenta cambios de conformacion

luego de la union del primer sustrato (D-glucosa) consistente con el acercamiento de
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los dominios menor y mayor, respecto a la estructura de la proteina perGK en

ausencia de ligandos (apo).

Se determind que la enzima bifuncional MjPfk/GK sigue una cinética secuencial, para
las dos reacciones que cataliza, glucoquinasa y fosfofructoquinasa dependiente de
ADP, y que utiliza exclusivamente los dos sustratos candnicos D-glucosa y fructosa 6-

fosfato, respectivamente.

En un estudio paralelo al de MjPfk/GK, se descubrié que la enzima MmPfk/GK, es
capaz de catalizar las reaccién glucoquinasa, Por tanto concluimos que Ia
bifuncionalidad de PFK/GK dependientes de ADP podria ser un rasgo comun a las

demas enzimas homologas presentes en otros miembros del orden Methanococcal.

Empleando MjPfk/GK y MmPfk/GK se expuso que la concentracién libre Mg2+ libre y
del producto de la reaccion AMP afectan la actividad glucoquinasa de dichas enzimas,
lo cual permite postular a estos metabolitos como moléculas claves en la regulacion

de la actividad de las enzimas bifuncionales.
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