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RESUMEN.

La riboquinasa humana (RK) (E.C. 2.7.15) pertenece a la superfamilia riboquinasa y
cataliza la fosforilacidn de la D-ribosa usando MgATP como cosustrato, produciendo D-ribosa-
5-P y ADP. Aunque la D-ribosa participa en importantes etapas metabolicas, los estudios
cinéticos en la RK humana son escasos y preliminares. Alineamientos de secuencia por
superposicion estructural entre varios miembros de la superfamilia, han mostrado que existen
dos motivos de secuencia muy conservados, el motivo NXXE y el motivo GXGD, que se
encuentran en el sitio activo de las estructuras de los miembros de la superfamilia. Los residuos
Asn y Glu del motivo NXXE estarian relacionados con la union y uso apropiado de los iones
Mg*y PO,?, mientras que el residuo Asp del motivo GXGD actuaria como la base catalitica,
que desprotonaria el hidroxilo del sustrato que va a ser fosforilado. En este trabajo determinamos
el efecto del K,HPO, sobre la actividad enzimatica, y caracterizamos cinéticamente a la RK
humana. A través de mutagénesis sitio dirigida evaluamos el papel de los residuos Asn199,
Glu202 y Asp269, en la catélisis y en la unién y regulacion por PO, y Mg,

Los resultados muestran que la RK humana posee una regulacion compleja, en la que
tanto el PO, como el Mg*? actian como activadores, mientras que ambos sustratos y el Mn*?
libre actian como inhibidores. La caracterizacion cinética de las mutantes de los motivos NXXE
y GXGD muestran que las mutantes N199L y E202L muestran un descenso dramatico en la Ky
y un aumento de entre 50-70 veces el valor de la Ky para MgATP, mientras que la mutante
D269N tiene una k¢, cerca de 55 veces menor que la enzima silvestre, sin cambios en los valores
de Ky, para ambos sustratos. Sorpresivamente, ninguna de las mutantes es activada por K;HPO,
y todas requieren de una concentracion de Mg** libre mucho mayor que la requerida por la
enzima silvestre, para obtener la actividad méxima. En base al analisis de la estructuras
cristalogréficas de RK de E. coli (PDBID: 1RKD) y RK de H. sapiens (PDBID: 2FV7) se ha
visto que la RK humana uniria al PO, y al Mg*? dentro del sitio activo, y que esta union estaria
mediada por moléculas de aguas estructurales conservadas que permitirian la formacion de
puentes de hidrogeno entre el PO, y el Mg* y los residuos conservados Asn 199 y Glu202 que
se ubican dentro del sitio activo de la enzima, y que forman parte del motivo NXXE. Ademas,
estos residuos participarian en la union de ATP al sitio activo. Por ultimo, usando el método de
acoplamiento molecular del PO, fue posible inferir que el PO, regulador se uniria dentro del

sitio activo de la RK humana.
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Estos resultados demuestran que los residuos Asn199 y Glu202 juegan un rol importante
en la catalisis y en la regulacion por PO4 and Mgy que aunque se ha sefialado que el residuo
Asp seria la base catalitica para mucho miembros de la familia riboguinasa, su rol en la RK

humana no es concluyente.
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ABSTRACT.

Ribokinase (RK) (E.C. 2.7.15) belongs to the ribokinase superfamily and catalyzes the
phosphorylation of the D-ribose using MgATP as cosubstrate, producing D-ribose-5-P and ADP.
Even though D-ribose acts in important metabolic steps, kinetic studies of human RK are scarce
and preliminary. Structural based sequence alignments of several members of this superfamily
have shown two conserved sequence motifs, the NXXE and GXGD motifs, localized at the
active site of its members. It has been suggested that the Asn and Glu residues from the NXXE
motif are related with Mg”* and PO,> proper use and binding, while the Asp residue from the
GXGD is proposed to act like the catalytic base withdrawing a proton in the substrate to be
phophorylated. In this work we have studied the effect exerted by K,HPO, on human RK
activity, and we performed a kinetic characterization of this enzyme. Also, using site-directed
mutagenesis we evaluate the role of residues Asnl199, Glu202 and Asp269, in catalysis,
phosphate and magnesium regulation and binding,

The results shown a complex interplay of regulators of RK activity where phosphate and
K* act as activators while both substrates and free Mn** acts as inhibitors. Kinetic
characterization of mutants of the conserved NXXE and GXGD motifs shows that N199L and
E202L enzymes display a dramatic decrease in the k. value and an increase between 50-70
times in the Ky for MgATP, whereas the D269N mutant display a kg, value around 55 times
lower than the wild type with almost none changes in the Ky values for both substrates.
Interestingly, all the mutants lack the activating effect of phosphate and require higher free
Mg2+ concentrations than the wild type enzyme to obtain maximal activity.

Additionally, molecular docking assays have shown that probably the regulatory PO,*
binds inside the active site in human RK. Analysis of the crystallographic structures of E. coli
RK (PDBid: 1RKD) and H. sapiens RK (PDBid: 2FV7) shows that PO,> and Mg®* bind at the
active site of human RK, and that several conserved water molecules facilitate interactions
between PO,* and Mg®* and the conserved residues Asn199 and Glu202 trough H bonding. In
addition, these residues participate in the ATP binding in human RK active site.

These results demonstrated that residues Asn199 and Glu202 play an important role in
catalysis and PO4* and Mg”" regulation and although the conserved Asp residue has been
pointed out as the catalytic base in many members of the ribokinase family its role in human

ribokinase is not fully understood.
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I. INTRODUCCION.

Las guinasas son un grupo de enzimas que participan en una variedad de procesos tales
como transduccién de sefiales, regulacién génica y motilidad celular, y en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, nucleétidos, cofactores y aminoécidos. Estas enzimas catalizan la
transferencia de un grupo fosforilo desde una molécula dadora (generalmente ATP) a un sustrato
aceptor. El sustrato de una quinasa puede ser una molécula pequefia, un lipido, un azlcar o una
proteina.

Algunas quinasas usan ATP, GTP, ADP, como dador de fosfato, y catalizan
aparentemente la misma reaccion de transferencia de fosforilo, teniendo gran diversidad en sus
plegamientos y en el mecanismo de reconocimiento de sus sutratos (Cheek y col., 2005).

La riboquinasa (RK) (E.C. 2.7.15) es una carbohidrato quinasa, que pertenece a la
superfamilia riboquinasa y cataliza la fosforilacion de la D-ribosa usando MgATP como co-
sustrato, para dar como productos D-ribosa-5-fosfato (D-ribosa-5-P) y ADP. Las enzimas que
forman parte de esta superfamilia participan en distintas vias metabdlicas, tales como la
glicolisis, y sintesis de vitaminas y nucle6tidos. Desde un punto de vista estructural, los
miembros de esta superfamilia tienen un tipo de plegamiento comdn llamado plegamiento tipo
Rossmann, vinculado con la unién al nucleétido, que consiste de una sabana [ central,
constituida principalmente por hebras paralelas y rodeada por hélices o ("sandwich™ o/p/a). La
superfamilia riboquinasa representa un caso particular dentro de las quinasas que presentan el
plegamiento tipo Rossmann, ya que es el azucar-y no el nucleétido- quien se une al sitio donde
suele unirse el nucledtido en el resto de las proteinas que presentan este tipo de plegamiento
(Sigrell y col., 1998).

Al comparar los diagramas de la topologia de 10 miembros de la superfamilia, se
observa que existen tres tipos de variaciones fundamentales en el plegamiento de la superfamilia
riboquinasa, 1o que da lugar a tres familias dentro de esta superfamilia (fig. 1). La primera
familia es la de quinasas dependientes de ADP, y se caracteriza por la correlacion entre el uso
del nucle6tido y la presencia de hebras B no consecutivas en el C terminal. Estas quinasas
ademas presentan un dominio menor constituido por inserciones de elementos de estructura

secundaria, que comienza siempre con una hebra 3 a continuacién de la hebra N terminal de la



sébana B central. Los miembros de la segunda familia presentan hebras consecutivas en el C
terminal, y ademéas poseen un dominio menor. Este rasgo es compartido por la riboquinasa,
adenosina  quinasa  (AK), 5-aminoimidazol rib6sido quinasa  (AIR  quinasa),
2—ceto—3—-deoxigluconato quinasa y todas las proteinas de la familia tipo riboquinasa. Por
Gltimo, la tercera familia estd conformada por enzimas sin dominio menor, pero que contienen
hebras 3 consecutivas en su Gnico dominio. Las funciones de estas enzimas estan asociadas a la
fosforilacion de intermediarios de la sintesis de coenzimas como piridoxal (por ej. piridoxal
quinasa) y tiamina. Por lo tanto, la superfamilia riboquinasa se divide en tres familias: la familia
de quinasas dependientes de ADP, la familia tipo riboquinasa, y la familia sin dominio menor
(Merino y Guixé, 2008; Zhang y col., 2004).
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Figura 1. Diagramas topoldgicos de los miembros de la superfamilia riboquinasa. Las
hélices a. se muestran como circulos y las hebras B como triangulos. Los elementos de
estructura secundaria conservados se muestran en los siguientes colores: sabana B central en
azul, las hélices o a ambos lados en rojo y verde (Zhang y col., 2004).



1.1 Estructura de los miembros de la superfamilia riboquinasa.

La primera estructura cristalografica tridimensional determinada en esta superfamilia
corresponde a la estructura de RK de E. coli resuelta por Sigrell y col. (1998). Esta estructura se
determind en complejo con D-ribosa, un analogo de ATP no hidrolizable (AMP-PNP) y dos
iones PO,®, y ha sido anotada en el Protein Data Bank (PDB) con la sigla 1RKD (PDBid:
1RKD). Uno de los iones PO, 3, se ubica fuera del sitio activo de la RK, mientras el otro se ubica
dentro del sitio activo. Como sélo nos va a interesar el i6n PO, que aparece dentro del sitio
activo, para efectos de este trabajo el PO, que esta fuera del sitio activo no se considerara y no
se muestra en la figura 2. Por otro lado, dentro del sitio activo, se observa a la D-ribosa, la
porcion ADP del AMP-PNP y un ién PO,*, segin se puede apreciar en la figura 2. Este PO,
tendria un rol regulador, y no corresponderia a un PO, proveniente de la hidrélisis del ADP, ya
que aparece muy lejano del ADP (7,3 A) (Sigrell y col., 1998; Maj y col., 2002). Con respecto a
lo anterior, vale la pena hacer un par de apreciaciones. Primero, que aunque se utilizé al analogo
de ATP (AMP-PNP) en la mezcla de cristalizacion, finalmente en el cristal que se obtuvo sélo se
observd AMP-PN o ADP, ya que segun se sugiere, el AMP-PNP se habria hidrolizado, vy,
segundo, que a pesar de que esta RK bacteriana fue cristalizada en presencia de Mg*?, no hay
evidencia de la presencia de este i6n en la estructura resuelta (Sigrell y col., 1998).

Se ha determinado que la RK posee 309 aminoacidos, que en solucion existe como un
homodimero (Sigrell y col., 1997, Sigrell y col., 1998), y que cada mondmero de 33 kDa
consiste de dos dominios: un dominio mayor y uno menor (fig. 2). En la RK el dominio mayor
estd formado por una sabana B de 9 hebras, flanqueada en ambas caras por 10 hélices a. Las 6
primeras hebras de esta sabana [ son paralelas y en conjunto con las hélices a tienen la topologia
de plegamiento tipo Rossman. Este dominio se extiende por medio de 3 hebras f antiparalelas
hacia el extremo C terminal. Ambas caras de esta extension estan flanqueadas por hélices a; por
un lado hay un par que conecta esta extension al plegamiento de Rossman, y por el otro hay 2 de
las 3 hélices del extremo C terminal (Sigrell y col., 1998). Por altimo, el dominio mayor provee
la mayor cantidad de interacciones de uniones especificas para los sustratos de RK, D-ribosa y
ATP (Sigrell y col., 1999).



> Dominio menor

> Dominio mayor

Figura 2. Estructura de la RK de E. coli. A. Representacion grafica para la estructura
tridimensional de la RK de E. coli (PDBid: 1RKD) junto a sus ligandos, mediante un diagrama
de cintas. En rojo se muestra al dominio menor, y en amarillo, al dominio mayor. B. Ligandos
de la estructura 1RKD: D-ribosa, PO,y ADP.

Por otro lado, el dominio menor de la RK esta compuesto por 2 inserciones dentro del
dominio mayor. La primera insercion esti en el loop que conecta 1 y al, mientras que la
segunda esta en el punto de entrecruzamiento que une 5 y a3. Cada insercién aporta con 2
hebras B antiparalelas. Estas inserciones constituyen una sdbana 3 que por su cara interna actla
como una tapa sobre el sitio activo, cubriendo completamente al sustrato D-ribosa, pero sin
cubrir al ATP, mientras que la cara externa de esta sabana [ provee de la superficie para la
interaccion de los dimeros. Esta region de contacto dimérica a través del dominio menor tiene la
forma de un "apretdn de manos", y se le conoce como la estructura “p clasp”.

A pesar de que la identidad de secuencia entre los miembros de esta superfamilia es
menor al 30%, sus estructuras tridimensionales son muy similares. Las enzimas de la
superfamilia riboquinasa se clasifican como proteinas de tipo o y B (Mathews y col., 1998;
Schumacher y col., 2000; Sigrell y col., 1998). El rasgo estructural comin que comparten todas
las enzimas de esta superfamilia esta dado por la sabana 3 central de 8 hebras que esta rodeada

por 8 hélices a estructuralmente conservadas, 5 a un lado y 3 al otro (estructura central a/B/o).



El sitio activo esta localizado en una hendidura poco profunda a lo largo del borde de la sabana 3
central.

Estudios estructurales hechos en presencia y ausencia de sustratos en dos enzimas de
esta familia, RK y AK, muestran que la unién de los sustratos produce cambios
conformacionales. Estos cambios estan descritos como una apertura y un cierre del dominio
menor, tomando como referencia al dominio mayor, lo que permite definir dos conformaciones,
una abierta y otra cerrada. Para el caso de la RK, se ha planteado que en un comienzo la forma
apo o abierta permitiria la entrada del sustrato D-ribosa. La unién del azGcar induciria el cierre
del domino menor, el que actuaria como tapa, cubriendo a la D-ribosa. Este cierre de la
estructura beneficiaria el reconocimiento del cosustrato ATP, promoviendo su union. La
conformacion cerrada corresponde al complejo ternario. El residuo Asp255 actuaria como la
base catalitica que sacaria un proton del grupo hidroxilo O5°de la D-ribosa. ElI atomo
05 cargado negativamente haria un ataque nucleofilico sobre el PO, y del ATP, resultando un
estado de transicion con una geometria pentavalente. Este estado de transicion seria estabilizado
por un “bolsillo aniénico” en el que se posicionaria el PO, y del ATP. Este bolsillo aniénico
estaria creado por los nitrégenos de la cadena principal de los residuos 252-255. El estado de
transicion seria finalmente estabilizado por la cadena lateral del residuo Lys43. Cambios
conformacionales del dominio menor inducirian el quiebre del estado de transicion, después del
cual, la enzima volveria a su forma abierta nuevamente. Los productos D-ribosa-5-P y ADP
serian liberados, y la enzima estaria lista para llevar a cabo una nueva ronda catalitica. Esta
secuencia de eventos sugeriria que la RK tendria un mecanismo de reaccion ordenado Bi Bi
(Mathews y col., 1998; Sigrell y col, 1999; Sigrell y col., 1998).

1.2 Motivos conservados en la superfamilia riboquinasa. Motivo NXXE y motivo
GXGD.

Otro rasgo compartido por miembros de la superfamilia, es la existencia de dos motivos
de secuencia altamente conservados, el motivo NXXE y el motivo GXGD, ambos ubicados en
el sitio activo de las enzimas. Se ha observado que los residuos Asn y Glu del motivo NXXE

estarfan relacionados con la unién de PO,y Mg* (Maj y col., 2002, Parducciy col., 2006) y



que el residuo Asp del motivo GXGD actuaria como la base catalitica general que desprotonaria
al hidroxilo del sustrato que va a ser fosforilado (Arnfors y col., 2006; Schumacher y col., 2000).

En base a la estructura cristalografica de la RK de E. coli determinada en complejo con
D-ribosa, un analogo de ATP no hidrolizable (AMP-PNP) y PO,3, se observé que dentro del
sitio activo, el residuo Asnl187 forma puentes de hidrégeno con un atomo de oxigeno del ién
PO, y con un atomo de oxigeno del PO,® B del ATP, y que el residuo Glu190 forma dos
puentes de hidrégeno con dos 4tomos de oxigeno del i6n PO,* (Sigrell y col., 1998). Ambos
residuos, tanto Asn187 y Glu190, son parte del motivo NXXE.

La superposicién de las estructuras de la AK humana (PDBid: 1BX4), que es
monomérica, Yy de la RK de E. coli (PDBid: 1RKD) que es dimérica, mostr6 que ambas
proteinas poseian una gran identidad estructural, ya que dicha superposicion arrojo una
desviacion RMS de 2,4 A para 306 residuos, aun cuando la identidad de secuencia entre ambas
solo alcanza al 22%. Ademas, permitio observar que los residuos Asn187 y Glul90 de la RK
estaban conservados en la AK (Asn223 y Glu226) (Mathews y col., 1998). La identidad
estructural entre RK y AK, vy la existencia del motivo conservado NXXE, también se evidencia
en otras estructuras de AK. En AK de Toxoplasma gondii (T. gondii) (PDBid: 1LII) los residuos
correspondientes son Asn223 y Glu226 (Schumacher y col., 2000), mientras que en la AK de
hamster chino, dichos residuos corresponden a Asn239 y Glu242 (Maj y col., 2002).

La AK humana fue cristalizada en presencia de adenosina y Mg™. Esta estructura
muestra dos adenosinas y tres iones Mg*?, ubicandose sélo un i6n Mg*? dentro del sitio activo,
muy cerca del motivo NXXE. Este ion tiene una coordinacion octaédrica con seis moléculas de
agua ordenadas (MOg) unidas a residuos del sitio activo y se ubica entre ambas adenosinas.
Cinco de las seis moléculas de agua tienen interacciones por puentes de hidrégeno con la
proteina, incluyendo contactos con las cadenas laterales de los residuos Asn223 y Glu226, asi
como también con el residuo catalitico Asp300 (Mathews y col., 1998).

Sin embargo, se ha visto que el ion Mg** puede ocupar una posicién diferente dentro del sitio
activo. Tal es el caso de la AK de T. gondii, donde el ion Mg*? se encuentra coordinado entre los

PO, oy B del analogo de ATP no hidrolizable, el AMP-PCP (Schumacher y col, 2000).



Dado lo anterior, cobra vital importancia la resolucion de la estructura de la RK de H.
sapiens en 2008, ya que esta estructura fue resuelta en complejo con ADP, Mgy Na* (PDBid:
2FV7), y permitié conocer en qué lugar se unen tanto el Mg** como el Na*. Esta estructura
mostré que el Mg* se ubica dentro del sitio activo de esta enzima, muy cercano al motivo
NXXE, siendo esta ubicacién similar a la que ocupa ese idn dentro del sitio activo de la AK

humana (fig. 3).
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Figura 3. Sitos activos de la RK de E. coli, AK de H. sapiens y RK de H. sapiens.
Representacion de los sitios activos de las estructuras de la RK de E. coli (PDBid: 1RKD), AK
de H. sapiens (PDBid: 1BX4) y RK de H. sapiens (PDBid: 2FV7), junto a sus ligandos,
mediante un diagrama de cintas. Segln se puede observar, las cadenas laterales de los residuos
conservados Asn y Glu del motivo NXXE se ubican junto al i6n PO, en RK de E. coli, y junto
a los iones Mg*? en AK de H. sapiens y RK de H. sapiens. La cadena lateral del residuo Asp del
motivo GXGD esté localizado cercano al azlcar ((ADP, en ambas RK), y ADN en AK.)

Con el objeto de evaluar la conservacion de los residuos Asn y Glu del motivo NXXE
en miembros de la familia tipo riboquinasa, Maj y col. (2002) hicieron un alineamiento de
secuencia multiple entre distintos miembros de esta familia y observaron que estos residuos
estaban altamente conservados, identificando un nuevo motivo de secuencia al que llamaron

motivo NXXE. Al estar los residuos Asn y Glu del motivo NXXE haciendo contactos cercanos



con el Mg*y el PO, y considerando los antecedentes que mostraban que las actividades de las
enzimas RK y AK se veian afectadas por la accion del PO,®y Mg*, se estudié la posibilidad de
gue este motivo estuviera involucrado en la unién de estos iones, requeridos para la actividad
catalitica de estas enzimas. Mutagénesis sitio-dirigida del motivo NXXE en AK de hamster
chino dio como resultado enzimas con requerimientos muy alterados de PO,® y Mg™ (Maj y
col., 2002).

Ademas, la mutacidn sitio-dirigida del motivo NXXE en la fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2)
de E. coli indic6 que el residuo Glu190 de este motivo era requerido para la union apropiada del
ion Mg*? en el sitio activo y ademés, apuntd a la existencia de un Mg*? catalitico en el sitio
activo, distinto al i6n Mg** presente en el complejo metal-nucleétido (Parducci y col., 2006;
Rivas y col., 2011). En base a estos resultados, se ha sugerido que el motivo NXXE deberia
representar el sitio de unién de Mg*™ y de PO, lo que podria ser una propiedad que
caracterizaria a la familia tipo riboguinasa. Sin embargo, esto s6lo ha sido demostrado para 2
enzimas de la superfamilia, la AK (Maj y col., 2002) y la Pfk-2 (Parducci y col., 2006).

Como se mencion6é anteriormente, el motivo GXGD contiene un residuo Asp
conservado que actuaria como una base catalitica general que desprotonaria al hidroxilo del
sustrato que va a ser fosforilado. En base a la resolucion de la estructura de la RK de E. coli, se
ha visto que el residuo Asp255 se encuentra muy cercano a la D-ribosa y se ha sugerido que esta
enzima usaria el residuo Asp255 para sacar el proton del grupo hidroxilo 5° de la D-ribosa
(Sigrell y col., 1998). Por otro lado, al resolver la estructura de la AK humana, se ha sefialado
que el residuo Asp300 seria el residuo catalitico importante involucrado en la desprotonacion de
la adenosina en el grupo hidroxilo 5° (Mathews y col., 1998), ya que este residuo ocupa una
posicion espacial similar al residuo Asp255 de RK de E. coli y porque la adenosina ocupa una
posicion similar a la de la D-ribosa. Lo mismo ocurre en la estructura resuelta de la AK de T.
gondii, donde se ha encontrado que la posicion que ocupa el residuo Asp318 es similar a la
posicion de los residuos Asp255 de la RK de E. coli y Asp300 de la AK de H. sapiens
(Schumacher y col., 2000). En estas tres estructuras, RK de E. coli, AK de T. gondii y AK de H.
sapiens, el hidroxilo que se fosforila en el sustrato azicar se encuentra formando un puente de
hidrégeno con el residuo Asp del motivo GXGD, lo que da cuenta de que esta interaccion

debiera ser importante. Ademas, en estudios realizados en la AK de hamster chino por Maj y col.



(2000), se ha postulado al residuo Asp316 del motivo GXGD como el residuo responsable de la
catélisis en esta enzima, ya que se observo que al sustituir el residuo Asp316 por Asn o Glu,
hubo una pérdida casi completa de la actividad en la enzima.

Asimismo, siguiendo con los estudios realizados en la familia tipo riboquinasa, en la
Pfk-2 de E. coli se evalué la funcion del residuo Asp256 del motivo GXGD mediante
mutageénesis sitio-dirigida, y se observé que el reemplazo de este residuo por Asn condujo a que
la ke de la enzima mutante fuera 15.000 veces menor que la de la enzima silvestre. Esto ha
llevado a sugerir que este residuo funcionaria como la base catalitica en esta enzima (Tesis
pregrado, Parducci, 2005). Por ultimo, al observar la estructura resuelta para la enzima
nucledsido quinasa de Methanocaldococcus jannaschii (MjNK) (PDBid: 2C49), se puede
apreciar que el motivo GXGD se encuentra conservado entre los residuos 244-247. El residuo
Asp247 seria la base catalitica de esta enzima, y se ha sugerido que el mecanismo seria similar al
propuesto para la RK de E. coli. En esta estructura también se puede apreciar que el residuo Asp
del motivo GXGD se encuentra formando una interaccion por puente de hidrégeno con el
oxigeno del grupo hidroxilo 5’ del nucledsido (Arnfors y col., 2006).

Los antecedentes expuestos, nos llevan a aseverar que no existen muchas publicaciones
que apunten a dilucidar el papel que cumplen los motivos NXXE y GXGD en la unién y en la
regulacion y catélisis por el uso de iones como PO,y Mg*?, y que los estudios se han centrado
principalmente en dos enzimas, la AK y la Pfk-2. De esto se desprende la importancia de realizar
mas estudios que demuestren la directa relacion que juegan estos motivos en la unién de iones
como PO,* y Mg*?, para poder ampliar la vision existente, y evaluar si este rasgo es compartido
por mas miembros dentro la familia. De esta manera, la RK humana se alz6 como muy buena

candidata para llevar a cabo estos estudios.

1.3 Superposicion estructural y alineamiento de secuencia en la familia tipo
riboquinasa.

Como se menciond anteriormente, la superfamilia riboquinasa esta subdividida en tres
familias, la familia de quinasas dependientes de ADP, la familia tipo riboquinasa y la familia sin
dominio menor. Nuestro foco se situd principalmente en la familia tipo riboquinasa ya que la RK

humana pertenece a esta familia. Con el fin de evaluar cuan conservados se encontraban los



motivos NXXE y GXGD entre las proteinas que actualmente conforman la familia tipo
riboquinasa, realizamos una superposicion estructural y posteriormente un alineamiento de
secuencia entre todos los miembros de esta familia. Como se puede observar en la figura 4 (A),
ambos motivos estan conservados tanto en la RK de H. sapiens como en la RK de E. coli, asi
como en la mayoria de los miembros de esta familia, destacandose en verde al motivo NXXE, y
en amarillo al motivo GXGD. Por medio de esta superposicion estructural y posterior
alineamiento de secuencia, hemos identificado las posiciones de los residuos que conforman los
motivos NXXE y GXGD en la RK humana.
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Figura 4. Motivos de secuencias conservados entre los miembros de la familia tipo
riboquinasa, e identificacion de las posiciones de los residuos Asn y Glu del motivo
NXXE, y del residuo Asp del motivo GXGD, en RK de H. sapiens. A. El alineamiento de
secuencias entre los miembros de la familia tipo riboquinasa fue realizado por superposicion
estructural de las estructuras cristalograficas de los miembros de la familia tipo riboquinasa. En
verde se destaca el motivo NXXE, y en amarillo, el motivo GXGD. B. La superposicion
estructural entre la RK de E. coli y la RK de H. sapiens muestra que estas enzimas poseen u
gran identidad estructural..



Los residuos Asn y Glu que forman parte del motivo NXXE en la RK humana, estan en las
posiciones 199 y 202, muy similar a las posiciones que ocupan en RK de E. coli (187 y 190).
Asimismo, el residuo Asp que forma parte del motivo GXGD, ocupa la posicion 269 en la RK
humana y 255 en la RK de E. coli. Llama la atencidn que pese a que la identidad de secuencia
entre ambas RK fue tan sdlo del 33 %, ambas enzimas poseen una gran identidad estructural (fig.
4B).

.4 La RK de H. sapiens.

Recapitulando, aunque la RK bacteriana fue cristalizada en presencia de Mg*? no hay
evidencia de la presencia de este i6n en la estructura resuelta (PDBid: 1RKD), observandose
dentro del sitio activo a la D-ribosa, al anélogo de ATP y a un i6n PO,* . El i6n PO,* estaria
haciendo contactos con los residuos Asnl187 y Glul90 del motivo NXXE, motivo muy
conservado dentro de la familia tipo riboquinasa, al igual que el motivo GXGD. La existencia de
esta estructura permitié contar con una referencia para poder comparar el parentesco entre las
distintas proteinas de la superfamilia riboquinasa a las que se les iba determinando la estructura,
especialmente entre proteinas que tenian una identidad de secuencia muy baja, menor al 30% .
Sin embargo, Ilama la atencién que aunque la actividad de la RK fue descrita originalmente en
higado de ternero (Agranoff y Brady, 1956), la mayoria de los trabajos de caracterizacion de la
RK a nivel estructural y bioquimico han sido realizados en la enzima de E. coli, dejando de lado
la investigacion en enzimas de mamiferos. La reciente identificacion del gen que codifica para la
RK humana (Park y col., 2007) ha abierto la posibilidad de ocupar esta enzima para ampliar los
estudios existentes sobre los motivos NXXE y GXGD en la superfamilia riboquinasa. De esta
manera, hemos evaluado el papel del motivo NXXE en la unién de PO,% y Mg™ vy en la
regulacién de la actividad de esta enzima, y hemos estudiado la importancia del motivo GXGD
en la catélisis de RK.

Por otro lado, la disponibilidad de la estructura cristalografica de RK humana (PDBid:

2FV7), resuelta con ADP, Na*y Mg*?, pero sin PO, (a diferencia de la estructura de
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RK de E. coli (PDBid: 1RKD) resuelta con D-ribosa, un analogo de ATP y PO,”, resultd ser
muy relevante, ya que por primera vez se contaba con una estructura de la RK resuelta con Mg*,
lo que permitia conocer la posicion que ocupaba este i6n dentro del sitio activo de RK y ademas,
nos entrega informacion sobre cuales podrian ser los residuos que podrian estar involucrados con
su union.

Considerando la identidad estructural que tienen los sitios activos de las enzimas que son
parte de la familia tipo riboquinasa, lo mas probable es que los contactos vistos en la estructura
de RK de E. coli (PDBid: 1RKD), entre el ién PO, y los residuos Asn187 y Glu190 del motivo
NXXE, también existieran entre los residuos Asn199 y Glu202 de RK humana, y un ién PO,>.

Hasta la fecha no existe ningln trabajo en el que se correlacione la informacién
estructural de la RK humana, con los aspectos cataliticos y de regulacion de esta enzima.
Aunque esta estructura si se encuentra disponible en el PDB, no existe ningun estudio publicado,
razén por la cual toda la informacion extra que obtuvimos a partir de dicha estructura ha sido

mediante el analisis que hemos realizado, y redunda ain mas en la importancia de este estudio.

1.5 Regulacion de la actividad enzimatica en la familia tipo riboquinasa. Uso de
Mg*?, cationes divalentes, monovalentes, y PO,>.

1.5.1 Uso de Mg*?, cationes divalentes y monovalentes.

Existen dos clases de enzimas que requieren de cationes divalentes para su actividad. Por un lado
estan las metaloenzimas, que tienen un cation metalico que esta fuertemente unido y que no se
disocia, y por otro, estan las enzimas activadas por un metal, que no son capaces de hacer
catalisis en ausencia del cation divalente. Dentro del grupo de las enzimas activadas por metal,
las fosfotransferasas son las de mayor importancia (Parducci, 2005). En esas enzimas que
requieren del uso de un metal para su actividad, el ATP libre no seria el verdadero sustrato; ya
que estas enzimas poseen un mecanismo general de activacion que es la unién del metal al
nucledtido, lo que formaria al verdadero sustrato (Knowles, 1980). Por otro lado, existen otros
casos, en los que se requiere de una concentracion de metal mayor que la concentracién usual de
nucledtido necesaria, para alcanzar la méaxima actividad, lo que sugiere un papel adicional para

el metal (Budde y col., 1993). De este modo, se ha observado que para la AK de diversas fuentes
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el aumento de Mg*? libre inhibe la actividad enzimatica (Maj y col.; 2002, Maj y col., 2001),
mientras que en Pfk-2 ocurre lo contrario, activando a la enzima (Parducci y col., 2006).

Por otro lado, se ha sugerido que la funcion de la carga positiva del i6n seria
contrarrestar la carga negativa local formada en el sitio activo durante el curso de la reaccién,
aumentando la electrofilicidad del cofactor, disminuyendo la energia de activacion y
estabilizando las especies reactivas (Andreini y col., 2008; Ito y col., 2003).

Dentro de la superfamilia riboquinasa, existe evidencia estructural y cinética, de que el
motivo NXXE estaria relacionado con la unién de cationes divalentes, particularmente con la
unién de Mg*? (Mathews y col., 1998; Maj y Gupta, 2002; Parducci y col., 2006). Mutagénesis
sitio-dirigida del motivo NXXE en AK de hamster chino dio como resultado enzimas con
requerimientos muy alterados de PO,* y Mg* (Maj y col., 2002). Ademas, la mutacién sitio-
dirigida del motivo NXXE en la fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2) de E. coli indic6 que el residuo
Glu190 de este motivo era requerido para la unién apropiada del ion Mg?* en el sitio activo y
ademas, apuntd a la existencia de un Mg®* catalitico en el sitio activo, distinto al i6n Mg**
presente en el complejo metal-nucleétido (Parducci y col., 2006; Rivas y col., 2011).

Con respecto a la RK, se ha visto que tanto la RK de mamiferos como la bacteriana no
presentan actividad en ausencia de cationes divalentes (Agranoff y Brady, 1956; Chuvikovsky y
col., 2006). Por otro lado, se ha demostrado que aparte del Mg*?, otros cationes divalentes como
el Mn*™ y Ca*? también pueden activar a la RK de E. coli (Chuvikovsky y col., 2006). Sin
embargo, el rol activador del Mg®* no esté del todo claro, ya que se ha visto que las actividades
cataliticas de AK y de RK bacteriana se inhiben a altas concentraciones de Mg* libre. Para el
caso de AK, se ha reportado que utilizando bajas concentraciones de Mg*? libre hay un aumento
de la actividad enzimética, en tanto que al usar concentraciones de Mg* libre en el intervalo
milimolar, este actia como un inhibidor e incrementa la inhibicién por sustrato inducida por
adenosina (Maj y col., 2002; Fisher y Newholme, 1984). Por otro lado, Maj y Gupta (2001)
observaron que al utilizar en sus ensayos concentraciones de Mg*" libre superiores a 2,5 mM se

produjo una inhibicién gradual de la actividad de la RK de E. coli.
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En nuestro laboratorio se han realizado estudios recientes centrados en el efecto de los
cationes divalentes sobre algunas enzimas de la superfamilia riboquinasa. Para la enzima
piridoxal quinasa humana (hPLK) se midid la actividad en presencia de ocho metales diferentes
(Zn*?, Cd*?, Mg*?, Mn*2, Cu*?, Ni*? Ca™y Co*?) cada uno por separado y como el Gnico metal
presente, y lo que se vio fue que de los ocho metales ensayados, sélo el Ca*? no permite la
catalisis. La mayor actividad se observo en presencia de 0,1 mM de Zn*? total y 0,5 mM de ATP,
actividad que disminuye dramaticamente a medida que se aumenta la concentracién de Zn*2
libre. Para el Mn*? su mayor actividad se dio a concentraciones equimolares, mientras que
cuando estuvo en proporcion 3:1 con el ATP, la actividad disminuyd (Navarro y col.; 2013). Por
otro lado, también se ha observado que la enzima Pfk-2 de E. coli, emplea los iones Mgy Mn*2
para la catalisis, y en menor medida usa Co*?y Ca*?, descartando la utilizacién de otros cationes
como Zn', Cd™ Cu™ y Ni? (Rivas-Pardo, J.A., 2011). Ensayos realizados en la
fosfofructoquinasa de Pyrococcus horikoshii (phPFK) mostraron que dicha enzima puede
utilizar Mg*?, Mn*?, Zn*?, Ca™ y Ni*?, para su catalisis, encontrandose algo similar para la
enzima homdloga glucoquinasa de Pyrococcus furiosus (pfGK), la cual fue capaz de utilizar en
la catalisis los iones Mg*?, Mn*? y Co*?, y en menor proporcion Ni*?y Zn*? (Merino, F., Rivas-
Pardo, J.A. y col., 2011).

Con respecto a los cationes monovalentes, se ha visto que la RK de E. coli es capaz de
unir K"y Cs* con una Kp aparente de 5 mM y 17 mM, respectivamente, pero incapaz de unir Li*
y Na’. Desde un punto de vista fisiolégico, en E. coli, al igual que en otras células, la
concentracion intracelular de K* fluctGia entre 100 mM y 150 mM, lo que seria suficiente para
saturar un sitio con una Kp igual a 5 mM. La baja concentracion de Na* en la célula (5 a 15 mM)
y el hecho de que RK no se activara por concentraciones de NaCl hasta 140 mM, sugieren que
este i6n no seria de importancia bioldgica para la bacteria (Andersson y Mowbray, 2002).

En la RK de E. coli, el dominio mayor contiene el sitio de unién de cationes
monovalentes entre dos loops abarcando a los residuos desde el 244 al 254, y a los residuos entre
el 288 y el 296, adyacentes al bolsillo de union del MgATP (Sigrell y col., 1998). Por otro lado,
la RK de E. coli fue cristalizada en presencia de D-ribosa, AMP-PCP, Mg** y Cs* (PDBid:
1GQT). Se ha postulado que la union del catibn monovalente gatillaria cambios

conformacionales que permitirian la activacion enzimatica. El sitio de unién del cation
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monovalente ayudaria a organizar la formacion de el bolsillo de unién del nucleétido en el sitio
activo (Andersson y Mowbray, 2002).

Mas recientemente, se estudié si la RK de E. coli podia ser activada por cationes
monovalentes ensayandose con K, Na’, Li*, NH,” y Cs" determinado que esta enzima es
activada por K, NH," y Cs* , obteniéndose la mayor activacion con potasio y la menor con
cesio, a una concentracion de 100 mM de cada uno de los cationes. Considerando que con
potasio se obtuvo el 100% de actividad, con NH," se obtuvo sélo el 60% de actividad, y con Cs*
un 40%, mientras que con Li* y Na" se obtuvo una actividad bajisima (cercana a cero),
comparable a la determinacion en ausencia de catién monovalente (Chuvikovsky y col., 2006).
Por otro lado, en 2012, se cristalizo la RK de S. aureus en ausencia de cationes monovalentes
(PDBId: 3RY7) gue pudieran activar a la enzima. Al comparar dicha estructura con la de RK de
E. coli, se ha propuesto que la unién del catiébn monovalente gatillaria un cambio conformacional
de uno de los loops donde se ubica el ATP dentro del sitio activo, lo que organizaria el bolsillo
de unién a nucleétido, permitiendo la unién del ATP y aumentando la actividad catalitica.
Desde el punto de vista cinético, esta enzima es activa en ausencia de potasio, y la presencia de
KCI 100 mM llev6 a una disminucion de la Ky, para ATP a casi la mitad, y a una duplicacion de
la ket (Liy col., 2012).

Existe evidencia de que la Pfk-2 de E. coli. también tendria un sitio de unidn a cationes
monovalentes. Cabe recordar que esta enzima ademas de unir al ATP que actia como el dador
de fosforilo en el sitio activo, une un ATP alostérico que regula negativamente la actividad
enzimatica. La caracterizacion cinética de la enzima mostré que el K* y el Na" no modifican la
Kea Ni la Ky, para fructosa-6-P o MgATP. Sin embargo, la presencia de K* (y no de Na*) llevo a
un aumento de la inhibicion alostérica inducida por MgATP. Por otro lado, la enzima fue
cristalizada en presencia de MgATP, y en presencia de Cs* (PDBid: 3UMP) o K (PDBid:
3UMO), y se observé un sitio de union a cationes monovalentes en una posicion conservada
predicha para el resto de las proteinas de la familia riboquinasa. Este sitio est4 adyacente al sitio
de unién del MgATP alostérico y sélo es posible observarlo en presencia de K* o Cs’. Para este
caso en particular, la union de cationes monovalentes tendria influencia sobre el sitio alostérico
de la Pfk-2 aumentando la afinidad para MgATP, manteniendo inalterado la conformacion de los

residuos presentes en el sitio catalitico (Bé&ez y col., 2013).
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1.5.2 Uso de PO,

Se ha observado que la actividad enzimatica de algunos miembros de esta familia se
modifica en presencia de iones pentavalentes, y particularmente, en presencia de PO,>. De este
modo, en RK de E. coli la presencia de iones pentavalentes tales como fosfato, arsenato y
vanadato, aumentaron la velocidad de la reaccion enzimatica y la afinidad de la enzima por la D-
ribosa (Maj y Gupta, 2001). Algo similar ocurre para la enzima AK, ya que hubo un aumento de
las actividades enzimaticas de AK de distintas fuentes, en presencia de fosfato, arsenato y
vanadato (Maj y col., 2002). Esto coincide con lo visto por Park y col. (2007), quienes
encontraron que el PO, tenia un efecto activador tanto en la RK de H. sapiens como en la de E.
coli. Tomando en cuenta este Gltimo trabajo, podemos decir que es el Unico trabajo publicado
hasta la fecha donde se ha caracterizado muy preliminarmente a la RK humana. Dicha
publicacién, apunt6 a estudiar la especificidad de sustratos de la enzima, y a comparar los
efectos de una serie de activadores e inhibidores sobre las actividades enziméticas de RK de H.
sapiens y de E. coli. Como resultado, se observd que la Ky, de la RK humana para D-ribosa
resulté ser 10 veces mas grande que la de RK de E. coli, 30 mM vs 0,3 mM, respectivamente,
aunque sus ke, fueron similares. Ademas, la RK humana presenté inhibicién por D-ribosa y por
ATP, y la presencia de concentraciones crecientes de PO, alterd los valores de Ky y K; para
ambos sustratos. A medida que aumento la concentracion de PO, los valores de Ky para ATP y
D-ribosa fueron disminuyendo y los de K;, aumentando. Por otro lado, el uso de activadores tales
como fosfato inorgénico, acetil fosfato y dihidroxiacetona fosfato y el de inhibidores como &cido
fosfonoacético y etidronato tuvieron el mismo efecto de activacion y de inhibicidn
respectivamente, sobre la RK de H. sapiens y de E. coli (Park y col.; 2007).

No obstante todo lo mencionado anteriormente, el efecto del PO, en la actividad de
Pfk-2 de E. coli contrasta con lo descrito para RK y AK, ya que al aumentar la concentracion de
PO, hubo una disminucion de la actividad enzimatica, usando concentraciones saturantes de
sustratos (Parducci y col., 2006).

Tomando en consideracion todos estos antecedentes, se desprende que dentro de la
familia tipo riboquinasa, no existe un dnico efecto atribuible al PO, ya que se han observado
efectos opuestos en distintos miembros de esta familia. Por otra parte, y considerando que no se
ha estudiado con mucho detalle la activacion por PO,?, ni el rol del Mg®* en la actividad de RK y

que ademas, no se ha realizado una caracterizacion de la RK humana a nivel de efectos de
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cationes monovalentes, y divalentes, resultd necesario abordar esto como punto de partida para
el estudio de esta enzima.

En este proyecto se plante6 como primer punto, caracterizar a la RK de H. sapiens
mediante el estudio del efecto de cationes monovalentes, divalentes, activacion por PO,*, efecto
del Mg*, estabilidad térmica y determinacion de pH optimo. Ademas, bajo la hipétesis de que
los residuos conservados Asn199 y Glu202 del motivo NXXE participan en la catalisis como
determinantes de la union de PO,® y Mg* al sitio activo, se reemplazé el residuo Asn199 que
tiene una cadena lateral polar sin carga por el residuo Leu, que no tiene polaridad y es del mismo
tamafio que Asn. El residuo Glu202 esta cargado negativamente, y se reemplazé por Leu, que es
apolar y una unidad de carbono méas pequefia que Glu. Si estos residuos participan en el correcto
posicionamiento de PO, y del Mg*, entonces cambios en estos residuos deben tener un gran
impacto en la estimulacién por PO,® y en el efecto del Mg*™ en la RK humana. Por otro lado,
para evaluar la importancia del residuo Asp269 del motivo GXGD, se reemplazd este residuo
aminoacidico por una Asn, con el fin de eliminar la carga negativa. Al mutarlo por Asn, que
tiene una cadena lateral polar sin carga, y tiene el mismo tamafio que Asp, estamos evaluando
s6lo la importancia de la carga en este residuo, ya que ambos residuos tienen un tamafio similar.

Para estudiar el efecto del PO, sobre la actividad de la RK humana, se midi6 la actividad
enzimatica en condiciones estandar en ausencia de PO, y a concentraciones crecientes del ion,
tomando como referencia, que en el trabajo de Park y col. (2007), se alcanz6 la mayor actividad
de RK humana en presencia de PO, 10 mM. Ademas, se estudid el efecto del PO, sobre la
afinidad de RK por D-ribosa y MgATP, y la relacion entre este efector y la inhibicion por
sustratos. Se determinaron los siguientes parametros cinéticos Ky, Ke, Kea/Km Y Ki, tanto para
D-ribosa como para MgATP, para la enzima silvestre y las enzimas mutantes RK N199L , RK
E202L y N199L.

Con el fin de complementar estos estudios, se trabajo con herramientas bioinformaticas
para construir las mutantes de RK silvestre N199L, E202L y D269N in silico y evaluar la
posicion que ocuparia el i6n PO, dentro del sitio activo en la RK silvestre como en las mutantes

in silico mediante una técnica llamada docking (acoplamiento) molecular.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1.1 Hipotesis.
Los residuos conservados Asn199 y Glu202 del motivo NXXE, y Asp269 del motivo GXGD,

participan en el mecanismo catalitico de la RK humana como determinantes de la unién de PO,

y Mg* al sitio activo, y como base catalitica general, respectivamente.

1.2 Objetivos generales.

1. Caracterizar la RK humana y analizar el papel de la unién de PO,* y Mg en su actividad,

determinando el papel de los residuos Asn199 y Glu202 del motivo NXXE.

2. Establecer la importancia del residuo Asp269 del motivo GXGD en la catélisis de la RK

humana.

11.3 Objetivos especificos.

1. Caracterizar la RK humana mediante el estudio de los efectos de cationes monovalentes y
divalentes, activacion por PO,>, efecto del Mg*, efecto de la temperatura y determinacion

del pH 6ptimo.

2. Evaluar experimentalmente el papel de los residuos Asn199 y Glu202 en la unién de PO,
y Mg' ? al sitio activo de RK humana haciendo mutagénesis sitio-dirigida de ambos

residuos.

3. Evaluar experimentalmente el papel del residuo Asp269 en la catalisis de RK humana,

haciendo mutagénesis sitio-dirigida de este residuo.
4. Construir las mutantes de Asn199, Glu202, y Asp269 in silico.

5. Determinar la posicion que ocupa el PO, tanto en la RK humana silvestre como en las

mutantes in silico mediante docking (acoplamiento) molecular del PO, .
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I1l. MATERIALES y METODOLOGIA.
I11.1 Materiales.
I11.1.1 Reactivos y materiales quimicos.

Acrilamida, bisacrilamida, azul de bromofenol, glicina, N, N, N, N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y el estandar de peso molecular de bajo y amplio rango para
realizar las electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS se obtuvieron de BIO-RAD
Laboratories (CA, E.E.U.U.).

El &cido acético, acido clorhidrico, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), cloruro de
calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS), etanol, extracto de
levadura, glicerol, D (+)-glucosa monohidratada, hidréxido de sodio, B-mercaptoetanol, metanol,
peptona de carne, sulfato de amonio, y tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS) se obtuvieron
desde Merck & Co., Inc. (Alemania).

Adenosina-5"-trifosfato (ATP) sal dis6dica, D-ribosa, agarosa, ampicilina, azul de
coomasie, bromuro de etidio, Chelex 100, cloruro de Mg*z, cloruro de manganeso, cloruro de
cobalto, cloruro de cadmio, cloruro de niquel, cloruro de zinc, cloruro de calcio, cloruro de
cobre, nicotionamida adenina dinucle6tido en forma reducida (NADH), N-(2-hidroximetil)
piperazina-N’"-acido2-etanosulfénico (HEPES), se obtuvieron de Sigma Chem. Co., (E.E.U.U.)
El antibidtico 6-d-alfa-aminofenilacetoamido-penicilanico acido sal sddica (Amplicilina) se
obtuvo desde USBiological (MA, E.E.U.U.).

Los capilares usados para los ensayos de EPR (tubos capilares de hematocrito), se
obtuvieron desde BOECO (Alemania).

111.1.2 Medios de cultivos.

Se emplearon una serie de medios de cultivos para este trabajo. Se utiliz6 el medio de
cultivo Luria-Bertani (LB) que estaba formado por extracto de levadura 0,5 %, NaCl 1% y
triptona 1%, ajustado a pH 7 con NaOH. El medio de cultivo de triptona se obtuvo desde BD
(NJ, E.E.U.U).

Para la preparacion de células competentes se usé el medio SOC, el que esta formado
por extracto de levadura 5 g L glucosa 20 mM, KCL 2,5 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 0,5 g/L, y
triptona 20 g/L, ajustado a pH 7,0 con NaOH. Para la seleccion de transformantes, se uso

ampicilina (100 pg/ml).
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111.1.3 Enzimas.

Para las mediciones de cinética enzimatica de la RK, se utilizaron 2 enzimas; la Piruvato
quinasa (PK) de musculo de conejo, y la Lactato deshidrogenasa (LDH) de musculo de conejo.
Ambas fueron obtenidas de Sigma Chem. Co. (E.E.U.U.).

Para los trabajos de biologia molecular, se utilizé la enzima DNA polimerasa Taq High
Fidelity, que fue obtenida desde Invitrogen (CA, E.E.U.U.).

I11.1.4 Partidores para las mutantes de RK de H. sapiens.

Para fabricar las mutantes de la RK se disefiaron los partidores (fig. 5), siguiendo los
consejos y especificaciones del GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System de Invitrogen.
A continuacién se muestra cada pareja de partidores para cada una de las mutantes, escritos
desde 5'a 3’. El triplete de bases en rojo corresponde al codon del aminoécido reemplazado.
Todos los partidores fueron sintetizados por Invitrogen (CA, E.E.U.U.) a través de Bios Chile.

En azul se muestra el partidor forward (f) y en verde el reverse (r).

Motivo NXXE: N199L y E202L Motivo GXGD: D269N
Partidores: Partidores:
N199L: CUU => L D269N: AAC —> N

CAGATGTGTTCTGCTGCCTTGAAAGTGAGGCTG  Tm: 66 °C GATACCACGGGTGCTGGTAACAGCTTTGTGGGAG  Tm: 68°C

GCAGCAGAACACATCTGAGAGGGTGTAGAAC Tm: 64°C ACCAGCACCCGTGGTATCCACAGCCTTGAC Tm: 67°C

Partidores:
E202L: CUU—> L

GTTCTGCTGCAATGAAAGTCTTGCTGAGATTTTAAC Tm: 62°C

ACTTTCATTGCAGCAGAACACATCTGAGAGG Tm: 62°C

Figura 5. Partidores utilizados para la construccion de las mutantes RK de
H. sapiens.
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111.1.5 Sistemas de purificacion de productos de PCR y DNA plasmidial.

Los productos de PCR se purificaron a través del sistema QIAquick PCR purification kit
de QIAGEN (E.E.U.U.), mientras que los plasmidos fueron purificados utilizando el sistema
plasmid mini kit Il, E.Z.N.A., de OMEGA Bio-tek (E.E.U.U.).

Los fragmentos de DNA fueron purificados desde los geles, usando Ultraclean 15, MO
BIO (E.E.U.U)

111.1.6 Herramientas Bioinformaticas.

Las estructuras cristalograficas utilizadas se obtuvieron desde el Protein Data Bank. Se
utilizd el programa PyMOL Molecular Visualization 1.3 para hacer superposiciones
estructurales y alineamientos de secuencia, y para visualizar el sitio activo de las estructuras de
la RK de E. coli (PDBid: 1RKD) y de RK humana (PDBid: 2FV7.

Para hacer el acoplamiento molecular de PO, sobre la RK humana se utilizo el programa
Autodock Vina 1.1.2.

111.2 Metodologia.
111.2.1 Transformacion y expresion de RK de H. sapiens.

La RK de H. sapiens estaba clonada en el plasmidio EX-W1395-B01 (con extremo N
Terminal de His) adquirido en Genecopeia. Se transformd la cepa de E. coli DH5a, que fue
crecida en medio SOC suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Se hizo una segunda
transformacién dentro de la cepa de E. coli BL21 (DE3), que posee en su genoma una copia del
gen de la RNA polimerasa T7 inducible por IPTG, la que fue crecida en medio SOC
suplementado con ampicilina (100 pg/ml).

Para obtener bacterias en fase exponencial se inocularon 50 ml de medio LB con una
colonia de la cepa BL21 (DE3) transformada con el plasmido EX-W1395-B01 que contiene la
RK humana. ElI medio contenia ampicilina a una concentraciéon de 100 pg/ml y se incubd
durante toda la noche a 37 °C (~ 14 h). Al dia siguiente se inocul6 al 5% 1 L de medio LB més

ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml y se incubé a 37 °C con agitacion hasta que el
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cultivo alcanz6 una absorbancia de 0,5 a 580 nm. Para inducir la expresion de la RK se adiciond
IPTG a una concentracion final de 0,5 mM vy se continud la incubacion a 37 °C por 4 h. Las
bacterias inducidas se colectaron por centrifugacion a 5.000 rpm durante 15 min en una

centrifuga eppendorf 5810 R a 4°C.

111.2.2 Purificacién de RK de H. sapiens.

Las bacterias inducidas, colectadas por centrifugacién, fueron resuspendidas en 100 ml
de amortiguador Tris-HCI 25 mM pH 7,8. La suspension de bacterias fue lisada mediante la
aplicacion de pulsos de 30 s de ultrasonido y 60 s de descanso en hielo. El lisado de bacterias se
centrifug6 a 9.000 rpm durante 15 min en una centrifuga eppendorf 5810 R a 4°C. El liquido
sobrenadante se aplic6 sobre una columna de DEAE-celulosa (1,5 cm x 9,5¢cm) equilibrada en un
amortiguador A que tenia: glicerol 5%, K;HPO4 4 mM, KH,PO, 6mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0,1
mM, B-mercaptoetanol 15 mM, y PMSF 1 mM. La columna se lavé con 150 ml del mismo
amortiguador y se eluy6 con 90 ml de un gradiente lineal de 0 a 0,5 M de concentracion de KCI
en el amortiguador A. Se colectaron fracciones de 1 ml a las que se les midi6 la actividad de RK.
Las fracciones con actividad RK se juntaron en un pool, el que se aplicé sobre una columna
HisTrap empacada con niquel sefarosa equilibrada en un amortiguador B que tenia: fosfato de
potasio 20 mM, NaCl 0,5 M e imidazol 20 mM, pH 7,4. La columna se lavé con 200 ml del
amortiguador B y se eluyé con 50 ml de un gradiente lineal de 20 a 500 mM de imidazol en
amortiguador B. El conjunto de las fracciones colectadas que presentaban actividad RK se
juntaron en un pool que fue concentrado y dializado contra 1 L de amortiguador Tris 25 mM pH
7,2 y MgCl, 2 mM. Finalmente, para determinar la pureza de la RK humana, se realiz6 una

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturantes.

111.2.3 Medicidon de la actividad enzimatica de RK de H. sapiens y de PK de Mus
musculus.
La actividad enzimatica de RK se determind espectrofotométricamente a 37 °C,

basandose en los protocolos de Ogbunude y col., (2007), acoplando la produccién de ADP a la

oxidacion de NADH, mediante el uso de las enzimas auxiliares (PK de
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musculo de conejo y LDH de masculo de conejo), segun el esquema que se muestra en la figura
6. La RK cataliza la fosforilacion de D-ribosa a D-ribosa-5-P, usando D-ribosay MgATP como
sustratos. EI ADP que se genera como producto es usado junto al fosfoenolpiruvato en una
reaccion catalizada por PK para regenerar ATP y el piruvato resultante es convertido a lactato
por medio de LDH. En este proceso, el NADH es oxidado a NAD", lo que permite que la
velocidad de la reaccion se monitoree a 340 nm como un decaimiento en la absorbancia de
NADH cuando es convertido a NAD". Una unidad (U) de RK esta definida como la cantidad de
enzima que cataliza la formacion de 1 umol de producto por minuto en condiciones
experimentales definidas. La mezcla de reaccién tenia amortiguador Tris—HCl a pH 7,2, D-
ribosa 0,5 mM, MgATP 1 mM, MgCl, 2 mM, KCI 125 mM, PEP 0,3 mM, NADH 1 X, PK 0,4
U,y LDH 1,2 U, en un volumen final de 0,7 ml.

En los experimentos cinéticos, las concentraciones de D-ribosa, MgATP y Mg** se variaron
segin se indica en cada ensayo. La reaccion se inicié agregando el ATP y la actividad

enzimatica se midi6 a 37 °C.

—RK |
D-ribosa + ATP Mg D-ribosa-5-P + ADP

ADP + PEP <« &%  Piruvato + ATP

Piruvato PENSILIN Lactato

[T

NADH NAD"

Figura 6. Ensayo acoplado utilizado para medir la actividad de la RK de H. sapiens.
Para el ensayo se necesitaron en la cubeta, 0,5 unidades de PK y 1,2 unidades de LDH.

También se hicieron ensayos en los que se midié la actividad de la enzima PK en
ausencia de KCI. Esto, ya que se plante6 investigar la actividad de la RK humana en presencia y
ausencia de KClI, para estudiar el posible efecto activador del i6n potasio en la RK de H. sapiens.
La actividad enziméatica de PK se determind espectrofotométricamente a 37 °C, acoplando la

enzima LDH, segun el esquema que se muestra en la figura 6. Una unidad (U) de PK est&
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definida como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 pmol de producto por
minuto en condiciones experimentales definidas. La mezcla de reaccion tenia amortiguador
Tris—HCI 25 mM a pH 7,2, ADP 1 mM, MgCl, 2 mM, PEP 0,3 mM, NADH 1 X, PK 6,5 U, y
LDH 1,2 U, en un volumen final de 0,7 ml. La reaccién se inicié agregando el ADP y la

actividad enzimatica se midi6 a 37 °C.

111.2.4 Método discontinuo para medir actividad de RK de H. sapiens.

Con el objeto de medir la actividad de la RK en presencia de cationes monovalentes (K*
y Na*) y divalentes (Mg, Mn*2, Co*, Cd*?, Ni*?% zZn*? Ca™y Cu*®) y observar el efecto que
gjercian dichos iones sobre la enzima, dejando de lado el efecto que pudieran tener sobre las
enzimas del ensayo acoplado, se utiliz6 un método discontinuo para medir la actividad
riboquinasa (fig. 7).

RK

D-ribosa + ATP R D-ribosa-5-P + ADP
— +HCIO,
+ KHCO,
O ADP + PEP PK Piruvato + ATP
‘ Piruvato = Lactato
NADH :\J;"«D‘

Figura 7. Ensayo discontinuo utilizado para medir la actividad de la RK de H. sapiens.

Basicamente, en un tubo eppendorf se llevd a cabo la reaccion catalizada por la RK y
posteriormente ésta se detuvo agregando HCIO, hasta una concentracion final de 3%. Después

de 5 minutos en hielo, el medio se neutralizé agregando KHCOs, y se centrifugd durante 30
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minutos a 4 °C. A continuacién se tomé una alicuota del liquido sobrenadante y se agreg6 a un
medio de reaccion que contenia todos los reactivos necesarios para medir la actividad de la PK
espectrofotométricamente, y se procedio a titular el ADP. Esto permitié que cualquier efector

que pudiera modificar la actividad de las enzimas del ensayo acoplado se diluyera muchas veces

de manera de no alterar la actividad de ellas.

111.2.5 Preparacion de células competentes.

Un pre-inoculo de la cepa DH5a se incub6 durante toda la noche a 37 °C. Al dia
siguiente se inocularon 50 ml del médio LB con 0,5 ml del pre-inoculo y se incub6 a 37 °C con
agitacion hasta que el cultivo alcanz6 una absorbancia de 0,2-0,4 a 550 nm. Una vez que se
alcanzo dicho valor de absorbancia el cultivo se incubé en hielo durante 10 min, y se centrifugo
a 5.000 rpm por 10 min a 4 °C en una centrifuga eppendorf 5810 R. El sobrenadante se descarto
y el sedimento de bacterias se resuspendié en la mitad de volumen de CaCl, 0,1 M estéril y frio
(en hielo). Esta suspensidon se dejo en hielo de 20 a 40 min, y se centrifugd a 5.000 rpm por 10
min a 4°C en una centrifuga eppendorf 5810 R. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié suavemente en 1 ml de CaCl, 0,1 M estéril y frio, incubandose en hielo de 1 a 40 h.
En este momento las células se encontraban competentes para la transformacion, y fueron
almacenadas dispensando 100 ul en tubos eppendorf con 2 ml con glicerol al 50% y guardadas a

-80 °C.

I111.2.6 Mutagénesis sitio-especifica.
Para fabricar las mutantes se utilizd el kit GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis
System de Invitrogen. El procedimiento basico utiliza como plantilla el plasmido de doble hebra

que contiene el gen silvestre de la RK y como partidores dos oligonucledtidos complementarios,
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donde solo uno de ellos posee la mutacion deseada. Previo a la mutagénesis el DNA plasmidial
se metila por medio de incubacién por 1 h a 37 °C con DNA metilasa. La reaccion de
amplificacion se realizé en un volumen de 50 ul. La mezcla de reaccion contenia 10 ul de 10 X
High Fidelity PCR Buffer, 1,5 ul de dNTP 10 mM, 1ul de MgSQO,4 50 uM, 3 ul de la pareja de
partidores (10 uM cada uno), 2 ul de DNA metilado, 0,2 ul de Platinum® Taq High Fidelity
(5U/ul), y 37,3 ul de agua destilada autoclavada. Las reacciones de amplificacion se llevaron a

cabo mediante el protocolo que se muestra a continuacion:

Etapas T°C Tiempo Ciclos
Melting inicial 94 2 1
Melting 94 1
Annealing 57 1 20
Extension 68 5
Extension Final 68 10 1

Los productos de PCR generados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Como
puede observarse en la figura 8, aparecen 3 bandas de amplificado de un tamario cercano a 6 Kb,
lo que esta de acuerdo con el tamafio esperado, ya que el plasmidio EX-W1395-B01 tiene 5.634

pares de bases.

T
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las mutantes RK D269N, RK N199L y
RK E202L. Carril L: estandares de peso molecular; cada uno de los carriles del 1 al 3 fue
cargado con los productos de PCR para cada las mutantes, en el siguiente orden: Carril 1: RK
D269N, carril 2: RK N199L, carril 3: RK E202L. Después de las electroforesis, los geles se
tifieron con solucion GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X.
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111.2.7 Secuenciacion de las mutantes RK D26N, RK N199L y RK E202L.
Los productos de PCR generados fueron secuenciados con el fin de corroborar la

existencia de la mutacién propuesta, y la ausencia de mutaciones no deseadas (fig.9).

 Residuo Asp269 por Asn

Partidor mutagénico 5" -GATACCACGGGTGCTGGTAACAGCTTTGTGGGAG-3"

DNA RK D269N
Partidor mutagénico

DNA RK silvestre

* Residuo Asn199 por Leu

Partidor mutagénico 5 _cAGATGTGTTCTGCTGCCTTGAAAGTGAGGCTG-3"

DNA RK N199L
Partidor mutagénico

DNA RK silvestre

* Residuo Glu202 por Leu

Partidor mutagénico 5 -GTTCTGCTGCAATGAAAGTCTTGCTGAGATTTTAAC-3"

DNA RK E202L
Partidor mutagénico

DNA RK silvestre

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de los DNA de RK silvestre y de las mutantes RK
D269N, RK N199L y RK E202L. Para cada mutante propuesta se muestra el partidor mutagénico
utilizado y en rojo se destaca el tiplete donde se inserta la mutacion.
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111.2.8 Determinaciones de estructura secundaria de la RK silvestre, y de las
mutantes RK D269N, RK N199L y RK E202L.

Los espectros de dicroismo circular fueron determinados en un espectropolarimetro
marca JASCO modelo J-815, disponible en el laboratorio del Dr. Richard Garrat, Instituto de
Fisica de Sao Carlos, Universidad de Sao Paulo, Brasil. Se midi6 en la zona UV-lejano en el
intervalo de longitud de onda de 190 a 240 nm, usando una celda con 1 mm de paso Optico, a 37
°C. Las muestras contenian amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,8, MgCl, 5 mM, y una
concentracion de proteina de 5uM. Los espectros son el promedio de 16 barridos, para eliminar
el ruido de la sefial. Los datos son representados en términos de la elipticidad observada, en
unidades de miligrados. Estos se ajustaron usando el programa controlador del instrumento,

Spectra Manager, version 1.53.01 (JASCO Corporation, Japén).

111.2.9 Determinacion de la afinidad de RK de H. sapiens por Mn*?,

La determinacion de la afinidad entre Mn*? y la proteina se llevé a cabo mediante la
técnica de resonancia paramagnética del electrén (EPR). Esta técnica permite cuantificar las
especies libres paramagnéticas en solucion, en este caso el Mn*% Para realizar estas mediciones
se utilizé un espectrémetro EPR Bruker Biospin GmbH modelo EMX 1572, disponible en el
laboratorio de la Dra. Carolina Aliaga, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago
de Chile. El instrumento se utiliz6 en la banda-X en la frecuencia 9,2-9,9 GHz, usando la
cavidad estandar TE;q,, que contaba con un puente de microondas de maximo poder. La cavidad
en la que se ubico la muestra estaba termoestabilizada a 310 K (37°C). Los parametros del
equipo fueron ajustados a través del programa WIinEPR Acquisition version 4.33 y los registros
fueron obtenidos y procesados mediante el programa Bruker EMX. El calculo del cambio para
cada condicion fue llevado a cabo mediante el programa GRAMS.

Para los ensayos se utilizd una solucion de 12,4 mg/ml de RK en amortiguador HEPES
25 mM pH 7,8 tratada con la resina Chelex-100 para la eliminacion de los metales interferentes
en la determinacion paramagnética. La concentracion total de enzima se varid en cada
determinacién en un rango de 0-250 UM a una concentracion fija de Mn*?de 80 uM. El volumen
de muestra incluida en el capilar fue de 60 pl, los que se incubaron en la misma cavidad por tres

minutos previo a la medicién. Cada condicion se midio cuatro veces.
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La constante de disociacion (Ky) del complejo proteina-ligando se determina usando los
equilibrios para la formacion del complejo proteina-ligando. Los equilibrios quedan establecidos

de la siguiente manera:

P+ L <mmp PL
Ka=[P]-[L]
[PL]

P corresponde a la concentracion de proteina libre, L a la concentracién de Mn*? libre y
PL a la concentracion del complejo proteina-Mn*2. Los resultados encontrados para todas las

determinaciones proteina-ligando se ajustaron a la ecuacion de Scatchard (Fersht, 1998):

Vv = n-L
Kgt+ L

v corresponde al cociente entre el complejo [PL]/[P] total, n a la estequiometria, L a la
concentracion de ligando libre y Kp a la constante de disociacién del complejo proteina-metal. El
modelo predice una hipérbola, donde la mitad del cambio corresponde al valor de la Ky del
complejo proteina-metal. Sin embargo, en las mediciones el titulado no es la proteina, sino que
el Mn*?, por lo que para el ajuste de los datos las especies P y L se intercambian de manera que

la expresion de Scatchard queda de la siguiente forma:

v =n-P
Kgt P

v corresponde al cuociente entre el complejo [PL]/[Mn*?] total, n a la estequiometria, P a la
concentracion de enzima libre y Kp a la constante de disociacién del complejo proteina-metal. El
ajuste de los datos obtenidos se realiz6 usando el programa Sigma-Plot 10.0 (Systat Software,

Inc.).
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111.2.10 Determinacion de la concentracion de proteinas.
La determinacién de la concentracion de proteinas se hizo utilizando el método de

Bradford (Bradford, 1976), usando BSA como proteina patron.

111.2.11 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
denaturantes.

Se utilizaron geles de acrilamida-bisacrilamida al 12%. EI gel concentrador contuvo 0,4
M Tris-HCI pH 6,8 % acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio (PSA) y
10 pl de TEMED, mientras que el gel separador incluia 0,4 M Tris-HCI pH 8,8, 15%
acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% SDS, 0,1% PSA y 20 pl de TEMED. Las muestras se cargaron
en conjunto con un estandar de peso molecular de bajo rango. Se aplico un campo eléctrico a
voltaje constante de 80 voltios. Las proteinas se tifieron con azul de Coomasie y se destifieron

con acido acético al 10%.
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IV. RESULTADOS.
IV.1 Identificacion de las posiciones de los residuos Asn y Glu del motivo NXXE y
del residuo Asp del motivo GXGD, en la RK de H. sapiens.

Para el desarrollo de este proyecto fue necesario estudiar cuan conservados estaban los
motivos NXXE y GXGD en la RK de H. sapiens, e identificar las posiciones de los residuos Asn'y
Glu que forman parte del motivo NXXE, y la posicién del residuo Asp que forma parte del motivo
GXGD. Mediante un alineamiento de secuencias por superposicion estructural de los miembros de
la familia tipo riboquinasa, determinamos que los residuos Asn y Glu que forman parte del motivo
NXXE en la RK de H. sapiens, estaban en las posiciones 199 y 202, respectivamente, muy similar
a las posiciones que ocupan en la RK de E. coli (Asn187 y Glu190). Asimismo, mientras en la RK
de E. coli el residuo Asp que forma parte del motivo GXGD esta en la posicion 255, en la RK
humana se encuentra en la posicion 269 (fig. 4).

En base a esto, y a la similitud espacial que tienen los sitios activos de la RK humana y la RK
bacteriana, se infirié que era muy probable que el PO, que aparece como ligando en la estructura
resuelta para la RK de E. coli (PDBid: 1RKD) ocupara el mismo sitio dentro del sitio activo de la
RK humana, y que los contactos existentes entre este ion y los residuos Asn187 y Glul90, se

replicaran entre el PO,y los residuos Asn199 y Glu202 en la RK de H. sapiens.

IV.2 Aguas estructurales conservadas e interacciones entre el PO,y el Mg*™ vy el
motivo NXXE en la RK de E. coli y en la RK de H. sapiens.
IVV.2.1 Aguas estructurales conservadas.

Se utilizaron las estructuras 1RKD de RK de E. coli, y 2FV7 de RK de H. sapiens para
analizar las posiciones de moléculas de agua conservadas y para estudiar las interacciones que se
podian generar entre el motivo NXXE y los iones PO,®y Mg™. Para visualizar los sitios activos
tanto de la RK humana como de la RK bacteriana, se utiliz6 el programa PyMOL. Como se
menciono en el punto anterior, ambas RK tienen una gran identidad estructural, lo que dio pie para
pensar que si los sitios activos eran tan similares, entonces era posible que las interacciones entre
residuos y ligandos que se generaban en la RK bacteriana, también se repitieran en la RK humana, y

que estas interacciones podian estar mediadas por moléculas de agua.
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Figura 10. Superposicion entre la estructura de la RK de E. coli (PDBid: 1RKD) y la
estructura de la RK de H. sapiens (PDBid: 2FV7). Conservacion de las aguas dentro de los
sitios activos. La superposicion entre ambas estructuras de RK muestra que cada una de ellas
posee 5 moléculas de agua que tienen una posicion conservada dentro del sitio activo. Esta
superposicion fue realizada utilizando el programa PyMOL. Las moléculas de agua provenientes
de la cristalizacion de la RK bacteriana (PDBid: 1RKD) se muestran con el atomo de oxigeno en
rojo, mientras que las provenientes de la cristalizacion de la RK humana (PDBIid: 2FV7) se
muestran con el atomo de oxigeno en azul. Para cada uno de los residuos de Asn y de Glu, se
muestran en rojo los atomos de oxigeno, y en azul, los de nitrégeno.

Como se puede apreciar en la figura 10, la superposicion entre la estructura de la RK de E.
coli (PDBid: 1RKD) y la estructura de la RK de H. sapiens (PDBid: 2FV7) establecid que dentro de
los sitios activos de ambas enzimas hay cinco moléculas de agua conservadas que ocupan una
posicion idéntica. Las moléculas de agua provenientes de la estructura 1RKD de RK de E. coli
(367, 429, 430, 357 y 370) se muestran con el &tomo de oxigeno en color rojo, mientras que las
provenientes de la estructura 2FV7 de la RK de H. sapiens (842, 859, 864, 874 y 871) se muestran
con el &tomo de oxigeno en color azul. La ubicacion que tienen estas aguas dentro del sitio activo
no es para nada trivial, ya que estarian cumpliendo un rol esencial para la interaccion entre los

residuos Asn y Glu del motivo NXXE con los iones PO,y Mg*.
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IV.2.2 Interacciones entre el PO,2, el Mg*™ y el motivo NXXE en la RK de H. sapiens.

Una vez que se demostro que existian aguas estructurales conservadas dentro de los sitios
activos de la RK de E. coli y de la RK de H. sapiens, se hizo un anélisis de las interacciones
existentes entre los residuos Asn y Glu del motivo NXXE, con los iones PO,*y Mg*. Para este
estudio se utilizé la estructura 1IRKD de RK de E. coli y la estructura 2FV7 de RK de H. sapiens.
La estructura 1RKD de RK de E. coli posee tres ligandos en su sitio activo, ADP, D-ribosa y PO,
y vale la pena recordar que aunque la mezcla de cristalizacion para dicha estructura incluia
originalmente al andlogo de ATP AMP-PNP, s6lo se observo un dinucle6tido unido en el sitio
activo de la RK bacteriana. Los autores sefialan que al no haber densidad electrénica detectable para
el PO,® y del analogo de ATP (AMP-PNP), y al apreciarse moléculas de agua en el espacio que
deberia ocupar el PO,? v, suponen que el AMP-PNP debe haberse hidrolizado para formar AMP-
PN o ADP, y que al no ser capaces de distinguir entre ambas especies, el modelo utilizado trata al
nucledtido analogo como ADP. Por lo tanto, se ha sefialado que el PO,® que aparece dentro del
sitio activo de la estructura 1RKD de RK de E. coli no deberia corresponder al PO, y del ATP,
sugiriéndose gque podria tener un rol regulador (Sigrell y col., 1998, Maj y col., 2002).

Por otro lado, la estructura de la RK de H. sapiens (PDBid: 2FV7) posee dos ligandos en su
sitio activo, ADP y Mg*, y un i6n Na* que se ubica cerca del sitio activo. Dado que resultaba
imposible estudiar como seria la interaccion del motivo NXXE de la RK humana con ambos iones
(PO, y Mg*?) simultaneamente, ya que hasta la fecha no existe ninguna estructura de RK (ni de la
familia tipo riboquinasa) que haya sido resuelta con PO,®y Mg* como ligandos, se decidié parcelar
el analisis. Por un lado, se analizd la estructura 1RKD de RK de E. coli y se estudiaron las
interacciones del motivo NXXE con el i6n PO, que aparece como ligando en su sitio activo, y por
otro, usando la estructura 2FV7 de RK de H. sapiens se estudiaron las interacciones del motivo
NXXE con el Mg*? que aparece como ligando en su sitio activo.

Lo que se observé en la estructura 1RKD de la RK de E. coli fue que el ién PO, era capaz
de interactuar con los residuos Asn187 y Glul90 del motivo NXXE mediante la formacion de
puentes de hidrégeno (fig.11 A). Segun puede apreciarse, el grupo amino de la cadena lateral del
residuo Asn187 esta a una distancia apropiada (4,0 A) del 4tomo de oxigeno O2 del i6n PO,>,
como para considerar la posibilidad de que ambos interaccionaran directamente a través de un
puente de hidrégeno. Por otro lado, el grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo Glul190

podria interactuar directamente con el 4&tomo de oxigeno O1 del i6n PO,*, que se
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encontraria protonado, formando un puente de hidrégeno, ya que estan muy cercanos (1,8 A).
Ademas, este residuo podria interactuar indirectamente con el atomo de oxigeno O4 del i6n PO,>, a

través de dos moléculas de agua (429 y 430).

VU £
Z < 0
184.0
8447
Fosfato \
P 4,0 A%

Glu202

O RKdeE. coli (PDBid: 1RKD) (O RKde H. sapiens (PDBid: 2FV7)

Figura 11. Interaccion entre el motivo NXXE y los iones PO,® y Mg*, y el ATP. A. Los
residuos de Asn187 y Glu190 del motivo NXXE de la RK de E. coli, forman puentes de hidrogeno
con el i6n PO,3, de manera directa y a través de moléculas de agua conservadas. Ademas, el
residuo Asn187 interactia con un oxigeno del PO, p del anélogo de ATP B. El residuo Glu202
del motivo NXXE en la RK de H. sapiens interact(ia con dos aguas coordinadas con el Mg*?, lo que
permitiria la interaccion de este residuo con el i6n, por medio de puentes de hidrégeno. Por otro
lado, el residuo Asn199 interactGia con un oxigeno del PO, B del andlogo de ADP. Los sitios
activos de ambas RK fueron estudiados con el programa PyMOL. Para cada uno de los residuos de
Asny de Glu, en rojo se muestran los &tomos de oxigeno, y en azul, los de nitrégeno.

Otro aspecto a destacar, y deducible del analisis de la estructura 1RKD de RK de E. coli son las
interacciones generadas entre los residuos Asn187 y Glu190 del motivo NXXE con el ADP (fig. 11
A). En este caso, el grupo amino de la cadena lateral del residuo Asn187 podria formar un puente de
hidrégeno con el atomo O1 del PO,* del ADP, ya que estan a una distancia de 4,3 A. Esto nos

estaria indicando que tanto el residuo Asn187 como el residuo Glu190 del motivo NXXE deberian
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ser importantes en la estabilizacion del PO, y del ATP dentro del sitio activo de la RK bacteriana,
y estaria entregandole una gran relevancia a la presencia de moléculas de agua conservadas, ya que
ellas serian necesarias para mediar las interacciones entre ligandos y residuos.

Por altimo, también se ha sefialado que la cadena lateral del residuo Glu190 podria formar
un puente de hidrégeno con el nitrégeno de la cadena principal del residuo Asn187 lo que ayudaria
a estabilizar al ADP (Sigrell et al., 1997).

Dado que la superposicion entre la estructuras 1RKD de RK de E. coli y 2FV7 de RK de H.
sapiens realizada en nuestro laboratorio, mostrd que existe una gran identidad estructural entre
ambas enzimas (sitios activos idénticos), y que los residuos del motivo NXXE estaban muy
conservados, pensamos que era muy probable que en la RK humana el ién PO, se ubicase dentro
del sitio activo, en un lugar similar al que ocupa en la estructura de RK de E. coli, y que ademas,
pudiera formar contactos cercanos con los residuos Asn y Glu del motivo NXXE, ubicados en las
posiciones 199 y 202, respectivamente.

En base a esto, se utiliz6 la estructura 2FV7 de RK de H. sapiens para evaluar las
interacciones gque podrian generarse entre los residuos Asnl199 y Glu202 del motivo NXXE de la
RK humana con el i6n Mg*. Lo que se observé fue que el ion Mg*? aparece dentro del sitio activo
de la enzima lo suficientemente cerca del motivo NXXE como para poder formar interacciones con
los residuos Asn y Glu (fig. 11 B). Segun puede apreciarse, el ion Mg esta coordinado por 5
moléculas de agua. EI grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo Glu202 podria interactuar
indirectamente con el i6n Mg*?, formando dos puentes de hidrégeno, mediados por dos moléculas
de agua (864 y 842). Esto, considerando que las distancias entre dicho residuo y ambas moléculas
de agua, son 3,2 Ay 2,9 A, respectivamente, y que las distancias entre las moléculas de agua 864 y
842 y el ion Mg™, son de 2,5 A'y 2,7 A, respectivamente. Por otro lado, la distancia entre el residuo
Asn199 y las moléculas de agua 864 y 842, ha sugerido que podrian generarse interacciones por
puentes de hidrdgeno, que mediaran la interaccion entre ese residuo y el ion Mg*. El grupo NH, de
este residuo esta a 3,3 A de la molécula de agua 864 y a 4,2 A de la molécula de agua 842, lo que
eleva la posibilidad de interaccion entre el residuo Asn199 y dichas moléculas de agua.

Considerando que la estructura 2FV7 de RK de H. sapiens también tiene como ligando al
ADP, se estudiaron las interacciones que se podrian generar entre los residuos Asn199 y Glu202 del
motivo NXXE de la RK humana con el nucleétido. De esta manera, se observd que el residuo

Asn199 seria capaz de formar una interaccion por puente de hidrégeno con el O1 del PO, f del
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ADP, ya que estan a una distancia de 2,1 A. Todo esto estaria indicando que los residuos Asn199 y
Glu202 del motivo NXXE en la RK humana deberian ser importantes en la estabilizacion del ion
Mg*y del ATP dentro del sitio activo, lo que redundaria en la importancia de la conservacion de
aguas dentro del sitio activo, ya que ellas cumplirian con la funcién de mediar la interaccién entre

los residuos Asn y Glu del motivo NXXE con los iones PO,y Mg*, y con el ATP.

IV.3 Expresion y purificacion de la RK silvestre.

La expresion y purificacion de la RK humana, se llevé a cabo segun lo referido
anteriormente en materiales y metodologia. Para determinar cuan pura se encontraba la RK humana,
se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (fig.12). Segdn
se puede observar en el carril 4, la RK humana se encuentra pura, y aparece con una masa cercana a
los 36 kDa, lo que esta de acuerdo con lo esperado, ya que cada mondmero de la RK pesa 33 kDa
(Sigrell y col., 1997).

Segln se puede observar en la tabla 1, el rendimiento de la purificacion fue discreto (18%),
pero suficiente como para tener una cantidad de proteina 6ptima (1,92 mg totales) que permitiera la

caracterizacion cinética de la enzima silvestre.
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturantes de
RK de H. sapiens. Carril 1: estandares de peso molecular; carril 2: extracto crudo; carril 3: pool a
partir del eluido de la columna de DEAE celulosa; carril 4: pool a partir del eluido de la columna
His Trap. Después de las electroforesis, los geles se tifieron con azul de Coomasie. Se cargaron 20

ug de proteina por carril.
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Tabla 1. Tabla de purificacion de la RK silvestre.

Fraccién Actividad Volumen Actividad Proteina Proteina *A.E. Purificacion Rendimiento

(U/ml) (ml) total (U) (mg/ml)  total (mg) (U/mg) (veces) (%)

Extracto crudo 135 40 540 8,1 324 1,7 1 100
DEAE 59 30 177 25 738 2,36 14 33

His trap 83,5 12 100 1,6 1,92 52,2 31 18,5

*A.E. = Actividad Especifica

IV.4 Caracterizacion de la RK silvestre.
IV.4.1 Estabilidad térmica y determinacién del pH 6ptimo de la RK silvestre.

Existen muy pocos estudios que tengan relacion con la temperatura y la actividad
enzimatica de RK. Cabe sefialar que hay una publicacion en la que se estudié el efecto de la
temperatura sobre la actividad enzimatica en la RK de E. coli, y otra en la que se evalud la
estabilidad térmica de la RK de higado de ternero. El efecto de la temperatura sobre la actividad de
RK de E. coli se estudi6 en un rango de temperaturas que fueron desde 25 °C a 75 °C, donde la
enzima mostr6 su mayor actividad en el rango entre 30 °C a 50 °C. Al subir la temperatura de 50 °C
hasta 60 °C, se observO una brusca caida de la actividad, lo que los autores atribuyen a la
desnaturacion de la enzima (Chuvikovsky y col., 2006). Por otro lado, la estabilidad térmica de la
RK de higado de ternero se estudié preincubando la enzima durante cinco minutos a 60 °C, con el
resultado de que la enzima perdi6 toda su actividad (Agranoff y Brady, 1956). Con respecto al pH,
se ha estudiado la actividad de la enzima entre valores de pH 6,0 y 9,0, observandose que la mayor
actividad para la RK de E. coli esta en el rango de pH que va entre 8,0 y 9,0 (Chuvikovsky y col.,
2006). Sin embargo, para la RK de higado de ternero su méxima actividad se logré entre los pH 7,1
y 7,8 (Agranoff y Brady, 1956).

Con respecto a la RK humana, no existen publicaciones donde se haya estudiado la estabilidad

térmica de la enzima, ni tampoco se sabe cuél es su pH dptimo, razén por la cual nos enfocamos al
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estudio de estos dos aspectos. Para determinar la estabilidad térmica de la RK humana, se utilizé a
la enzima pura, y se hicieron ensayos que consistieron en preincubar la enzima a distintas
temperaturas durante distintos tiempos, para luego medir la actividad enzimatica a 37 °C, utilizando
el método espectrofotométrico, tal y como se describe en materiales y metodologia. La
preincubacion se realizd en ausencia de ligandos, y lo que se puede observar es que la
preincubacion a 20 °C y 37 °C no afectd a la actividad de la enzima, ya que la actividad medida se

mantuvo dentro del 100%, mientras que la preincubacion a 60 °C y 80 °C si lo hizo.
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Figura 13. Estabilidad térmica de la RK de H. sapiens y determinacion de su pH dptimo.

A. Para la determinacion de la estabilidad térmica de la RK humana se preincubé la enzima a
distintos tiempos y temperaturas, y posteriormente se midi6 la actividad enzimatica a 37 °C. Las
temperaturas de preincubacion fueron (@) preincubacion a 20 °C; (A) preincubacion a 37 °C; (H)
preincubacion a 37 °C y (@) preincubacién a 80 °C. B. Para la determinacién del pH 6ptimo, se
utilizaron cuatro amortiguadores distintos y la actividad se midié a 37 °C. Los amortiguadores
utilzados fueron (@) GLY-GLY; (A) TRIS-HCI, (®) PIPES, y (H) HEPES. Cada punto de los
graficos A y B representan el promedio de 3 mediciones + e.s.

La preincubacion a 60 °C durante 2,5 minutos produjo una leve caida en la actividad
medida, y la extension de dicha preincubacion durante 10 minutos llevé a que la actividad

enzimatica decayera cerca del 30 %. Un efecto alin mas importante se puede apreciar cuando la RK
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fue preincubada a 80 °C, ya que después de un minuto de preincubacion se produjo una caida de
cerca del 50% de la actividad, mientras que a los 10 minutos de preincubacion se perdié casi el
100% de la actividad (fig. 13 A). Todo esto indica que la RK humana tiene una estabilidad térmica
dentro de un rango de temperaturas que es coherente con su naturaleza mesofila.

Por otro lado, la determinacion del pH 6ptimo se hizo midiendo la actividad enzimética en
presencia de distintos amortiguadores y a distintos pH. Se utilizaron los amortiguadores PIPES,
HEPES, TRIS-HCIl y GLY-GLY, y la actividad enzimética se determiné espectrofotométricamente
a 37 °C, tal y como se describe en materiales y metodologia. La curva que aparece en la figura 13 B
muestra que el pH 6ptimo de la RK humana fue cercano a 7,2, lo que concuerda con lo publicado
para la RK de higado de ternero ya que la maxima actividad enzimatica se logra entre los pH 7,1 y
7,8 (Agranoff y Brady, 1956), mientras que para la RK de E. coli, la mayor actividad medida se
obtuvo en el rango de pH que va entre 8,0 y 9,0 (Chuvikovsky y col., 2006).

1V.4.2 Efecto de KCI, K;HPO,y Na,HPO, sobre las enzimas del ensayo acoplado (PK
y LDH).

Con el objeto de estudiar el efecto que tenian el K,HPO, y otros efectores como el KCl y
Na,HPO, sobre la actividad de la RK, previamente se realizé un control donde se determiné la
actividad de la PK en presencia de dichos efectores. Considerando que la PK y la LDH se utilizan
en el ensayo acoplado para medir la actividad de la RK, era oportuno descartar la posibilidad de que
estos efectores disminuyeran la actividad de alguna de estas enzimas. Mientras gque para la PK se ha
sefialado que su actividad puede modificarse por accién del K* y del Mg, activandola, para la
LDH no existe dicha informacion. Por lo tanto, lo 6ptimo era que tanto el K2HPO,, el KCI, y el
Na,HPO, no tuvieran ningun efecto sobre las enzimas del ensayo acoplado, o bien, que activaran.
Por el contrario, si alguno de ellos disminuia la actividad enzimatica del ensayo acoplado,
significaba un problema. La actividad de la enzima se midi6 tal y como se describe en materiales y
metodologia,, utilizando 6,5 U de PK en la cubeta, considerando la ausencia de KCI en el medio de
reaccion.

Como se puede observar en la figura 14, al medir la actividad de la PK en presencia de KCI 125

mM se produjo un gran incremento en la actividad enzimatica, si se compara con la condicién en
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ausencia de KCI, lo que estd en concordancia con lo que se ha descrito, ya que el KCI es un potente
activador de la PK (Ramirez-Silva y Oria-Hernandez, 2003). La mayor activacion de la PK se logrd
en presencia de K,HPO, 100 mM, siendo esta activacion mayor que la lograda con KCI 125 mM, y
con K;HPO,50 mM (no se muestra). Al utilizar K,HPO, 200 mM se produjo una disminucion de la
actividad enzimatica, en comparacion a lo visto con 100 mM de ese efector. Por ultimo al evaluar el
efecto de Na,HPO, a 50 mM y 100 mM, se observd una gran disminucion de la actividad
enzimatica, en comparacion a la actividad medida en ausencia de efectores.

Los resultados obtenidos en este ensayo permitieron que tomaramos la decision de que para
todos los experimentos de medicion de la actividad de RK en presencia de K,HPQ,, la maxima
concentracion de K,HPO, a utilizar iba a ser 100 mM y que para determinar el efecto del
Na,HPO, sobre la RK seria necesario buscar otra metodologia en la que no se afectara la actividad
de las enzimas del ensayo acoplado. Una solucién para resolver esta y otras interrogantes, fue
utilizar un ensayo discontinuo para medir la actividad de la RK humana, ensayo que se detalla en

materiales y metodologia
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Figura 14. Efecto de KCI, K,;HPO, y Na,HPO, sobre la actividad de PK. Las concentraciones
de KCI utilizadas fueron 0 mM y 125 mM. Las concentraciones K,HPQO, utilizadas fueron 100 mM
y 200 mM y de Na,HPO, fueron 50 mM y 100 mM. Cada una de las barras en el gréfico representa
el promedio de 3 mediciones + e.s.
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IV.4.3 Efecto del PO, sobre los pardmetros cinéticos de la RK silvestre.

Con el proposito de determinar el efecto que tenia el PO, sobre la actividad de la RK
humana, se realizaron experimentos en los que se midid la actividad enziméatica de la RK en
presencia de distintas concentraciones de K,HPO,. En primer lugar se hizo un ensayo preliminar en
el que se midié la actividad de la enzima utilizando concentraciones subsaturantes de ambos
sustratos en ausencia de K,HPO, y en presencia de concentraciones de K,HPO, iguales a 10, 50 y
100 mM (fig. 15). La méaxima concentracion de K,HPO, ensayada fue 100 mM, dado que
concentraciones superiores interferian con la medicion, tal como se explicé anteriormente.

Como se puede observar en la figura 15 A, comenzamos el estudio del efecto del PO,
haciendo ensayos preliminares a concentraciones subsaturantes de ambos sustratos (0,7 veces Ky,),
y lo que se observé bajo estas condiciones, fue que la enzima presentd actividad en ausencia de
K,HPQO, y que la presencia de este efector no modificé de manera alguna la actividad de la RK
humana. En ausencia de K,HPO,, la actividad especifica de RK fue de casi 10 U/mg, y al ensayar
con concentraciones de K;HPO, 10 mM, 50 mM y 100 mM, se obtuvo una actividad especifica
cercanaa 11,5 U/mg.

Las pequefias diferencias entre las actividades de RK determinadas en ausencia y en
presencia de todas las concentraciones de K,HPO, ensayadas, no fueron estadisticamente
significativas. Por otro lado, al utilizar concentraciones de MgATP 1 mM (9 veces la Ky) y D-
ribosa 0,5 mM (4,2 veces la Ky), la RK presentd actividad en ausencia de K;HPO,, y se produjo
una activacion que aumentd a medida que se incrementd la concentracion de K,HPO,,
determinandose la mayor actividad en presencia de K,HPO, 100 mM (fig.15B). La actividad de RK
en presencia de K,HPO, 10 mM, fue 1,5 veces mayor que la actividad de la enzima en ausencia del
activador, y la actividad de RK en presencia de K,HPO, 100 mM, fue 1,7 veces mayor que la
actividad de la enzima en presencia de K,HPO, 10 mM, y 1,3 veces mayor que la actividad de la
enzima en presencia de K,HPO, 50 mM. Si comparamos la condicién en la que se midi6 la
actividad de la enzima en presencia de K,HPO, 100 mM, con la condicién en la que se midio la
actividad en
ausencia del efector, la presencia de K,HPO, hizo que la actividad enziméatica aumentara méas de 2

veces.
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Al comparar los valores entre las actividades de RK en ausencia de K,HPO, y en su
presencia, se observa que todas las diferencias de actividad fueron estadisticamente significativas.
Esto indicaria que bajo estas concentraciones de sustratos, el K,HPO, tendria un rol activador
importante en la RK humana, a diferencia de lo visto en condiciones donde las concentraciones de
D-ribosa y MgATP fueron 0,7 veces Ky, ya que la actividad enzimética no varié al haber un

incremento en la concentracion del efector.
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Figura 15. Efecto del K,;HPO, sobre la actividad de RK silvestre a distintas concentraciones
de D-ribosa y MgATP. Las concentraciones de K,HPO, utilizadas fueron: 0 mM , 10 mM, 50 mM
y 100 mM. Tanto en (A) como en (B) la concentracion de Mg* libre fue de 2 mM. Cada una de las
barras en los graficos representa el promedio de 3 mediciones + e.s.
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Por ultimo, es necesario sefialar que en los ensayos mostrados en la figura 15, tanto en A
como en B se utilizo la misma concentracion de Mg*? libre, igual a 2 mM, lo que descarta que las
diferencias vistas se hayan debido a alguna diferencia en la concentracion del metal libre.

IV.4.4 Caracterizacion cinética de la RK silvestre en funcion de la D-ribosa y del
MgATP, y efecto del K;HPO, sobre los parametros cinéticos.

Se caracterizé cinéticamente a la RK humana. La finalidad de estos ensayos fue determinar
de gué manera el K,HPO4 ejercia su efecto activador sobre la RK humana. Para este estudio se
determinaron las siguientes constantes cinéticas: constante de Michaelis (Ky;), constante catalitica
(kear), eficiencia catalitica (ke/Ky) Y constante de inhibicién (K;) para ambos sustratos, como
consecuencia de las distintas concentraciones de K,HPO,.La actividad de la enzima se midi6 tal y
como se describe en materiales y metodologia.

Para caracterizar a la RK silvestre en funcion de la D-ribosa y evaluar los efectos del
K,HPO, sobre los parametros cinéticos Ky y ke Se utilizaron 2 concentraciones fijas del
nucleétido: MgATP 0,5 mM y MgATP 5 mM. Segun se demuestra mas adelante, la RK tiene
inhibicion por concentraciones de MgATP superiores a 1 mM, por lo tanto al realizar ensayos con
dos concentraciones distintas de MgATP, 0,5 mM y 5 mM, quisimos evaluar si este aspecto influia
sobre los valores de los parametros cinéticos determinados en este ensayo. EI MgATP se fij6 en 0,5
mM para observar que ocurria a una concentracion superior a la Ky para MgATP, cercana a 0,16
mM, gue no eran ni inhibitorias ni saturante, y por otro lado, el MgATP se fij6 en 5 mM porque
dicha concentracion era saturante para la RK y estaba en el rango inhibitorio seglin se muestra en la
figura 17. Los ensayos se realizaron en ausencia de K,HPO, y en presencia de concentraciones de
K,HPQO,iguales a 25, 50 y 100 mM.

Segln se puede observar en la figura 16, al medir la actividad enzimatica de RK a distintas
concentraciones de K,HPO,, fijando la concentracion de MgATP en 0,5 mM (A) y 5 mM (B), y la
de Mg* libre en 2 mM en todos los ensayos, la RK mostré actividad en ausencia del efector y la
presencia de K,HPO, produjo un aumento en la actividad de RK. Sin embargo, al ensayar con
concentraciones de D-ribosa superiores a 0, 5 mM, la enzima presentd inhibicién. Esto ultimo esta
de acuerdo con lo publicado por Park y col., (2007), quienes observaron que a una concentracion
fija de MgATP 5 mM y Mg*? libre 2 mM, la RK humana se inhibia en presencia de concentraciones

de D-ribosa superiores a 0,5 mM.
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Figura 16. Efecto del K,HPO, sobre la actividad de la RK silvestre variando la
concentracion de D-ribosa. En (A) la concentracion fija de MgATP fue 0,5 mM y en (B) fue
5 mM. La concentracion de Mg*™ libre fue 2 mM en ambos ensayos (A y B). Las
concentraciones de K,HPO, utilizadas fueron: 0 mM (O), 256 mM (A) 50 mM (H) y 100 mM
(@).Cada uno de los puntos en los graficos representan el promedio de 3 mediciones * e.s.

Los datos se ajustaron al siguiente modelo que describe la velocidad de una reaccién
bisustrato donde la concentracién de un sustrato inhibitorio, en este caso la D-ribosa, se varia,

manteniendo fija la concentracion del otro sustrato, el MgATP:

Vmax ) S .2
Ecuacion 1
2
Ku+S+ S
Ki

En base a esto, se determinaron los siguientes pardmetros cinéticos: Ky para D-ribosa, Ke,

ke K Y Ki. Al comparar los pardmetros cinéticos que aparecen en la tabla 2, obtenidos para una

concentracion fija de MgATP igual a 0,5 mM, se
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determind que el valor de la Ky, para D-ribosa en ausencia de K,HPO, fue cercana a los 0,17 £+ 0,01

mM, y la ke, fue de 11,04 + 0,66 s™. Asimismo, en presencia de MgATP 5 mM, se determind que el

valor de la Ky, para D-ribosa en ausencia de K,HPO, fue cercana a los 0,12 + 0,01 mM, y la k¢, fue

de 10,36 + 0,38 5.

Tabla 2. Parametros cinéticos de la RK silvestre en funcion de D-ribosa y K,;HPO,.

MgATP 0,5 mM MgATP 5 mM
K:HPO, K Keat Keat/ K Ki Kwm Keat Keat/ K Ki
(mM)  (mM) Gy (sTmMm™) (mM) (mM) s (s'mm) (mM)
0  017£001 1104+066 6389+832 168+007 012+001 1036+038 8003+1320 3,29%0,52
25  009+001 1489:068 150,73+638 179015 003+0005 1268+056 454302258 350017
50 008001 1881+216 223541173 181+004 0030006 1329+036 509,69 +92,88 3,57+043
100 008%001 2137+111 26176+2309 188+0,10 002+0004 1351+174 82167+7958 5550,92

Otro punto por dilucidar fue identificar de qué manera el K,HPO, ejercia su efecto sobre la

actividad de la RK, evaluando los cambios producidos en los valores de los parametros cinéticos

que se muestran en la tabla 2. A concentraciones no inhibitorias de MgATP iguales a 0,5 mM, el

efecto activador del K,HPO, se manifestd al duplicar los valores de k., (11,04 + 0,66 s*vs. 21,37 +

1,11 s™1), y reduciendo a la mitad los valores de Ky para D-ribosa (0,17 + 0,01 mM vs. 0,08 +

0,01mM). Si comparamos la eficiencia catalitica (k../Ky) obtenida en ausencia de K,HPO, y la

encontrada en presencia de 100 mM del efector, observamos que se produjo un aumento de la

eficiencia catalitica cercano a las 4,1 veces.
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Por otro lado, al utilizar concentraciones de MgATP 5 mM, que son saturantes e
inhibitorias, se observa que el K,HPO, ejercid su efecto activador sobre la RK, principalmente
disminuyendo los valores de Ky para D-ribosa. Esto, ya que al comparar las condiciones
sink,;HPO, y en presencia de 100 mM del efector, el valor de Ky para D-ribosa cay6 cerca de 6
veces (0,12 £ 0,01 mM vs. 0,02 £ 0,004 mM), mientras que el valor de ke s6lo tuvo un aumento
discreto de 1,3 veces (10,36 + 0,38 s vs. 13,51 + 1,74 s™). Esta combinacion de cambios en ambos
parametros cinéticos, generados por la presencia de K,HPQO,, lleva a que el aumento de la
concentracion del i6n traiga consigo un gran incremento de la eficiencia catalitica (Ke/Ky), cercano
a las 10,3 veces, si comparamos las condiciones sin K,HPO, y en presencia de 100 mM del efector,
para la actividad medida con MgATP 5 mM.

Otro punto a considerar, fue estudiar como se afectaban los valores de K; para D-ribosa en
presencia de las distintas concentraciones de K,HPO,. Al observar los pardmetros cinéticos
obtenidos a partir del ajuste de los datos mostrados en la figura 16, nos percatamos que para el caso
de los ensayos de actividad en presencia de MgATP 0,5 mM, concentraciones crecientes de
K,HPQ, no revirtieron la inhibicion causada por la D-ribosa, ya que los valores de K; fueron casi
idénticos (1,68 £ 0,07mM vs. 1,88 + 0,10 mM). Sin embargo, para las ensayos de actividad
realizados a concentraciones de MgATP saturantes e inhibitorias iguales a 5 mM, se aprecia que
concentraciones crecientes de K,HPO, llevaron a un pequefio incremento en los valores de K;,
cercano a las 1,7 veces, sugiriendo que para este caso, este efector podria estar revirtiendo
levemente la inhibicién por D-ribosa (3,29 £ 0,52 mM vs. 5,55 + 0,92 mM).

Por otro lado, para caracterizar a la RK silvestre en funcién de MgATP y evaluar los
efectos del K,HPO, sobre los parametros cinéticos, se usaron dos concentraciones fijas del azlcar;
D-ribosa 0,5 mM y D-ribosa 2 mM, fijando la concentracion de Mg*? libre en 2 mM. Segun se
evidenci6 anteriormente, la RK humana se inhibe a concentraciones de D-ribosa superiores a 0,5
mM. En base a este antecedente, la concentracion de D-ribosa se fijo en 0,5 mM para observar que
ocurria a concentraciones superiores a la Ky para D-ribosa (0,17 mM) pero que no eran ni
inhibitorias ni saturantes, y se fijo en 2 mM para observar qué ocurria a concentraciones saturantes
del azucar, pero que también eran inhibitorias. Al igual que en la caracterizacion en funcién de D-
ribosa, en este ensayo la actividad de RK fue medida en ausencia de K,HPO, y en presencia de

concentraciones crecientes de K,HPO, iguales a 25, 50 y 100 mM. Segln se puede observar en la
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figura 17, (A) y (B), concentraciones crecientes de K,HPO, aumentaron la actividad de RK y la
enzima presento inhibicién a concentraciones de MgATP superiores a 1 mM, lo que concuerda con

lo que aparece en la literatura (Park y col., 2007).
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Figura 17. Efecto del K,HPO, sobre la actividad de la RK silvestre variando la
concentracion de MgATP. En (A) la concentracion fija de D-ribosa fue 0,5 mM y en (B) 2
mM. La concentracion de Mg** libre fue 2 mM en ambos ensayos. Las concentraciones de
K,HPQ, utilizadas fueron: 0 mM (O), 25 mM (A) 50 mM (l) y 100 mM (@®).Cada uno de los
puntos en los graficos representan el promedio de 3 mediciones + e.s.

Los datos se ajustaron al modelo descrito en la Ecuacion 1, que describe la velocidad de una
reaccion bisustrato donde la concentracion de un sustrato inhibitorio, en este caso el MgATP, se
varia, manteniendo fija la concentracion del otro sustrato, la D-ribosa. En base a esto, se
determinaron los siguientes pardmetros cinéticos: Ky para MgATP, K. Kea/Ku Yy la Ki Al
comparar los pardametros cinéticos que aparecen en la tabla 3, obtenidos a partir del ajuste de los
datos mostrados en la figura 17, se observa que a concentraciones no inhibitorias de D-ribosa,

iguales a 0,5 mM, el K,HPO, ejercio su efecto activador sobre la RK, principalmente disminuyendo
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los valores de Ky, para MgATP. El valor de la Ky, para MgATP, medida en ausencia de K,HPO,,
fue cercano a los 0,16 + 0,04 mM, mientras que en presencia del efector, la Ky para MgATP cay6
cerca de 8 veces (0,02 + 0,006 mM). Asimismo, la k., tuvo un valor de 9,81 + 0,80 s™ en ausencia
de K,HPO, y aumentd 1,6 veces en presencia de dicho efector (15,33 + 0,15 s™). Si comparamos la
eficiencia catalitica obtenida en ausencia de K,HPOy,, y la determinada en presencia de 100 mM del

efector, observamos que hubo un aumento de la eficiencia catalitica cercana a las 13 veces.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos de la RK silvestre en funcion de MgATP y K,HPO,.

D-ribosa 0,5 mM D-ribosa 2 mM
KZHPO4 I‘(M kcat kcat/KM Ki KM kcat kcat/KM Ki
(mM)  (mM) (sh (s*mMm™ (mM) (mM) (sh (s'mMm™?) (mM)

0 016+0,04  9,81+0,80 61,89+924 1691+261 0,11+0,02 573+0,71 53,35+7,78 15,16+0,88

25 0,02+0006 11,07+035 676,38+2349 1250+056 0,02+0,003 6,510,225 257,94+951 9,45+112

50  0,02+0,004 1303+031 678,09+29,30 11,89+0,73 0,02+0,006 8,83+0,25 369,26 +4,64 851+0,44

100  0,02+0006 1533+0,15 802,63+11,41 1054+0,81 0,02+0,005 1253+0,30 639,23+551 7,10 +0,21

Por otro lado, al utilizar concentraciones de D-ribosa iguales a 2 mM, se observa que el
K,HPO, ejerci6 su efecto activador sobre la RK principalmente disminuyendo los valores de Ky
para MgATP, al igual que lo visto en la condicién de D-ribosa no inhibitoria. En presencia de D-
ribosa 2 mM, la Ky, para MgATP fue cercana a los 0,11 + 0,02 mM en ausencia de K,HPO, v al
haber K,HPO,100 mM en el medio de reaccion la Ky, cayé cerca de 5,5 veces (0,02 £ 0,005 mM),
mientras que la ke fue 5,73 £ 0,71 s’ en ausencia de K,HPO,, y en presencia del efector hubo un
aumento cercano a 2 veces (12,53 + 0,30 s™). Esto implica que a medida que aumenté la
concentracion del efector, se produjo un gran incremento de la eficiencia catalitica, cercano a las 12

veces, si comparamos las condiciones sin K;HPO, y en presencia de 100 mM del efector.
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El otro punto a considerar, es estudiar como se afectaron los valores de K; para MgATP en

presencia de las distintas concentraciones de K,HPO, evaluando esto en 2 condiciones de D-ribosa
(0, 5 mM y 2 mM). Al observar los pardmetros cinéticos obtenidos a partir del ajuste de los datos
mostrados en la figura 16, nos percatamos que tanto para los ensayos realizados con D-ribosa 0,5
mM, como para los realizados con D-ribosa 2 mM, la presencia de concentraciones crecientes de
K,HPO,no revierten la inhibicién causada por MgATP. Por el contrario, al existir una correlacién
entre el aumento de la concentracion de K,HPO, y una disminucion de los valores de K; para
MgATP, se podria sugerir que el K,HPO, por un lado, estaria ejerciendo un efecto activador
disminuyendo la Ky y aumentando la k., para MgATP, y ademéas podria estar potenciando la
inhibicion dada por el MgATP. Para D-ribosa 0, 5 mM la presencia de 100 mM del efector hizo
que la K;pasara de 16,91 + 2,61mM a 10,34 + 0,81mM, mientras que con D-ribosa 2 mM, 100 mM
del efector llevé a que la Ki bajara de 15,16 + 0,88mM a 7,10 £ 0,21mM.
Lo que estaba descrito en la literatura para RK humana, era que en ensayos en los que se media la
actividad de la enzima en funcion de la concentracion de D-ribosa y de MgATP, y en presencia de
concentraciones crecientes de PO,3, entre 0 y 10 mM, al comparar los pardmetros cinéticos en
ausencia de PO, y con 10 mM del efector, los valores de Ky, para D-ribosa disminuyeron 14 veces
mientras que la eficiencia catalitica (K /Kyv) Se incrementd 4,4 veces, y los valores de K;
aumentaron 8,5 veces, mientras que para los valores de Ky para MgATP hubo una disminucion de
1,4 veces, un incremento de la eficiencia catalitica en 1,3 veces y un aumento en 15, 8 veces para
los valores de K; (Park y col., 2007).

Tomando en consideracion que la RK humana es activada por K;HPO, y que los ensayos de
activacion realizados anteriormente en AK de varias fuentes, en RK de E. coli y RK de H. sapiens
habian sido hechos con PO, inorgénico, y no con K,HPO, (Maj y Gupta, 2001; Maj y col., 2002;
Park y col., 2007) nos preguntamos entonces, de qué manera el K,HPO, estaba ejerciendo su efecto
activador sobre la RK humana. De esta manera, indagamos si el efector usado, K,HPOQ,, pudiera
estar activando a la RK por medio del efecto del i6n K* por medio del efecto del i6n PO,*., 0 por
ambos simultdneamente. Ademas, hay que considerar que en el medio de reaccion del ensayo
acoplado, utilizado para medir espectrofotométricamente la actividad de RK hay KCI 125 mM, lo
que también podria activar a la RK humana. Con el objeto de complementar el estudio del efecto
del K* sobre la RK y siguiendo en el marco del estudio del efecto de cationes monovalentes, se

estudio también el efecto del Na*sobre la RK humana.
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IV.4.5 Regulacion de la actividad de RK silvestre por cationes monovalentes. Efecto
del K*y del Na".

Existe evidencia de que algunos miembros de la superfamilia riboquinasa poseen sitios de
unién para cationes monovalentes, y que ademas ciertos cationes monovalentes, son capaces de
modificar la actividad enzimatica. Segun se menciond en la introduccidn, la resolucién de la
estructura de RK de E. coli en presencia de D-ribosa, AMP-PCP, Mg** y Cs* (PDBid: 1GQT),
mostrd que el cesio se une entre dos loops inmediatamente adyacentes al bolsillo aniénico del sitio
activo, sugiriendo que el cation monovalente se uniria cerca del sitio activo y no dentro de él.
Ademas, esta enzima puede ser activada por K*y Cs* con una Kp aparente de 5 mM y 17 mM
respectivamente, mientras que Li* y Na“ no tuvieron efecto alguno, dentro del rango de
concentraciones ensayado, el que llegd hasta 140 mM (Andersson y Mowbray, 2002). Por otro lado,
existe otro trabajo en el que se observé que la RK de E. coli era activada decrecientemente por K*,
NH," y Cs* (Chuvikovsky y col., 2006). Mas recientemente, se cristalizé la RK de S. aureus en
ausencia de iones monovalentes (PDBid: 3RY7), y se observé que el sitio de unién de cationes
monovalentes estd desorganizado lo que se traduce en una oclusién del bolsillo de unién a
nucledtido, comparandola a la estructura unida a Cs* (PDBid: 1GQT). Asimismo, se ha propuesto
que la unién del cation monovalente gatillaria el cambio conformacional de las hebras p11 y p12,
para organizar la formacion del bolsillo de union al nucleétido, permitiendo la unién del ATP.
Desde el punto de vista cinético, esta enzima es activa en ausencia de potasio, y la presencia de
KCI 100 mM llevé a una disminucion de la Ky para ATP, y a un aumento de la k,; a mas del doble
(Liycol., 2012).

Con respecto a la RK humana, superpusimos la estructura de la RK humana resuelta con
ADP, Na*y Mg** (PDBid: 2FV7) con la estructura de RK de E. coli cristalizada en presencia de D-
ribosa, AMP-PCP, Mg*™ y Cs* (PDBid: 1GQT), con el objeto de evaluar si los sitios de unién a
cationes monovalentes eran idénticos. Segun se puede observar en la figura 18, el sodio y el cesio
se unen al mismo sitio dentro de las respectivas riboquinasas. Por lo tanto, hemos inferido que es
probable que la RK humana sea regulada por cationes monovalentes ya que presenta un sitio de

unidn a cationes monovalentes conservado
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Figura 18. Sitio de unién a cationes monovalentes conservado en riboquinasas. A.
Superposicion estructural de la RK de E. coli que tiene un sitio con Cs* (PDBid: 1GQT) y de la
RK de H. sapiens que tiene un sitio con Na* (PDBid: 2FV7), dibujadas en verde, y en blanco,
respectivamente. B. Vista cercana de los sitios activos de las enzimas, y de los ligandos de cada
una.Tal como se puede apreciar, el Cs™ y el Na* ocupan el mismo sitio dentro de las respectivas
riboquinasas.

Para estudiar la regulacion por cationes monovalentes, determinamos el efecto del K* sobre
la RK humana, considerando la evidencia de que la RK humana era activada por K,;HPQ,, y
buscamos discriminar entre los efectos que el K*y el PO,?, por separado, podian tener sobre la RK.
Para determinar si el K* actuaba como un activador en la RK humana, se realizé un ensayo donde se
determiné la actividad de la RK en presencia de concentraciones crecientes de K,HPO, y en
presencia y ausencia de KCI 125 mM. Se fijoé la concentracién de D-ribosa en 0,5 mM, la
concentracion de Mg libre en 2 mM, y la concentracion de MgATP en 1 mM. La actividad de la
enzima se midio tal y como se describe en materiales y metodologia. Cabe destacar que a pesar de
que estaba descrito que la enzima PK es inactiva en ausencia de K*, controles realizados en nuestro
laboratorio demostraron lo contrario, por lo que no tuvimos problemas en medir actividad
enzimatica de RK en ausencia de K* en el medio de reaccion. Por lo tanto la medicién hecha en
ausencia de KCIl y K,HPQO, es una medicion realizada en ausencia de cualquier efector.

Como se puede observar en la figura 19 A, en ausencia de K,HPO, y KCI, la RK presentd

una baja actividad, cercana a las 7 U/mg. Al medir la actividad de la RK sélo en presencia de KCI
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125 mM, y compararla con la actividad medida en ausencia de activadores, se produjo un
incremento en la actividad enzimética, cercana a las 2,8 veces, lo que estaria indicando que el KCI
seria un activador de la RK. Si comparamos la actividad en ausencia de activadores con la medida
solo en presencia de K;HPO, 50 mM, la actividad aumento cerca de 2,8 veces. Ahora bien, si
comparamos la actividad en ausencia de activadores con la actividad medida en presencia de
K,HPO, 50 mM y KCI 125 mM, podemos observar que la presencia de ambos efectores llevo a un
mayor incremento de la actividad, cercano a las 3,6 veces. Por lo tanto, podemos decir que bajo
cualquier condicion de K,HPO, ensayada, el KCI siempre tuvo un efecto activador, lo que
demuestra que el K* por si solo, efectivamente actlia como un activador de la RK. Ademas, dada la
diferencia de actividad vista en la condicién en que se midi6 la actividad RK en presencia de
K,;HPO, 10 mM y KCI 125 mM, con la actividad medida con K,HPO, 50 mM y KCI 125 mM,
podernos sugerir que la diferencia vista deberia ser consecuencia de la mayor concentracion de PO,
%, Todos estos resultados, nos permiten inferir que el efecto activador del K,HPO, deberia ser
consecuencia de la suma de las contribuciones dadas por el K"y por el PO,*, indicando que tanto el
K* como el PO, tienen un efecto activador sobre la RK humana. Todos estos resultados nos
permiten concluir que la RK humana es activada por K*, siendo la primera vez que se describe
activacién por cationes monovalentes en la RK humana.

Con la idea de ampliar el estudio sobre cationes monovalentes, y considerando el efecto
activador del K*, estudiamos si el Na* era capaz de activar a la RK humana. Para la determinacion
del efecto del Na* sobre la RK, la actividad de la enzima se midié tal y como se describe en
materiales y metodologia, utilizando el ensayo discontinuo, ya que como se coment6 anteriormente,
el Na" afecta la actividad del ensayo acoplado. Se fijé la concentracion de D-ribosa en 0,5 mM, la
concentracion de Mg* libre en 2 mM, y la concentracién de MgATP en 1 mM.

Como se puede apreciar en la figura 19 B, el Na* no tuvo ningln efecto sobre la actividad
de la RK humana. En presencia de Na,HPO, se produjo una activacion cercana a las 1,6 veces, al
comparar la actividad de RK en ausencia de cualquier efector y en presencia de Na,HPO, 10 mM,
mientras que al ensayar con concentraciones mayores de Na,HPO, iguales a 50 mM y a 100 mM,
no se logré una mayor activacion de la RK. Por otro lado, la actividad de RK medida a distintas
concentraciones de NaCl fue similar a la actividad en ausencia de cualquier activador, lo que
indicaria que el Na" no tendria ningln efecto sobre la RK humana, y que el aumento de actividad

registrado en presencia de Na,HPO, podria deberse tnicamente a la activacion por PO, (tabla 4).
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Figura 19. Efecto de cationes monovalentes y PO, sobre la actividad de la RK silvestre. A.
Efecto del KCI sobre la actividad de RK silvestre a concentraciones crecientes de K,HPO,.B. La
actividad de RK se midié en presencia de concentraciones crecientes de cuatro efectores:
K,HPO,, KCI, Na,HPO, y NaCl. Cada una de las barras en ambos graficos representa el
promedio de 3 mediciones + e.s.

Tabla 4. Actividad especifica de RK silvestre en funcion de cationes monovalentes y
K;HPO,

Efectores RK K;HPO, KCI Na,HPO, NaCl
(U/mg) (U/mg) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
0mMm 830+1,76 830+176 830+176 830+176 830+1,76
(131111 —— 16,06 +353 1250+035 1311+120 830+1,20
50mM 2065+442 1372+253 1287+050 9,05+ 1,20
100mM 2508+314 1890+278 1320+167 9,21+0,35
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De esta manera, queda claro que en la RK humana, el rol activador del K,HPO4 100 mM
esta siendo ejercido a través de los efectos que el Ky el PO, tienen por separado, pudiéndosele
atribuir al K* un efecto activador superior a las 2, veces y al PO, uno cercano a las 1,4 veces, lo
que sugiere que el K* seria un activador mas potente que el PO,*. Por otro lado, pese a que la
estructura de RK humana fue cristalizada en presencia de Na*, que el sitio de union de cationes
monovalentes estaria conservado en esta enzima, y considerando que este cation es muy similar al
K", ya que ambos son metales alcalinos y tienen radio i6nico similar, el Na* no tuvo ningdn efecto
sobre la actividad de la RK humana., a diferencia de lo observado para el K*. Todos estos datos
sugieren que el efecto activador de los cationes monovalentes podria ser especifico y determinado
por la identidad del cation. La razon detras de este fendmeno se plantea méas adelante en el capitulo
discusion.

Por otro lado, sabiendo que muchas fosforil transferasas requieren de un cation divalente
metalico para su actividad y que el rol de los metales en la catélisis puede ser unirse a ligandos
formando el verdadero sustrato, o alternativamente, unirse directamente a la enzima y tener un rol
catalitico, es que hemos considerado importante determinar el efecto que los cationes divalentes
ejercen sobre la RK humana. De este modo, estudiamos si la RK es capaz de utilizar otros cationes
divalentes, ademas del Mg*? para realizar su catélisis, y el efecto que el Mg y otros cationes

divalente podian tener sobre la actividad de la RK humana.
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IV.4.6 Regulacion de la actividad de RK silvestre por cationes divalentes. Efecto del
Mg+2, |\/|n+2y Co™.

Las quinasas requieren para su actividad de un cation divalente, en la mayoria de los casos
Mg*, ya sea como un catalizador electrofilico que ayuda a la transferencia del grupo fosforilo o
formando parte del complejo metal-nucleétido que actia como el verdadero sustrato (Parducci y
col., 2006). Estudios recientes de nuestro laboratorio, realizados en enzimas de la superfamilia
riboquinasa, han mostrado que la enzima Pfk-2 de E. coli, emplea los iones Mgy Mn*? para la
catdlisis, y en menor medida Co™ y Ca*?, descartando la utilizacion de otros cationes como Zn*?,
Cd*?, Cu™ y Ni*? (Rivas-Pardo, J.A. y col., 2011). Por otra parte, la actividad catalitica de la
phPFK, pareciera ser mas promiscua al momento de escoger un cation para la catalisis, utilizando
tanto Mg*2, Mn*?, Zn*?, Ca™y Ni*% Algo similar se ha encontrado para el caso de la enzima pfGK,
la cual fue capaz de utilizar en la catélisis los iones Mg*?, Mn*? y Co*?, y en menor proporcién Ni*?
y Zn*2 La enzima phPFK, es inhibida por concentraciones de Mg*? libre, mientras que la enzima
glucoquinasa dependiente de ADP de Thermococcus litoralis (tIGK) es inhibida por
concentraciones de Mn*? libre (Merino, F., Rivas-Pardo, J.A. y col.,, 2011). Dentro de la
superfamilia riboquinasa el papel del Mg en el mecanismo catalitico de estas enzimas es una
materia que esta en pleno estudio.

Con respecto a la RK, se ha visto que tanto la RK de mamiferos como la bacteriana no
presentaron actividad en ausencia de cationes divalentes (Agranoff y Brady, 1956; Chuvikovsky y
col., 2006). Por otro lado, se ha demostrado que aparte del Mg*?, la RK bacteriana también presenta
actividad en presencia de otros cationes divalentes como el Mn*?y el Ca™. Los autores sefialan que
el cation divalente se uniria al ATP y esto facilitaria la transferencia del grupo fosforilo
(Chuvikovsky y col., 2006). Sin embargo, en este trabajo no se considerd la influencia de los
cationes divalentes en su forma libre. Por otro lado, el rol activador del Mg?* no esté del todo claro,
ya que se ha visto que las actividades cataliticas de AK y de RK bacteriana se inhiben a altas
concentraciones de Mg* libre (Fisher y Newholme, 1984; Maj y col., 2002; Maj y Gupta, 2001).

De esta manera, se busco hacer un estudio que fuera acucioso en determinar la influencia de
los cationes divalentes sobre la actividad de la RK humana, ya sea como parte del sustrato unido al
ATP, o en su forma libre. La actividad de la enzima se midi6 tal y como se describe en materiales y

metodologia, utilizando el ensayo discontinuo.
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Considerando que el sustrato de la enzima corresponde al complejo metal-nucleétido, hubo que

determinar la concentracion de cada una de las especies que se encuentran en el equilibrio:

MeATP? (—> ATP* + Me™

La concentracion de cada una de las especies se determiné a partir de las concentraciones totales y
las constantes de disociacion respectivas. Las constantes de disociacion para los diferentes
complejos fueron extraidas desde la base de datos Critically.

Las especies ionicas presentes en la solucion se calcularon usando la siguiente ecuacion cuadratica:

[MeATP?] = {([ATP] + [Me]r + Ko) - \([ATP]; + [Melr +Ko)? - 4[ATP]; [Me]1} 2

[Me™] =[Me];- [MgATP?]

[ATP?] = [ATP]- [MeATP?]

Constantes de disociacion:
MgATP = 45,7 uM
MnATP = 12,9 uM
NiATP = 13,8 uM

ZnATP =11,2 uM
CuATP =0,81 uM
CoATP =15,8 uM
CdATP = 4,7 uM

CaATP =102,3 uM
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El estudio del efecto de cationes divalentes sobre la RK humana se inicié realizando un
ensayo control, en el que se midi6 la actividad de la enzima en ausencia del metal libre (Mg*?),
utilizando al quelante EDTA, con el objeto de evaluar si el metal era indispensable para la catalisis,
en particular para la formacion del complejo metal nucleétido. Lo que se observo, fue que la RK no
presenta actividad en presencia del quelante. Esto sugiere que el verdadero sustrato para la RK
humana deberia ser el complejo formado por metal-nucleétido (MgATP), ya que en ausencia de
este complejo no hubo catélisis (fig. 20 A).

Se investigd si ademés del Mg*?, la RK era capaz de utilizar otros cationes divalentes para
su catalisis. Para este estudio se midi6 la velocidad enzimatica en presencia de Mn*2, Co*,
Cd*? Ni*?, Zn*?, Ca*?y Cu*? como el Gnico metal presente, empleando sales de cloruro. Segin se
puede observar en la figura 20 A, los resultados obtenidos muestran que esta enzima puede emplear
Mn*2, Co*y Cd** para su catalisis, ademés del Mg*?. Para descartar cualquier efecto del i6n CI en
los experimentos en los que se utilizo sales de cloruro, que incluyen a todos los ensayos presentados
en el estudio del efecto de cationes divalentes, se realizé un control utilizando sulfato de Mg*z,
reemplazando asi al anion cloruro y manteniendo el cation divalente. Como resultado se observo
gue la actividad de la RK es similar en presencia de cualquiera de las dos sales (no se muestra).

Otro fendbmeno observable es el efecto que trae consigo el incremento de la concentracion
del metal libre sobre la actividad de la RK humana. Las enzimas que requieren del uso de un metal
para su actividad, poseen un mecanismo general de activacion que es la union del metal al
nucleétido, lo que forma al verdadero sustrato. Sin embargo, existen otros casos, en los que se
requiere de una concentracion de metal mayor que la concentracion usual de nucleétido necesaria,
para alcanzar la maxima actividad, lo que sugiere un papel adicional para el metal (Budde y col.,
1993). De este modo, se ha observado que para la AK de diversas fuentes, el aumento de Mg* libre
inhibe la actividad enzimatica (Maj y col.; 2002, Maj y col., 2001), mientras que en PFK-2 ocurre lo
contrario, observandose activacion por este metal libre (Parducci y col., 2006). Esto motivé a que se
ensayara el efecto de la concentracion de distintos cationes divalentes sobre la actividad de la RK
humana. Se ensayaron tres condiciones: en la primera existe una equimolaridad entre la
concentracion del metal total y del ATP total, en una segunda condicion la concentracion del metal
total aumento, lo que llevo a que hubiera una concentracion de metal libre igual a 1 mM, y en la
tercera condicion la concentracion de metal libre fue igual a 5 mM. Para cada una de estas
condiciones, la concentracion del complejo metal-ATP siempre fue igual a 0,5 mM, la de D-ribosa

fue 0,5 MM y en el medio de reaccién no hubo K* ni PO,. La mayor actividad se logré con
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Mg*™, Mn*? y Co*™. Dentro de este grupo, la mayor actividad de RK se logré con Mn*? en

condiciones de equimolaridad entre el metal total y el ATP total, ya que la actividad de RK es 1,4

veces mayor que lo visto en presencia de Mg*. En el caso del exceso de metal libre, a

concentraciones de 1y 5 mM, para el caso del Mg*?, el exceso de metal libre no produjo ninguna

variacion en la actividad de la enzima, al igual que lo ocurrido con Co*?, mientras que con exceso

de Mn*? libre, se observd disminucion de la actividad enzimatica. Por el lado de los cationes que

tienen un menor efecto sobre la RK, podemos ver que el exceso de Ni*? libre pareciera tener efecto

activador mientras que el exceso de Cd* tiene un efecto inhibitorio. Por dltimo, el exceso de Zn*,

el Ca*y el Cu*?, pareciera que no tiene ningtn efecto sobre la RK humana.
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Figura 20. Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de la RK silvestre. A. El efecto de
distintos cationes divalentes sobre la actividad de RK se estudié a 3 concentraciones del cation
libre. B. Se estudid el efecto del exceso de metal libre sobre la actividad de RK, en un amplio
rango de concentraciones de Mg, Mn*? y Co™ sobre la actividad de RK. Para los ensayos
mostrados en A y B, se fijo en 0,5 mM la concentracion de D-ribosa y se mantuvo constante la
concentracién de los distintos complejos con ATP, en 0,5 mM para cada uno de los ensayos.
Cada una de las barras en el grafico A y cada uno de los puntos en el grafico B representan el
promedio de 3 mediciones * e.s..
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Tomando como punto de partida el hecho de que el exceso de metal libre tuvo distintos efectos
sobre la RK dependiendo del metal ensayado, se decidié ampliar el rango de las concentraciones de
metal libre ensayadas para estudiar este fendmeno con més detalle. Con este objetivo se estudio el
efecto que tenian sobre la actividad de la RK humana, concentraciones crecientes de Mg*?, Mn**y
Co*, ensayando hasta 14 mM del metal libre, y conservando constante el complejo metal-
nucleétido en 0,5 mM para cada uno de los ensayos, y la concentracion de D-ribosa en 0,5 mM. En
la figura 20 B, se puede observar que el exceso de Mg libre no modifico la actividad de la RK
humana, mientras que a medida que se incrementd la concentracion de Co* libre por encima de los
5 mM, se observo inhibicion. Finalmente, para el caso del ensayo con exceso de Mn*2 libre, la
enzima presenté inhibicion, disminuyendo la actividad casi en un 70% una vez superado los 7 mM
del metal libre, y determinandose una K; igual a 250 uM.

Nos llamé la atencién que el Mg*? libre no tuviera ningtn efecto sobre la RK silvestre. Tal
como se menciond anteriormente, al comienzo de este capitulo, existe vasta evidencia de los
efectos de este metal libre sobre la actividad enzimética. Sin embargo, tal como se muestra mas
adelante, los resultados obtenidos en los ensayos cinéticos con las mutantes RK N199L y RK
E202L nos entregaron mas informacién que permite inferir qué tipo de efecto tendria el Mg* libre

sobre la RK humana (ver discusion).

IV.4.7 Uso de Mn*2 en la catélisis de RK silvestre.

En base a los resultados obtenidos en el ensayo con cationes divalentes, se buscé indagar
més sobre la actividad enzimética en presencia de Mn*? para lo cual se caracterizo cinéticamente a
la RK humana en funcion del Mn*? fijando la concentracion de D-ribosa en 0,5 mM, y la
concentracion de Mn*? libre en 0,2 mM. La actividad de la enzima se midi6 tal y como se describe
en materiales y metodologia. Como se muestra en la figura 21, la RK también presenta inhibicion
por MnATP. A bajas concentraciones de MnATP, se produce un incremento en la actividad
enzimatica y a concentraciones superiores a 0,5 mM se observa inhibicion. Este comportamiento

coincide con lo observado para el MgATP.
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Los datos se ajustaron al siguiente modelo (Ecuacion 1) que describe la velocidad de una
reaccion bisustrato donde la concentracion de un sustrato inhibitorio, en este caso el MnATP, se
varia, manteniendo fija la concentracion del otro sustrato, la D-ribosa. En base a esto, se
determinaron los siguientes parametros cinéticos: Ky para MnATP, Kea, Kea/Kn Y Ki. Al observar
los pardmetros cinéticos que aparecen en la tabla 5, obtenidos a partir del ajuste de los datos
mostrados en la figura 21, podemos advertir que el valor de la Ky para MnATP es cercano a los
0,029 + 0,006 mM, medida realizada en ausencia de K,HPO,. Al comparar este resultado con la Ky
para MgATP (0,16 + 0,04 mM), vemos que bajo condiciones similares de medicién, esto es, D-
ribosa 0,5 mM vy ausencia de K,HPO,, la RK humana tiene una mayor afinidad por el MnATP.

En términos comparativos, la Ky para MnATP es cerca de 5,5 veces mas pequefia que la
Kwu para MgATP. Cabe sefalar, que la determinacion de la Ky para MnATP se llevé a cabo con una
concentracion de Mn*? libre igual a 0,2 mM, ya que el Mn*? libre tiene un efecto inhibitorio sobre la
actividad de RK (fig. 20 B), por lo que se buscé utilizar una concentracion baja de Mn*? libre, de

manera que el efecto inhibitorio no tuviera injerencia.
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Figura 21. Actividad de la RK silvestre en funcién de la concentracion de MnATP. La
concentracion fija de D-ribosa fue 0,5 mM. La concentracion de Mn*? libre fue 0,2 mM. Cada
una de los puntos en el gréafico representa el promedio de 3 mediciones + e.s.

60



Tabla 5. Parametros cinéticos de la RK silvestre en funciéon de MnATP.

KM (mM) kcat (5-1) kcat/KM (S-lmM-l) Ki (mM)
MnATP 0,029 + 0,006 7,25 +1,57 247,30 £ 21,50 10,27 + 1,60
MgATP 0,16 £ 0,04 9,81 £0,80 61,89+ 9,24 16,91 + 2,61

Por otro lado, en presencia de MnATP la RK tiene una k4 1,35 veces més pequefia que al
usar MgATP. Sin embargo, si centramos nuestra atencién en la eficiencia catalitica, observamos
que hay una gran diferencia en términos de cuan eficiente es la enzima al usar MgATP 0 MnATP.
La eficiencia catalitica al usar MnATP es de 247,3 + 21,5 s mM™ mientras que al usar MgATP
alcanza a 61,89 s™ + 9,24 mM™. La explicacion a esta diferencia radica en que la RK tiene una gran
afinidad por el MnATP, lo que lleva a que la eficiencia catalitica para el uso de MnATP sea casi 4
veces mas grande que la eficiencia catalitica para el uso de MgATP. Por ltimo, si comparamos los
valores de K; para MnATP y para MgATP, podemos observar que la K; para MNATP es un poco
mas pequefia que la K; para MgATP (10,27 + 1,6 mM vs. 16,91 + 2,61 mM), aungue sus valores
son parecidos, lo que nos estaria indicando que la enzima es un poco mas sensible a la inhibicion
por MnATP.

Tomando en consideracion que la RK humana puede usar Mg™ y Mn*? para su catalisis,
usamos al Mn*? como una sonda paramagnética para determinar su unién a la enzima libre por
medio de resonancia paramagnética del electrén (EPR). Segln se puede apreciar en la figura 22, los
experimentos realizados con la RK silvestre muestran que el manganeso se puede unir a la enzima
con una Kp de 50 uM y una estequiometria de 0,8. Como las mediciones fueron hechas en ausencia

de otros ligandos, la Kp determinada corresponde a la unién del metal libre a la enzima.
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Figura 22. Unién de Mn*? a la RK silvestre determinado por resonancia paramagnética del
electrén. La unién de Mn*? fue medida a 25 °C en presencia de buffer HEPES 25 mM pH 8,2. (A)
Curva de absorcion del Mn* libre en presencia de la RK silvestre. (B) Curva de unién del Mn*?a
la enzima RK silvestre. Se utilizd una concentracion fija de Mn*? igual a 50 uM, mientras que la
concentracion de proteina utilizada vario6 entre 0 y 400 pM.

IV.4.8 Efecto inhibitorio del ATP™.

Como consecuencia del equilibrio que existe entre el nucleétido y el metal, la concentracion
del ATP* puede variar, principalmente cuando hay un incremento en las concentraciones del
complejo metal-ATP, lo que podria afectar la actividad de la RK, ya que existe evidencia referente
al ATP™* que indica que esta especie puede actuar como un inhibidor competitivo con respecto a
MgATP, en la Pfk-2 (Rivas-Pardo y col., 2011). También se ha estudiado el efecto de ATP™ en la
phPFK, en la tIGK y en la pfGK, donde se observd que estas tres quinasas dependientes de ADP
también presentan inhibicion competitiva de MgADP por el nucleétido libre (Merino, F., Rivas-
Pardo, J.A. y col., 2011). Por otro lado, en hPLK se observo que el ATP™ no se comporta como un
inhibidor en esta enzima (Navarro y col., 2013). Tomando en consideracion el hecho de que el ATP
* en la mayoria de los casos inhibe a las enzimas que forman parte de la superfamilia riboquinasa, se

hizo un ensayo en el que se evalu el efecto que tenia el ATP™ sobre la actividad de la RK humana.
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La actividad de la enzima se midi6 tal y como se describe en materiales y metodologia.
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Figura 23. Actividad de la RK silvestre en funcion de la concentracion de ATP™. Para
llevar a cabo este ensayo, la concentracion fija de D-ribosa fue 0,5 mM, y la concentracion del
complejo MgATP se fijé en 1,2 mM. Cada una de los puntos en el gréafico representa el
promedio de 3 mediciones + e.s.

Como se puede apreciar en la figura 23, el ATP™ tiene un efecto inhibitorio sobre la RK
humana. Sin embargo, resulta importante sefialar que existe un rango de concentraciones de ATP™
en el que no se observa este fenémeno, cuyo limite superior esta en los 0,2 mM de ATP™. La
inhibicion sobre la actividad de RK solo es visible una vez que las concentraciones de ATP™
superan los 0,2 mM. Todos los ensayos realizados en esta tesis tienen una concentracion de ATP™
en la cubeta, que no excedieron dicho limite.

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, la existencia de dos motivos de
secuencia altamente conservados, el motivo NXXE y el motivo GXGD, ambos ubicados en el sitio
activo de las enzimas, es un rasgo comun para los miembros de la familia tipo riboquinasa,

sugiriéndose que los residuos Asn y Glu del motivo NXXE estarian relacionados con la unién de
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PO,%y Mg™ (Maj y col., 2002, Parducci y col., 2006) y que el residuo Asp del motivo GXGD
actuaria como la base catalitica general que desprotonaria al hidroxilo del sustrato que va a ser
fosforilado (Arnfors y col., 2006; Schumacher y col., 2000). Ademas, bajo la hipétesis de que los
residuos conservados Asn199 y Glu202 del motivo NXXE participan en la catalisis de RK como
determinantes de la unién de PO, y Mg* al sitio activo, se construy6 la mutante RK N199L
reemplazando al residuo Asn199 que tiene una cadena lateral polar sin carga por Leu, que no tiene
polaridad y es del mismo tamafio que Asn. Por otro lado, se construyd la mutante RK E202L
reemplazando al residuo Glu202 que estd cargado negativamente, por Leu, que es apolar y una
unidad de carbono mas pequefia que Glu. Si estos residuos participan en la unién de PO, y del
Mg*?, entonces cambios en estos residuos debieran tener un gran impacto en la estimulacién por
PO,? y en el aparentemente nulo efecto del Mg*™ sobre la RK humana.

Por altimo, para evaluar la importancia del residuo Asp269 del motivo GXGD, se construy6
la mutante RK D269N, reemplazando este residuo aminoacidico por Asn, con el fin de eliminar la
carga negativa. El residuo Asp tiene un grupo carboxilato, que seria fundamental para ejercer su
funcidn catalitica. Al mutarlo por Ash, que tiene una cadena lateral polar sin carga, y el mismo
tamafio que Asp, estamos evaluando sélo la importancia de la carga en este residuo, ya que ambos

tienen un tamano similar.
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V. MOTIVOS GXGD y NXXE.
V.1 Expresiony purificacion de RK D269N, RK N199L y RK E202L.

La RK D269N se expreso y purifico a homogeneidad utilizando el mismo protocolo de
purificacion de la RK silvestre. Sin embargo, se obtuvo mucho menos proteina purificada, en
comparacion a lo obtenido con la enzima silvestre. Esto se debe a que la mutante tuvo una buena
sobreexpresion pero formé cuerpos de inclusion. Frente a esta situacion, se realizaron numerosos
test de induccion donde se variaron las condiciones de temperatura, concentracién de IPTG y
tiempo de induccidn, hasta encontrar una condicion mas propicia. En la figura 24, se muestra el test
de induccién en el que se probaron distintas temperaturas de induccién, y se mantuvo la
concentraciéon de IPTG en 1 mM. Se buscaron condiciones para que la proteina se sobre-expresara
principalmente en la fraccion soluble, o en su defecto, que la proporcion en la fraccién soluble
aumentara, en comparacion a la fraccién en el pellet. Este mismo problema lo tuvimos para la
expresion de las mutantes RK N199L y RK E202L. Finalmente se encontraron condiciones
propicias para poder sobreexpresar la RK D269N, RK N199L y RK E202L. En el caso de la RK
mutante RK D269N, se indujo con 1 mM de IPTG a 22°C, durante 8 h.

El seguimiento de las mutantes RK D269N, RK N199L y RK E202L, resultd bastante
complicado, ya que por un lado, al ser tan poco activas resultd muy dificil ubicar las fracciones en
que estaban presentes. Por otro lado, alicuotas del extracto crudo y del pool de columna DEAE,
puestas en la cubeta para medir la actividad de RK, generaban un decaimiento en el NADH en
ausencia de ATP, enmascarando la real actividad de la enzima. Es por esta razon que las
purificaciones se siguieron por determinacion de proteinas, y la medicion de actividad en el extracto
crudo y en el pool DEAE quedaron sin determinacion.

En la figura 25 se muestra la purificacion de la mutante, y segn se puede apreciar en el

carril 4, se encuentra lo suficientemente pura como para poder caracterizarla cinéticamente.
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Figura 24. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12
% en condiciones desnaturantes de RK D269N.
Formacién de cuerpos de inclusién. Carril 1: estandares
de peso molecular; carril 2: sobrenadante de extracto crudo
proveniente de induccion a 37 °C e IPTG 1 mM; carril 3:
resuspension del pellet de extracto crudo proveniente de
induccién a 37 °C e IPTG 1 mM, carril 4: sobrenadante de
extracto crudo proveniente de induccion a 22 °C e IPTG 1
mM, carril 5: resuspension del pellet de extracto crudo
proveniente de induccion a 22 °C e IPTG 1 mM. Después
de las electroforesis, los geles se tifieron con azul de
Coomasie. Se cargaron 20 pg de proteina por carril.

Figura 25. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12
% en condiciones desnaturantes de RK D269N.
Purificacion. Carril 1: estandares de peso molecular; carril
2. extracto crudo; carril 3: pool a partir del eluido de la
columna de DEAE celulosa; carril 4: pool a partir del
eluido de la columna His Trap. Después de las
electroforesis, los geles se tifieron con azul de Coomasie.
Se cargaron 20 ug de proteina por carril.

Por otro lado, para la expresion de la mutante RK N199L se realizaron numerosos test de

induccion donde se variaron las condiciones de temperatura, concentracion de IPTG y tiempo de

induccion, para encontrar la condicion propicia de sobreexpresion, la que resulté ser con 1 mM de

IPTG a 14°C, durante 14 h. En la figura 26 se muestra la purificacién de la mutante. Segln se puede

apreciar, en el carril 3 hay una banda que coincide con el tamafio esperado para la RK.
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Figura 26. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturantes de RK N199L. Purificacion.
Carril 1: estandares de peso molecular; carril 2:
pool a partir del eluido de la columna His-Trap,
fracciones 1-30; carril 3: pool a partir del eluido
de la columna His Trap, fracciones 31-40.
Después de las electroforesis, los geles se tifieron
con azul de Coomasie. Se cargaron 20 pug de
proteina por carril.

Finalmente, la RK mutante RK E202L se expresé y purificd a homogeneidad, a excepcién

de la diminuta banda de 66 kDa, tal como se observa en la figura 27, donde se aprecia una banda

gue coincide con el estandar de peso molecular de 36 KDa, que es el tamafio esperado para la RK.

La sobreexpresion de esta mutante se indujo con 1 mM de IPTG a 14°C, durante 14 h.

PM kDa

1

Figura 27. Electroforesis en gel

poliacrilamida al 12% en condiciones

desnaturantes de RK E202L. Purificacion.
Carril 1: estandares de peso molecular; carril 2:
extracto crudo; carril 3: pool a partir del eluido
de la columna de DEAE celulosa; carril 4: pool a
partir del eluido de la columna His Trap. Después
de las electroforesis, los geles se tifieron con azul
de Coomasie. Se cargaron 20 pg de proteina por
carril.
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V.2 Estructura secundaria de RK silvestre, RK D269N y RK N199L.

Con el fin de descartar que cualquier cambio aminoacidico en la RK trajera consigo alguna
alteracion en la estructura secundaria, se determinaron espectros de dicroismo circular para las
mutantes RK D269N, N199L y RK E202L. Como se puede observar en la figura 28, los espectros
para la RK silvestre, RK D269N y RK N199L son idénticos, lo que sugiere que las tres proteinas
deben poseer una estructura secundaria similar, y que los reemplazos de los residuos Asp269 por
Asn y Glu 202 por Leu no trajeron consigo cambios en la estructura secundaria de la RK humana.

En la figura 29 se muestra un espectro de dicroismo circular para la RK silvestre y para la
mutante RK E202L, y lo que se observa es que ambos espectros son similares, lo que descarta que
el reemplazo del residuo Glu202 por Leu haya traido consigo alguna alteracién en la estructura
secundaria de la RK mutante. Estos resultados nos permiten inferir que cualquier variacion en los
parametros cinéticos en las enzimas mutantes deberian ser consecuencias de las mutaciones

puntuales, y no de alguna alteracion estructural.
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Figura 28. Espectros de dicroismo circular de la RK silvestre y de las mutante RK D269N,
y RK N199L.. La concentracion de proteina usada fue de 0,14 mg/ml para la RK y las mutantes.
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Figura 29. Espectros de dicroismo circular de la RK silvestre y de la mutante RK E202L. La
concentracion de proteina usada fue de 0,13 mg/ml para la RK y la mutante.

V.3 Caracterizacion cinética de la RK D269N. Actividad de la mutante en funcion de

la concentracion de D-ribosay MgATP.

Se caracterizd cinéticamente a la mutante RK D269N, con el objeto de determinar si el
cambio del residuo Asp 269 por Asn afectaba la catalisis enzimatica, y /o modificaba la afinidad por
alguno de los sustratos. Los pardmetros cinéticos Ky y ke que se muestran en la tabla 6, se
obtuvieron ajustando los datos de manera independiente para cada uno de los sustratos, al modelo
hiperbdlico propuesto por Michaelis-Menten (Segel, 1975), variando la concentracion de uno de los
sustratos, manteniendo fija la concentracion del otro, a partir de los datos mostrados en la figura 30

AyB.

\Y . .
vV = max S Ecuacion 2

Ku+ S
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En primer lugar, se determiné la actividad de RK D269N variando la concentracion de D-ribosa.
Para este ensayo, la concentracion fija de MgATP fue de 5 mM ya que hemos determinado que la
mutante posee una Ky para MgATP igual a 0,16 + 0,03 mM. La Ky para D-ribosa en ausencia de
K,HPO, tuvo un valor de 0,29 + 0,01 mM, y la ke fue 0,19 + 0,04 s™. Si comparamos los valores
de la Ky para D-ribosa medidos en RK silvestre y en la RK D269N, observamos que la enzima
mutante tiene una Ky, para D-ribosa que es 2,4 veces mas grande que la de RK silvestre (0,29 £ 0,01

mM vs. 0,12 + 0,01 mM).
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Figura 30. Actividad de RK D269N medida en funcion de la concentracion de D-ribosa y
de MgATP. A. Para este ensayo, la concentracion fija de MgATP fue de 5 mM, mientras que
en (B), la concentracion fija de D-ribosa fue de 5 mM. Cada uno de los puntos en ambos
gréaficos representa el promedio de 3 mediciones + e.s.

Tabla 6. Parametros cinéticos de RK D269N en funcién de D-ribosa y MgATP.

MgATP 5 mM D-ribosa 5 mM
Kum D-ribosa Keat Keat! Km Km MgATP Keat Keat! Km
(mM) % (s'mMm) (mM) ") (s'mM)
0,29 +0,01 0,19 + 0,004 0,61+0,12 0,16 + 0,06 0,18 + 0,008 0,97 £0,11
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Por otro lado, si analizamos los valores de k. para cada una de las enzimas, la RK mutante
tiene una ke que es 54,5 veces mas pequefia que la ke de la enzima silvestre (0,19 + 0,04 s™ vs.
10,36 + 0,38 s™).

En términos de eficiencia catalitica, podemos apreciar que la k./Ky determinada para la
RK D269N es 0,61 + 0,12 s mM™, siendo 131,2 veces mas pequefia que la determinada para la
RK silvestre (80,03 + 13,20 s mM™). Por ultimo, el fenémeno de inhibicién por D-ribosa no se
aprecia en esta mutante, a diferencia de lo que ocurre con la RK silvestre, donde la K;para D-ribosa
fue igual a 3,29 £ 0,52 mM (ver tabla 2). Las concentraciones de D-ribosa ensayadas alcanzaron los
30 mM, 10 veces superior a las concentraciones ensayadas con la enzima silvestre, lo que sugeriria
gue la ausencia de inhibicién es un fenémeno independiente de las concentraciones ensayadas, y
propio de esta mutante.

Para determinar los parametros cinéticos en funcién de MgATP, la concentracion de D-
ribosa se fijo en 5 mM para observar que ocurria a concentraciones saturantes del azlcar, ya que
segun se muestra en la tabla 6, se determiné que la Ky, para D-ribosa era igual a 0,29 + 0,01 mM.
En estas condiciones, la Ky, para MgATP en ausencia de K,HPO, fue igual a 0,16 mM £ 0,03, y la
Keat tuvo un valor de 0,18 + 0,008 s™. Si comparamos los valores de la Ky, para MgATP medidos en
la RK D269N y en la RK silvestre, observamos que ambas enzimas tienen valores de Ky, para
MgATP similares (0,16 = 0,03 mM y 0,11 + 0,02 mM). Por otro lado, si analizamos los valores de
k.o para cada una de las enzimas, vemos que la RK mutante tiene una k¢, igual a 0,18 + 0,008 mM
st que es 31,8 veces mas pequefia que la ke, de la enzima silvestre (5,73 £ 0,71 s™).

En términos de eficiencia catalitica, podemos apreciar que la eficiencia catalitica para la RK
D269N es 0,97 + 0,11 s* mM™, siendo 55 veces méas pequefia que la determinada para la RK
silvestre (53,35 + 7,78 s mM™). El fenémeno de inhibicién por MgATP no se observa, a diferencia
de lo que ocurre con la RK silvestre, ya que para esa enzima se determiné una K; de 15,16 + 0,88
mM.
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V.3.1 Efecto del K;HPO, sobre la actividad de la RK D269N.

Con el proposito de determinar el efecto del K,HPO, sobre la actividad de la RK D269N, se
midié la actividad enzimatica en presencia de este efector. Como se puede observar en la figura 31,
se midié la actividad de la enzima en ausencia y en presencia de concentraciones de K,HPO,
iguales a 50 y 100 mM. Los resultados muestran que este efector no modifica la actividad de la RK
D269N. Este resultado difiere de lo visto para la RK silvestre, ya que una concentracion 100 mM
de K,HPO, produce una activacion de la RK silvestre cercana a las 2 veces. El efecto activador del
K,HPO, en la RK silvestre se ve a concentraciones saturantes de los sustratos; condicién que se uso
también para la determinacion del efecto del K,HPO, en la RK mutante D269N , por lo que , la

ausencia de activacién en la mutante no podria ser explicada por esta causa.
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Figura 31. Efecto del K;HPO, en la actividad de la RK mutante D269N. Las concentraciones
de K,HPO, utilizadas fueron: 0 mM, 50 mM y 100 mM. La actividad enzimatica se determind
utilizando concentraciones de MgATP 5 mM y D-ribosa 5 mM. Cada una de las barras en el
gréfico representa el promedio de 3 mediciones + e.s.

La mutacion del residuo Asp269 por Asn condujo a que la enzima mutante RK D269N no sea
activada por el K,HPO,, que tenga una k. que es 54,5 veces mas pequefia que la ke, de la enzima
silvestre, y una Ky, para D-ribosa que es 2,4 veces méas grande que la de RK silvestre, mientras que
los valores de Ky para MgATP medidos en la RK D269N y en la RK silvestre son similares. De
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esta manera, es posible inferir que el residuo Asp269 es muy importante en la catalisis, en la union
de D-ribosa, y en la regulacion por K,HPO,, aunque su papel como el residuo catalitico en la RK

humana no es concluyente

V.4 Caracterizacion cinética de la RK N199L. Actividad de la mutante en funcion de
la concentracion de D-ribosa 'y de MgATP.

Con el objeto de estudiar el rol del residuo Asn199 como determinante de la unién de PO,
0o Mg*? dentro del sitio activo, se reemplazé al residuo Asn199 por Leu, y se caracteriz6
cinéticamente a la enzima N199L. Los parametros cinéticos Ky y ke que se muestran en la tabla
7, se obtuvieron ajustando los datos de manera independiente para cada uno de los sustratos, al
modelo hiperbdlico propuesto por Michaelis-Menten (Segel, 1975), variando la concentracion de
uno de los sustratos, dejando fija la concentracion del otro, a partir de los datos mostrados en la
figura 32 A y B (Ecuacidn 2). Vale la pena sefialar que todos los ensayos cinéticos en la RK N199L
tuvieron que ser realizados a concentraciones de Mg* libre altisimas, iguales a 30 mM, ya que a
concentraciones inferiores, no fue posible observar actividad.

En primer lugar se determiné la actividad de RKN199L variando la concentracién de D-
ribosa. Para este ensayo, la concentracion fija de MgATP fue de 75 mM. Se utiliz6 dicha
concentracion del complejo ya que previamente determinamos que la mutante posee una Ky, para
MgATP igual a 7,48 £ 1,49 mM (ver tabla 7).

Al observar los parametros cinéticos que aparecen en la tabla 7, obtenidos a partir del ajuste
de los datos mostrados en la figura 32 (A), la Ky para D-ribosa en ausencia de K;HPO,4 tuvo un
valor de 0,12 + 0,03 mM y la k., de la enzima fue igual a 0,01 + 0,001 s™. Si comparamos los
valores de la Ky para D-ribosa medidos en RK N199L y RK silvestre, observamos que ambas
enzimas tienen una Ky, idéntica (0,12 + 0,03 mMy 0,12 + 0,01 mM). Por otro lado, si analizamos
los valores de ke para cada una de las enzimas, vemos que la RK mutante tiene una k., que es
1.036 veces mas pequefio que la ke, de la enzima silvestre (0,01 +0,001 s vs. 10,36 + 0,38 s™).

En términos de eficiencia catalitica, podemos apreciar que la k./Ky determinada para la
RK N199L es 0,07 + 0,004 s*mM™, siendo 1.143 veces mas pequefia que la determinada para la
RK silvestre (80,03 + 13,20 st mM’l). Por Gltimo, la RK N199L no presenta inhibicién por D-
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ribosa, a diferencia de lo observado en la enzima silvestre, ya que para esa enzima la K; para D-
ribosa fue igual a 3,29 + 0,52 mM (ver tabla 2).
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Figura 32. Actividad de RK N199L en funcién de la concentracion de D-ribosa y de MgATP.
A. Para este ensayo, la concentracion fija de MgATP fue de 75 mM, mientras que en (B), la
concentracion fija de D-ribosa fue de 5 mM. Cada uno de los puntos en ambos graficos representa
el promedio de 3 mediciones * e.s.

Tabla 7. Parametros cinéticos de RK N199L en funcién de D-ribosa 'y MgATP.

MgATP 75 mM D-ribosa 5 mM
Ky D-ribosa Keat Keat! Km Km MgATP Keat Keat! Km
(mM) s (s'mm? (mM) sh (s'mMm™)
0,12 + 0,03 0,01 + 0,001 0,07 + 0,004 7,48 + 1,49 0,01 +0,002 0,002 + 0,0007
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Para determinar los pardmetros cinéticos en funcion del MgATP, la concentracion de D-
ribosa se fij6 en 5 mM para observar que ocurria a concentraciones saturantes del azlcar,
considerando que la Ky, para D-ribosa era igual a 0,12 + 0,03 mM (tabla 7). Al observar los
parametros cinéticos que aparecen en la tabla 7, obtenidos a partir del ajuste de los datos mostrados
en la figura 32 (B), vemos que en presencia de D-ribosa 5 mM, se determin6 que el valor de la Ky,
para MgATP en ausencia de K;HPO, fue igual a 7,48+ 1,49 mM, y que la ke, de la enzima tuvo un
valor de 0,01 + 0,002 s™. Si comparamos los valores de la Ky para MgATP medidos en la RK
N199L y en la enzima silvestre, observamos que la enzima mutante tiene una Ky, para MgATP que
es 68 veces mas grande que la de RK silvestre (0,11 + 0,02 mM). Por otro lado, si analizamos los
valores de k. para cada una de las enzimas, vemos que la RK mutante tiene una k¢ igual a 0,01 +
0,002 s™ que es 573 veces mas pequefia que la ke de la enzima silvestre (5,73+ 0,71 s™).

En términos de eficiencia catalitica, podemos apreciar que la eficiencia catalitica para la RK
N199L es 0,002 + 0,0007 s* mM™, siendo 26.675 veces mas pequefia que la determinada para la
RK silvestre (53,35 + 7,785 mM™). El fendmeno de inhibicién por MgATP no se observa en la RK
N199L, a diferencia de lo que ocurre con la RK silvestre, ya que para esta enzima se determiné una
Kide 15,16 + 0,88 mM.

V.4.1 Efecto del K,HPO, sobre la actividad de RK N199L.

Se determing el efecto del K,HPO, sobre la mutante RK N199L. Como se puede observar
en la figura 33, se midié la actividad de la enzima en ausencia del efector y en presencia de
concentraciones iguales a 25, 50 y 100 mM. Los resultados muestran que el K,HPO, no ejerce
ningun efecto sobre la actividad de la RK N199L, a diferencia de lo observado en la RK silvestre, a

concentraciones saturantes de ambos sustratos.
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Figura 33. Efecto del K;HPO, en la actividad de la RK mutante N199L.. Las concentraciones de
K,HPO, utilizadas fueron: 0 mM, 50 mM y 100 mM. La actividad enziméatica se determind
utilizando concentraciones de MgATP 75 mM y D-ribosa 5 mM. Cada una de las barras en el
grafico representa el promedio de 3 mediciones % e.s.

Estos resultados indican que el reemplazo del residuo Asn199 por Leu da lugar a una enzima
que tiene una bajisima actividad y que no es activada por K,HPO,. La mutante RK N199L tiene una
Kot que es mas de 500 veces mas pequefia que la de la enzima silvestre y una Ky para MgATP casi
70 veces mayor que la enzima silvestre. De esta manera, es posible inferir que el residuo Asn199 es
muy importante en la catalisis, en la union de ATP, y que debe cumplir un rol importante en la

regulacién por K;HPO,.
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V.5 Caracterizacion cinética de RK E202L. Actividad de la mutante en funcion de la
concentracion de D-ribosay de MgATP.

Para estudiar el rol del residuo E202L como determinante de la unién de PO,® y Mg*
dentro del sitio activo, se reemplazé al residuo Glu202 por Leu, y se caracterizo cinéticamente a la
enzima RK E202L. Todos los ensayos cinéticos en la RK E202L tuvieron que ser realizados a
concentraciones de Mg*? libre altisimas, iguales a 30 mM, ya que, al igual que para la RK N199L,
a concentraciones inferiores a 30 mM de Mg* libre, no fue posible observar actividad. Los
parametros cinéticos Ky Yy K que se muestran en la tabla 8, se obtuvieron ajustando los datos de
manera independiente para cada uno de los sustratos. Para el caso de la D-ribosa, la RK mutante
mostrd inhibicién por el azucar, razén por la cual los datos se ajustaron a la ecuacion 1 que describe
la velocidad de una reaccion bisustrato donde la concentracién de un sustrato inhibitorio, en este
caso, la D-ribosa, se varia, manteniendo fija la concentracién del otro sustrato, el MgATP. En el
caso del MgATP, la enzima no mostré inhibicién, por lo que los datos se ajustaron al modelo
hiperbolico propuesto por Michaelis-Menten (Segel, 1975), variando la concentracion del
nucleotido, dejando fija la concentracion del azlcar, a partir de los datos mostrados en la figura 34
B (ecuacion 2).

En el ensayo de determinacion de la actividad de RK E202L en funcién de la D-ribosa, la
concentracion fija de MgATP fue de 70 mM. Se utilizé dicha concentracion del complejo ya que
hemos determinado que la RK E202L posee una Ky para MgATP igual a 5,73 = 1,12 mM (ver tabla
8). Al observar los parametros cinéticos que aparecen en la tabla 8, obtenidos a partir del ajuste de
los datos mostrados en la figura 34 A, se determind que el valor de la Ky, para D-ribosa en ausencia
de K,HPO, fue 0,08 + 0,02 mM, y que la ke de la enzima tuvo un valor de 0,04 + 0,006 s™. Si
comparamos los valores de la Ky, para D-ribosa medidos en la RK E202L y en la enzima silvestre,
observamos que la enzima mutante tiene una Ky, para D-ribosa que es 1,5 veces mas pequefia que la
de RK silvestre (0,12 £ 0,01 mM), mientras que la ke de la enzima mutante es 259 veces méas
pequefia que la medida en la enzima silvestre (10,36 + 0,38 s™). En términos de eficiencia catalitica,
podemos apreciar que la ke/Ky determinada para la RK E202L es 0,56 + 0,09 stM? siendo 142,9
veces mas pequefia que la determinada para la RK silvestre (80,03 s M™). Por dltimo, puede

apreciarse, que al medir la actividad enziméatica de RK E202L en funcién de D-ribosa, la enzima
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presenta inhibicion por el azicar. A bajas concentraciones de D-ribosa se produjo un incremento en
la actividad enzimética, y a concentraciones mayores a 0,5 mM, se observé una inhibicion de la
actividad, midiéndose una K; igual a 2,61 + 0,66 mM. Esto coincide con lo observado para la RK
silvestre, ya que la enzima silvestre tiene una Ki para D-ribosa igual a 3,29 + 0,52 mM.

Para la determinacion de los parametros cinéticos en funcion del MgATP, la concentracion
de D-ribosa se fijo en 0,8 mM para observar que ocurria a concentraciones saturantes del azlcar
(Ku para D-ribosa es 0,08 + 0,02 mM). La actividad de la RK E202L tiene una dependencia
hiperbdlica con la concentracién de MgATP, a concentraciones saturantes de D-ribosa. Al observar
los pardmetros cinéticos que aparecen en la tabla 8, obtenidos a partir del ajuste de los datos
mostrados en la figura 34 (B), vemos que en presencia de D-ribosa 0,8 mM, se determind que el
valor de la Ky, para MgATP en ausencia de K,HPO, tuvo una valor de 5,73 + 1,12 mM, y que la Ky
de la enzima fue igual a 0,04 + 0,002 s™. Si comparamos los valores de la Ky, para MgATP medidos
en la RK E202L y en la enzima silvestre, observamos que la enzima mutante tiene una Ky, para
MgATP que es 52,1 veces méas grande que la de RK silvestre (5,73 + 1,12 mM vs. 0,11 * 0,02
mM). Por otro lado, si analizamos los valores de k. para cada una de las enzimas, vemos que la RK
E202L tiene una k., igual a 0,04+ 0,002 s™ que es 143,25 veces més pequefia que la ke de la enzima
silvestre (5,73 0,71 s™).

0.08 0.08
A B
0.06 0.06
; !

£ 0.04 2 004
~ ~ [ )
D -

0.02 0.02 1

0.00 | 0.00

0 1 2 3 0 15 30 45 60
D-ribosa, mM MgATP, mM

Figura 34. Actividad de RK E202L en funcién de la concentracién de D-ribosa y de
MgATP. A. Para este ensayo, la concentracion fija de MgATP fue de 70 mM. B. Para este
ensayo, la concentracion fija de D-ribosa fue de 0,8 mM. Cada uno de los puntos en ambos
graficos representa el promedio de 3 mediciones * e.s. 78



Tabla 8. Parametros cinéticos de RK E202L en funcion de D-ribosa y MgATP.

MgATP 70 mM D-ribosa 0,8 mM
Kwm D-ribosa Keat Keat! Km Ki Ky MgATP Keat Keat! Km
(mM) s (s*mM™ (mM) (mM) s (s*mM™)

0,08 + 0,02 0,04 +0,006 0,556+0,09 2,61+0,66 573+112 0,04+0,002 0,01+0,0001

En términos de eficiencia catalitica, podemos apreciar que la eficiencia catalitica para la RK
E202L es 0,01 + 0,001 s M™, siendo 5.335 veces més pequefia que la determinada para la RK
silvestre (53,35 + 7,78 s mM™). Por Gltimo, no se observa inhibicion por MgATP en la RK E202L,
a diferencia de lo que ocurre en la RK silvestre, ya que para esta enzima se determiné una K; de
15,16 £ 0,88 mM

V.5.1 Efecto del K;HPO, sobre la actividad de RK E202L.
Se determino el efecto del K,HPO, sobre la mutante RK E202L. Como se puede observar

en la figura 35, se midid la actividad de la enzima en ausencia del efector y en presencia de
concentraciones iguales a 25, 50 y 100 mM. Los resultados muestran que el K,HPO, no ejerce

ningun efecto sobre la actividad de la RK E202L.
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Figura 35. Efecto del K,HPO, en la actividad de RK E202L. Las concentraciones de
K,HPOQ, utilizadas fueron: 0 mM, 25 mM, 50 mM y 100 mM. La actividad enzimética se
determind utilizando concentraciones de MgATP 70 mM y D-ribosa 0,8 mM. Cada una de
las barras en el gréafico representa el promedio de 3 mediciones + e.s.

Todos estos resultados muestran el reemplazo del residuo Glu202 por Leu llevo a que la
enzima tuviera una actividad bajisima y que no fuera activada por K;HPO,. La mutante E202L tiene
una ke que es mas de 140 veces mas pequefia que la de la enzima silvestre y una Ky, para MgATP
casi 50 veces mas grande que la de la enzima silvestre. De esta manera, es posible inferir que el
residuo E202L es muy importante en la catalisis, en la unién de ATP, y que debe cumplir un rol en

en la regulacion por K,HPO,.
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VI DOCKING (ACOPLAMIENTO MOLECULAR) Y CONSTRUCCION DE
MUTANTES IN SILICO.
V1.1 Acoplamiento molecular del PO, sobre la RK silvestre.

El acoplamiento molecular es un procedimiento que intenta predecir eficientemente la
unién entre una molécula pequefia (ligando) y una macromolécula (receptor), comenzando con
ambas estructuras separadas. EIl éxito de esta técnica radica en predecir las conformaciones del
ligando y la afinidad de su unidén con el receptor, lo que se traduce en determinar la conformacion
unida preferida y la energia libre de unién, lo que va asociado a un ranking de resultados que
incluye distintas conformaciones con distintas energias de unién, basadas en una funcion de
puntuacion, que considera interacciones interatémicas, cargas eléctricas, repulsiones y puentes de
hidrégeno, entre otras cosas (Trott y Olson, 2009).

Como se planted anteriormente, tomando como base que la estructura para la RK de E. coli
estaba resuelta en complejo con PO,®, un analogo de ATP y D-ribosa (PDBid: 1RKD), se utilizé
dicho PO, para hacer el acoplamiento molecular sobre la estructura de la RK de H. sapiens. Para
Ilevar a cabo el acoplamiento, se usé como receptor a la estructura de la RK de H. sapiens (PDBid:
2FV7) junto a sus ligandos ADP, Mg*? y Na*, y como ligando, al PO, que aparece en la estructura
cristalogréafica de la RK de E. coli. Nuestra apuesta fue la siguiente: considerando que la estructura
de la RK de H. sapiens y la estructura de la RK de E. coli tienen una gran homologia estructural,
era muy probable que la posicién que ocupara el PO, dentro del sitio activo de la RK bacteriana,
fuera idéntica a la que ocuparia este i6n dentro del sitio activo de la RK humana. Una vez
demostrado que ambas RK poseian una gran homologia estructural (fig. 8), se utilizd el programa
AutoDock Vina (Trott y Olson, 2009) para hacer el acoplamiento molecular del PO, sobre la
estructura de la RK de H. sapiens, y estudiar qué lugar deberfa ocupar el PO, dentro de la RK

humana.
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V1.2 La eleccion de la celda.

Un paso crucial para llevar a cabo el acoplamiento molecular del PO, fue ubicar una celda
dentro de la macromolécula receptora (RK humana), ya que esta celda representaba el area dentro
de la cual se esperaba que el ligando se situara. La ubicacién que tuviera la celda dentro del receptor
era decision del usuario, al igual que su tamafio. Ahora bien, para tener la certeza que el resultado
obtenido a partir del acoplamiento fuera consecuencia de que se habia encontrado el sitio méas
propicio dentro de la proteina para el acoplamiento del PO,*, y ademas, evitar que existieran dudas
de que la ubicacién y tamafio de la celda pudieran direccionar de alguna manera el acoplamiento
hacia un sitio en especifico dentro de la proteina, lo primero que se hizo fue realizar un control
llamado “acoplamiento ciego” (fig. 36). Este control consistié en insertar una celda de tamafio
gigante, que abarcara a toda la proteina. De esta manera, el resultado del acoplamiento molecular
del PO, sélo seria consecuencia de la afinidad existente entre la proteina y el ligando, y no
resultado del tamafio de la celda y/o de la ubicacién de ésta dentro de la RK humana. Como puede
observarse en la figura 36 para el acoplamiento ciego se utilizé una celda que abarc6 a mas del 95%
de la superficie de la RK humana. Una vez establecido el tamafio de la celda expresados en una
unidad arbitraria de puntos totales en la grilla, igual a 29791, se procedid a hacer el acoplamiento

molecular del PO, sobre la proteina.

Figura 36. Ubicacion de la celda para el acoplamiento molecular ciego del PO, sobre la
RK silvestre. Representacion de la estructura de la RK humana junto a sus ligandos, mediante
un diagrama de cintas. EI cubo tricolor dentro del cual aparece la RK humana constituye la
celda dentro de la cual se hizo el acoplamiento molecular del PO,>.
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V1.3 La energia libre de union.

El programa Autodock Vina entreg6 9 soluciones para el acoplamiento molecular ciego de
PO,? sobre la RK humana. Cada una de las soluciones corresponde a una posicién y/o
conformacion que ocupa el PO, dentro de la celda. La diferencia entre cada uno de ellas radica en
que cada solucion tiene asignada una energia libre de unidn, existiendo una jerarquizacion entre
ellas donde la posicion numero uno dentro de la lista de las posibles soluciones la ocupa la posicion
y/o conformacion del PO, que tiene asignada la energia libre de unién més negativa. Sin embargo,
cabe sefialar que la mejor solucion no es siempre la que tenga el minimo de energia, ya que dicho
resultado puede corresponder a una ubicacién o conformacion del PO, que no se ajusta a la
solucion esperada, que en este caso, seria, la posicion que ocupa el PO, dentro de la estructura de
la RK de E. coli, que de aqui en adelante llamaré “PO,” referencial”, dentro del sitio activo de la
proteina, cerca del motivo NXXE.

Dicho esto, y analizando los resultados del acoplamiento molecular, la posicion y/o
conformacion mas probable tiene asignada una energia libre de unién de -3,4 Kcal/mol. Segln se
puede observar en la tabla 9, existen 2 soluciones que tienen la misma energia libre de unién. La
diferencia entre cada una de ellas esta en que el PO, est4 ubicado en la misma posicion, pero con
conformaciones distintas. Las siguientes soluciones tienen una energia libre de unién menor, y se
descartan porque la primera solucién es la que tiene la orientacion mas similar al PO, referencial.

La Gnica manera de analizar si la posicion que ocupé el PO, que se acopl6 dentro de la RK
humana era similar a la posicion que ocupa el PO, referencial dentro de la RK bacteriana, fue
haciendo una superposicion estructural entre la RK de H. sapiens junto al PO, acoplado dentro de
ella (color rojo), y la estructura de la RK de E. coli junto al PO, que aparece como ligando en su
estructura, cuyo nombre con fines practicos es PO, referencial (color amarillo), y observar cuén
cerca quedaron ambos PO, (fig.37).

Segln se puede apreciar, el PO, acoplado se muestra en color rojo, y dicho PO, aparece
acoplado dentro del sitio activo, muy cercano del PO, referencial, que es el PO, que se observa

en la estructura de la RK de E. coli, y que en esta figura tiene color amarillo.
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Tabla 9. Listado de las energias libres de union para el acoplamiento molecular ciego
del PO,* dentro de la RK silvestre.

Soluciones Energias libre de union
(Kcal / mol)

-3,4
-3,4
-3,3
-3,.2
-3.2
3,1
3,1
3,1
-3,0

© © N O U A W e

PO,*®
referencial

PO,*
acoplado

O RK de E. coli
O RKdeH. sapiens

Figura 37. Acoplamiento molecular ciego del PO, sobre la RK silvestre. Superposicion
estructural entre la RK de H. sapiens (cintas color blanco) y el PO, que fue acoplado dentro
de ella (color rojo), y la estructura de la RK de E. coli (cintas color amarillo) junto al PO, que
aparece como ligando en su estructura, cuyo nombre con fines préacticos es PO,* referencial
(color amarillo).
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La distancia que separa a ambos PO, es de 7,8 A, lo que nos estaria indicando que pese a
que se utilizé una celda gigante para fijar los limites espaciales del acoplamiento del PO, , el
programa Autodock Vina estimé que la posicién mas probable que el PO,® acoplado ocuparia
dentro de la RK humana es precisamente en su sitio activo.

Este resultado fue muy auspicioso, y el siguiente paso fue acotar la celda al sitio activo y
observar si dentro de estos nuevos limites, méas pequefios, la posicion que ocuparia el PO,*

acoplado después de un nuevo acoplamiento seria mas parecida a la que tiene el PO, referencial.

V1.4 Acoplamiento acotado.

Considerando el resultado obtenido en el acoplamiento ciego, se insertd una celda méas
pequefa dentro de la RK humana, ubicada en el sitio activo de la RK humana, y se realiz6 un nuevo
acoplamiento de PO, sobre dicha enzima (fig. 38). Se procedié de igual manera que para el
acoplamiento ciego, y la Unica diferencia estuvo en la asignacion de las dimensiones de la celda, y
en la ubicacién de ésta dentro de la quinasa humana. El tamafio de la celda, es 41 veces mas
pequefia que la usada en el acoplamiento ciego, ocupando un espacio muy pequefio dentro de la

proteina, posicionandose en su sitio activo.

Figura 38. Ubicacion de la celda para el acoplamiento molecular acotado del PO, sobre la
RK silvestre. Representacion de la estructura de la RK humana junto a sus ligandos, mediante un
un diagrama de cintas. El cubo que aparece dentro de la RK humana constituye la celda dentro de
la cual se hizo el acoplamiento molecular del PO,
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El programa Autodock Vina entreg6 9 soluciones para el acoplamiento molecular acotado
de PO,® , dentro de la estructura de la RK humana (tabla 10). La solucién con la posicion y
conformacion mas parecida a la del PO, referencial tiene asignada una energia libre de unién de -
2,5 Kcal/mol.

Tabla 10. Listado de las energias libres de union para el acoplamiento molecular
acotado del PO, dentro de la RK silvestre.

Soluciones Energias libre de unién

(Kcal / mol)
-2.5
-2.4
-2.4
-2.4
-2.3
-2.3
-2.3
-2.3
-2,2

© N O O~ W N L

El resultado del acoplamiento molecular acotado se puede observar con claridad en la figura
39, en la que se muestra una superposicion estructural entre la RK de H. sapiens y el PO,?
acoplado dentro de ella, y la estructura de la RK de E. coli junto al PO,® que aparece como
ligando en su estructura.

Segun se puede apreciar, el PO, acoplado aparece muy cercano del PO,? referencial. La
distancia que separa a ambos PO, es de 0,5 A, lo que nos estaria indicando que, segun esta
herramienta bioinformatica, si hubiera un PO, dentro de la RK humana, éste ocuparia una posicion
casi idéntica a la que tiene el PO, dentro de la RK de E. coli.
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Figura 39. Acoplamiento molecular acotado del PO, sobre la RK silvestre. Superposicion
estructural entre la RK de H. sapiens (cintas color blanco) y el PO, que fue acoplado dentro de
ella (color rojo), y la estructura de la RK de E. coli (cintas color amarillo) junto al PO,® que
aparece como ligando en su estructura (PO, referencial, color amarillo).

V1.5 Construccion de mutantes in silico. Acoplamiento molecular de PO,* sobre la

RK D269N, RK N199L y RK E202L.

Con el objeto de buscar una explicacién a los resultados obtenidos para cada una de las
mutantes, en relacion al nulo efecto que el K;HPO4 tuvo sobre RKD269N, N199L y E202L, se
utilizé el acoplamiento molecular como una herramienta que pudiera responder esta inquietud. Para
esto se construyeron las mutantes in silico RK D269N, RK N199L y RK E202L haciendo
mutaciones puntuales en la estructura de la RK humana, utilizando el programa Pymol. Luego se
procedio a realizar el acoplamiento molecular de PO, sobre cada una de las mutantes in silico, tal
como se hizo con la RK silvestre. EI programa Autodock Vina entregd 9 soluciones para el
acoplamiento molecular acotado de PO, sobre la RK D269N, la RK N199I y laRK E202L.

Segln se puede observar en la tabla 11, para la RK D269N, la solucion con la posicion y

conformacion mas parecida a la del PO, referencial tiene asignada una energia libre de union de
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—2,5 Kcal/mol., mientras que para la RK N199L la conformacién mas parecida a la del PO,?
referencial tuvo una energia libre de unién igual a -2,3 Kcal/mol y para la RK E202L fue de -2,4
Kcal/mol. El resultado del acoplamiento molecular acotado para cada una de las tres mutantes, se
puede observar con claridad en la figura 40, en la que se muestra una superposicion estructural entre
las mutantes RK D269N, RK N199L y RK E202L y el PO,* acoplado dentro de ellas, y la
estructura de la RK de E. coli junto al PO,® que aparece como ligando en su estructura,
observandose a ambos PO, muy cerca uno del otro.

Para las tres mutantes, la distancia que separa a ambos PO, es 0,5 A, lo que nos estaria
indicando que si hubiera un PO, dentro de alguna de las tres mutantes, éste ocuparia una posicién
casi idéntica a la que tiene el PO,® en la RK de E. coli, y estaria sugiriendo que para el programa
Autodock Vina, los reemplazos del residuo Asp269 por Asn, del residuo Asnl199 por Leu, y del
residuo Glu202 por Leu, no alteran el acoplamiento del PO, dentro del sitio activo de la RK
humana, lo que indicaria que las mutaciones no tienen incidencia en la ubicacion del PO,* dentro
del sitio activo. Por lo tanto, el acoplamiento molecular del PO,? sobre las mutantes in silico no es
capaz de explicar los resultados obtenidos empiricamente en relacién a la nula respuesta de cada

una de las mutantes al PO,

Tabla 11. Listado de las energias libres de union para el acoplamiento molecular acotado
del PO, dentro de las mutantes RK D269N, RK N199L y RK E202L.

Soluciones Energias libre de unién (Kcal / mol)

D269N N199L E202L
1 -2,5 -2,3 -2,4
2 -2,4 -2,3 -2,4
3 -2,4 -2,3 -2,3
4 -2,4 -2,3 -2,3
5 -2,3 -2,3 -2,1
6 -2,3 -2,3 -2,1
7 -2,3 -2,2 -2,1
8 -2.3 -2.2 -2.1
9 -2,2 -2,1 -2,1
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PO43 Leu199
referencial ’ PO 4" &X PO45<§
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() RKde E. coli O RKde E. coli () RKde E. coli
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Figura 40. Acoplamiento molecular acotado del PO, sobre las mutante in silico RK D269N,
RK N199L y RK E202L. Superposicién estructural entre la RK D269N (cintas de color morado),
la RK N199L (cintas color azul) y la RK E202L (cintas de color celeste), y el PO,® que fue
acoplado dentro de ellas (PO,* acoplado, color rojo), y la estructura de la RK de E. coli (cintas
color amarillo) junto al PO, que aparece como ligando en su estructura (PO, referencial, color

amarillo).
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VIl DISCUSION.
VI1.1 Caracterizacion de la RK silvestre.
VII. 1.1 Estabilidad térmicay determinacion del pH éptimo de RK silvestre.

Determinar la estabilidad térmica y el pH 6ptimo de la RK humana, era informacién
clave con el objeto de impedir la desnaturacién de la enzima y para asegurarnos que las
determinaciones de actividad eran realizadas en condiciones dptimas, siendo ambas el primer
paso para una caracterizacion exhaustiva de la RK humana. Como se mencion6 anteriormente,
no existen publicaciones donde estos aspectos se hayan estudiado para esta enzima.

Para determinar la estabilidad térmica de la RK humana, se preincubé la enzima a
distintas temperaturas y durante distintos tiempos, para luego medir la actividad enzimética a 37
°C (fig. 13 A). La preincubacion se realizd en ausencia de ligandos, y lo que se observé
principalmente fue que al preincubar la RK humana a 20°C y a 37 °C, la enzima no sufrié
modificacion alguna en su actividad, mientras que al hacerlo a temperaturas superiores a los 60
°C hubo una pérdida de la actividad enzimética, correlacionandose el alza de temperatura de
preincubacion con un aumento de la pérdida de actividad. Los resultados obtenidos indican que
la RK humana al ser una enzima meséfila, es térmicamente muy inestable, y demuestran que la
decision de fijar la temperatura en 37 °C para todos los ensayos enzimaticos que se realizarian
en esta tesis fue acertada, ya que esto nos aseguraba que cualquier cambio producido en la
actividad enzimatica, no era consecuencia de una desnaturacion térmica. Al comparar este
resultado con la informacién que hay en la literatura, se observo que la RK de E. coli ha sido
estudiada en un rango de temperaturas desde 25 °C a 75 °C y que la enzima mostré su mayor
actividad en el rango entre 30 °C a 50 °C. Al subir la temperatura de 50 °C hasta 60 °C, se
observo una brusca caida de la actividad, lo que se deberia a la desnaturacion de la enzima
(Chuvikovsky y col., 2006), lo que concuerda con lo encontrado por Agranoff y Brady (1956),
quienes sefialan que la RK de higado de ternero se desnaturaba al someterla a 60 °C.

Dentro de la familia tipo riboquinasa, existen antecedentes en relacion a la estructura de
la proteina y su estabilidad térmica. Se ha sugerido que la termolabilidad de la AK de ovario de
hamster chino, enzima que comparte una altisima identidad estructural con la RK humana,
estaria dada por ciertas regiones de su estructura cuyos residuos aminoacidicos forman contactos

y puentes de hidrogeno entre regiones que constituyen el
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“core” de la sabana B del sandwich afa, y que espacialmente estdn muy cerca de residuos que
estan vinculados con la formacion del sitio de unidn a adenosina. En estos experimentos, se
realizaron deleciones sistematicas desde los extremos N- y C- terminal, y se midié la actividad
en cada una de las mutantes delecionadas. Al delecionar los residuos aminoacidicos que van
desde el 16 al 26 desde el extremo N-terminal, la actividad de la AK disminuy6 en un 97 %
Luego se exploré si la disminucién de la actividad enzimética era consecuencia de un efecto
estructural, y lo que se hizo fue examinar la estabilidad térmica de la AK preincubando la
enzima a 45°C. Lo que dedujeron a partir de la vida media de la actividad residual de la AK, fue
gue la regidn delecionada esta directamente relacionada con la estabilizacidn de la estructura, lo
gue finalmente lleva a que la enzima sea menos activa y mas termolabil. Se infirié que estos
residuos tendrian relacién con la estabilizacion de la estructura terciaria y con la formacién del
bolsillo de unién a adenosina. Por otro lado, al delecionar los primeros once residuos
aminoacidicos desde el extremo C terminal, la actividad baj6 a un 2 %, infiriéndose que estos
residuos tendrian relacion con la unién del ATP, ya que la Ky para ATP aument6 5 veces (Maj y
col., 2000). Considerando la altisima identidad estructural existente entre las AK y las RK, es
muy probable que la termolibildad de la RK humana pueda ser explicada por la
desestructuracion de regiones involucradas en la estabilizacion del core de la sabana B del
sandwich apa, regién que como se menciond anteriormente, es la que provee la mayor cantidad
de interacciones especificas que permiten la union de los sustratos D-ribosa y MgATP (Sigrell y
col., 1998).

Por otra parte, las enzimas tienen un pH 6ptimo en el que logran tener su actividad
méaxima. La determinacién del pH 6ptimo de la RK humana se hizo midiendo la actividad
enzimatica en presencia de distintos amortiguadores y a distintos pH. Se utilizaron los
amortiguadores PIPES, HEPES, TRIS-HCl y GLY-GLY, y la actividad enzimatica fue medida
espectrofotométricamente a 37 °C. La curva que aparece en la figura 13 B muestra que el pH
Optimo de la RK humana es cercano a 7,2, lo que concuerda con lo publicado para la RK de
higado de ternero (Agranoff y Brady, 1956), ya que en ese trabajo se sefiala que dicha enzima
alcanza su maxima actividad enzimatica entre los pH 7,1 y 7,8, mientras que para la RK de E.
coli, la mayor actividad medida se obtuvo en el rango de pH que va entre 8,0 y 9,0

(Chuvikovsky y col., 2006). En base a este resultado se decidi6 que todos los ensayos

91



enzimaticos en esta tesis serian realizados a pH 7,2 de manera tal de que las mediciones de
actividad fueran realizadas en condiciones de poder medir la maxima actividad posible.

VII1.1.2 Caracterizacion cinética de RK silvestre. Efecto del K,HPO, sobre los
parametros cinéticos, e inhibicion por D-ribosay MgATP.

Luego de purificar la RK humana a homogeneidad, estudiamos el efecto del
PO,? sobre la actividad, haciendo ensayos preliminares a concentraciones subsaturantes de
ambos sustratos (0,7 veces Ky), en presencia de concentraciones crecientes de K,HPO,. Bajo
estas condiciones, se observo que la enzima era activa en ausencia de K,HPO, y que la presencia
de este efector no modificé de manera alguna la actividad de la RK humana (fig. 15 A). Por otro
lado, al utilizar concentraciones de MgATP (9 veces superior a la Ky) y D-ribosa 0,5 mM (4,2
veces superior a la Ky), la RK present6 actividad en ausencia de K,HPO,, y se produjo una
activacién que aumentd a medida que se incrementd la concentracion de K,HPO,,
determinandose la mayor actividad en presencia de K;HPO, 100 mM, duplicandose la actividad
(fig. 15 B).

De esta manera, luego se caracterizO cinéticamente a la RK humana mediante la
determinacion de las constantes cinéticas Ky, ke, Y Ki, con tal de evaluar de qué manera el
K,HPO, afectaba la actividad de la enzima. La modificacion de la actividad de la enzima por
accion del K,HPO, podia ser consecuencia de cambios en la afinidad por los sustratos, por
cambios en la catalisis enzimatica, o por reversion de la inhibicion por sustrato.

Se midio la actividad de la RK humana silvestre en funcion de la D-ribosa, y del
MgATP, y se estudié el efecto del K,HPO, sobre la actividad enzimatica. Principalmente, se
observo que la RK presenta inhibicion por D-ribosa, a concentraciones superiores a 0,5 mM, y
que tiene inhibicion por MgATP a concentraciones superiores a 1 mM, y que el efecto activador
del K,HPO, sobre la actividad de la RK humana, estd dado principalmente por medio de un
aumento de la afinidad de la RK por ambos sustratos, y por un aumento de la catélisis, lo que
queda reflejado por la disminucion de los valores de Ky, para D-ribosa y para MgATP, y por un
incremento en la K, 10 que lleva a una correlacion entre el aumento de la concentracion de

K,HPO, con un aumento de la eficiencia catalitica de la RK humana, lo que en términos
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generales, significa que a una concentracion 100 mM del efector se duplique la actividad
especifica de la enzima (figs 16 y 17).

Sin embargo, la capacidad del K,HPO, de revertir la inhibicion por sustrato sdlo fue
visible en condiciones bien especificas, esto fue, solo para la inhibicion por D-ribosa a
concentraciones inhibitorias de MgATP (5 mM). En cambio, para las deméas condiciones
ensayadas, o bien el K,HPO, no tuvo ningin efecto sobre la K;, seglin se observé para la
inhibicién por D-ribosa a concentraciones no inhibitorias de MgATP (0,5 mM), o por el
contrario, el K,HPO, promovié la inhibicién por sustrato, lo que se aprecia al haber una
disminucién en los valores de K; en la inhibicién por MgATP, para cualquier condicién de D-
ribosa ensayada (concentracion inhibitoria y no inhibitoria).

En este proyecto no se identificd el tipo de inhibicidn ejercida por la D-ribosa y por el
MgATP, pero a modo especulativo podriamos plantear que una posible causa de la inhibicion
por MgATP podria ser explicada considerando una reaccion en la que el exceso del nucledtido
se una a la enzima libre, en el sitio activo, secuestrdndola, actuando como un inhibidor
competitivo, impidiendo que la D-ribosa pueda unirse a la RK. De esta manera, el ATP en
exceso se uniria a la enzima libre, en el sitio de la D-ribosa, para formar un complejo enzima-
ATP, que no llevaria a catélisis.

Esto tendria sustento considerando lo que se ha planteado en relacion al mecanismo de
reaccion de la RK de E. coli. Para esta enzima se ha planteado un mecanismo de reaccion
ordenado Bi Bi en el que en un comienzo una forma abierta apo de la RK permitiria la entrada
del sustrato D-ribosa el que induciria el cierre del domino menor de la RK, que actuaria como
tapa, cubriendo a la D-ribosa. Este cierre de la estructura beneficiaria el reconocimiento del
cosustrato ATP, promoviendo su unidn, y luego el residuo Asp255 (Asp269 en RK humana)
actuaria como la base catalitica que sacaria un proton del grupo hidroxilo O5de la D-ribosa. El
adtomo O5’cargado negativamente haria un ataque nucleofilico sobre el PO, y del ATP,
resultando un estado de transicion con una geometria pentacovalente. Este estado de transicion
seria estabilizado por un “agujero aniénico” en el que se posicionaria el PO, y del ATP. Este
agujero aniénico estaria creado por los nitrdgenos de la cadena principal de los residuos 252-

255. El estado de transicion seria finalmente estabilizado por la cadena lateral del residuo Lys43.
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Cambios conformacionales del dominio menor inducirian el quiebre del estado de transicion,
después del cual, la enzima volveria a su forma abierta nuevamente. Los productos D-ribosa-5-P
y ADP serian liberados, y la enzima estaria lista para llevar a cabo una nueva ronda catalitica
(Sigrell y col., 1998).

Asimismo, la inhibicion por D-ribosa podria darse considerando una reaccion en la que
el exceso de D-ribosa podria ocupar el sitio que utiliza la D-ribosa que forma parte de la
molécula de ATP, dentro del sitio activo de la RK, actuando como un inhibidor no competitivo,

uniéndose al complejo enzima-D-ribosa, e impidiendo que el ATP se uniera a la RK.

VI1.1.3 Regulacion de la actividad de RK silvestre por cationes monovalentes.
VII.1.3.1 Efectodel K"y del Na".

Se ha sefialado que concentraciones crecientes de PO, estaban correlacionadas con un
aumento de la afinidad de la RK humana por D-ribosa y ATP y con una reversion de la
inhibicion por ambos (Park y col., 2007). Ademas, considerando que en AK de varias fuentes y
en RK de E. coli la presencia PO,® y otros iones pentavalentes activan a la enzima (Maj y
Gupta, 2001; Maj y col., 2002; Andersson y Mowbray, 2002), y que la RK de E. coli es capaz de
unir K*y Cs* con una Kq aparente de 5 mM y 17 mM, respectivamente, pero incapaz de unir Li*
y Na (Andersson y Mowbray, 2002), nos preguntamos entonces, si el K,HPO, pudiera estar
activando dualmente a la RK humana, por medio de los iones K* y PO,?, ya que para los
ensayos de activacion realizados en AK y RK se utiliz6 fosfato inorganico y no K,HPO,, que fue
el efector usado en esta tesis . Ademas, hay que considerar que en el medio de reaccion del
ensayo acoplado, utilizado para medir espectrofotométricamente la actividad de RK humana hay
KCI 125 mM, lo que también podria activar a la RK humana.

En base a todo lo expuesto, se estudio si el K* tenia un efecto activador sobre la RK
humana, y si el efecto activador del K,HPO, podria deberse a las contribuciones del K* y del
PO,2 vy lo que se observd fue que rol activador del K,HPO, 100 mM est4 siendo ejercido a
través de los efectos que el K*y el PO, tienen por separado, pudiéndosele atribuir al K* un
efecto activador superior a las 2 veces y al PO, uno cercano a las 1,4 veces, lo que sugiere que
el K* seria un activador mas potente que el PO,2. Por otro lado, con el objeto de determinar si el
Na" al igual que el K" tenfa un efecto activador sobre la RK humana, se hicieron ensayos de
actividad usando K,HPQO,, KCI, Na,HPO,y NaCl utilizando el método discontinuo.
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Los resultados mostraron que el Na* no tiene ningln efecto sobre la actividad de la RK humana,
a diferencia de los observado para el K* (figs. 19 Ay B).

VI1.1.3.2 Sitio de union de cationes monovalentes en la RK de H. sapiens.

Pese a que la estructura de RK humana fue cristalizada en presencia de Na*, y que
hemos visto que el sitio de unién de cationes monovalentes estaria conservado en esta enzima, y
ademas, considerando que este cation es muy similar al K*, ya que ambos son metales alcalinos
y tienen radio idnico similar, el Na* no tuvo ningln efecto sobre la actividad de la RK humana, a
diferencia de lo observado para el K*. Por lo tanto, nos abocamos a buscar una explicacion para
este resultado.

Se ha sefialado que el efecto activador del K* en la RK humana, podria tener relacion
con cambios conformacionales en el sitio activo de la enzima. Existen diversos antecedentes
basados en la suma de informacién cinética y resolucion de estructuras cristalogréaficas que
apuntan a que el efecto activador de ciertos cationes monovalentes estaria asociado a cambios
conformacionales relacionados con la formacion del sitio de unién del nucle6tido en el sitio
activo. Como se menciond anteriormente, la RK de E. coli es activada por K*. Esta enzima fue
cristalizada en presencia de D-ribosa, AMP-PCP, Mg*? y Cs* (PDBid: 1GQT). Se ha postulado
que dentro de la RK existe un sitio de union al catibn monovalente, ubicado adyacente al sitio
activo, y que su unién gatillaria cambios conformacionales que permitirian la activacion
enzimatica, ya que ello ayudaria a formar el “bolsillo anionico” que estabilizaria el estado de
transicion en la reaccién catalizada por la RK (Andersson y Mowbray, 2002). Mas
recientemente, se cristaliz6 la RK de S. aureus en su forma apo, y lo mas importante, en
ausencia de iones monovalentes (PDBid: 3RY7), y al compararla con la estructura conocida de
RK unida a Cs" (PDBid: 1GQT), se observd que en ausencia de cationes monovalente el sitio de
union para los cationes esta desorganizado lo que conlleva a una oclusion del bolsillo de union a
nucledtido. Se ha propuesto que la union del cation monovalente gatillaria el cambio
conformacional de las hebras 11 y p12 para organizar la formacion del bolsillo de union al
nucleétido, permitiendo la union del ATP. Desde el punto de vista cinético, esta enzima es activa
en ausencia de potasio, y la presencia de KCI 100 mM llevé a una disminucion de la Ky, para

ATP, y aun aumento de la k. @ mas del doble (Li y col., 2012).
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Por otro lado, existe evidencia de que la Pfk-2 de E. coli también tendria un sitio de unién a
cationes monovalentes. Cabe recordar que esta enzima ademas de unir al ATP que actla

como el dador de fosforilo en el sitio activo, une un ATP alostérico que regula negativamente la
actividad enzimatica. La caracterizacion cinética de la enzima mostré que el K™ y el Na" no
modifican la ke ni la Ky para fructosa-6-P 0 MgATP. Sin embargo, la presencia de K* (y no de
Na®) llevé a un aumento de la inhibicién alostérica inducida por MgATP. Por otro lado, la
enzima fue cristalizada en presencia de MgATP, y en presencia de Cs* (PDBid: 3UMP) o K*
(PDBId: 3UMO), y se observé un sitio de unidn a cationes monovalentes en una posicion
conservada predicha para el resto de las proteinas de la familia riboquinasa. Este sitio esta
adyacente al sitio de union del MgATP alostérico y sélo es posible observarlo en presencia de

K* 0 Cs". Para este caso en particular, la unién de cationes monovalentes tendria influencia sobre
el sitio alostérico de la Pfk-2 aumentando la afinidad para el MgATP alostérico, manteniendo
inalterado la conformacion de los residuos presentes en el sitio catalitico (Baez y col., 2013).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el K* tiene un efecto activador
sobre la RK humana, mientras el Na* no ejerce ningun efecto. Hemos sefialado que en base a los
antecedentes existentes, el efecto activador de los cationes monovalentes podria estar
relacionado con cambios conformacionales que ayudarian a la formacién del bolsillo de unién
del ATP, como consecuencia de la union del cation monovalente. Ahora bien, la razon que
explicaria por qué de los dos cationes monovalentes ensayados, sélo el K* activa, y no el Na’,
podria estar dada por las diferencias en el radio i6nico de ambos cationes. En base a la
cristalizacion de la RK de E. coli en presencia de Cs* (PDBid: 1GQT), se establecié que esta
enzima tiene un sitio de unién de cationes monovalentes adyacente al sitio activo, y que la
geometria de coordinacion para el Cs" estd mejor descrita como una bipiramide pentagonal, en la
gue el i6n interactda principalmente con los atomos de oxigeno del carbonilo de la cadena
principal, y en la que las cadenas laterales del residuo Asp249 y Ser294 también se encuentran a
una distancia de coordinacion. Esta geometria de coordinacion también es comin para el K*. En
base a esto, se ha sugerido que la preferencia que tienen los sitios de unidn a cationes para

unirlos con mayor o menor afinidad, seria funcion del radio iénico de dichos cationes. De este
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modo, el sitio de union de cationes podria tener una preferencia por cationes de un radio atdbmico
pequefio, como Li* y Na*, o por cationes de un radio atdmico mayor, como K*, Cs*, Rb*, TI*, y
NH,", que seria lo que ocurriria para la RK de E. coli. (Andersson y Mowbray, 2002; Li y col.,
2012).

Por otro lado, en Pfk-2, para la unién del K* y Cs*, se ha observado que la primera esfera
de coordinacidn contiene &tomos de oxigeno de los carbonilos de las cadenas principales de los
residuos de Ser250, Val252, Ala286, Asn289, Gly291 y Arg293. Para el K, cuyo radio i6nico es
1,52 A, se observo que la distancia promedio medida entre el i6n y el oxigeno en coordinacion
octaédrica fue 2,93 A, lo que concuerda con la distancia oxigeno-K* en coordinacion octaédrica
esperada, igual a 2,79 A. Asimismo, se observd que para el Cs*, cuyo radio i6nico es de 1,81 A,
la distancia promedio entre el i6n y el oxigeno en coordinacion octaédrica medida fue 3,04 A.
SegUn los autores, la razon que explicaria el nulo efecto del Na*, estaria precisamente, en las
diferencias existentes en las distancias entre el i6n y los &tomos con los que coordina. Dado que
el Na* posee un radio idnico menor que el K™y que el Cs*, y que la distancia de coordinacion
octaédrica entre el Na* y el oxigeno esperada es de 2,49 A, la afinidad que tendria el Na* por el
sitio de unidn de cationes monovalentes seria muy baja, ya que el menor radio idnico del Na* no
permitiria satisfacer la distancias de coordinacion observadas en Pfk-2, iguales a 3,04 A. De esta
manera, la estructura al estar constrefiida no seria capaz de colapsar alrededor del Na* para
producir una esfera de coordinacién mas compacta (Baez y col., 2013).

De manera que en la Pfk-2 la distancia promedio medida entre el K* coordinado
octaédricamente con los atomos de oxigeno de los residuos del sitio de union del cation fue
2,93 Ay que en la RK de E. coli, las distancias medidas entre el Cs* coordinado con los atomos
de oxigeno que forman el sitio de unidn del i6n son cercanas a los 3 A, es factible pensar que,
precisamente, esa deberia ser la distancia que deberia haber entre el cation monovalente y los
oxigenos que lo coordinan, para poder formar una esfera de coordinacion que permita establecer
una buena afinidad entre el sitio de union del cation, y el cation. Ahora bien, y dado a que el

radio idnico del Na* es mas pequefio que los radios i6nicos del K* y del Cs*, es muy probable
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que el Na* no pueda coordinar con los oxigenos de los residuos que forman parte del sitio de
union del cation monovalente en la RK humana, o bien que la esfera de coordinacion que se
forma no esté bien conformada, de manera que el Na* no se puede unir al sitio de unién de
cationes monovalentes, o bien su unién sea de muy baja afinidad. Esto explicaria que en el caso
de la RK humana sélo el K", al tener un radio i6nico mayor que el Na*, sea capaz de satisfacer
las distancias minimas requeridas para formar una esfera de coordinacién compacta, y esto
explicaria porque en la RK humana so6lo se observa activacion en presencia de K™y no de Na”.

Hemos superpuesto la estructura de la RK humana resuelta con ADP, sodio y Mg*?
(PDBId: 2FV7), con la estructura de RK de E. coli cristalizada en presencia de D-ribosa, AMP-
PCP, Mgy Cs* (PDBid: 1GQT), y observamos que el sodio y el cesio se unen al mismo sitio
dentro de las respectivas enzimas. En la RK humana, el sitio de union de cationes monovalentes
se encuentra entre dos loops abarcando a los residuos desde el 258 al 268, y a los residuos entre
el 302 y el 310, adyacente al bolsillo de union del MgATP, de manera similar a lo visto en la RK
bacteriana. Ahora bien, existe evidencia que al comparar la RK de E. coli unida a Cs" con
cualquiera de la estructuras de Pfk-2 resueltas con K* o con Cs’, los sitios de unién de los
cationes monovalente son homologos (Béez y col., 2013). Asimismo, considerando toda le
evidencia expuesta anteriormente en relacion a la activacion causada por el K en la RK de
E.coli, (Andersson y col., 2002) y en la RK de S. aureus (Li y col., 2012), y que en la Pfk-2
también se ha visto que la enzima tiene un sitio de unidn para cationes monovalentes y que en
presencia de K"y Cs* aumenta la inhibicion causada por el MgATP alostérico (Baez y col.,
2013) y que el Na* no tuvo ningin efecto; queda de manifiesto que la regulacion por cationes
monov alentes, y en particular por el K*, deberia ser una caracteristica comdn a nivel de la
familia tipo riboquinasa..

Por otro lado, y considerando la identidad estructural entre las RK de E. coli, de H.
sapiens y de S. aureus, es muy probable que el mecanismo de activacion por cation monovalente
basado en un cambio conformacional en el sitio activo que ayudaria a formar el bolsillo de unién
al MgATP, sea el mecanismo por medio del cual el K* esté activando a la RK humana. Una
manera de evaluar esto seria realizando ensayos en que se evaluaran cambios de fluorescencia de

la RK humana en ausencia y presencia de K.
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VII1.1.4 Accién del PO, sobre la RK de H. sapiens.

La RK humana es activada por el K,HPO, de manera dual, a través de la accion de los
iones K* y PO,*. Segun lo observado en otras riboquinasas, es muy probable que el K* active a
la RK humana por medio de cambios conformacionales que facilitarian la unién del nucleétido
en el sitio activo. Por otro lado, el mecanismo por el cual el PO, ejerce su efecto activador no
se ha demostrado aun. Estudios realizados en AK muestran que este activador no se consume y
gue no participa directamente en la reaccion catalizada por la AK (Gupta, 1996; Hao y Gupta,
1996). Se ha observado que en AK la actividad de esta enzima depende principalmente de la
presencia de PO, y que también es activada por iones como arsenato y vanadato. El PO,*
aumentd la V. de la AK, disminuyd la Ky, para adenosina y no alter6 la Ky para ATP (Hao y
Gupta, 1996). Asimismo, se ha observado que en la RK de E. coli la presencia de este idn
aumento la Vi, disminuyé la Ky para D-ribosa, y no vario la Ky, para ATP (Maj y Gupta,
2001). Ademas de lo evidenciado en AK y RK, se han reportado otras tres enzimas que
participan de la transferencia de un PO, desde el ATP a un azicar, que son la 6-
fosfofructoquinasa (Hofer y col., 1982), la PRPP sintetasa (Switzer, 1969) y la 6-fosfructo-2-
quinasa (Laloux y col., 1985), cuyas actividades también son moduladas por el PO,? . Sin
embargo, no se ha determinado un sitio de unién de PO,® para ninguna de ellas. Todo esto
sugiere que la dependencia por PO, es una caracteristica comdn entre quinasas de az(cares.
Ademas, la informacién entregada por la estructuras resueltas para RK y AK, evidencian la
existencia de cambios conformacionales cuando hay unién de sustratos, relacionados con el
cierre de los dominios, sugiriendo que los cambios conformacionales estarian vinculados con sus
mecanismos cinéticos (Sigrell y col., 1998; Sigrell y col., 1999; Mathews y col., 1998;
Schumacher y col., 2000), por lo que el mecanismo por el cual el PO, ejerce su efecto activador
deberia tomar en consideracion todos estos aspectos.

La activacion ejercida por el PO, radicaria en su naturaleza quimica. Basicamente, es
un centro pentacovalente unido a cuatro atomos de oxigeno, en donde uno de los oxigenos esta
unido por un doble enlace. Dada la gran electronegatividad del oxigeno por sobre la del fosforo,

sobre el &tomo de fosforo va a quedar una carga neta positiva, otorgandole al fosforo un caracter
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electrofilico, y actuando de esta manera como un aceptor de un grupo nucleofilico Se ha
sugerido que el PO, unido en el sitio activo participaria en la catalisis de la AK formando un
intermediario pentavalente transitorio con uno de los oxigenos no enlazantes del PO,* B del
ATP. Esta interaccion facilitaria la transferencia del PO, y desde el ATP a la adenosina En
dicho trabajo se presenta un modelo en el que se muestra el posible rol del PO42 como un
activador (Park y col., 2004).

Considerando la altisima identidad estructural entre la AK y la RK, y tomando dicho
modelo como base, hemos planteado un mecanismo mediante el cual el PO, actuaria como un
activador en la RK humana. Una vez que el PO, se encuentra en el sitio activo de la RK, unido
a los residuos del motivo NXXE Asn199 y Glu202, este activador atraerfa al i6n Mg*? que se
ubica cercano, debido a sus interacciones por puente de hidrogeno. Esta accién facilitaria la
unién de la D-ribosa cerca del residuo catalitico Asp269, probable base catalitica que
desprotonaria el extremo 5"-hidroxil de la D-ribosa. La carga positiva en el &tomo de fosforo del
PO, activador atraeria al oxigeno no enlazante del PO, B del ATP, de manera que el oxigeno
no enlazante del PO, B haria un ataque nucleofilico sobre el atomo de fésforo del activador.
Como resultado, el 4&tomo de fosforo en el PO, B del ATP ahora tendria una carga positiva, y
los electrones del oxigeno enlazante entre los PO, B y v del ATP serian atraidos hacia esa carga
positiva. De esta manera, el enlace entre el oxigeno enlazante y el PO, y se debilitaria y se
alargaria. Luego, el centro positivo del PO,® y atraeria al atomo de oxigeno ubicado en el
extremo 5°de la D-ribosa, que qued6 cargado negativamente luego que el residuo Asp269 le
sacara su proton. Hasta este paso, este mecanismo seria general para las AK y para las RK’s.
Sin embargo, en la AK de ovario de hamster chino, este estado de transicion seria estabilizado
por un movimiento de translocacién que acercaria al residuo Arg148 hacia el ATP. Dicho
residuo estabilizaria las cargas negativas en los oxigenos no enlazantes del PO, v. Luego el
PO, v seria transferido a la D-ribosa, el residuo Arg148 volveria a su posicion original, y los
productos D-ribosa-5-P y ADP serian liberados. Sin embargo, la participacion de la Argl148
como un estabilizador de las cargas negativas, es claramente visible para la AK, no asi para la
RK, ya que tanto en la RK de E. coli, como en la RK humana, la posicion de la Arg148 de AK
es ocupada por los residuos Asn108, y Asn119, respectivamente. Al inspeccionar qué clase de

residuos son las Asn, encontramos que este residuo es polar sin carga, mientras que
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la Arg es un residuo cargado positivamente, lo que implica que deberiamos buscar otro residuo
que pudiera estar efectuando esta funcion. Al buscar un residuo cargado positivamente, como
Lys o His en la estructura de la RK humana, no existe otro residuo que esté cerca de Asn199 y
que pudiera cumplir este papel.

Dada la gran similitud estructural entre la AK y la RK, y considerando que en ambas
enzimas el PO, ejerce un efecto activador, es posible sugerir que este mecanismo mediante el
cual el PO, est4 actuando como un activador en la AK podria ser perfectamente extrapolable a
la RK humana, otorgandole validez a lo aqui planteado.

Es menester hacer hincapié que el modelo de activacion aca planteado se basa
principalmente en el modelo de accién del PO, sugerido para la AK (Park y col., 2004), y en la
informacidn provista por las estructuras resueltas para la RK humana (PDBid: 2FV7), y para las
RK de E. coli en complejo con D-ribosa, ADP y PO, (PDBid: 1RKD) (Sigrell y col, 1998) y

para la misma enzima pero en su forma apo (Sigrell y col., 1999).

VI1.1.5 Regulacién de la actividad de RK silvestre por cationes divalentes.

Se estudi6 el rol de los cationes divalentes en la RK humana, determinandose que el
Mg*? era indispensable para que hubiera catélisis en la RK humana. Ademas, se evalu6 si otros
cationes divalentes podian reemplazar al Mg®*, observandose que la RK humana, ademés del
Mg*?usa Mn*?y Co*?, y en menor medida Cd*?y Ni*? para su catalisis. Lo observado esta dentro
de lo esperado, ya que existen varias quinasas en las que se ha demostrado que el Mg*? puede ser
reemplazado en su funcién por Mn*? o por Co*?, como la AK de diferentes fuentes (Rotllan, P. y
Miras, M, 1985; Chang C. y col., 1979; Schnebli y col., 1967), PFK ATP dependiente de T.
maritima (Hansein, T. y col., 2002), y PK de musculo (Baek, Y.y Nowak, T., 1981). Por otro
lado, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio, han mostrado que la enzima Pfk-2 de
E. coli emplea los iones Mg y Mn*? para la catélisis, y en menor medida Co*y Ca*,
descartando la utilizacion de otros cationes como Zn*?, Cd*%, Cu*? y Ni*? (Rivas-Pardo, J.A.,
2011). Por otra parte, la phPFK seria mas promiscua al momento de usar un catién para la
catalisis, utilizando también Mg*?, Mn*?, Zn*?, Ca™y Ni*%. Algo similar se ha encontrado para el
caso de la enzima homoéloga pfGK, la cual fue capaz de utilizar en la catalisis los iones Mg*,

Mn*?y Co*?, y en menor proporcion Ni*?y Zn*? (Merino, F., Rivas-Pardo, J.A. y col., 2011).
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Para estas tres enzimas se observd que en ausencia del cation divalente no hubo
actividad enzimética.

A pesar de que en la RK humana el Mg*? puede ser reemplazado por Mn*?, Co*™, y en
mucho menor medida por Cd*?y Ni*?, dentro de la mayoria de las enzimas, el Mg*? es el cation
divalente preferido debido a su tremenda afinidad por sustratos que contienen PO, incluyendo
al ATP, DNA y RNA. El Mg*? tiene un radio de 0,72 A y dentro de la célula se mantiene a una
concentracion alta (milimolar). La predileccién por el Mg*? seria consecuencia de su capacidad
de estabilizar electrostaticamente y de activar electrofilicamente a los sustratos a través de la
polarizacion de enlaces P-O y C-O. De esta manera el metal contribuiria de dos maneras a bajar
la energia de activacion de la reaccidn enzimatica: activando al sustrato, y estabilizando al
estado de transicion. La coordinacion del Mg*? por parte de los oxigenos del ATP, aumentaria el
caracter electrofilico del fésforo, activandolo para un ataque nucleofilico (Andreini y col., 2008).

Por otra parte, el uso del Mn*? por parte de la RK aparece como esperable, ya que al
igual que el Mg, este cation tiene un estado de oxidacién +2 y se comporta como un &cido de
Lewis y como un estabilizador electrostatico. Ademas, se ha documentado para varias enzimas
que el Mg*? puede ser reemplazado por el manganeso cuando la enzima usa MgATP como
sustrato (Maguire, M.E y Cowan, J.A., 2002). La intercambiabilidad del Mn*? por Mg*? se puede
explicar porque su radio idnico (0,83 A) es parecido al Mg*?; sin embargo, la concentracion
intracelular del manganeso es del orden micromolar, en donde el Mg* seria preferido
fisioldgicamnete dada su abundancia.

Para el caso del Co*?, este cation divalente participa principalmente en reacciones en las
que se requiere de un centro redox y muy pocas veces en reacciones de fosfotransferencia. De lo
anterior, es posible inferir que el radio ionico y la geometria de coordinacion del cation divalente
dentro del sitio activo, han de ser muy relevantes para la reaccion de fosfotranseferencia. De
esta manera se puede relacionar la diferencia de actividad enziméatica con diferencias en la
geometria de coordinacion. Mg*® Mn*? y Co*? tienen en comun el estado de oxidacion +2, y el
tipo de coordinacién que generan. Los radios idnicos son 0,72 A, 0,83 A y 0,75 A,
respectivamente. Al observar los nimeros de coordinacion y las formas que estos metales
adoptan en estructuras que han sido resueltas con una resolucion de 1,8 A, observamos que, para
la mayoria de los casos, estos tres metales tienen una coordinacién de tipo octaédrica, constituida

por seis ligandos, que seria la conformacion 6ptima del metal dentro del sitio activo de la
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mayoria de las enzimas. Por lo tanto, lo més probable es que Cd*y Ni*? tengan nimero
diferente de coordinacion, y que esta coordinacion no sea tan propicia como la octaédrica.

Por otro lado, la coordinacion esta relacionada con la disposicion que debe adoptar el
PO, B del ADP. Existe evidencia de que la conformacion de los PO, del ADP puede variar
dependiendo de la presencia de un cation divalente en su sitio activo, ya que estos se torsionan
alrededor del cation, estableciéndose un estado conformacional de méaxima energia, disposicién
que favoreceria el ataque nucleofilico sobre el PO,2 B, como para el caso de la enzima
glucoquinasa de Thermococcus litoralis (TIGK) (PDBid: 1GC5) (Rivas, A. tesis para el grado
de Doctor en Ciencias, 2011). Sin embargo, al observar la estructura de RK de H. sapiens
(PDBId: 2FV7) se puede apreciar que los PO, del ATP no estan torsionados alrededor del
Mg*, situacién que se repite para la estructura de la RK de E. coli (PDBid: 1RKD), por lo tanto
esto Gltimo no es aplicable para el caso de las estructuras utilizadas en este trabajo.

En términos del uso de metales para la catélisis, la RK humana es bastante promiscua y
mas similar a las enzimas que pertenecen a la familia de las quinasas de azUcares dependientes
de ADP. Ademas del metal necesario para llevar a cabo la catalisis, hemos descrito por primera
vez la presencia de un sitio regulatorio altamente especifico para Mn*? libre en la RK humana.

Otro fendmeno observable fue el efecto que trajo consigo el incremento de la
concentracion del metal libre, llegando hasta 5 mM. En el caso del Mg*?, el exceso de metal libre
no produjo ninguna variacion en la actividad de la enzima, al igual que lo ocurrido con Co*?,
mientras que con exceso de Mn*? libre, se observé disminucion de la actividad enzimatica. Al
ensayar hasta 14 mM del metal libre, el exceso de Mg*?libre no modificé la actividad de la RK
humana, mientras que a medida que se incrementd la concentracion de Mn* libre, se observé
inhibicion determindndose una K; con un valor cercano a los 250 uM. Por otro lado, también
hubo inhibicién como consecuencia del aumento de la concentracion de Co* libre, cuando se
sobrepaso los 5 mM de ese metal libre.

Considerando que el aumento de la concentracion de Mg*? libre no afectd la actividad de
la enzima, pero que por el contrario, el aumento de la concentracion del Mn*? libre produjo una
inhibicion de la actividad de la RK humana, se determiné el valor de la constante de disociacién
para el complejo Mn-proteina, mediante EPR, obteniéndose una Ky para el complejo proteina-
Mn*? igual a 50 uM, con una estequiometria de 0,8. Dado que las mediciones fueron hechas en

ausencia de otros ligandos, la Ky determinada deberia corresponder a la union del metal libre a la
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enzima, valor que podemos comparar con la K; determinada del ajuste de la curva de
inhibicion para Mn*? libre. No obstante, el valor determinado por el ajuste es 250 uM, mientras
que el determinado por medio del EPR es 50 puM. El valor entregado por el EPR representa la
union del complejo metal proteina, mientras que la K; es consecuencia de una serie de constantes
de velocidad que entregan un valor que refleja la accién del Mn*? libre sobre la enzima, que en
este caso es inhibicion.

En base a los resultados obtenidos en el ensayo con cationes divalentes, se buscé indagar
més sobre la actividad enzimética en presencia de Mn*? para lo cual se determinaron los
parametros cinéticos de la RK humana en funcién de MnATP, midiéndose una Km igual a 29
UM .De este modo, es probable que la constante medida por EPR corresponda a la del metal-
nucleotido, pero eso no se puede determinar con certeza a partir de los experimentos realizados.
De esta manera, seria Optimo hacer ensayos de inhibicion para determinar el mecanismo
mediante el cual el Mn*? libre esta inhibiendo a la enzima. De esta manera la K; determinada
para el EPR no es lo mismo que la K; determinada por los ensayos cinéticos, ya que
probablemente el metal se une a formas diferentes de la enzima. Estos resultados apoyan al
existencia de un sitio alostérico para el Mn*?, responsable de la regulacion negativa de la
actividad enzimética.

La regulacion por metales libres ha sido descrita para AK, donde hay activacion hasta 1
mM, aunque sobre dicha concentracién el metal divalente inhibe (Maj y Gupta, 2002), y para la
Pfk-2 de E. coli, en donde el Mn*? se puede unir al sitio activador con mayor afinidad que el
Mg*? (). En el caso de las quinasas dependientes de ADP, se propuso que la unién de un segundo
metal produce un complejo con una constante catalitica reducida (Merino, Rivas-Pardo y col.,
2012).

Considerando que la presencia de dos metales en el sitio activo pudiera ser una
caracterisitca general del mecanismo catalitico dentro de los miembros de la superfamilia
riboquinasa y la evidencia catalitica disponible, se ha propuesto que los metales regulatorios se
unirian al estado de transicion y modularia la diferencia energética entre el estado de transicion y
el estado basal, y de este modo, actuaria como un activador o un inhibidor (Merino, Rivas-Pardo
y col., 2012; Rivas-Pardo y col., 2011). Este podria ser el caso de la inhibicién por Mn+2 libre

observada en este trabajo para la RK humana.
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La otra especie relevante en el equilibrio metal nucleétido es el ATP™ libre; por lo que se
hizo necesario determinar el efecto de esta especie sobre la actividad enzimatica de la RK
humana. Existe evidencia referente al ATP™ que indica que esta especie puede actuar como un
inhibidor competitivo en la Pfk-2 (Rivas-Pardo y col., 2011).También se han realizado ensayos
en la phPFK, en la tIGK y en la pfGK, y lo que se observé fue que las tres enzimas dependientes
de ADP también sufren inhibicion competitiva por el nucleétido libre (Merino, F., Rivas-Pardo,
J.A. y col., 2011). Por otro lado, en hPLK se observé que el ATP™ no se comporta como un
inhibidor en esta enzima (Navarro y col., 2013). Tomando en consideracion el hecho de que el
ATP™* en la mayoria de los casos inhibe a las enzimas que forman parte de la superfamilia
riboquinasa, se hizo un ensayo en el que se evalud el efecto que tenia el ATP™ sobre la actividad
de la RK humana. Como se pudo apreciar en la figura 23, el ATP™ tiene un efecto inhibitorio
sobre la RK humana. La inhibicion sobre la actividad de RK sélo es visible una vez que las
concentraciones de ATP™ superan los 0,2 mM. Todos los ensayos realizados en esta tesis tienen
una concentracion de ATP™ que no excedieron dicho limite, descartando que algun efecto visto
sobre la RK pueda deberse al fenémeno de inhibicion producido por el ATP™, siempre y cuando
la concentracion de MgATP haya sido saturante, ya que, si llegase a disminuir la concentracion
de MgATP, y en el caso de que el ATP™ fuera un inhibidor competitivo, es probable que la

inhibicion causada por el ATP™ aumentara.

VIl 2. Motivo GXGD. Caracterizacion cinética de RK D269N.

Se caracterizé cinéticamente a la RK D269N y el principal cambio con respecto a la
enzima silvestre se observa a nivel de Ky, para el azicar y a nivel de K.y, Se determiné que la
enzima mutante tiene una Ky, para D-ribosa que es 2,4 veces mas grande que la de RK silvestre,
y una K que es 54,5 veces mas pequefia que la ke de la enzima silvestre. Mientras que los
valores de Ky para MgATP medidos en la RK D269N y en la RK silvestre son similares, la Ky
de la mutante es 31,8 veces méas pequefia que la ke de la enzima silvestre. No se observo
inhibicion para D-ribosa ni para MgATP. Las concentraciones de D-ribosa ensayadas alcanzaron
los 30 mM, 10 veces superior a las concentraciones ensayadas con la enzima silvestre, lo que
sugeriria que la ausencia de inhibicion por D-ribosa es un fenémeno independiente de las

concentraciones ensayadas, y propio de esta mutante.
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El residuo Asp tiene un grupo carboxilato, que seria fundamental para ejercer su funcion
catalitica. Al mutarlo por Asn, que tiene una cadena lateral polar sin carga, y el mismo tamafio
que Asp, evaluamos la importancia de esa carga. Estos resultados indican que el cambio del
residuo Asp269 por Asn, redunda en la eliminacion de la carga negativa de este residuo, lo que
da lugar a una enzima cuya afinidad por la D-ribosa disminuye, y cuya Kk también baja,
sugiriendo que Asp269 seria muy relevante para la catalisis;. Esto podria explicarse,
considerando que en la estructuras tridimensionales de RK de E. coli, AK de H. sapiens y AK de
T. gondii, y en la RK humana, el hidroxilo que se fosforila en el sustrato azlcar se encuentra
formando un puente de hidrégeno con el residuo Asp del motivo GXGD (Sigrell y col., 1998;
Mathews y col., 1998; Schumacher y col., 2000). Por lo tanto, es muy probable que al
reemplazar el residuo Asp por Asn, la interaccion entre el residuo Asp269 y el hidroxilo de la D-
ribosa se haya perdido, lo que explicaria el incremento en la Ky, para D-ribosa en esta mutante.
Por otro lado, la disminucion en la k., superior a las 30 veces, indicaria que el residuo Asp269
tendria un rol relevante en la catélisis, sin poder afirmar que este
residuo sea la base catalitica de la reaccion de fosforilacion. El residuo Asp es un residuo polar
con carga negativa, por lo tanto una razén que explicaria que a pesar de haber eliminado la carga
negativa, por el reemplazo de Asp por Asn, haya habido actividad enzimatica, podria ser
explicada infiriendo que algun otro residuo cercano podria estar actuando como la base
catalitica. Sin embargo, los residuos que estan cercanos al Asp269 son Gly, Ala, Gly, Ser, Phe y
Val, y ninguno de estos residuos esta cargado negativamente, dificultando su participacion en la
catalisis.

Por otro lado, la RKD29N no es activada por K,HPO,. Este resultado difiere de lo visto
para la RK silvestre, ya que una concentracion 100 mM de K,HPO, produce una activacion de
la RK silvestre cercana a las 2 veces. El efecto activador del K,HPO, en la RK silvestre se ve a
concentraciones saturantes de los sustratos; sin embargo, las concentraciones de D-ribosa y de
MgATP usadas en la determinacion del efecto del PO, en la RK mutante D269N también
fueron saturantes, por lo tanto, la ausencia de activacion de la mutante no podria ser explicada
por esta causa.

Es probable que el residuo Asp269 no esté relacionado con la unién del PO, dentro del
sitio activo, ya que no existe evidencia de interacciones entre este residuo y el PO,®. Sin

embargo, la ausencia de activacion por PO, en la mutante D269N sugiere que el residuo

106



aspartico podria tener algin rol en la activacion por PO,”. De esta manera, es probable
que el reemplazo del residuo Asp por Asn, y la consecuente elminacion de la carga negativa,
pueda estar distorsionando el correcto posicionamiemto de la D-ribosa en el sitio activo, o
provocando una alteracién en la conformacién de los ligandos dentro del sitio activo, lo que
llevaria a que el mecanismo de activacion por medio del cual el PO, ejerce su efecto activador

no se ejecute de manera eficiente, y por lo tanto, la mutante no sea activada por el PO, .

VI1.3 Motivo NXXE. Interacciones entre los residuos Asn190 y Glu202 con
PO, %y Mg*.

Dentro de la superfamilia riboquinasa, existe evidencia estructural y cinética, de que el
motivo NXXE estaria relacionado con la unién de cationes divalentes, particularmente con la
unién de Mg*? y con la unién de PO, (Mathews y col., 1998: Maj y Gupta, 2002; Parducci y
col., 2006). Mutagénesis sitio-dirigida del motivo NXXE en AK de hamster chino dio como
resultado enzimas con requerimientos muy alterados de PO,® y Mg® (Maj y col., 2002).
Ademas, la mutacion sitio-dirigida del motivo NXXE en la fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2) de E.
coli indicé que el residuo Glul190 de este motivo era requerido para la unién apropiada del i6n
Mg®* en el sitio activo y ademas, apunt6 a la existencia de un Mg®* catalitico en el sitio activo,
distinto al i6n Mg®* presente en el complejo metal-nucleétido (Parducci y col., 2006; Rivas-
Pardo, J.Ay col., 2011). Para la enzima TIGK se ha observado que esta enzima tiene inhibicion
por uno de sus sutratos, la glucosa, y no por MgADP. Ademés, no es afectada por el PO, y el
residuo Glu308 del motivo NXXE, estaria vinculado con la estabilizacion del MgADP ya que la
Kwm para MgADP se incrementd 40 veces en la mutante y tendria un rol fundamental en el
proceso catalitico, razén por la cual la k., de la mutante también decayd (tesis doctorado en
Ciencias, Andrés Rivas, 2011). Para el caso de la PfGK las mutantes E295Q y E295L, del
motivo NXXE, presentaron una disminucion severa en la K, y un aumento en el valor de la Ky,
para el complejo MgADP y para glucosa, lo que demuestra lo esencial de este residuo para la
union de los sustratos y para la catalisis enzimatica (tesis de Ingenieria en Biotecnologia

Molecular, Ivonne Garcia, 2011).
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Para estudiar las interacciones entre el motivo NXXE y los iones PO,®y Mg*?, como
primera medida se analizaron los sitios activos tanto de la estructura de la RK humana (PDBid:
2FV7) como de la RK bacteriana (PDBid: 1RKD). La superposicion de ambas estructuras de RK
establecio que dentro de los sitios activos de ambas RK existen moléculas de agua conservadas
que estan ocupando posiciones idénticas dentro de ese espacio, cumpliendo un rol esencial para
la interaccion entre los residuos Asn y Glu del motivo NXXE con los iones PO,y Mg*, y con
el ATP.

Ahora bien, considerando que los residuos del motivo NXXE estan conservados a hivel
estructural tanto para la RK bacteriana como para la humana, y habiéndose demostrado por
medio del acoplamiento molecular del PO, dentro de la RK humana que existe una altisima
probabilidad de que la posicién que ocupa el PO, dentro de la RK humana, sea la misma que
ocupa dentro del sitio activo de la RK bacteriana, podemos pensar que es muy probable que en
la RK humana el ién PO, también esta haciendo contactos cercanos con los residuos Asn y Glu
del motivo NXXE, ubicados en las posiciones 199 y 202, respectivamente.

VI1.3.1 Caracterizacion cinética de RKN199L y RKE202L..

Se evalud la hipotesis de que los residuos conservados Asn199 y Glu202 del motivo
NXXE participan en la catalisis de RK como determinantes de la unién de PO, y Mg* en el
sitio activo, para lo cual construimos la mutante N199L reemplazando al residuo Asn199 que
tiene una cadena lateral polar sin carga por Leu, que no tiene polaridad y es del mismo tamafio
que Asn, y ademas, se construy6 la mutante E202L reemplazando al residuo Glu202 que esta
cargado negativamente, por Leu, que es apolar y una unidad de carbono mas pequefia que Glu.

Los ensayos cinéticos en la enzima silvestre mostraron que la RK humana es estimulada
por K,HPO,, de manera dual, por medio de la accion del PO,y del i6n K*. Sin embargo, la
mutante N199L no es estimulada por K;HPO,, y mostrd una bajisima actividad en la que se
requirié una concentracién de Mg** libre altisima, igual a 30 mM, para que fuera posible
observar actividad. La mutacion del residuo Asn por Leu lleva a que la k. sea mas de 500
veces mas pequefia que la de la enzima silvestre y que la Ky, para MgATP sea casi 70 veces mas
grande que la enzima silvestre. En base al analisis de la estructura de la RK humana 2FV7

hemos observado que el residuo Asn199 seria capaz de formar una interaccion por puente de

108



hidrégeno con el O1 del PO, B del ADP que aparece como ligando en su estructura, ya
gue estan a una distancia de 2,1 A. Ademés, observamos que el i6n Mg esta coordinado por 5
moléculas de agua, y que el grupo NH, de este residuo esta a 3,3 A de la molécula de agua 864 y
a 4,2 A de la molécula de agua 842, lo que sugiere que podrian haber interacciones por puentes
de hidrégeno entre el residuo N199 y el i6n Mg mediados por moléculas de agua. Este Mg*
corresponderia al Mg*? catalitico, y no al que forma parte del complejo MgATP. Por otra parte,
en la estructura 1RKD de la RK de E. coli se observé que el i6n PO, era capaz de interactuar
con el residuo Asnl187 del motivo NXXE mediante la formacion de puentes de hidrégeno, ya
que el grupo amino de la cadena lateral del residuo Asn187 se encuentra a 4,0 A del 4tomo de
oxigeno 02 del i6n PO,>. Asumiendo que el PO, ocupa una posicion similar en la RK humana,
el residuo Asn199 deberia participar en la unién del PO, en la RK humana. Por lo tanto, al
reemplazar el residuo Asn199 por Leu, es muy probable que estemos impidiendo que se generen
interacciones por puente de hidrégeno que son cruciales para la correcta unién del i6n Mg*?, del
ion PO,y del ATP, lo que se traduciria en una disminucion dramética de la constante catalitica,
de la disminucion de la afinidad por el MgATP, y de la nula activacion por K;HPO, Estos
resultados indican que el residuo Asn199 debe estar cumpliendo un rol importantisimo en la
catélisis de la RK humana participando en la unién del ATP, del Mg** y del PO,® lo que
ratificaria la idea de que el PO, se ubica dentro del sitio activo en la RK humana.

Por otro lado, los ensayos cinéticos en la RK mutante E202L muestran que no es
estimulada por K,HPO,, y que posee una bajisima actividad en la que se requiri6 una
concentracion de Mg* libre altisima, igual a 30 mM, para que fuera posible observar actividad.
La mutacion del residuo Glu por Leu lleva a que la ke Sea mas de 140 veces mas pequefia que la
de la enzima silvestre y que la Ky para MgATP sea casi 50 veces mas grande que la de la
enzima silvestre. En base al analisis de 2FV7, observamos que el grupo carboxilo de la cadena
lateral del residuo Glu202 podria interactuar indirectamente con el i6n Mg*, formando dos
puentes de hidrégeno, mediados por dos moléculas de agua (864 y 842). Esto, considerando que
las distancias entre dicho residuo y ambas moléculas de agua, son 32 Ay 29 A
respectivamente, y que las distancias entre las moléculas de agua 864 y 842 y el ion Mg*, son de
25 Ay 2,7 A, respectivamente. Por otra parte, aunque se ha sefialado que s6lo el residuo
Asn199 seria importante para estabilizar el ATP en el sitio activo de la RK humana, el residuo

Glu202 también seria importante en este contexto, ya que segln se ha observado en la estructura
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de RK de E. coli 1RKD, la cadena lateral del residuo Glu190 podria formar un puente de
hidrégeno con el nitrégeno de la cadena principal del residuo Asnl187 lo que ayudaria
aestabilizar al ADP dentro del sitio activo (Sigrell y col., 1997). Asimismo, en 1RKD hemos
observado que el grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo Glul90 podria interactuar
directamente con el a&tomo de oxigeno O1 del i6n PO,*, que se encontraria protonado, formando
un puente de hidrégeno, ya que estan muy cercanos (1,8 A). Ademas, este residuo podria
interactuar indirectamente con el &tomo de oxigeno O4 del i6n PO,>, a través de dos moléculas
de agua (429 y 430).

Por lo tanto, al reemplazar el residuo Glu202 que estd cargado negativamente por una
leucina, que es apolar y un carbono mas pequefio, es muy probable que estemos impidiendo que
se generen las interacciones por puente de hidrégeno que son cruciales para la correcta unién del
ion Mg+2, del i6n PO, y del ATP, lo que se traduce en una gran disminucién de la ke, ¥ €n un
aumento de la Ky, para MgATP, sumandose a la ausencia de activacion por K,HPO,, Estos
resultados sugieren que el residuo Glu202 debe estar cumpliendo un rol importantisimo en la
catélisis de la RK humana participando en la unién del ATP, del Mg y del PO, lo que
confirmaria la idea de que el PO, se ubica dentro del sitio activo de la RK humana.

La mutacion de los residuos Asn199 y Glu202 llevé a que disminuyera la afinidad por
MgATP, pero no tuvo ninguna incidencia en la afinidad por la D-ribosa. Esto podria explicarse,
considerando el hecho de que existen mas puentes de hidrdgeno directos entre la D-ribosa y la
proteina, que entre el ATP y la RK de E. coli (Sigrell y col., 1998). Al revisar el sitio de unién de
ATP en la RK humana observamos que esta ubicado en un surco poco profundo en la sabana
de nueve hebras. La base adenina esta entre los atomos de la cadena principal de los residuos
237y 238, y la cadena lateral del residuo Val302. Los atomos de nitrdgeno 1 y 3 de la adenina
hacen un total de cinco puentes de hidrégeno mediados por agua con atomos de la cadena
principal de la proteina (residuos 257, 259 y 295). El oxigeno de la D-ribosa forma un puente de
hidrogeno con la proteina, entre el 02" y el residuo Asn295. Uno de los &tomos de oxigeno del
PO, o del ATP est4 a una distancia propicia para formar puentes de hidrdgeno con los 4tomos
de nitrégeno del residuo Gly237 y el &tomo de oxigeno del hidroxilo del residuo Thr235. Ahora
bien con respecto al azlcar, en la RK humana los residuos involucrados en la union de la D-
ribosa por puentes de hidrégeno directos serian Met25, Asp27, Gly53, Lys54, Asn57, Glul54 y
Asp269, y mediados por moléculas de agua, los residuos Gly268, Asp269 y Gly266. Todos los
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residuos involucrados en la unién de la D-ribosa, se encuentran en el dominio mayor, a
excepcion de los residuos Met25 y Asp27.

De esta manera, los residuos Asn199 y Glu202 no participan de la union del azucar en el
sitio activo, mientras que si lo hacen para la union del ATP. Esto explicaria que las mutaciones
realizadas en estos residuos, no se traduzcan en una alteracion de la afinidad por el azlcar, y que
si disminuyan la afinidad por el ATP, considerando ademas que el ATP forma menos
interacciones con la RK, en comparacion al azcar.

Por otro lado, nos llamé la atencién que en la RK silvestre el Mg* libre no ejerciera
ningln efecto sobre la actividad enzimatica, mas aln considerando que se ensayaron un rango
amplio de concentraciones (hasta 14 mM), y que existen varios antecedentes de miembros de la
familia tipo riboquinasa, en los que el Mg*? libre si afecta la actividad enzimética. Basta ver
casos como el de la enzima AK de corazén de rata, en donde el Mg'2 libre actuaria como un
inhibidor (Fisher y Newholme, 1984), o lo estudiado en la AK de Ovario de Hamster Chino,
donde el Mg* libre tendria un efecto activador hasta los 2 mM, y luego actuaria como un
inhibidor (Maj y col., 2002). Asimismo, para la RK bacteriana, se ha visto que concentraciones
de Mg™ libre sobre 2,5 mM causan inhibicién (Maj y Gupta, 2001). Por otro lado, existe un
ejemplo de activacion para el Mg* libre en la Pfk-2, en donde s6lo es posible observar la
activacion por Mg*? libre en la enzima mutante E190Q, y no en la silvestre, ya que esta mutante
tiene una constante de activacion para Mg*? libre lo suficientemente alta como para ser visible,
igual a 10 mM, mientras que la enzima silvestre tiene una constante de activacion tan baja que
pareciera que la velocidad en independiente de la concentracion de Mg*? libre estudiada
(Parducci, 2005).

Tomando todo esto en consideracion, y recordando que todos los ensayos cinéticos en
las mutantes RK N199L y la RK E202L fueron realizados a concentraciones de Mg*? libre muy
altas, iguales a 30 mM, ya que a concentraciones inferiores, no fue posible observar actividad,
creemos que el Mg*? libre en la RK humana deberia tener un efecto activador De modo similar a
lo que ocurre en la Pfk-2, la constante de activacion para la RK silvestre ha de ser tan baja, que
no es posible observar el efecto activador en la RK silvestre. Para entender esto mejor, y de
manera de interpretar bien los resultados obtenidos, es necesario considerar dos antecedentes:
primero, que para todos los ensayos cinéticos, es imposible lograr la condicion en la que se tenga

cero concentracion de Mg* libre en la cubeta, y segundo, que cuando se realizan ensayos en los
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que la concentracion de Mg*? libre es muy baja, la concentracion de ATP™ aumenta, y
segin hemos visto, esta especie produce inhibicién sobre la RK humana. Por lo tanto, los
ensayos en la enzima silvestre fueron realizados de manera que la concentracion de ATP™ fuera
lo suficientemente baja como para que no inhibiera, y que la minima concentracién de Mg*
libre en la cubeta fuera igual a 151,3 pM. En estas condiciones es muy probable que la RK
silvestre
ya esté totalmente activada por Mg* libre, lo que implica que concentraciones superiores de

Mg*2 libre no muestren un efecto activador en la RK silvestre.

De esta manera, los ensayos cinéticos han demostrado que el K,HPO, tiene un efecto
activador sobre la RK humana, aumentando la k¢, e incrementando la afinidad por la D-ribosa y
el MgATP. El efecto activador del K,HPO, estaria dado por un efecto dual, ya que se demostro
que tanto el i6n PO, como el i6n K* regulan la actividad enzimatica, activando a la RK, no asi
el ién Na*, que no ejerce ningln efecto sobre la enzima. Los cationes monovalentes se unirian en
un sitio de unién de cationes monovalentes conservado en la RK humana, que se ubicaria entre
dos loops inmediatamente adyacentes al bolsillo aniénico, fuera del sitio activo. Por otro lado, se
observé que la enzima también estaria regulada por cationes divalentes, principalmente por Mg*
y Mn*?, atribuyéndosele al Mg* libre un efecto activador en la RK humana, mientras que el
Mn*? libre tendria el efecto opuesto, inhibiendo a la enzima. Por medio de la técnica EPR fue
posible demostrar que la RK humana tendria un sitio de union para Mn*2

Por otro lado, usando el método de acoplamiento molecular del PO, fue posible inferir
que el PO, regulador se uniria dentro del sitio activo de la RK humana, y en base al anélisis de
la estructuras cristalograficas de RK se ha visto que la RK humana uniria al PO, y al Mg*
dentro del sitio activo, y que esta union estaria mediada por moléculas de aguas estructurales
conservadas que permitirian la formacion de puentes de hidrégeno entre el PO, y el Mg™y los
residuos conservados Asn 199 y Glu202 que se ubican dentro del sitio activo de la enzima, y que
forman parte del motivo NXXE. Ademas, estos residuos participarian en la union del ATP en el
sitio activo. Ensayos cinéticos mostraron que el reemplazo del residuo Asn199 por Leu da lugar
a una enzima que tiene una bajisima actividad y que no es activada por K,HPO,, La mutante RK

N199L tiene una kg que es mas de 500 veces mas pequefia que la de la enzima silvestre y una
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Kwm para MgATP casi 70 veces mas grande que la enzima silvestre. Por otro lado, el reemplazo
del residuo Glu202 por Leu llevd a que la enzima también tuviera una actividad bajisima y que
tampoco fuera activada por K,HPO,. La mutante E202L tiene una kg, que es mas de 140 veces
mas pequefia que la de la enzima silvestre y una Ky, para MgATP casi 50 veces mas grande que
la de la enzima silvestre. De esta manera, se infiere que los residuos Asn199 y Glu202 cumplen
un rol importantisimo tanto en la catalisis, como en la regulacién. Por otro lado, la mutacion del
residuo conservado del motivo GXGD Asp269 por Ash condujo a gque la enzima mutante RK
D269N tenga una Ky, para D-ribosa que es 2,4 veces mas grande que la de RK silvestre, y una
Keat que es 54,5 veces mas pequefia que la ke de la enzima silvestre, y a que tampoco sea
activada por el K,HPQ,. De esta manera, es posible inferir que este residuo seria muy importante
en la catalisis, en la unién de D-ribosa, y en la regulacién por K,HPQ,, sin poder afirmar que

este residuo seria el residuo catalitico en la RK humana.

Proyecciones

Las proyecciones de este trabajo deberian apuntar principalmente a estudiar de qué manera los
cationes monovalentes y divalentes regulan la actividad en la RK humana. De este modo, se
deberia hacer hincapié en determinar si el efecto activador del K* involucra cambios
conformacionales en la enzima, y a estudiar el mecanismo mediante el cual el Mn*? ejerce su
efecto inhibitorio. Ademas seria también muy importante establecer las bases estructurales de la
regulacion de la RK humana determinando su estructura tridimensional con varios ligandos que

afectan su actividad
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VIl CONCLUSIONES.

o La RK humana posee una regulacién muy compleja, en la que el PO,3 K* y Mg*™
ejercen un efecto activador, mientras que el Mn*? y Co*?, y ambos sustratos, inhiben. El
mecanismo de activacion por K,HPO, deberia estar dado por una activacién dual,
ejercida por K* y por PO,

o Los residuos Asnl199 y Glu202 del motivo conservado NXXE cumplen un rol
importante en la catélisis, regulacion, en la unién de los iones PO,® y Mg™ y en la

unién de ATP en la RK de H. sapiens.

o El residuo Asp269 del motivo conservado GXGD juega un papel importante en la
catélisis, en la unién de D-ribosa, y en la regulacion por K,HPO,, aunque su rol en la
RK humana como base catalitica no es concluyente.

o El acoplamiento molecular predice que dentro de la estructura de la RK humana, el PO,

deberia ocupar una posicion muy similar a la que tiene en la estructura de la RK de

E.coli, dentro de su sitio activo, muy cercana al motivo NXXE.
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