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RESUMEN

La   arquea   Pyrococcus  fur/.osus   presenta   una   via   modificada   de   Embden-

Meyerhof,  en  su  via glicolitica  contiene una glucoquinasa  dependiente  de ADP  (P/GK).

Esta  enzima     pertenece  a  la  superfamilia  riboquinasa  cuyos  miembros  poseen  una

estricta   dependencia   de   un   cati6n   divalente   para   la   catalisis   y   donde   el   motivo

conservado NXXE, se ha asociado con su uni6n.  En este trabajo estudjamos el efecto de

distintos metalesdivalentessobre la cafalisisy regulaci6n de la     P/GK   y   el   papel   del

motivo conservado NXXE en estas conductas.  La   PJGK silvestre  puede utilizar diversos

metales  divalentes  con  valores  de  Kin  similares  para  los  distintos  complejos  metal-

nucle6tido.  Por otro lado, se determin6 que es inhibida  por el metal  libre de acuerdo a

un  mecanismo no competitivo parcial, como tambi6n  par ADP libre, quien se comporta

como   un    inhibidor   competitivo   con    respecto   al   complejo   metal-nucle6tido.   Las

mutantes  E295Q y  E295L,  del  mctivo  conservado  NXXE,  presentan  una  di5minuci6n

severa en  la kcot y un aumento en el valor de Kin para el complejo metal-nucle6tido.  La

inhibici6n  por el  metal libre en  la  mutante  E295L es similar a  la  de  la enzima si]vestre,

mientras  que  la  mutante  E295Q  presenta  alteraciones  en  este  comportamiento.  La

promiscuidad  en  la  utilizaci6n  de  metales  sugiere  que  el  papel  de  estos  cationes  se

relaciona  con  la  geometria  de  los  grupos  fosfato  mss  que  con  sus  caracteristicas

quimicas  y  que   e[   residuo   E295  es  crucial   para   la   interacci6n  y  estabi]izaci6n   de[

complej.o metal-nucle6tido y para la regulaci6n por el metal libre.



lNTRODUCCION

Los  microorganismos  hiperterm6filos,  los  que  viven  entre  80  y  105°C,  en  su

mayorfa  pertenecen  al  dominio  arquea  y  se  considera  que  son  los  seres  vivos  mss

ancestrales.  Varios  de  estos  hiperterm6filos  crecen   en   presencia  de  carbohidratos,

tales  como  hexosas,  pentosas  y  polimeros  de  azticares.  Representantes  de  arqueas

anaer6bicas   del   g6nero   Pyrococcus,   7lhermococcus   y   Desu/Jurococcus   fermentan

azticares a  acetato  como  principal  producto  (Selig  M y col,  1997).   Dentro  del  g6nero

Pyrococcus la arquea heter6trofa Pyrocccu5Jur/.osus  ha sido una de las mss estudiadas

(Kengen  S  y  col,  1995),  debido  a  su  facilidad  de  cultivo.  Este  microorganismo  utiliza

almid6n,    celobiosa,    maltosa    y    piruvato    como    sustratos    para    su    crecimiento.

Aparentemente  maltosa y celobiosa  son  ingresadas a  la c6lula y degradadas a glucosa

por a y P-glucosidasas respectivamente (Kengen S y col,1994).  La degradaci6n de estas

mol6culas  se   inicia   con   la  glicolisis,   el  cual   corresponde   a   un   proceso   donde   las

mol6culas  de  azticar  son  activadas  por  quinasas  especificas  a    su  forma  fosforilada

(Verhees  C  y  col,  2002).   Este  proceso  catab6lico  es  de  gran   importancia   para  el

metabolismo  celular  ya  que  facilita  el  flujo  de  carbono  y  la  formaci6n  de  ATP,  en

especial  para  las  arqueas ya  que  6stas  en general,  rio  poseen  el  sistema  transferasa

dependiente  de fosfoenolpiruvato.  Este sistema  constituye  un  complejo  multiproteico

que  acopla  el  transporte  de  azticares  a  trav6s  de  la  membrana  bacteriana  con  su



fosforilaci6n simult5nea, utilizando fosfoenolpiruvato coma dador de fosforilos (D6r C y

col, 2003;  Freitag N y col, 2009).

Durante   el   proceso   evolutivo,   Ia   quimica   de   esta   serie   de   reacciones   de

fosforilaci6n   se   ha   conservado  en   una  amplia  gama   de  organismos.  A  trav6s  de

comparaciones de secuencia, estructiira y funci6n, en un conjunto de 60 quinasas con

diferentes  especificidades,  Bork y  colaboradores  (1993)  identificaron  tres  familias  de

quinasas de azdcares: hexoquinasa, riboquinasa y galactoquinasa. De acuerdo con este

analisis,  la funci6n enzimatica de fosforilaci6n de azticares ha evolucionado de manera

independiente en tres m6dulos estructurales distintos, dando cuenta de una evoluci6n

convergente.

EI ATP se considera  el dador de fosforilos mss comtln  para  quinasas (Matte A y

col,  1998).  Sin  embargo,  recientemente  se  ha  descubierto  que  en  algunas  arqueas

opera  una  via  modificada  de  Embden-Meyerhof,  en  la  cual  ciertas  quinasas  tienen

diferente  especificidad  por el dador de grupos fosforilo.  Estos estudios  revelaron  que

en  arqueas  hiperterm6filas  existe  un  nuevo  metabolismo  de  azdcares. Tales  enzimas

requieren de ADP como grupo dador de fosforilos en vez de ATP (Figura  1) (Sakuraba  H

y col, 2002-04; Ito S y col, 2003-01).  Ejemplos de ello lo constituyen una glucoquinasa y

fosfofructoquinasa  dependiente  de  ADP  en  Pyrococou5 /ur/.osus  (Koga  S  y  col,  2000;

Tuininga  y  col,  1999),   una  fosfofructoquinasa  dependiente  de  ADP  en  Pyrococcus

hor/.ko5h/./.   (Tsuge   H   y   col,   2002)   y   una   glucoquinasa   dependiente   de   ADP   en

Thermococct/s  //.torn//.s  (lto  S  y  col,  2001).  Las  glucoquinasas  dependientes  de  ADP  se



encuentran   en   arqueas  del  orden   termococa/es,  tales  como   Pyrococcus  fur/.ost/s,

rermococcus   //.torc7//.5,   en   algunas   arqueas   metanog6nicas   como      Metanococcus

/.annasch/./-y recientemente se identific6 una representante eucariota en la especie Mt/s

muscu/us   (Ronimus   R   y   Morgan   H,   2004).    En   M.   jonnosch/./.   existe   una   enzima

bifuncional  que  posee actividad glucoquinasa  (GK-ADP)  y fosfofructoquinasa  (PFK-ADP)

(Sakuraba y col, 2002).

Los ger\es que cod.lficar\ las GK-A\DP de P. furiosus, T.  Iitoralis y M. jannashii se

encuentran caracterizados (Koga S y col, 2000; Sakuraba H y col, 2002). Estas proteinas

se  pueden  presentar en forma  homodimerica  (P. fur/-osus,  M. jamc75h/./.) o  monom6rica

(I. //.torn//.s), con  subunidades de alrededor de 50 kDa.  Otra  caracteristica destacada es

que   poseen  una  alta  especificidad  por  ADP  y  el  sustrato  azticar  correspondiente.

Basandose  en  el  analisis  de  su  estructura  primaria,  se  observ6  que  no  poseen  una

similitud significativa con  otras quinasas de azdcares.  Par otra  parte,  Ia determinaci6n

de  la  estructura  de   las  GK  de  r.   //-tore//.s  y  P.  Jut/.osus  permiti6  clasificarlas  como

miembros   de   la   superfamilia   riboquinasa.   Sin   embargo,   tomando   en   cuenta   las

modificaciones  estructurales  de  estas  proteinas  y  su  relaci6n  filog6netica  con  otras

enzimas de la superfamilia, es que se las ha clasificado en un clado separado, el cual se

ha  denominado  recientemente  como  "familia  de  las  quinasas  dependientes  de  ADP"

(,to y col' 2003).

El estudio de una enzima hiperterm6fila   como lo es la glucoquinasa dependiente

de ADP  de Pyrococcus Jut/.ost/s es relevante desde el  punto  de vista  evolutivo ya  que



nos   permitird   establecer  si  la  PJGK   posee   mecanismos  cataliticos  similares  a   otras

quinasas de  azticares del  dominio  arquea  como tambi6n  a  aquellas que  pertenecen  a

otros  clados de  la  superfamilia  riboquinasa  que  utilizan  sustratos diferentes  pero  que

comparten una estructura similar.
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Figura   1.   Via  modificada  de  Embden-Meyerhof.  Metabolismo  de  maltosa  propuesto

para  Pyrococcus furiosus (Sakuraba  H y Ohshima T, 2002).



1. Glucoquinasa dependiente de ADP de PyrococcusJun.osus

La glucoquinasa cataliza la transferencia del fosfato  P del ADP al grupo 1-OH de

la  glucosa   para  generar  glucosa-6-fosfato  y  AMP.     Esta   enzima   pertenece  al  clado

``quinasas   ADP   dependientes"   de   la   superfamilia   riboquinasa.   Corresponde   a   un

homodimero  de   aproximadamente  50   kDa   con  456   residuos  de   aminoacidos.   Su

estructura se  ha determinado mediante cristalografia de proteinas a una  resoluci6n de

1,9 A en conformaci6n  cerrada, acomplejada  con glucosa y AMP.   La glucosa  se  une  a

un surco entre el dominio grande y pequefio, ademas se observ6 densidad  electr6nica

en  el atomo 01 tanto con  la  conformaci6n  c[ como  P anom6rica  (lto S y col,  2003).  La

enzima  presenta  una  fuerte  inhibici6n  por  AMP  reportandose  una  Ki    de  0,06  mM

(Verhees C.H y col, 2002) y prefiere usar CDP en  lugar de ADP, pero no puede emplear

GDP (Koga S y col, 2000). La base catalftica de esta glucoquinasa corresponde a Asp440.

En   la  estructura  de  PJGk  no  se  observa   un   Mg2+  unido  como  se  encuentra  en   la

estructura  de  la  glucoquinasa  dependiente  de  ADP  de  I.    //.forci//-s,  pero  un  espacio

hidrofilico  de  17  mol6culas de agua  aportarian  el  area  suficiente  para  acomodar  este

ion  y  el  fosfato  P  terminal  del  ADP.  Los  residuos  Glnll3,  Glu266,  Asn292,  Glu295  y

Asp440  parecen  sostener  la  uni6n  entre  mol6culas de agua  y  Mg2+ (lto  S y col,  20o3)

(Figura 2 y 3).



Figura  2.   Estructura  del   mon6mero  de  la  glucoquinasa  dependiente  de  ADP  de  P.

/ur/.osus  realizada  con  el  programa  VMD.  En  la  imagen  de  la  izquierda  se  destaca  la

presencia  de  un  dominio  menor  (gris)  y  un  dominio  mayor  (azul).  En  la  imagen  de  la

derecha  se  observa  el  plegamiento clBa que  caracteriza  a  la  superfamilia  riboquinasa,

destacandose   en   rojo   las   hojas   beta   centrales   presentes   en   el   plegamiento   tipo

Rossmann  modificado.



Figura  3.   Estructura  del  sitio  activo  de  la  glucoquinasa   dependiente  de  ADP  de  P.

/ur/.o5t/5   realizado   con   el   programa   VMD.   Se   destaca   la   posici6n   de   los   residuos

involucrados   en   el   motivo   NXXE   (N292   y   E295),   el   residuo   catalitico   (D440),   las

mol6culas con las cuales se encuentra cristalizada la proteina (glucosa y AMP) y algunas

aguas  (esferas  rojas)   incluidas  en  el  cluster  hidrofilico  que  al  parecer  unirian  el  i6n

Mg2+.  En  celeste  los atomos de  carbono,  rojo los oxigenos, amarillo el fosfato y azul el

nitr6geno.



2. Estructura de  la superfamilia riboquinasa: Motives conservados y sitio activo

Las enzimas de la familia riboquinasa se encuentran clasificadas como  protefnas

de tipo alfa y beta  (cl/P) (Sigrell y col,1998-99;  Mathews y col,1998;  Cook y col, 2000).

Varias

estructuras  de   proteinas  con   funci6n   conocida   que   pertenecen   a  esta  familia  de

quinasas   se   ham   reportado   hasta   la   fecha:   riboquinasa   (RK)(Park   J   y   col,   2007;

Chuvikovsky  D  y  col,  2006),  adenosina  quinasa  humana  (AK)  (Spychala  J  y  col,  1996),

adenosina   quinasa   de   roxpp/osmcr   gand/./.  (Schumacher   y   col,   2000),   4-metil-5-B-

hidroxietiltiazol  quinasa  (THZ)  (Campobasso  N  y  col,  2000),  4-amino-5-hidroximetil-2-

metilpirimidina   quinasa   (HMMP)   (Cheng   G   y   Col,   1995;   Newman   J   y   col,   2006),

aminoimidazol  ribosido quinasa  de Scl/mane//cr enfgr/.co (Zhang Y y col,  2004),  piridoxal

quinasa  (Li  M y col,  2002), glucoquinasa  dependiente  de ADP  de  TermococcL/s //.fora//.s

(Ito   y   col,   2001)   y   Pyrococcus  fur/.osus   (Ito   y   col,   2003),   fosfofructoquinasa   de

Pyrococcus fur/.osus  (lto  y  col,  2003)  y  Pyrocccus  hor/.kosh/.  (Currie  M  y  col,  2009),

GK/PFK de Methonococcus/.c7nncl5h/./. (Sakuraba y col, 2002) y KDG  quinasa  (Pauluhn A y

col,  2008)  entre  otras.     El  mon6mero  de  los  miembros  de  la  familia  consta  de  un

dominio  mayor y un dominio menor y su  plegamiento esta  muy conservado (Figura 4),

mientras   que   la   estructura   cuaternaria   varia   entre   ellos   presentandose   desde

estructuras tetram6ricas (YXKO)  (Zhang Y y col, 2002) y trim6ricas (1KYH) (Campobasso

y col, 2000)  hasta monom6ricas (77GK)  (Ito y col, 2001).
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Figura  4.  Sobreposici6n   de  estructura   secundaria   de   miembros  de   la   superfamilia

riboquinasa  basados  en  la  posici6n  de  107  Ca.  En  el  modelo  se  sejialan  las  regiones

conservadas entre  los  miembros de  la superfamilia.  Aminoimidazol  rib6sido quinasa  en

rojo   (AIR);   Riboquinasa   en   naranja   (RK);   Adenosina   quinasa   humana   en   azul   (AK),.

Toxoplasma  gondii  adenosina  quinasa  en  rosa;  Glucoquinasa  en  amarillo  (GK),.  HMPP

quinasa  en verde; THZ quinasa  en  magenta;  Piridoxal  quinasa  en  cyan;  KDG  quinasa  en

olivo;  1014 en  purpura; y lKYH en gris (Zhang Y y col, 2004).
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Una  caracteristica  comtin  en  esta  superfamilia  corresponde  a  8  hojas  beta

centrales flanqueadas por h6Iices alfa (Figura 2 y 5) (Zhang Y y col, 2004).  El sitio activo

esta  localizado en una  hendidura  poco profunda  a  lo largo del  borde de una  hoja  beta

central  en  el  dominio  mayor.  El  dominio  menor consiste  en  una  estructura  tipo tapa

que cubre el sitio activo. Sin embargo,  enzimas como THZ quinasa (Campobasso N y col

2000)   y   HMPP   quinasa   (Newman   J   y   col   2006)   carecen   de   esta   caracteristica

estructural.  Se  ha  sugerido  que  esta  tapa  constituye  un  marcador  morfol6gico  de  la

evoluci6n  dentro de  la  superfamilia  (Ohshima  y col 2004).  En  los miembros dim6ricos

como  la  glucoquinasa  dependiente  de  ADP  de  P.  fur/.osus,  el  dominio  menor  forma

parte de la interfaz entre las subunidades (lto S y col 2003).

Dentro   de   esta   familia   de   enzimas  se   distingue  tres   motivos  conservados   en   la

secuencia de amino5cidos. EI prjmero corresponde a un dip6ptido de glicina (GG) cerca

del  N-terminal (Bork y col,  1993;  Wu y col,  1991).  El segundo  motivo corresponde a  la

secuencia   GXGD,  que  contiene  un   residuo  aspartico  altamente   conservado  que  se

propone como la  base catalitica general en la reacci6n de fosforilaci6n (Maj y col, 2000;

Mathews y col,  1998; Schumacher y col, 2000;  Sigrell y col,1998)  (Figura  6).  El  tiltimo

motivo corresponde a  NXXE  y se  localiza en el sitio activo de  las enzimas,  el  cual esta

involucrado con  la  uni6n  de iones  Mg2+ y  P04-(Figura  6)(Maj y col,  2002;  Parducci  R y

col, 2006).  Esta  descrito que en  la estructura crl.stalina de la adenosina  quinasa  (AK) de

humano hay dos adenosinas y un Mg2+ el cual esta coordinado con 6 mol6culas de agua

en  confjguraci6n  octa6drica  (M06)  unidas a  residuos  del  sitio  activo.  Esta  asociaci6n
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incluye  contactos  con  las  cadenas  laterales  del  motivo  NXXE,  especificamente  con  el

residuo E266 y la base catalitica D300.

En  la  estructura  de  la AK de  roxpp/osma gond/./. se observa  que  el  i6n  Mg2+ esta

unido de forma distinta a lo encontrado en la AK de humano.  En esta proteina el cati6n

metalico  divalente  esta  coordinado  entre  los  fosfatos  a  y  a  del  analogo  de  ATP  no

hidrolizable   (AMP-PCP).    Par   otra    parte,   en   la   estructura   de    la    riboquinasa   de

Escher/.ch/.a  co//. se  observa  que  el  motivo  conservado  NXXE  forma  interacciones  con

ADP y un  i6n fosfato (Maj y col, 2002).   Una de las estructuras tridimensionales de THZ

quinasa  (Campobasso  N  y col, 2000),  incorpora sustrato y producto simultaneamente,

junto a dos  iones  magnesio en  el sitio activo.  En  la glucoquinasa  dependiente de ADP

de  P.  fur/.osus  el  motivo   NXXE  corresponde  a   los  residuos  N292  y   E295.     En  esta

investigaci6n  se  estudiara  el  rol  que  cumple  el  residuo  E295  de  PJGk en  la  catalisis y

uni6n  de sustratos mediante una caracterizaci6n cin6tica de la glucoquinasa silvestre y

mutaciones sitio-dirigidas.
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Figura  5.  Diagrama  topol6gico  de  miembros  de  la  superfamilia  Riboquinasa  (RK).  Las

helices      alfa   se   muestran   como   circulos   y   las   hebras   beta   como  triangulos.   Los

tri5ngulos que  apuntan  en  la  misma  direcci6n  representan  hebras  paralelas y  los que

apuntan   en   direcci6n   opuesta   hebras   antiparalelas.   Los   elementos   de   estructura

secundaria que  se  conservan  en toda  la superfamilia  RK se  muestran  del  mismo color:

Hebras   beta   central,   azul;   h6lices   alfa   a   cada   lado,   rojas   y   verde,.   Elementos   de

estructura   secundaria   en   magenta   representan   una    inserci6n   en   relaci6n   a       la

riboquinasa.  Elementos de estructura secundaria  en gris  representan  una  inserci6n  en

la  adenosina quinasa.  Elementos de  estructura secundaria  tlnicos para  cada  enzima  se

representan en  blanco.  EI  resto de colores sefialan  inserciones en  relaci6n a  miembros

no mostrados en la figura (Adaptado de Zhang Y y col, 2004).
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Figura 6. Alineamiento de secuencia entre miembros de  la superfamilia  riboquinasa. Se

seiiala  el  motivo  NXXE  y GXGD que  estan  involucrados con  la  cat5lisis.  Los  residuos del

motivo  NXXE  estan  relacionados  con  la  uni6n  de  jones  fosfato  y  cationes  divalentes,

mientras que en el  motivo GXGD se encuentra  la  basa catalitica  que  activa  el  hidroxilo

aceptor del grupo fosfato (Merino F y Guix6 V, 2008).
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3.  Efecto  de  iones en  la  actividad fosfotransferasa  de  la  superfamilia  riboquinasa y

otras quinasas: aspectos funcionales del motivo NXXE.

Hay dos clases de  enzimas que  requieren cationes divalentes  para  su  actividad

catalitica,  Ias metaloenzimas, que contienen un  ion  metalico fuertemente unido y que

no se disocia, y las enzimas activadas  por metal,  las cuales ven anulada su  catalisis en

ausencia  del  cati6n.  Dentro  de  estas  tlltimas,  Ias  fosfotransferasas  son  las  de  mayor

relevancia     (Parducci  R,  2005).  EI  ATP  libre  no  es  el  verdadero  sustrato  para  estas

quinasas,  por esta  raz6n  requieren  de  un  cati6n  metalico  divalente  para  su  actividad

(Knowles J,1980).

Esta descrito que la adenosina quinasa de diversas fuentes (Darling J y col,1999;

Fisher  M  y  Newsholme  E,   1984;   Murray  A.W.,  1968)  y  riboquinasa  de  I.   co//.  ven

afectada su  actividad tanto  por iones pentavalentes como  por iones Mg2+, uni6n  en  la

que  participa  el  motivo  NXXE    (Maj  C y  col,  2002;  Maj  C y Gupta  R,  2001).  Mutantes

para  los  residuos  N  y  E  en  la  AK  de  Mesoor/.cert/s  ourotus  resulta  en  cambios  en  el

efecto  que  ejercen  los  iones  P04-.  Sumado  a  lo  anterior,    se  advierte  una   menor

inhibici6n  en  presencia  de    Mg2+.  Como consecuencia  de  las  mutaciones descritas  las

propiedades  cin6ticas  de   la  enzima   cambian,  sugiriendo   que  estos   residuos  estan

involucrados en controlar la actividad AK a trav6s de la uni6n de iones Mg2+ y P04-en el

motivo conservado NXXE (Maj C y col, 2002).
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En  relaci6n  a  la  influencia  del  Mg2+  sobre  la  actividad  de fosfotransferasas se

determin6  que  en  proteinas  tirosina  quinasa  concentraciones  entre  5 y  10  mM  son

necesarias para  la actividad  maxima.  Estas concentraciones son  mucho mayores que lo

necesario  para  acomplejar  el  nucle6tido,  por  lo  que  se  deduce  un  rol  adicional  para

este cati6n (Budde R y col,  1993).  Especificamente en  la  protefna tirosina  quinasas Csk

se  ha determinado que ademas del  i6n  Mg2+ necesario  para formar el complej.o  metal

nucle6tido se necesita de  otro ion  Mg2+  para  la activaci6n  de la  proteina, esto  implica

que  existe  un  segundo  sitio  de  uni6n  a  metal.  Ademas  se  demostr6  que  es  posible

sustituir  el  Mg2+  por  otros  cationes  como   Mn2+,  Co2+  y  Ni2+  ya  que   estos  tiltimos

soportan  la actividad quinasa en ausencia de Mg2+ (Gongkin S y Budde R,1999).

Las  observaciones  anteriores  indican  que  los  residuos  N  y  E  del  motivo  NXXE

participan  en  la  uni6n  de  iones  P04-y  Mg2+ al  sitio activo  de  algunos  miembros  de  la

superfamilia  riboquinasa.  Aclemas,  en  ciertas fosfotransferasas  que  estan  clasificadas

dentro de esta familia como algunas que no pertenecen a este grupo de quinasas, se ha

evidenciado  un  rol  adicional  para  cationes  metalicos  divalentes  que  no  forman  parte

del complejo metal  nucle6tido.  Hasta  la fecha  no se conoce el papel que llevan  a  cabo

estos residuos en la catalisis y regulaci6n de la glucoquinasa  dependiente de ADP de P.

/ur/-osus. Ademas, no se ha estudiado si existe un sitio de uni6n a un segundo metal  en

esta enzima.
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HIP6TESIS DE  LA INVESTIGAC16N  Y 0BJETIVOS

Hip6tesis

``En  la glucoquinasa  dependiente de ADP de  P. JUT/.osus existe  un   sitio de  uni6n

a  Mg2+ distinto del  sitio de  uni6n  para ADPMg con  la  participaci6n del  residuo  E295

en tal  interacci6n".

Objetivos

Objetivo General

Estudiar  la  especificidad  y  regulaci6n  de  la  glucoquinasa  dependiente  de  ADP  de  P.

/ur/.osus por metales divalentes y establecer el rol del residuo E295 en esta conducta.

O bjetivos Especificos

1.    Purificar y caracterizar cin6ticamente la glucoquinasa dependiente de ADP de P.

2.    Estudiar  el  efecto  de  cationes  divalentes  sobre  la  actividad  enzimatica  de  la

glucoquinasa dependiente de ADP de P. /ur/.osus.

3.    Analizar el efecto del ADP libre sabre la actividad fosfotransferasa.
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4.    Establecer   el   papel   del   residuo   E295,   en   la   cafalisis  y   uni6n   de   cationes

divalentes,   mediante   la  confecci6n  de   mutantes  sitio  especificas   para   este

residuo (E295Q y E295L).

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Reactivos

Se obtuvo desde:

an:     glucosa-6-fosfato     deshidrogenasa     de     Leuconostoc     mesenteroi.des,     P-

mercaptoetanol,   acido   4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etilsulf6nico   (HEPES),   cloruro   de

manganeso     (Mnc12),    cloruro    de     magnesio     (Mgc12),     cloruro    de    calcio     (Cac12),

dinucle6tido de a-nicotinamida y adenina  (NAD+),   dodecil sulfato de sodio (SDS) 99%,

estandar  de   bajo   peso   molecular  SigmaMarker   low   range   M3913,     persulfato   de

amonio (APS), seroalbdmina de  bovino (BSA).

Merck..  acido  clorhidrico  (Hcl),  cloruro  de  cadmio  (Cdc12),.  cloruro  de  cobalto  (CoC12),

cloruro  de  magnesio  (Mgc12),  cloruro  de  potasio  (Kcl),  cloruro  de  zinc  (Znc12),  etanol

absoluto,   D(+) glucosa anhidra.

±44ip±ir.. cloruro de sodio (Nacl), glicerol,  hidr6xido de sodio (NaoH),  isopropil-P-D-tio-

galactopiran6sido (lpTG), sulfato de amonio ((NH4)2S04) y Tris.
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Bid-Plod   Laborcrtorids   /IVC:   acrilemida   99,9%,    Bio-Rad    Protein   Assay,   Chelex   100,

columna de intercambio hidrofobico ter-Butil.

U5 Bfo/oc7jcot ampictljna, cloranfenicol.

/wifrooen: agar seleccionado, Kit de mutaci6n sitio dirigida Gene Taylor ®.

Becton Dick;uso/I and Cbmoonv: extracto de levadura Bacto" y triptona Bacto".

Bran5on U/trc]sori/as CoriDorofron.. sonicador Branson  Dieital Sonifier S-450D.

EDpendor* centrifuga Eppendorf 5810R y sus rotores F-34-6-38 y A4{2.

GE Hecr/thccire: columna de intercambio i6nico HITrap Q HP.

G;I.act BRI -U/fro Pure -i;fe 7lwhno/locr/es: N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEM ED).

Hew/ett Pc}ckord: espectrofct6metro Hewlett Packard 8453.

Millipore..ceritriplus.

Omec7o Bjo-7lck: kit extractor de plasmidfo Plasmid  minikit I.

lvIETODOS

1. Medios de Cultivo

1.1 Luria Bertani (LB)

Se aiiadi610 g de Nacl,10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura sobre 900

mL  de  agua  desionizada.   El  pH  se  ajust6  con   NaoH  a  7,0  antes  de  aforar  a   lL  y

esterilizar.
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1.2SOC

Se  adicion6  2 g  de triptona,  0,5  g  de  extracto  de  levadura,  1  mL de  Nacl  lM,

0,25  mL de Kcl 1 M sobre 197 mL de agua desionizada, se ajust6 el pH a 7,0  y luego se

esteriliz6.  Finalmente  se  aiiade  1  mL  de  MgcL2  1  M  y  1  mL  de  glucosa  2  M,  ambos

esterilizados previamente por media de filtraci6n con tamaiio de poro de 0,2 Lim.

2. Mutag6nesis sitio especifica

2.1 Vector

El    vector    PET-17b    de    Novagen    (Madison,    Wl,    USA)    se    utiliz6    para    la

sobreexpresi6n del gen de la PJGk silvestre y sus mutantes (1365pb).  Este vector posee

un  tamafio   de   3306pb  y   contiene   un   gen   cuyo   producto   confiere   resistencia   a

ampicilina.  El  gen  la  P/Gk fue  clonado  entre  los  sitios  de  corte  de  las  endonucleasas

Ndel y  EcoRl.

2.2 Partidores

Los  partidores  utilizados  para  introducir  las  mutaciones  en  el  gen  de  P/Gk

fueron los siguientes:
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Acido glutamico 295 par Glutamina

5' -GTGTAGGGCITAACGAGGTACAGCTGGCATCAAT -3'

3' -CACATCCCGAAITG CTCCATGTCGACCGTAGTTA -5'

Acido glutamico 295 por Leucina

5'-GTGTAGG G CTTAACGAG GTACAGCAG G CATCAAT -3'

3' -CACATCCCGAAITG CTCCATGTCGTCCGTAGITA -5'

El triplete que sefiala  acido glutamico en  la secuencia  de  la glucoquinasa  de P.

/ur/.osus  corresponde  a  CAG.     En  la  secuencia  de  partidores  el  triplete  de     bases

subrayado corresponde al cod6n del aminoacido reemplazado y la  letra  en  roj.o sefiala

la(s)   base(s)  sustituida.   Los  partidores  para  E295  fueron  sintetizados  por  lnvitrogen

(Carslbad, CA, USA) a trav6s de Bioschile (Chile).

2.3 Reacci6n de amplificaci6n (PCFl)

Para   las  mutaciones  sitio  especificas  se  utiliz6  el  sistema  Gene  Taylor  ®  de

lnvitrogen  (Carslbad,  CA,  USA).  El  procedimiento  usa  como  planti]la  e[  plasmido  de

doble    hebra    que    contiene    el   gen    silvestre    de    PJGk   y   como    partidores    dos

oligonucle6tidos complementarios que contienen  la  mutaci6n  deseada.  La  reacci6n  de
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amplificaci6n  se   realiz6  en  un  volumen  de  50  lil.  La   mezcla  de  reacci6n  contenia

amortiguador   HiFi lx, dNTP 0,3  mM,   Mgs041  mM, partidores 0,3  LIM, 25  ng de DNA

metilado,  1   U  de  Platinum®roq  High  Fidelity  de  lnvitrogen   (Carslbad,  CA,  USA).  Las

reacciones    se    realizaron    en    un    termociclador   MJ    Research    PTC-100.    Para    la

amplificaci6n  del  plasmido  mutante se  us6  un  protocolo que  consist fa de  20 ciclos de

94  °C  por  1  min  (desnaturaci6n),    55  °C  par  1  min  (alineaci6n)  y  68  °C  por  6  min

(extensi6n).  Los productos generados se analizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa.

2.4 Cepas

La cepa de E.  co//. BL21 StarTM(DE3)  pl.yss(F-ompT hsdsB (rB-mB-) gal dcm rnel31

(DE3)pLyss (CamR)) que posee en su genoma una copia del gen de la RNA polimerasa T7

inducible  por  lpTG,  fue  transformada  con  el  plasmido  PET-17b  (que  contiene  el  gen

silvestre  de  PJGk)   para   la  sobreexpresi6n  de   la  glucoquinasa   dependiente  de  ADP

silvestre y mutantes.

La cepa  DH5a-TIR MAX Efficieney ® (F-¢80/aczAM15 A(/aczYA -argF)U169 recAl

endAl  hsdR17  (rk,  ink+)  phoA supE44  th/.-1  gyrA96  re/Al  tonA  (confiere  resistencia  al

fago T1)), fue utilizada para la transformaci6n con los plasmidos mutados.

Ambas cepas fueron adquiridas como parte del  kit de mutagenesis sitio dirjgida

Gene Taylor ® de lnvitrogen (Carslbad, CA, USA).
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2.5 Preparaci6n de c6lulas competentes

C6lulas de I.  co//. BL21  (DE3) se  crecieron  durante  la  noche a  37 °C en 5  mL de

medio LB. Con 500 uL de este cultivo se inocularon 50 mL de medio LB, el que se creci6

a  37  °C  con  agitaci6n  vigorosa  en  un  matraz  de  100  mL  para  facilitar  la  aireaci6n.

Cuando el cultivo de c6Iulas alcanz6 una OD de 0,4 a 580 nm se colocaron en  hielo por

10  minutos.  Las  c6Iulas  se  colectaron  por  centrifugaci6n  a  8.000  rpm  a  4  °C  por  10

minutos  en  un  tubo  trio  y  est6ril  (centrifuga  Eppendorf  5810R  rotor  F-34-6-38).   EI

sobrenadante se descart6 y las c6lulas fueron resuspendidas en 25  mL de una soluci6n

de Cac12100  mM  est6ril y fr fa.  Las c6lulas fueron  incubadas en  hielo  por 40  minutos y

posteriormente se centrifugaron a 8.000 rpm a 4 °C en un tubo frio y est6ril, usando el

rotor  F-34-6-38  de  la  centrifuga  Eppendorf 5810R.  EI  sobrenadante  se  descart6 y  las

c6lulas  fueron  resuspendidas  suavemente  en  una  proporci6n  1/50  de  volumen  de

soluci6n  de  Cac12  100  mM,  fria y est6ril.  El tubo  con  las  c6lulas se  dej6 en  hielo y se

sac6  luego  de  24  horas  de  tal  condici6n.  Luego  de  este  tratamiento,  las  celulas  son

competentes para la transformaci6n.

2.6 Transformaci6n por shock t6rmico

A  100  lil  de  c6Iulas  competentes se  les agreg6  2  HL de  una  soluci6n  de  DNA

plasmidial y se  incub6  en  hielo  por 30  min  para  permitir  que  el  DNA se  adhiera  a  las

bacterias.   Luego, la mezcla se someti6 a un shock de temperatura a 42 °C por 30 s y se

volvi6 a colocar en hielo por 1  min.   Posteriormente, se afiadieron 400 lil de medio LB
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tibia (37 °C) y se  incub6 a 37 °C con agitaci6n por 2 h  para  permitir la  recuperaci6n de

las  bacterias.  Finalmente  se  sembraron  100  uL de c6lulas,  en  placas que  contenian  el

antibi6tico apropiado  (ampicilina y cloranfenicol).  Las  placas fueron  incubadas a  37  °C

hasta  la aparici6n de colonias.

3. Purificaci6n de] DNA plasmidial a pequeiia escala

EI  DNA  plasmidial de  los clones  recombinantes se  purific6  mediante el  uso del

kit E.Z.N.A.TM P|asmid Miniprep Kit I de Omega Bio-Tek (Doraville, GA,  USA).

4. Secuenciaci6n de mLltantes

La secuencia  de  nucle6tidos  para  cada  mutante fue determinada  en  Macrogen

(Jap6n).  Las secuencias fueron  analizadas  mediante dos  programas,  DNABaser v2.91 y

Clustalx      v2.0.12.,   para   verificar   la   presencia   de   la   mutaci6n   y   la   ausencia   de

mutaciones no deseadas.

5. Ensavo de expresi6n de PfGk en la transformante BL21-pET17b

Para optimizar el proceso de purificaci6n, se realiz6 un ensayo  de expresi6n del

vector que porta   la secuencia de PJGk. Esta prueba tiene como objetivo determinar el
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efecto de  la  concentraci6n  de lpTG y   la cantidad  de  horas necesarias  para  mejorar el

proceso de inducci6n.

Se  realizaron   pre-in6culos  al  0,1  %  v/v  en   medio  LB  usando  100  ng/mL  de

ampicilina, en un volumen final de 5 mL, los que se dejaron crecer por 12 horas. Luego,

con el cultivo anterior se inocul6150 mL de medio LB con 100 ng/mL de ampicilina y se

creci6 hasta alcanzar una OD a 580 nm de 0,4. La expresi6n de la glucoquinasa silvestre

y   mutantes  se   indujo  con  0,5  mM  y  1   mM  de  lpTG.  Alicuotas  de   15  mL    fueron

recolectadas a distintos tiempos en un rango de 2 a 24 hrs (0,2; 4; 6 y 24 hrs), las cuales

se centrifugaron a 8.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente en la centrifuga

Eppendorf 5810R con el rotor F-34-6-38.

Las  c6lulas  fueron  resuspendidas  en  loo  mM  de  Tris-Hcl  pH  7,8   y  5  mM  de

Mgcl.  Luego las bacterias se lisaron con el sonicador BRANSON®  Digital Sonifier modelo

S-450D  (Branson  Ultrasonic Corporation,  Danbury,  USA),  usando 3  pulsos  de  10  s con

intervalos de 1 min. Al completar este etapa,  las c6lulas se centrifugaron  a 12.000 rpm

por  15  min  a  4  °C  en  una  centrifuga  Eppendorf 5810R,  usando  el  rotor  F-34-6-38.  EI

sobrenadante, que  posee la  proteina, se emple6 para   realizar un gel SDS-PAGE al 11,5

%   (el   gel   separador   se   compone   de   acrilamida   11,5   %,   SDS   0,1   %,   0,37   M   de

amortiguador Tris-Hcl pH 8,8, APS 0,34 % y TEMED 0,14 %, y el gel concentrador posee

acrilamida  4,4 %,  SDS  0,1  %,  0,23  M  de  amortiguador Tris-Hcl  pH  6,8,  APS  0,66  %  y

TEMED 0,39 %) con su respectivo esfandar de peso molecular.
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6. Sobreexpresi6n de PfGk y las proteinas mutantes

Para  obtener  bacterias  en  fase  exponencial  se  inocul6  20  mL de  medio  LB  en

presencia   de   ampicilina   y   cloranfenicol   a   una   concentraci6n   de   100  y   35   ng/uL

respectivamente, con  una  colonia de la cepa BL21  (DE3) transformada con el plasmido

PET-17b que contiene el  clon de  la PJGk silvestre, el que se incub6 toda a 37 °C. Al  dfa

siguiente  se  inocul6  al  1  %  1L  de  medio  LB  (ampicilina    100  |ig/LIL  y  cloranfenicol  35

Hg/lil)  con  el  cultivo  anterior y  se  incub6  a  37  °C  con  ag-rt:aci6n  hasta  que  el  cultivo

alcanz6  una  absorbancia  de  0,4  a  580  nm.  Para  inducir  la  expresi6n  de  la  enzima

silvestre se aiiadi6 lpTG a una concentraci6n final de 1 mM y se contintlo la incubaci6n

a  37  °C toda  la  noche.  Las  bacterias  inducidas fueron  colectadas por centrifugaci6n  a

8.000  rpm  por 15  min en  una centrifuga  Eppendorf 5810R  usando un  rotor F-34-63-8.

El mismo procedimiento se realiz6 para las mutantes E295Q y E295L.

7. Purificaci6n de la PJGk y Ias protel'nas mutantes

Las   bacterias   colectadas   por   centrifugaci6n   luego   de   la   inducci6n,   fueron

resuspendidas  en  50  mL  de  amortiguador Tris.Hcl  100  mM  pH  7,8,  5  mM  Mgc12.  La

suspensi6n  de  bacterias fue  lisada  en  un  sonicador digital  BRANSON®  modelo  S-450D

(Branson  Ultrasonic Corporation, Danbury, USA)  mediante la aplicaci6n de pulsos de 30

s  de  ultrasonido  (160  watts)  y  1  min  de  descanso  en  hielo.  El  lisado  de  bacterias fue
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centrifugado en  una centrifuga  Eppendorf®   5810R a 8.000  rpm  por 30 min  usando  un

rotor F-34-6-38 a 4°C. La fracci6n liquida se coloc6 en un bafio a 90 °C durante 30 min y

luego se  centrifug6  durante  15  min  a  8.000  rpm.  El  sobrenadante fue  precipitado  con

60 %  de  (NH4)2S04  durante  1  h  a  4  °C con  agitaci6n  luego  de  lo  cual  se  centrifug6  a

8.000  rpm  por  15  min.     El  sobrenadante  es  cargado  en  una  columna  de  interacci6n

hidrofobica    ter-Butil    de    BioRad    ®    (Bio-Rad     Laboratories,    lnc.    California,     USA)

previamente equilibrada con amortiguador Tris.Hcl  100  mM  pH  7,8,  5  mM  Mgc12 y 60

%  de   (NH4)zS04.   La   enzima   es  eluida   mediante   un   gradiente  desde   60  a   0  %  de

(NH4)2S04.    Las    fracciones    con    actividad    glucoquinasa    fueron    dializadas    contra

amortiguador Tris.Hcl  100  mM  pH  7,8 y    5  mM  Mgc12.  EI  dializado  se  carg6  en  una

columna  de  intercambio  i6nico  HFTrap  Q  HP  (GE  Healthcare  Amersham  Biosciences,

Piscataway  USA) equilibrada con amortiguadorTris.Hcl 100 mM,  pH 7,8 y 5  mM  Mgc12.

La  proteina se  recuper6  mediante un gradiente desde cero a  1 M  de Kcl.   Las alicuotas

que contenian  la enzima fueron dializadas contra amortiguador Hepes loo mM  pH 7,8

y 5  mM  Mgc12.   La actividad especifica de  la enzima silvestre pura fue de 130  U/mg.  El

rendimiento fue de aproximadamente 21 mg de enzima  por 1 L de cultivo.

Para  la  purificaci6n de las enzimas mutantes se us6 el protocolo descrito para la

enzima  silvestre,  excepto  que  para  seguir  la   presencia   de  la  enzima  se  emple6  el

m6todo  de  Bradford  (Bradford  M,  1976) ya  que  la  actividad  de  las  mutantes era  muy

baja.  El grado de pureza obtenido para  la enzima silvestre y las mlltantes, determinado
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mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  en  condiciones  denaturantes  fue

mayor al 95 % (programa  ProAnalizer v3.1).

8. Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular fueron determinados en un espectropolarimetro. La

medici6n  se  realiz6  en  el  sector  del  UV  lejano  usando  una  celda  de  2  mm  de  paso

6ptico.  Las  muestras  se  prepararon  con  amortiguador fosfato  15  mM,  pH  =  7,8 y  una

concentraci6n de proteina de 0,15 mg/mL.  Los datos son presentados como elipticidad

par  residuo  (Centro  de  Biotecnologia  Molecular  y  Biologia   Estructural.   Instituto  de

Fisica de Sao Carlos, Universidad de Sao Paulo, Sao Carlos, SP- Brasil).

9. Determinaci6n de la actividad enzimatica de la PfGl(

La  actividad  enzimatica  foe  determinada  espectrofotom6tricamente  a  4o  °C,

acoplando la  producci6n de glucosa-6-fosfato a  la  reducci6n de MAD+,  mediante el uso

de  la enzima auxiliar glucosa-6-fofato deshidrogenasa de Let/conostoc mesentero/-des,

segtin el siguiente esquema:
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La   cuantificaci6n   de   glucosa-6-fosfato   se   realiz6   midiendo   el   cambio   de

absorbancia a 340 nm  producido  por la  reducci6n  de  NAD+ y calculando el ntimero de

umoles de este compuesto usando el  coeficiente de extinci6n  molar de 6.220  M-]cm-1

(Kornberg y Pricer,1953). La mezcla de reacci6n contenia amortiguador Hepes 100 mM

pH   =   7,8,    NAD+   0,5    mM   y   1.2   U   de   glucosa-6-fosfato   deshidrogenasa.    En   los

experimentos cin6ticos,  Ias  concentraciones de  glucosa,  ADP y  metal  divalente varian

segtin  se  indica.  La  concentraci6n  de ADP3-,  Me2+ y   ADP-Me  se  estimafa  a  partir de la

concentraci6n total  de ADP3-y  Me2+, considerando que  la  constante de  disociaci6n  es

de    6,9|*|0-4    ;    6,6*|0-5;    8,3*|0-5    y    1,|5*|o-3    para    Mg2+,    co2+,    Mn2+    y    ca2+

respectivamente en el siguiente equilibrio:

MeADP        =            i     ADp3-+Me2+

La concentraci6n de las especies mencionadas sera obtenida mediante el uso de

la ecuaci6n cuadratjca.
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[Me2+]=[Me]r-[rfe4DP]

L4DP3-] = [4Z)P]r ~ [Me4Z)P]

No  se  cons]der6  las  formas  protonadas  del  nucle6tido  ya  que  a  pH    7,8    se

encuentra escasamente representada.

La  reacci6n  se  inici6  mediante  la  adici6n de enzima.  Uno  un/.dad de enz/.rna /U/

se define como la cantidad que cataliza la formaci6n de 1 |Jmol de producto por minuto

en condiciones experimentales definidas.

10. Analisis de Datos

Para  el  calculo  de  los  parametros  cin6ticos  los  datos  experimentales  fueron

analizados  mediante  el  uso  del  programa  Sigmaplot  10.  Este  programa  tambi6n  fue

empleado para  elaborar los grdficos.

Para  obtener  los  modelos  de  inhibici6n  se  utiliz6  el  programa  DynaFit  v3.28

(Kuzmic  P,  1996).  Este  programa  realiza  regresiones  no  lineales  mediante  el  uso  de

minimos  cuadrados suponiendo  la  condici6n  de equilibrio  fapido.  Se evaluaron  cuatro

modelos:  mixto total,  mixto parcial, competitivo y no competitivo parcial.  Los modelos

muestran   valores a y  P que  dan  cuenta del  efecto que  provoca  el  inhibidor sobre  las

constantes  de  equilibrio.  El  programa  discrimina  segtin  un  estadigrafo  (w),  el  cual  da

cuenta  de  la  bondad  de  ajuste  entre  el  modelo  y  los  datos  experimentales.  Este

parametro,  mediante  la  normalizaci6n  de probabilidades relativas, seiiala cual modelo
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es el mss viable segtin los datos y modelos propuestos.  En este sentido, mientras mss

cercano a un valor de 1 mejor es el ajuste.

Para  el  analisis  de  los  datos  de  la  secuenciaci6n  de  las  enzimas  mutantes  se

utiliz6 el programa DNA Baser y Clustal X.

EI  grado  de  pureza  de  las  enzimas  se  calcul6  mediante  un  analisis  digital  de

gele5 SDS-PAGE con el programa Gel  ProAnalyser  v3.1.

RESULTADOS

1.   Expresi6n  y  purificaci6n     de  la  glucoquinasa  dependiente  de  ADP   silvestre  y

mutantes E295Q y E295L.

El   tiempo   6ptimo   de   inducci6n   de   cada   proteina   se   determin6   mediante

electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida,  tefiidos  con  Azul  de  Coomassie.   En   este

ensayo se estableci6  el tiempo 6ptimo de  inducci6n,  el cual  result6 ser toda  la  noche

para   los   tres   casos.   Las   enzimas   mutantes   fueron   purificadas   usando   el   mismo

protocolo aplicado a  la enzima  nativa, a  excepci6n del  m6todo de detecci6n, que  para

las   mutantes   fue   el   m6todo   de      Bradford,   debido   a   la   minima   actividad   que

presentaban (Figura 7; Tabla I).

Para   la   enzima   silvestre  se   obtuvo  una   actividad  especifica  de   131   U/mg,

mientras  que  para   las  enzimas  mutantes  E295Q  y   E295L  se  alcanz6  una   actividad
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especifica  de  0,5  U/mg y 0,06  U/mg  respectivamente.   El grado de  pureza fue de 95%

en  los tres casos segdn el analisis de densitometria (Gel  ProAnalyser  v3.1).

Tabla I:  Purificaci6n de la PJGK silvestre.

Vo' Act[vidad Activldad PI.otel'na
ActividadEspecifica[U/mg]

Concentraci6n Rendimiento
F.P

[ml] [U/mL] Total [u] [mg] [mg/mL] (%)

Extractocrude
50 123 6.150 290 21 5,80 loo 1,0

Shock  90.C 50 113 5.650 115 49 2,30 92 2,3

Precipitacl6n(NH4)S02
60 132 7.920 98 81 1,60 128* 3,9

Interaccl6nhidrof6I]ica
27 108 2.916 25 117 0,93 47 5,6

lntercambio16nlco
6 460 2.760 21 131 3,50 45 6,2

(*)  Presencia  de inhibidores en el extracto crudo lo que IIeva a uno subestimaci6n de  la

actividad total en el extracto inicial. F.P = factor de purificaci6n.
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Figura 7.  A)  Electroforesis en  condiciones desnaturantes de  las diferentes etapas de  la

purificaci6n  de  la  enzima  silvestre.  (1)  Extracto  crudo;  (2)  Shock  t6rmico  a  90°C,.  (3)

Precipitaci6n  con  (NH4)2S04;  (4)  lnteracci6n  hidrofobica;  (5)  lntercambio  i6nico.  8)  Se

muestra el tiltimo paso de purificaci6n de las enzimas mutantes E295Q y E295L.
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2. Dicroismo circular de la enzima silvestre y las mutantes

Con  el  prop6sito  de  determinar  el  posible  efecto  de  las  mutaciones  sobre  la

estructura secundaria de la enzima, se realizaron estudios de dicroismo circular para la

enzima silvestre y las  mutantes.  La  rotaci6n  del  plano y  la absorci6n  diferencial de  los

componentes circularmente  polarizados de la  luz varian  de acuerdo con  la  longitud de

onda, pudi6ndose adquirir espectros de estos fen6menos.  Los espectros de dicroismo

circular se  obtienen generalmente  en  las regiones del  ultravioleta  cercano  (250 a  350

nm)   y  lejano   (180  a   250   nm)   de   la   radiaci6n   electromagn6tica.   Los  espectros  de

dicroismo  en  la  regi6n  del  ultravioleta  lejano,  se  deben  principalmente  a  los  enlaces

amida   que   unen   los   residuos   de   los  aminoacidos  entre  si.   La   asimetria   de   estos

crom6foros se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo cual,

Ias sefiales de  dicroismo  circular se  pueden  interpretar en t6rminos del  contenido  de

estructura   secundaria   presentes,   es   decir,   del   porcentaje   de   residuos   que   se

encuentran  en  una  conformaci6n  determinada.  Los  espectros  de  dicroismo  obtenido

para  las enzimas mutantes son similares al espectro obtenido  para  la enzima silvestre,

Io cual sugiere que  el efecto de  las  mutaciones puntuales es irrelevante a  nivel de  los

cambios en el contenido de estructura secundaria de la enzima (Figura 8).
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FiguTa  8.   Espectros  de  dicroismo  circular  de   la  glucoquinasa   dependiente   de  ADP

silvestre y las mutantes E295Q y E295L.  La concentraci6n de  proteina usada fue de 150

Hg/mL  para  las tres enzimas.  Se grafica  la  elipticidad  molar observada  en  funci6n  de  la

longitud de onda.
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3. Mutaci6n sitio dirigida

Para evaluar la importancia del residuo E295 de la glucoquinasa dependiente de

ADP   de  P.  fur/-osus  se  construyeron  dos  mutantes   puntuales  en   las  que  el  acido

glutamico    fue    reemplazado    por   glutamina    y    leucina    respectivamente.        Estas

mutaciones cumplen  el  objetivo de  eliminar la  carga o  la  capacidad  de formar enlaces

de  hidr6geno,  sin  afectar  el  tamaiio  de  la  cadena  lateral.    Para  esto  se  utiliz6  el  kit

GeneTaylor  de  lnvitrogen®    que  requiere  el  disefio  de  partidores  que  contengan  la

mutaci6n   deseada.       El   vector   de   expresi6n   PET-17b   con   el   gen   mutante   fue

transformado  en  la  cepa  de  E.co//-DH5c[-T1,  a  partir de  la  cual se  purific6 el  plasmido

para  determinar  la  secuencia  de  nucle6tidos  de  cada  mutante.    Los  resultados  de  la

secuenciaci6n  fueron  analizados  con  los  programas  Clustalx  y  DNA  Baser.  Esto  nos

permiti6 confirmar las mutaciones puntuales del residuo glutamico 295 por glutamina y

leucina.  Por otro  lado,  se  descart6  la  presencia  de  otras  mutaciones  en  la  secuencia

(Figura  9).
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Acido glutamico 295 por Glutamina

5' -GTGTAGGGCTTAACGAG GTACAGg§G CATCAAT -
3'
3' -CACATCCCGAAITG CTCCATGTcg4£CGTAGTTA -5'

Acido glut5mico 295 par Leucina

5'-GTGTAGGG CITAACGAG GTACAG£4§GCATCAAT -
3,
3' - CACATCCCGAAITGCTCCATGTC§|ICGTAGTTA - 5'

Figura  9.  A)  Resultado  de  la  amplificaci6n  del  gen  de  la  PJGK  para  la  mutaci6n  del

residuo  E295.  El  carril  1  corresponde  a  la  mutante  E295Q y  el  carril  2  a  la  mutante

E295L.  El  tamafio  aproximado  del  fragmento  amplificado  es  de  4,7Kb.  a)  Disefio  de

partidores  para  los  cambios  E295Q y  E295L  Las  letras  subrayadas  corresponden  al

triplete del acido glutamico y las letras en rojo indican la base sustituida.
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4. Especificidad per metales divalentes de las enzimas silvestre y mutantes E295Q y

E295L.

La  glucoquinasa   deperidiente  de  ADP  de  P.  fur/.ost/s  cataliza   la   reacci6n   de

fosforilaci6n de glucosa usando ADP como dador de fosforilo. Se evalu6 la capacidad de

esta glucoquinasa de utilizar diferentes metales divalentes para llevar a cabo la catalisis

(Mg2+,   Mn2+,   Ni2+,   cd2+,   co2+,  Zn2+  y  Ca2+).   Se   determin6  que   esta   enzima   emplea

preferentemente Mg2+, Mn2+ y Co2+ (Figura |o).

La  mutante  E295Q exhibe  un  patr6n  de especificidad  equivalente al observado

para la enzima silvestre (Figura 11).  La actividad especifica de esta enzima es mayor en

presencia   de   Mn2+  y  Co2+  en   comparaci6n   a   lo  observado  con   Mg2+.     Adem5s,   la

actividad  relativa  determinada  con  estos metales (considerando  la actividad  con  Mg2+

como 100%), es casi el doble de lo obtenido para la proteina silvestre (Figura 13).

En   relaci6n   a   la   mutante   E295L,   el   perfil   de   especificidad   por   metales   es

diferente al determinado  para  la  enzima silvestre y la  mutante  E295Q (Figura  12).  Esta

quinasa   prefiere utilizar Mg2+,  Mn2+ y Ca2+ ya  que la kcof obtenida  con cobalto es mucho

menor  si  se  compara  con   la  constante  catalitica  de  la  enzima  silvestre.   La  mayor

actividad  de  esta  proteina  mutante  se  logra  con  el  empleo  de  Ca2+  y  Mg2+.    En  esta

mutante,   la   actividad   relativa   determinada   con  Ca2+,  es   levemente   mayor  que   la

obtenida en presencia del resto de cationes divalentes que utiliza (Figura 13).
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Figura 10. Especificidad por cationes divalentes de la glucoquinasa dependiente de ADP

de  P.  fur/.o5us.  El  ensayo  fue  realizado  en  presencia  de  ADP  2  mM,  metal  3  mM  y

glucosa  9  mM.  Los  resultados  son  expresados  como  actividad  especifica  (U/mg).  EI

control se realiz6 en ausencia de metal divalente y con EDTA.
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Figura    11.    Especificidad    por   cationes    divalentes    de    la    mutante    E295Q   de    la

glucoquinasa  dependiente de ADP de P. fur/-osus.  EI ensayo fue realizado en  presencia

de  ADP  2  mM,  metal  3  mM  y  glucosa  60  mM.  Los  resultados  son  expresados  como

U/mg. El control se realiz6 en ausencia de metal divalente y con EDTA
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Figura 12. Especificidad por cationes divalentes de la mutante E295L de la glucoquinasa

dependiente de ADP de P. fur/.o5us. El ensayo fue realizado en  presencia de ADP 2 mM,

metal 3 mM y glucosa 60 mM.  Los resultados son expresados como U/mg. El control se

realiz6 en ausencia de metal divalente y con EDTA.
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l=igura 13. Comparacidn de la especificidad de cationes.  Los ensayos fueron efectuados

con una concentraci6n saturante de ambos sustratos.  Los   resultados son presentados

como porcentaje de actividad, considerando la actividad alcanzada con Mg2+ como 100

%. EI control fue hecho en ausencia de metal y en   presencia de EDTA.
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5.  Determinaci6n  de  los  par5metros  cineticos  de  la  glucoquinasa  dependiente  de

ADP en la cepa silvestre y las mutantes E295Q y E295L.

Con  la  finalidad   de  conocer  mss detalladamente  la  relaci6n  entre  el  complejo

metal  nucle6tido  (ADPMe)  y la  enzima, se estudiaron  los  parametros cin6ticos con  los

distintos  cationes  que   utilizan   preferentemente  tanto  la  enzima   silvestre  como   las

mutantes.

La kcat de la enzima silvestre, determinada con  los diferentes cationes  metalicos,

presenta  valores  similares.  Sin  embargo,  se  advierte  una  mayor  actividad  cuando  el

metal  empleado en  la catalisis es Mn2+ o Co2+  respecto de  lo estimado para  Mg2+.  Por

otro   lado,   se   observa   que   el   valor  de   Kin  para   el  complejo   metal   nucle6tido   es

esencialmente el mismo con  los tres cationes ensayados,  lo  propio sucede con  el valor

de    Kin    para    glucosa.     El    valor    de    kco/Kin    para    ambos    sustratos    no    varia

significativamente en  presencia de los diferentes metales (Tabla 11).

Tabla 11.  Parametros cin6ticos de glucoquinasa silvestre con  los diferentes cationes que

emplea  para la catalisis.

Meta,                   {Tffip                         tT#]                      [AscaL,I                 A;:i,Krm#p             i;y,Kmm#

Mg2+                      14±2

Mn+2                       22±1

co+2                       25± 1

0,40±0,005            107 ±9, 8

0,60±0,03              123± 16

0, 50±0,02              123± 20

7,6                        268

5,6                        205

4,9                       246
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El   efecto  de   la   mutaci6n   del  acido  glutamico  295   por  glutamina   sobre   los

parametros  cin6ticos   se   muestra  en   la  Tabla   111.   La   proteina   E295Q  presenta   una

constante  catalitica   bastante  reducida  con  los tres  metales divalentes que  utiliza.   La

actividad enzimatica es cerca del 0,5% de la actividad obtenida  para  la enzima silvestre

cuando usa  Mg2+  y cerca  del 0,9% en  presencia de Mn2+ a Co2+.

El     valor     de     Kin     aparente     para     el     complejo     metal     nucle6tido     es

aproximadamente  cinco  veces  mayor  en   presencia   de   los  tres  cationes   metalicos

divalentes   (CMD)   que   el   observado   en   la   enzima   silvestre   (Figura   14).   La   misma

diferencia  se  encuentra  para  los  valores de  Kin aparente  de  glucosa  entre  la  enzima

mutante  y  la glucoquinasa  silvestre  con  los diferentes  metales (Figura  14).  El  valor de

kca/Kin de la enzima  mutante por el nucle6tido y glucosa en presencia de los tres CMD

resulta  en  valores  similares  entre  si.   Sin  embargo,  este  valor  para  el   nucle6tido  y

glucosa  en  la  enzima  silvestre,  es aproximadamente tres 6rdenes de  magnitud  mayor

que el de la mutante con los tres metales ensayados.

Tabla Ill.  Parametros cin6ticos obtenidos para la mutante E295Q

Mg2+                                                                 Mn 2+                                                                  co2+

E295Q                 Sllvestro                 E295Q                 Silvestro                 E29 5Q                 SnvestTe

KmADp[uM]                        72±8, 3                    14±1,6                  119±3,5 21cO,6                  149±21                  25sO,6

KmGiu|mM]                 1,54cO,098         0,40cO,005           2,74cO,33            0,60cO,03            2,57±0,19            0,5oro,02

kco, |s-]]                      0, 56cO,09              107±9, 8              1,lose,46               122±16               1,13±0, 2 5               123±20

kcat/KmAop |S]/in M]              0,0078                       7, 6                       0,cO92                       5,8                       0,cO76                       4,9

kcat/KmG|u [S]/in M|                 0, 36                        260                        0,40                        203                        0,44                        246
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El   efecto   de   la   mutaci6n   del   acido   glutamico   295   par   leucina   sobre   los

parametros    cin6ticos   se    muestra    en    la    Tabla    lv.    La    enzima    mutante,    a    una

concentraci6n   de   metal   libre   1   mM,   presenta   una   constante   catalitica   bastante

disminuida  para  los tres  metales  en  relaci6n  a  lo  alcanzado  para  la  enzima  silvestre.

Esta baja en la actividad es atln  mss acentuada que lo obtenido para la mutante E295Q

llegando a ser  aproximadamente el 0,06 y 0,04 % de la actividad determinada con Mg2+

y Mn+2 en  la enzima silvestre respectivamente.

El valor de  Kin aparente  para el complejo metal nucle6tido es cerca de 7   veces

mayor,  que  lo  obtenido  para  la  enzima  silvestre,  en  presencia  de  los  tres  cationes,

(Figura  14).  Para  glucosa,  se  obtuvo  una  Kin  aparente  aproximadamente  tres  veces

mayor  en   presencia   de   Mg2+   o   Mn2+   (Figura   14).   El   valor  de  kca/Kin   para   ambos

sustratos  presenta  una  disminuci6n  de  cuatro  6rdenes  de  magnitud   respecto  de  lo

calculado para  la enzima silvestre.

Tabla lv. Parametros cin6ticos obtenidos para la mutante E295L

E29 SL                  Silvestre                  E295 L                Sllvestre              * E295 L                Silvestre

KmADp[ u M]                  68±12                    14±1,6                   149±20                  21so, 6               167±6, 5                2 5ro,6

KmGiu[mM]              1,35cO,04           a,40±C),cos           1,95cO,04           0,60sO,03         0,40±0,07           0,50cO,02

kcct [s-]]               0,062sO,02             io7sO,8          o,or9sO,cO2           1 22±i6           0, 1 iso,04             1 2 3±2O

kcat/KmADp                  0,0009                       7,6                      0,0003                      5, 8                   0,OcO7                     4,9

kcat/KmGiu                    0,046                       268                       0,025                       203                     0, 28                       246

*Mutante  E295L utiliza Ca + para la cafalisis
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Figura  14.  Comparaci6n  de  los  valores  de  Kin  obtenido  para  las  tres  enzimas.  En  el

grafico A se muestra los valores de Kin para ADP y en el grafico 8 se muestra los valores

de Kin para glucosa
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Al comparar los valores de Kin aparente entre ambas mutantes vemos que son

similares tanto  para  glucosa  como ADP  en  presencia  de  Mg2+ y Mn2+.  En  cuanto  a  los

valores de kcat, Ia mutante E295Q presenta una mayor actividad enzimatica con los tres

cationes  metalicos divalentes.   El  arden  de actividad  en  esta  mutante  es el  siguiente:

Mg2+ <  Mn2+ = co2+.

6.  Efecto del  aumento de  metal  libre sobre la actividad  de  la enzima silvestre y fas

mutantes E295Q y E295L de P. fur/.osus.

En enzimas que requieren de un metal para su actividad, un mecanismo general

de activaci6n  es la uni6n del  metal al  nucle6tido,  lo que genera el verdadero sustrato.

Sin embargo, en otros casos se requiere de una concentraci6n de metal mucho mayor

que  la  concentraci6n  de  nucle6tido  para  alcanzar la  maxima  actividad,  Io que  sugiere

un  papel  adicional  para  este  metal  (Budde  R  y  col,  1993).  Para  el  caso  de  algunas

enzimas de la suprfamilia se ha visto que la uni6n de un segundo ion Mg2+ produce una

inhibici6n de la actividad enzimatica, como en el caso de la AK de diversas fuentes, o un

aumento  de  la  misma,  como en  PFK-2 de E.  co//- (Maj  C y col,  2002;  Maj  C y  Gupta  R,

2001,  Parducci  R y col,  2006).  Estos datos sugieren  que  la  uni6n  de un  segundo  metal

puede  ser un  rasgo comdn  a  todas  las  enzimas de  la  superfamilia.  Por esta  raz6n,  se

ensay6 el efecto de la concentraci6n de distintos cationes divalentes sabre la actividad

de  la glucoquinasa dependiente  de ADP de P. Jar/.osus.  Se observ6 qile al aumentar  la
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concentraci6n  del  CMD  la  actividad  de  la  enzima  disminuye.  El  arden  de  inhibici6n

mostrado por la glucoquinasa es el siguiente: Mn2+ > Co2+ > Mg2+ (Figura 15).

En  la enzima  mutante E295Q se observa  un aumento de la actividad enzimatica

al  incrementar la concentraci6n  de metal  libre.  El valor de Ka  es de 3,1 y 6,1  mM  para

Mn2+ y Mg2+ respectivamente (Figura  16).  En cambio en la  mutante E295L se distingue

el  efecto  contrario,  es  decir,  la  actividad  enzimatica  decrece  con  el  aumento  de  la

concentraci6n de metal divalente libre.  El valor de lc5o es de 0,4 y 0,3  mM  para Mg2+ y

Mn2+   respectivamente      (Figura   17).   Sin   embargo,   en   ambos   casos   el   resultado

observado es independiente de la identidad del cati6n divalente.

El   valor  de   lcso  fue  de  9,5   mM;   1   mM   y   1,8   mM   para   Mg2+,   Mn+2  y  co+2

respectivamente, en la  enzima silvestre.  Desde los valores de lc5o se desprende que  la

enzima    es  muy  poco  sensible  a  la  inhibici6n  por  Mg2+  libre,  en  cambio  muestra  una

inhibici6n significativa con Co2+ y Mn2+ |ibre.

Debido a que la  enzima silvestre   es muy  poco sensible a  la  inhibici6n  par Mg2+

libre,   en  cambio  muestra   una  inhibici6n  significativa  con  Co2+  y  Mn2+  libre,  s6lo  se

consideraron  estos dos tiltimos cationes para  realizar estudios cin6ticos en  relaci6n al

mecanismo   de   inhibici6n   ejercido   por  estos   metales   divalentes.   El      ensayo   para

determinar  el  mecanismo  de  inhibici6n  se  efectu6  afiadiendo  metal  libre  a  distintas

concentraciones (0,2;  1 y 4 mM)  en  curvas donde se  considera  MeADP como sustrato

variable.  Con  este  objetivo  se  realiz6  un  ajuste  global  considerando  cuatro  modelos

posibles de  inhibici6n  (lnhibici6n  competitiva,  inhibici6n  mixta  parcial,  inhibit:i6n  mixta
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total  e  inhibici6n  no competitiva  parcial), en el cual  el  patr6n  obtenido corresponde a

una   inhibici6n   no-competitiva   parcial   con   ambos   metales   (Segel   I,   1975;   Cornish-

Bowden,1995) (Tabla V;  Figura 18,19).
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Figura  15.  Efecto  de  la  concentraci6n  de  metal  libre  sobre  la  actividad  de  la  enzima

dependiente de ADP de P. furiosus. La actividad se determin6 en presencia de 2 mM de

ADP total y 9 mM de glucosa.  Los metales divalentes ensayados fueron  Mg2+ (.),  Mn2+

(.)   y  Co2+  (o).   Los   resultados  se   expresan  como   porcentaje   de   actividad   relativa,

considerando  como  100%  la  actividad  obtenida  con  la  menor cantidad  de  metal  libre

ensayada  (Ajuste  realizado  con  el  programa  Sigmaplot  a  una  funci6n  hiperb6lica  en

decaimiento).
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Figura  16.  Efecto  de  la  concentraci6n  de  metal  libre  sobre  la  actividad  de  la  enzima

mutante E295Q de P. furiosus. La actividad se determin6 en presencia de 2 mM de ADP

total y 60 mM de glucosa. Los metales divalentes ensayados fueron Mg2+ (.) y Mn2+ (o).

Los  resultados se expresan como porcentaje de actividad, considerando como 100% Ia

actividad  inicial con cada metal divalente. El valor de ka fue de 6,1 mM y 3,4 mM  para

Mg2+  y   Mn2+  respectivamente   (Ajuste   realizado  con   el   programa   Sigmaplot  a   una

funci6n  hiperb6lica).
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Fjgura  17.  Efecto  de  la  concentraci6n  de  metal  libre  sobre  la  actividad  de  la  enzima

mutante   E295L.  La  actividad  se  determin6  en  presencia  de  2  mM  de  ADP  total  y 60

mM  de  glucosa.   Los  metales  divalentes  ensayados  fueron  Mg2+  (.)  y  Mn2+(o).   Los

resultados  se  expresan  como  porcentaje  de  actividad,  considerando  como  100%  la

activjdad  inicial  con  cada  metal  divalente.  El  valor de  IC5o fue de 411  y 334  HM  para

Mg2+  y  Mn2+  respectivamente   (Ajuste   realizado  con   el   programa   Sigmaplot  a   una

funci6n hiperb6lica en decaimiento).
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Figura.18.  Inhibici6n  por metal  Iibre en  la  glucoquinasa  silvestre  usando  MeADP  como

sustrato variable.  La  linea continua  indica el ajuste  realizado con el programa  Dynafit.
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Tabla V.  Pafametros cin6ticos obtenidos a  partir del ai-uste global de  las curvas de  Kin

ADPMe en presencia de glucosa 9 mM a distintas concentraciones de inhibidor (0,2;  1 y

4 mM) usando el programa DynaFit.

Me
I(s Ki kp 8fro

W
[HM] [mM] [s-1] [s-1]

Mn2+ 19±0,5 0,4±0,09 172±6 80±3 0,70

co2+ 22±0,8 1,6±0,5 134±6 52±7 0,87

Ks                           I(pE  + S =   ES-E+P
++
MM

Kit;T               aKsaK!tt
PKp

EM+S  = EMS ~ EM+ P

Figura  19.   Modelo  de   inhibici6n   propuesto   para   la  PJGK:   lnhibici6n   no  competitiva

parcial.   E:   Enzima/glucosa;   M:   metal   divalente   (inhibidor);   S:   MeADP   (sustrato);   P:

producto
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7. Efecto del aumento de ADP ]ibre sabre la actividad de la g[ucoquinasa dependiente

de A:DP de P. furiosus.

Ademas del  metal ljbre, el ADP libre es otra  especie importante en el equilibrio

que  lleva  a  la  formaci6n  del  complejo  metal  nucle6tido.  Por tal  motivo  se  estudi6  el

efecto de la concentraci6n de ADP libre sobre la enzima. Se realiz6 un experimento con

dos   concentraciones   de   Mg2+,   con   el  fin   de  alcanzar  concentraciones  saturante  y

subsaturante del  complej.o metal nucle6tido.  Se observa  que  la enzima  es inhibida  por

ADP  libre y que el grado de  inhibici6n depende de  la concentraci6n  de ADPMg (Figura

20),   lo   que   sugiere   una   inhibici6n   de  tipo   competitiva.   EI  tipo   de   inhibici6n   se

determin6   realizando  experimentos  de  calculo  de   Kin  con  ADPMg  como   sustrato

variable,  donde  se  afiadi6  ADP  libre  a  distintas  concentraciones  (1,  3  y  5  mM).  Se

estab[eci6   que   e[   mecanismo   de   inhibici6n   qlle   ejerce   e[   ADP   libre   es   de   tipo

competitivo  con  respecto  al  sustrato  ADPMg    ya  que  el  valor  de  Kin  aumenta  en

funci6n  del  inhibidor  y  la  velocidad   maxima  se  mantiene  constante.   El  valor  de  la

constante de inhibici6n fue de 0,9 mM (Figura 21).
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Figura 20. Actividad  de la  glucoquinasa  dependiente de ADP de P. fur/.ost/s en funci6n

de  la  concentraci6n  de  ADP  Iibre  a  diferentes  concentraciones  de  Mg2+  total  y  en

presencia  de glucosa  9  mM.  (.)  Efecto del ADP  libre  a  partir de una  concentraci6n de

47 veces Kin del complejo MgADP cuando la concentraci6n total de Mg2+ usada fue de

1  mM;  (o)  Efecto del  ADP  libre a  partir de  lina  concentraci6n  del  complejo  MgADP de

2,9  veces  Kin  cuando   la  concentraci6n  total  de   Mg2+   usada   fue  de   0,1   mM.   Los

resultados se expresan como U/mg.
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Figura  21.   Inhibici6n   por  ADP   libre  de   la   glucoquinasa   dependiente   de   ADP  de   P.

fur/.osus usando MgADP como sustrato variable. Las concentraciones de ADP Iibre son 1

mM  (.),  3  mM  (o) y 5  mM  (.).  La concentraci6n  de glucosa  fue de 9  mM.  Se  muestra

una   grafica secundaria con el valor de llpendiente (    ) en funci6n de la concentraci6n

de ADP libre.
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DISCUS16N

Las quinasas corresponden  a  enzimas que transfieren  un grupo fosforilo desde

el ATP, Ppi o ADP a un sustrato que contiene un grupo alcohol, nitr6geno o carboxilo. EI

sustrato puede ser  una  mol6cula  pequefia, Iipido o proteina.  Las quinasas juegan  roles

indispensables   en   el   metabolismo   y   son   las   enzimas   mejor   estudiadas   a   nivel

estructural y  bioquimico. A  pesar de  que  catalizan  la  misma  reacci6n  de transferencia

de   fosforilos,    muestran    una    gran    diversidad    en    el    plegamiento   estructural   y

mecanismos de reconocimiento de sustratos (Cheek S y col, 2005).

Los  experimentos  realizados  para  determinar  que  metales  divalentes  puede

utilizar  la  glucoquinasa  ADP  dependiente  de  P.  fur/-osus  dieron  como  resultado  que

emplea Mg2+, Mn2+ y Co2+. Existen varias quinasas donde se ha demostrado que el Mg2+

puede  ser reemplazado  en  su  funci6n  tanto  por  Mn2+  coma  Co2+.  Ejemplos  de  ello  lo

constituyen la adenosina quinasa de diversas fuentes (Rotllan P y Miras M,1985; Chang

C   y   col,   1979;   Schnebli   H   y   col,   1967),   fosfofructoquinasa   ATP   dependiente   de

Termotoga marl.tima, `HansenT v col, 2002) v Desuofurococcus amylolyticus `Hansen T v

Sch6nheit  P,  2000)  y  piruvato  quinasa  de  mdsculo  entre  otras  (Baek  Y  y  Nowak  T,

1981). A pesar de que el Mg2+ puede ser sustituido por Mn2+ y Co2+, es preferido debido

a  su  afinidad  con  sustratos  que  contienen  fosfatos.  Este  hecho  es  una  caracteristica

constante   en   las   mol6culas     biol6gicas   (ADN   y  ARN),   sugiriendo   que   los  sistemas

biol6gicos seleccionaron este i6n por su abundancia y alta solubilidad desde los estados
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tempranos  de  la vida  (Andreini C y col, 2008).   Este  i6n  es  muy empleado  debido a  la

estabilizaci6n   electrostatica   y   activaci6n   electrofilica   de   sustratos   a   trav6s   de   la

polarizaci6n  de  enlaces  P-O  y  C-O  ya  que  prefiere  el  oxigeno  como  donador  de

electrones.   Por  otra   parts,   Co2+  generalmente   participa   en   reacciones   donde   se

requiere  de  un  centro  redox  y  escasamente  en   reacciones  de  fosfotransferencia.

Considerando  lo descrito anteriormente se  puede concluir que  la  identidad  del  cati6n

divalente no es relevante para llevar a cabo la reacci6n de fosfotransferencia, pero si su

radio i6nico y geometria de coordinaci6n.

En  la  mutante E295Q se encuentra el mismo perfil de especificidad  por metales

que el determinado para la enzima silvestre, mientras que en la  mutante  E295L ocurre

una  modificaci6n.  Esta  tiltima enzima  usa  Mg2+,  Mn2+ y Ca2+ para su  actividad catalitica.

EI Ca2+ comparte  propiedades similares con  el Mg2+ como  por ejemplo ser estables en

el estado de oxidaci6n +2 y prefieren dadores de electrones duros como el oxigeno. Sin

embargo, el Ca2+ es de mayortamafio presentando un radio i6nico de 1 A.  La diferencia

entre   sus   radios   i6nicos   impone   un   efecto   importante   sobre   su   geometria   de

coordinaci6n.  Mientras que el Mg2+ puede adoptar una coordinaci6n octa6drica, el Ca+2

es  capaz  de   unir  un  gran   ntimero  de   ligandos  debido  a   su  geometria   irregular  y

comportamiento  flexible.  Considerando  los  resultados  y  antecedentes  en  relaci6n  al

uso de  metales en  quinasas, se  puede sugerir que debido al  radio  i6nico del  Ca2+ y  la

presencia de leucina en reemplazo de acido glutamico es probable que se modifique la

estructura   local  de   la   enzima,  generandose  una   nueva   interacci6n   que   permita   la
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entrada  de  Ca2+  y   se  lleve  a  cabo  la  catalisis.  Por otro  lado,  es factible  que  en  esta

miltante  la  modificaci6n estructural  local  impida  la entrada de Co2+.  En  el caso de que

este i6n  logre ingresar, es probable que utilice su configuraci6n  de  pifamide cuadrada,

la cual  no  realizan el  resto de metales ensayados.  Esta configuraci6n seria  inapropiada

para  acomodar  los fosfatos en  la  reacci6n  de transferencia  y  por tanto  la  catalisis  es

ineficiente.     En   relaci6n   a   la   capacidad   catalitica,   el   reemplazo   del   residuo  acido

glutamico   par  uno   hidrofobico   (Ieucina)  trae  como   consecuencia   una   disminuci6n

drastica en la kco. respecto de la enzima silvestre. Desde este resultado se infiere que la

uni6n del nucle6tido se ve afectada.

Dentro del conjunto de quinasas, las que catalizan la fosforilaci6n de aztlcares se

dividen  en  tres  familias  no   hom6logas:   hexoquinasa,   riboquinasa  y  galactoquinasa

(Bork  P  y col,  1993).  Basandose  en  la  conservaci6n  del  plegamiento estructural  de  la

familia  riboquinasa  se  puede  reconocer enzimas  hom6Iogas tales  como  quinasas  del

metabolismo   de   las   coenzimas,   ademas   de   glucoquinasas   y   fosfofructoquinasas

dependientes  de  ADP,  las  cuales  constituyen  un  conjunto  denominado  superfamilia

riboquinasa.  Pertenecen a  este grupo de fosfotransferasas la adenosina quinasa  (Cook

W y col, 2000; Schumacher M y col, 2000), riboquinasa (Park J y col, 2007; Sigrell J y col,

1998), fosfofructoquinasa  (Sakuraba  H y col  2002; Tuininga  J  y col,  1999;  Ronjmus  R y

col,1999), piridoxal quinasa (Li M y col, 2002; Safo M y col, 2004-2006; Newman J y col,

2006; Cao P y col, 2006), glucoquinasa dependiente de ADP (lto S y col, 2003; Tsuge H y

col,  2002;   Labes  A    y  Sch6nheit  P,  2003),  HMPP  quinasa  (Newman  J  y  col,  2006);
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aminoimidazol  ribosido  quinasa  de  Scl/mar)e//cr  enter/.cc}  (Zhang  Y  y  col,  2004)  y  THZ

qilinasa  (Campobasso  N  y  col,  2000)  entre  otras.  Estudios sobre  la  estructura  de  este

grupo   de   enzimas   identificaron   dos   motivos  de  secuencia   de   importancia   para   la

catalisis,  GAGD  y  NXXE  (Maj  M  y  col,  2002).  Estos  se  localizan  en  el  sitio  activo  de  la

estructura  cle  los  miembros  de  la  superfamilia  riboquinasa,  par  lo  que  se  consideran

determinantes de la funci6n catalitica  de esta familia de quinasas. Varios autores (Maj

M  y col, 2000)  ham  propuesto al acido aspartico del  motivo GAGD como base catalitica

general.  Ademas,  se sefiala  que  los  residuos  N  y E  estan  involucrados  en  la  catalisis y

regulaci6n  de  la  actividad  ya  que  participan  en  la  uni6n  de  iones  P04-y  Mg2+  al  sitio

activo  (Maj  M y col, 2001;  Parducci  R y col,  2006).  En  la glucoquinasa  dependiente de

ADP   de   P.  fur/-osus   los   residuos   del   motivo   NXXE   corresponden   a   N292  y   E295.

Basandose   en   los   antecedentes   sobre   la   participaci6n   de   estos   residuos   en   la

modulaci6n  de  la actividad  enzimatica  de  miembros de  la superfamilia  riboquinasa,  se

realizaron   mutantes   para   el  acido  glutamico   295   en   que   6ste  se   reemplaz6   por

glutamina  (E295Q)  o  leucina  (E295L).  Estas modificaciones  nos  permitieron  evaluar el

efecto  de  la  carga  y  la  capacidad  de  formar enlaces  de  hidr6geno  sobre  la  catalisis y

regulaci6n de la actividad de la glucoquinasa.

En  la estructura de  la glucoquinasa  de P. /ur/.osus no se observa  un  Mg2+ unido.

Sin   embargo,   existe   un  grupo  de     mol6culas  de  agua   que  se   ha   propuesto  que

participan  en  la  uni6n  con  el  fosfato  B-terminal  del  ADP.  En  esta  reacci6n  participan

residuos aminoacidicos entre  los cuales esta  el acido glutamico  295  (lto S y col  2003)
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(Figura  3).  Tal  observaci6n  de  la  estructura  cristalina  explicaria  el  hecho  de  que  el

cambio en este aminoacido por otro que carece de carga como glutamina o sea apolar

como  leucina  afecte  la  actividad  de  la  enzima.  Vemos  que  la  consecuencia  de  ambas

modificaciones es un aumento en los valores de Kin para ambos sustratos en presencia

de  los  diferentes  cationes  divalentes.  Por  otro  lado,  se  determin6  una  disminuci6n

significativa   de   la   constante  catalitica   en   ambas  mutantes.   Realizando   un   analisis

bastante  grueso  se  puede  afirmar que  la  carga  del  residuo  E295  es  mss  significativa

para  llevar  a  cabo  la  catalisis  que  la  capacidad  de  formar  enlaces  de  hidr6geno.  Se

observa  que    el  decaimiento  de  kcot  en  la  mutante  E295Q  es  de  dos  6rdenes  de

magnitud respecto de la enzima silvestre y la diferencia entre ambas mutantes es de un

orden de magnitud. Suponiendo que el efecto ejercido por la  remoci6n de la carga y la

posibilidad  de  formar enlaces de  hidr6geno es aditivo en  la  mutante  E295L,  se  puede

decir  que  la  mayor  parte  del  efecto  observado  se  debe  a  la  remoci6n  de  la  carga.

Ademas,  el valor  de  kca/Kin  por  ambos sustratos  en  las  dos  mutantes,  presenta  una

importante  disminuci6n  de  entre  tres y cuatro  6rdenes  de  magnitud  en  relaci6n  a  lo

obtenido con la glucoquinasa silvestre. Estos resultados confirman que el residuo acido

glutamico E295   esta involucrado en la reacci6n de fosforilaci6n y su participaci6n en  la

catalisis estaria determinada principalmente por la carga del residuo.

Mediante  experimentos  de  aumento  de  metal  libre  se  pudo  determinar  que

ocurre  una  disminuci6n  parcial  en  la  actividad  enzimatica  en  [a  enzima  silvestre.  Este

resultado  indica  que  existe  mss  de  un  sitio  de  uni6n  para  el  metal  divalente  en  la
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enzima.  Sumado a lo anterior, a pesar de que   la  identidad del  metal no es importante

para llevar a cabo la catalisis, al parecer tendria un papel diferencial en el segundo sitio

de uni6n.  Esta afirmaci6n se basa en que el grado de inhibici6n observado depende del

cati6n  del  cual  se  trate.  Se  ha  sugerido  que  la  funci6n  de  la  carga  positiva  del  i6n

metalico es contrarrestar   la  carga  negativa  local formada  en  el sitio activo durante  el

curso de la reacci6n, ademas aumenta  la electrofilicidad del cofactor, lo cual disminuye

la energia de activaci6n y estabiliza las especias reactivas (Andreini C y col, 2008; lto S y

col, 2003). La participaci6n de mss de un metal divalente para la catalisis tambi6n se ha

observado  en quinasas, tales como  proteina  quinasa  A en  la  cual  se  estableci6 que  el

primer metal se une a  los fosfatos  By del ATP y es esencial  para  la  actividad,  mientras

que  el  segundo  metal  se  une  a  los  fosfatos  av  y  reprime  el  recambio  de  la  enzima

(Saylor P y col,  1998).  En  la  quinasa fosforibosilpirofosfato sintetasa  se  determin6 que

el segundo  metal ajusta  la  conformaci6n de la  proteina o interactda con  el co-sustrato

en el sitio activo (Park J y Gupta R, 2008). En otros casos, como en   la fosfoenolpiruvato

carboxiquinasa,  esta  descrito que  requiere de  un  segundo  metal divalente  para  lograr

una  catalisis  eficiente     (Colombo  G  y  col,   1981).   Finalmente,  se  determin6  que   la

proteina quinasa dependiente de AMPc posee dos iones Mg2+ en el sitio activo,  pero la

uni6n  del segundo metal disminuye la actividad y la constante de afinidad para ATPMg

(Mildvan   A  y  col,   1985).   En   relaci6n  al   efecto  del   metal   libre  sobre   las   quinasas

mutantes,  se  observ6  que  en  la  mutante  E295Q ocurre  un  aumento  de  la  actividad

especifica  al  aumentar  la  concentraci6n  de  metal  libre,  mientras  que  en  la  mutante
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E295L  se  observa  el  efecto  contrario.  Sin   embargo,  en  ambos  casos  el  resultado

observado es independiente de  la  identidad del  metal divalente.  Esta  diferencia en  los

efectos  producidos  por  el  metal  Iibre  sobre  las  mutantes  se  puede  explicar  en  cierta

medida  desde  un  punto  de  vista  estructural.  Probablemente  en  la  mutante  E295Q el

metal divalente se posiciona de una forma exclusiva que permite la catalisis como en la

enzima  silvestre,  mientras que  la  otra  mutante  no  logra tal  configuraci6n  local  por  lo

que su actividad decrece.

El   tipo   de   inhibici6n   que   el   metal   libre   ejerce   sobre   [a   enzima   silvestre,

considerando  los  resultados  obtenidos  a  partir  del  ajuste  global,    corresponde  a  un

mecanismo  no  competitivo  parcial.   Par otra  parte,  desde  datos de  EPR  obtenidos  en

nuestro laboratorio se ha podido establecer que la constante de uni6n  (Kd) del metal a

la enzima  libre se encuentra dentro del rango micromolar (experimento realizado en la

77GK).  Este  resultado  no  esta  acorde  con  la  Kd  calculada  segdn  el  ajuste  global  que

seFiala  un valor del orden  milimolar.  Debido a  lo anterior se  hace  necesario considerar

nuevos modelos de inhibici6n.

Finalmente, se encontr6 que  el ADP inhibe  de  manera  competitiva  la actividad

de  la  enzima  silvestre,  mostrando valores  de  Ki  en el  arden  milimolar.  Este  resultado

esta de acuerdo con lo encontrado en otras quinasas en relaci6n al efecto que ejerce el

nucle6tido donador de fosforilos (Guix6 V y Babul J,1985).  Debido a que el valor de la

constante de inhibici6n es relativamente grande en comparaci6n con la Kin de MeADP,

se  considera  que  el  nucle6tido  es  un  inhibidor  competitivo  pobre.   Este   resultado
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destaca   la   importancia   que  tiene   el   metal  divalente   en   la  apropiada   posici6n   del

nucle6tido en el sitio activo de la enzima.

CONCLUSIONES

1.    La glucoquinasa dependiente de ADP de P. fur/-ost/s puede utilizar varios metales

divalentes  para  llevar  a  cabo  la  catalisis.  Esta  promiscuidad  en  el  empleo  de

metales sugiere que  la participaci6n del  metal esta mss relacionada con  inducir

una   geometria   adecuada   para   acomodar   los   fosfatos   mss   que   con   sus

caracteristicas quimicas.

2.    EI cambio del residuo E295 del motivo conservado NXXE que se encuentra en el

sitio activo produce una disminuci6n significativa de la constante catalitica.

3.    Los  parametros cin6ticos en  la enzima  silvestre  con  los diferentes metales  son

similares.  En  cambio  en  las  mutantes  los  valores  de  Kin  par  ambos  siistratos

aumenta en relaci6n a los obtenidos en la enzima silvestre. Este resultado indica

que este residuo es importante para la uni6n de los sustratos.

4.    Mediante  experimentos  de  aumento  de  metal  libre  se  pudo  determinar  que

ocurre una disminuci6n  parcial en  la actividad  enzimatica.  Este resultado  indica

que  existe  mss  de  un  sitio  de  uni6n  para  el  metal  divalente  en  la  enzima.  El

mecanismo de inhibici6n sugerido par e] ajuste global es no-competitivo parcial.

Sin  embargo,   se  debe  evaluar el  mecanismo  real  debido  a  una  incongruencia

entre  los  valores  de  Kd  entregados  par  el  ajuste  global  y  resultados  de  EPR

obtenidos en nuestro laboratorio.
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5.    EI  ADP  libre  inhibe  la  actividad  enzimatica  de  forma  competitiva  respecto  de[

sustrato  MgADP.  Este  resultado  indica  que  el verdadero  sustrato  de  la  enzima

es el complejo metal-nucle6tido.  El valor de Ki obtenido se encuentra dentro del

orden   milimolar,   lo   cual   muestra   que   es   un   inhibidor   d6bil   y   destaca   la

importancia del metal para la uni6n del nucle6tido.
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