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Resumen

La 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina quinasa (HMPK, EC 2.7.1.49) es
una enzima perteneciente a la superfamilia riboquinasa y participa en la biosintesis de
tiamina (vitamina B1) en bacterias. Se ha descrito que esta enzima es capaz de catalizar
dos fosforilaciones consecutivas dependientes de ATP altamente especificas sobre el
sustrato hidroximetil pirimidina (HMP), generando como producto hidroximetil
pirimidina pirofosfato. Esto contrasta notablemente con lo que se ha observado en las
piridoxal quinasas de bacterias Gram positivas (HMPK/PLK, EC 2.7.1.35), un grupo de
enzimas homologas cercanas capaces de fosforilar hidroximetil pirimidina, piridoxal,
piridoxina y piridoxamina, pero incapaces de catalizar dos fosforilaciones consecutivas,
por lo que so6lo producen hidroximetil pirimidina fosfato. Las HMPKs no han sido
estudiadas tan exhaustivamente como las HMPK/PLKSs y s6lo hay dos caracterizaciones
breves disponibles en la literatura; la de la HMPK de Escherichia coli y la de Bacillus
subtilis. Por lo tanto, alin no se conoce si las propiedades observadas en las enzimas
descritas son ubicuas para linajes bacterianos distintos, especialmente aquellos
filogenéticamente distantes y que han sido sometido a presiones selectivas fuertes, como
los extremdfilos. Por esta razon, en este trabajo se realizo la caracterizacion bioquimica
de la HMPK de la enterobacteria Salmonella typhimurium (StHMPK) y de la bacteria
termofila Thermus thermophilus (TtHMPK).

A través de experimentos de estequiometria de reaccion y andlisis de generacion

de productos, se demostr6 que ambas enzimas son capaces de catalizar dos

Xi



fosforilaciones consecutivas. Experimentos de especificidad de sustrato revelaron que
ambas enzimas son altamente especificas por hidroximetil pirimidina. Anélisis
filogenéticos mostraron que estas enzimas estan estrechamente relacionadas con las
HMPKSs/PLK de organismos gram positivos, y estas Ultimas parecen ser descendientes
directos de las HMPKSs. Por lo tanto, para estudiar como estos grupos de enzimas han
divergido en términos de sus actividades cataliticas, se realizaron simulaciones de
dinamica molecular del complejo ternario (Mg-ATP - HMP) de StHMPK, para analizar
el sitio de union a sustrato y compararlo con el de la HMPK/PLK de Staphylococcus
aureus (SaPLK). Los resultados mostraron que existe un alto grado de conservacion
entre ambos sitios, existiendo s6lo unas pocas diferencias que podrian explicar la
divergencia funcional observada, principalmente la presencia de una treonina adyacente
a la base catalitica en StHMPK, que es reemplazada por una alanina en SaPLK, y la
presencia de una glutamina en StHMPK que forma puentes de hidrégeno con el HMP.

La caracterizacién cinética de StHMPK y TtHMPK mostré que ambas enzimas
poseen una Kwm similar para HMP (cercana a 30uM) y que la Vmax para TtHMPK es un
orden de magnitud menor que para StHMPK a 37 °C. Sin embargo, estos parametros
fueron obtenidos para las curvas de saturacion de HMP, las cuales mostraban un
comportamiento del tipo Michaelis-Menten, mientras que las curvas de saturacion para
ATP mostraron una clara desviacion de este modelo y por lo tanto, no se pudieron
determinar parametros cinéticos.

Finalmente, se realiz6 una caracterizacion estructural y biofisica para evaluar
diferencias de estabilidad. Ambas enzimas parecen ser mondmeros en las condiciones

estudiadas, a diferencia de lo reportado para la enzima de E. coli que forma un

Xii



tetramero. Experimentos de desplegamiento por temperatura y agentes quimicos
mostraron que TtHMPK es significativamente mas estable que StHMPK. Las bases
estructurales de estas diferencias fueron analizadas mediante simulaciones de dindmica
molecular, las que revelaron que la proteina termoestable es mas rigida, tiene un menor
contenido de residuos polares en el nicleo y tiene mayor cantidad de interacciones

electrostaticas que su homdlogo mesoestable.
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Abstract

4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine kinase (HMPK, EC 2.7.1.49) is a
bacterial enzyme that belongs to the ribokinase superfamily and participates in the
thiamine (vitamine B1) biosynthetic pathway. It has been described that this enzyme is
capable to catalyze two consecutive highly specific ATP dependent phosphorylations on
the substrate hydroxymethyl pyrimidine, yielding hydroxymethyl pyrimidine
pyrophosphate. This contrast notoriously with what has been observed for the closely
related homologous enzymes pyridoxal kinases from Gram positive bacteria
(HMPK/PLK, EC 2.7.1.35), which can phosphorylate hydroxymethyl pyrimidine,
pyridoxal, pyridoxine and pyridoxamine, but are unable to catalyze two consecutive
phosphorylations, thus only produce hydroxymethyl pyrimidine phosphate. HMPKs
have not been as extensively studied as HMPKs/PLK, and only two brief biochemical
characterizations are available on the literature; the characterization of the HMPK from
Escherichia coli and from Bacillus subtilis. Therefore, it is still unknown whether the
properties observed in the described enzymes are ubiquitous among different bacterial
lineages, especially those that come from a very distinct phylogenetic background and
have been subject to strong selective pressures, as the enzymes from extremophilic
organisms. For this reason, in this work we address the biochemical characterization of
the HMPK from the enterobacteria Salmonella typhimurium (StHMPK) and the

thermophilic bacteria Thermus thermophilus (TtHMPK).
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Through stoichiometric experiments and product generation analysis, it was
established that both enzymes are able to perform two consecutive phosphorylations.
Substrate specificity experiments revealed that both enzymes are highly specific for
hydroxymethyl pyrimidine. Phylogenetic analysis of these enzymes showed that are
closely related to HMPKs/PLK from Gram positive organisms, being the later a direct
descendant from HMPKSs. Therefore, to study how these two groups of enzymes have
diverged so much in terms of their catalytic activities, we analysed the substrate binding
site of StHMPK by molecular dynamics simulations of the ternary complex (Mg-ATP -
HMP) and compared it to the binding site of the PLK from Staphylococcus aureus
(SaPLK). The results showed that there is an overall great conservation among the
active sites, with just a few differences that could be responsible for the functional
divergences observed, mainly the presence of a threonine residue adjacent to the
catalytic base in StHMPK which is replaced by an alanine in SaPLK, and the presence of
a glutamine that forms hydrogen bonds with the HMP in StHMPK.

Kinetic characterization of StHMPK and TtHMPK showed that both enzymes
have a similar Ky for HMP (around 30 puM) while the Vmax for TtTHMPK is one order of
magnitude lower than the Vmax for SSHMPK. However, these parameters were obtained
only for HMP saturation curves, which showed a Michaelis-Menten behaviour, whereas
ATP saturation curves displayed a clear deviation from a Michaelis-Menten model and
therefore, no kinetic parameters could be deduced from these experiments.

Finally, a biophysical and structural characterization to assess stability
differences was performed. Both enzymes seem to be in monomeric state under the

conditions assayed, in contrast with what was reported for the enzyme from E. coli,
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which forms a tetramer. Thermal and chemical unfolding experiments showed that
TtHMPK is significantly more stable than StHMPK. The structural basis for these
differences were investigated through molecular dynamics simulations, which revealed
that the thermostable protein is more rigid, has a reduced content of polar amino acids in

its core, and has more electrostatic interactions than its mesostable homologous.
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1. Introduccion

1.1 Tiaminay su biosintesis

La tiamina o vitamina By, es un cofactor enzimatico que participa principalmente
en procesos oxidativos del metabolismo energético y esta presente en organismos de los
3 dominios de la vida. La tiamina esta constituida por un anillo de metilpirimidina y un
anillo tiazolico (Figura 1A). Esta estructura corresponde a una forma so6lo de transporte
no metabdlicamente activa del cofactor. Las formas metabdlicamente activas
corresponden a la tiamina pirofosfato (Figura 1B) y la tiamina trifosfato (Figura 1C),
siendo la tiamina pirofosfato la forma mas caracterizada a nivel funcional, la cual
participa como estabilizador de grupos acil-carbaniones en reacciones que forman parte
del metabolismo oxidativo de hidratos de carbono y en el metabolismo de aminoacidos

de cadena ramificada (Schowen, 1998).
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Figura 1. Estructuras quimicas de la tiamina. A) Tiamina. B) Tiamina pirofosfato. C)
Tiamina trifosfato.



En seres humanos la tiamina debe ser incorporada al organismo a través de la
dieta y su déficit esta asociado a maltiples patologias, como el beriberi y el sindrome
Wernicke-Korsakoff (Haas, 1988). Por otra parte, en bacterias, plantas, hongos y
arqueas existen las rutas metabdlicas necesarias para su biosintesis, las cuales son

distintas entre si (Rodionov, 2002).
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Figura 2. Resumen de la via metabdlica de biosintesis bacteriana de tiamina.
Modificado de Begley y cols., 1999.

En bacterias, las dos regiones estructurales de la tiamina poseen origenes
biosintéticos independientes. El anillo tiazolico se forma a partir de hidroxietil-tiazol

monofosfato (HET-P) y el anillo pirimidinico proviene del 4-amino-5-hidroximetil-2-



metilpirimidina pirofosfato (HMP-PP) (Figura 2). Los genes implicados en la biosintesis
de tiamina en bacterias estan organizados en dos operones denominados thiCEFSGH y
thiMD, ademas de 4 loci independientes (thil, thiL, thiK y dsx) (Miranda-Rios y cols.,
2002). Ademaés, se ha demostrado que algunos de estos genes son regulados a nivel
traduccional, a través del bloqueo del sitio de unién a ribosoma mediante riboswitches
dependientes de tiamina (Winkler y cols., 2002).

Interesantemente, dentro de esta ruta biosintética, participan maltiples enzimas
con estructuras muy similares y que pertenecen a la misma familia de proteinas; la
familia de quinasas de vitamina dependientes de ATP. Esta familia forma parte de la
superfamilia riboquinasa, donde también se agrupa la familia de quinasas de azlcares
dependientes de ATP y la familia quinasas de azlcares dependientes de ADP. Las
enzimas de la familia de quinasas de vitaminas que participan en la via biosintética de
tiamina son la tiazol quinasa (ThiK), la piridoxal quinasa (PdxK o PLK) y la
hidroximetilpirimidina quinasa (HMPK o ThiD). La presencia de enzimas
estructuralmente similares y filogenéticamente relacionadas dentro de la misma ruta
biosintética sugiere un origen evolutivo comun, donde eventos de duplicacion vy
seleccién han generado enzimas especificas para cada paso de conversion metabdlica.
Sin embargo, al observar la ruta de fosforilacion de la rama biosintética de la 4-amino-5-
hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato (HMP-P, compuesto n°® 11 en fig. 2), queda en
evidencia que existe redundancia en las enzimas capaces de realizar estos procesos. El
paso de 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina (HMP) a hidroximetil pirimidina

fosfato (HMP-P), puede ser catalizado por dos productos de genes distintos, pdxK



(codificante de la piridoxal quinasa) y thiD (codificante de la hidroximetil pirimidina

quinasa), respectivamente.

1.2 Enzimas bifuncionales HMPK/PLK

La primera descripcion de la existencia de redundancia funcional en la
biosintesis de tiamina fue realizada en el afio 2004, por Park y colaboradores (Park y
cols., 2004). El objetivo inicial de este trabajo era clonar y caracterizar la proteina
homologa al gen thiD de Escherichia coli en Bacillus subtilis. Sin embargo, los
resultados obtenidos referentes a la actividad catalitica de esta enzima mostraron que es
capaz de utilizar HMP y piridoxal (PL) como aceptores de fosfato (siendo preferente por
éste Ultimo), generando hidroximetilpirimidina fosfato (HMP-P) y piridoxal fosfato,
respectivamente. Por lo que el producto del gen aislado de B. subtilis posee dos
actividades metabolicamente relevantes, es decir, es una enzima bifuncional
(HMPK/PLK, EC 2.7.1.35) que participa tanto en la ruta de biosintesis de piridoxal
fosfato (vitamina Bs) como de tiamina, razon por la cual debi6 ser recategorizado como
un homologo al gen pdxK (gen de la piridoxal quinasa) en lugar de thiD. Posteriormente,
otros estudios determinaron la presencia de enzimas HMPK/PLK en distintos
organismos Gram positivos, como Staphylococcus aureus y Clostridium difficile, de los
cuales se han determinado estructuras cristalograficas y los mecanismos quimicos por
los cuales transcurre el proceso catalitico (Nodwell y cols., 2014; Newman y cols.,
2006).

Anadlisis filogenéticos basados en estructuras disponibles en el PDB de estas

enzimas, muestran que son mas cercanas a las hidroximetilpirimidina quinasas



codificadas en el gen thiD (HMPKs, EC 2.7.1.35), que a las piridoxal quinasas presentes
en organismos Gram negativos y eucariontes, y que han sido las candnicamente
estudiadas, como la piridoxal quinasa de Homo sapiens y Escherichia coli. Un estudio
de la historia evolutiva de la bifuncionalidad en HMPKs/PLK mediante reconstruccion
de secuencias ancestrales revelé que el ancestro comin hipotético entre HMPKs y
HMPK/PLKs era especifico por HMP, por lo que el rol de esta enzima en la via de
biosintesis de vitamina Bs (piridoxal) corresponderia a una novedad adaptativa (Castro-

Ferndandez y cols., 2014).

1.3. Enzimas con actividad HMPK.

A diferencia de las piridoxal quinasas, las HMPKSs bacterianas no han sido
estudiadas tan exhaustivamente. A la fecha, existe una Unica caracterizacion bioquimica
de esta clase de enzimas, que corresponde al producto del gen thiD de Escherichia coli
(Mizote y cols., 1990). En este estudio se demostrd que esta enzima enzima oligomeriza
en forma de tetramero y que es es capaz de realizar dos fosforilaciones consecutivas a
expensas de ATP, por lo que aparte de catalizar la conversion de HMP a HMP-P,
cataliza la conversion de HMP-P a HMP-PP (Figura 3), por lo que también es una
enzima con dos actividades metabdlicamente relevantes: hidroximetil pirimidina quinasa

y fosfometilpirimidina quinasa.
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Figura 3. Esquema de la reaccion catalizada por la HMPK. Extraido de Cheng y cols.,
2002.

Pese a que HMPK/PLKs y HMPKs son enzimas homologas, las propiedades
cataliticas de esta Ultima son sustancialmente distintas. Si bien las HMPK/PLKs son
capaces de utilizar dos sustratos distintos como aceptores de fosforilo, el fendmeno de
doble fosforilacion observado en HMPKSs es Unico dentro de la superfamilia riboquinasa,
ya que en la segunda reaccion se utiliza un grupo fosfato como aceptor de un nuevo
grupo fosfato, en lugar de un hidroxilo como se observa comunmente, lo cual resulta
sorprendente cuando se consideran las grandes diferencias estereoquimicas y de
densidad de carga que existen entre ambos grupos quimicos y hasta ahora, no existe
claridad acerca de los mecanismos estructurales que permiten esta segunda fosforilacion.
Ademas, se report6é que la HMPK de E. coli es altamente especifica por HMP, y no es
capaz de fosforilar piridoxal, piridoxina ni piridoxamina, pese a la alta similitud
estructural entre estos sustratos.

Si bien hay un dnico reporte bioquimico de HMPKs (Mizote y cols., 1990),
existen dos estructuras cristalograficas disponibles en el Protein Data Bank; la estructura
de la HMPK de Salmonella typhimurium (1JXIy 1JXH) y la de Thermus termophillus

(1UBO), de las cuales sélo la primera posee una publicacion de asociada (Cheng y cols.,



2002), de la que desprenden las caracteristicas estructurales que se detallan a

continuacion.

(130

(132

Figura 4. Estructura de las HMPK. A) Estructura cristalografica de la HMPK de S.
typhimurium (PDB: 1JXI) unida a HMP, en amarillo se muestra el dominio rossmann,
en rojo el hairpin-B y en codigo CPK el ligando HMP. B) Diagrama topologico de la
HMPK, las hebras 3 y 4 constituyen el hairpin-p ilustrado en rojo en A, las lineas
punteadas representan las conecciones no resueltas a partir del mapa de densidad
electronica. Modificado de Cheng y cols., 2002

Las enzimas HMPK forman parte de la superfamilia riboquinasa. Al igual que
todas las enzimas de esta superfamilia, las HMPKs poseen un dominio mayor con un
plegamiento tipo Rossmann constituido por 8 hélices a, 2 hélices 310 y 8 hebras B y un
hairpin-p, equivalente al dominio menor de los otros miembros de esta superfamilia, que
actiia como “tapa” excluyendo al solvente del sitio activo (Cheng y cols., 2002) (Figura

4A). ElI mecanismo quimico por el cual transcurre la catalisis de la formacion del primer

producto es similar al de otros miembros de la superfamilia, con la diferencia de que un



residuo de cisteina actia como base catalitica, en lugar de un residuo de aspartico
(Figura 5). EI primer paso consiste en la desprotonacion de la base catalitica por accién
de un residuo de lisina, luego la cisteina sustrae un protdn desde el hidroxilo formando
un ion alcoxido el cual realiza un ataque nucleofilico sobre el fosfato y del complejo
Mg-ATP, produciendo una sustitucion nucleofilica de tipo SN.. Sin embargo, el
mecanismo por el cual transcurre la segunda reaccion de fosforilacion y el detalle exacto
de como se une HMP-P junto a ATP-Mg en el sitio activo ain son desconocidos.

A partir de los datos extraidos de esta estructura cristalogréafica, Cheng y cols.,
proponen un mecanismo para explicar como estas enzimas podrian catalizar el proceso
de doble fosforilacion, el cual se basa en la reorientacion del grupo fosfato del HMP-P
hacia un bolsillo capaz de estabilizar aniones, pero esta hip6tesis no es acompariada por

datos experimentales o tedricos que puedan sustentarla.
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Figura 5. Mecanismo quimico de la conversion de HMP a HMP-P. Se indican los
residuos seguin la numeracion en la secuencia de la HMPK de S. typhimurium.



Dado que a la fecha existe un Onico reporte donde se demuestra
experimentalmente la capacidad de la HMPK de Escherichia coli de catalizar dos
fosforilaciones consecutivas (Mizote y cols., 1990), queda abierta la interrogante acerca
la ubicuidad de esta propiedad funcional en ort6logos de otras especies de bacterias. Este
detalle no es trivial, sobre todo si se considera que organismos distantes evolutivamente
y que han sido sometidos a presiones selectivas fuertes, como por ejemplo, temperatura
0 pH extremo, pueden adquirir adaptaciones que se traduzcan en diferencias
significativas en el funcionamiento de su maquinaria molecular. En vista de que existen
dos estructuras conocidas de HMPKSs, provenientes de organismos que habitan nichos
ecoldgicos con temperaturas sumamente distintas (S. typhimurium y T. thermophilus) y
ninguna de ellas ha sido caracterizada, en este seminario de titulo se realiz6 la
caracterizacion bioquimica de estas enzimas (StHMPK y TtHMPK, respectivamente) en
términos de sus actividades cataliticas y propiedades biofisicas. Ademas, mediante
simulaciones de dindmica molecular, se describen las caracteristicas estructurales que
pudiesen estar asociadas a las diferencias de termoestabilidad que se espera para estas
proteinas.

Los resultados obtenidos en este seminario podrian ser de aporte en diversas
areas. Las enzimas pertenecientes a la ruta de biosintesis de tiamina han sido propuestas
como blancos atractivos para el desarrollo de nuevos antibiéticos contra enterobacterias
patogénicas, siendo la HMPK un candidato sobresaliente debido a su ausencia total de
homologos eucariontes. Por lo que conocer las propiedades cataliticas basica de esta
enzima aportaria datos para conocer que andamiaje de ligandos son capaces de unirse a

la enzima, y por ende, ser usados como base para el desarrollo de inhibidores.
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Por otra parte, dado que este trabajo tiene un caracter comparativo, se muestran
datos referentes a los mecanismos estructurales que explican las diferencias de
estabilidad entre ambas enzimas, lo cual podria tener implicancias para mejorar las

aproximaciones de disefio racional de biocatalizadores termoestables.

Objetivo general: Caracterizar las propiedades bioquimicas, cinéticas y de estabilidad
de las HMPKSs de S. typhymuurium y T. Thermophilus.
Obijetivos especificos:
e Expresar heter6logamente las HMPKs de S. typhimurium y T. thermophilis en E.
coli.
e Purificar ambas enzimas mediante cromatografia de afinidad en columna de
niquel.
e Demostrar la presencia de HMP-P y HMP-PP en los productos de reaccion a
través de cromatografia de intercambio aniénico.
e Determinar la especificidad por sustrato de StHMPK y TtHMPK frente a
distintas formas de vitamina Bs (piridoxal, piridoxina y piridoxamina).
e Determinar los parametros cinéticos de ambas enzimas (Km, Vimax, Keat).
e Determinar el estado de oligomerizacion de ambas enzimas por cromatografia de
exclusion molecular.
e Determinar la temperatura media de desplegamiento (Tm) y la concentracion
media desnaturante de cloruro de guanidinio (GndCl), mediante dicroismo
circular y fluorescencia intrinseca.

e Evaluar las diferencias estructurales entre ambas enzimas.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Manejo de cepas y vectores
2.1.1 Cepas

Se empled la cepa de Escherichia coli DH5a (genotipo: F-80dlacZz M15
(lacZY A-argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl)
para la produccion y purificacion de plasmidos. Para la sobreexpresion de proteinas se
utilizo la cepa de E. coli BL21(D3), cuyo genotipo es fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3)

[dem] AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5.

2.1.2 Vectores

Las secuencias codificantes de la 4-amino-5-hidroximetil-2-metil-pirimidina
quinasas de S. typhimurium y T. thermophilus fueron sintetizadas por la compafiia
comercial GenScript (GenScript USA Inc., Piscataway, NJ, Estados Unidos) y recibidas
en el vector de expresion pET-TEV-15b (derivado plasmido pET-15b), el cual incluye
un cassette de resistencia a ampicilina. La region codificante de las HMPKSs se posicion6
entre los sitios de restriccion Ncol y BamHlI, incluyendo un tag de polihistidina en el
extremo amino terminal y un sitio de corte reconocido por la proteasa del virus del
tabaco (TEV) entre el tag y el primer aminoédcido de la secuencia. Las secuencias

empleadas se muestran en formato FASTA en el anexo de este capitulo.
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2.1.3 Medios de Cultivo

El medio Luria Bertani (LB) se prepar6 utilizando 10 g/L de Bacto-triptona, 5
g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl y se esterilizd mediante autoclave.

El medio Terrific broth (TB) se prepard utilizando 24 g/L de extracto de
levadura, 12 ¢g/L de triptona, 4 mL/L glicerol y se esteriliz6 mediante autoclave.
Separadamente, se prepard y una solucién de 100 mL de tampon fosfato (0.17 M
KH2PO4 y 0.72 M K2HPO4). Ambas partes se mezclan en razon 1:9 inmediatamente

antes del uso del medio.

2.1.4 Transformacion de E. coli quimiocompetentes
Las células de E. coli quimiocompetentes fueron preparadas y transformadas
siguiendo el protocolo estdndar indicado en el kit Mix & Go!, utilizando 2 pL de

plasmido purificado (ZymoResearch, Irvine, Estados Unidos).

2.1.5 Aislamiento de plasmidos.

Los vectores obtenidos desde GenScript fueron empleados para transformar E.
coli DHSa. Para la purificacion de plasmidos se empled el kit comercial E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit Il (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, Estados Unidos) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Los plasmidos aislados fueron utilizados para las

transformaciones subsecuentes de E. coli BL21(DE3).
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2.2 Expresion y purificacion de proteinas
2.2.1 Purificacién de StHMPK 'y TtHMPK.

Las bacterias transformadas con el plasmido codificante de StHMPK fueron
crecidas en medio LB con 100 pg/mL de ampicilina a 37 °C hasta alcanzar ODego de ~
0.6. En el caso de TtHMPK, las bacterias fueron crecidas en medio TB con la misma
temperatura y concentracion de antibiotico, hasta alcanzar un ODego de ~ 0.8. La
expresion de proteinas fue inducida por 0.5 mM de Isopropil-p-D-tiogalactopiranosido
(IPTG) durante toda la noche a 30 °C para StHMPK y a 37 °C para TtHMPK. Las
bacterias fueron centrifugadas por 15 minutos a 3.210 g y resuspendidas en Buffer de
uniéon (Tris 50 mM pH 7,8 NaCl 0,5 mM, PMSF 1 mM, imidazol 20 mM).
Posteriormente, las bacterias resuspendidas se sonicaron en hielo, con 10 pulsos de 20
segundos a 35% de amplitud con 59 segundos de descanso (Digital Sonifier 450,
Branson). El lisado celular resultante se centrifugé a 18514 g por 30 minutos y la
fraccion soluble se filtr6 empleando filtros de 0.45 um (Jet Biofil). En el caso de
TtHMPK, la fraccion soluble fue sometida a un shock térmico de 70 °C por 15 minutos
previo a la filtracién y se centrifugé nuevamente a 16514 g por 10 minutos. La fraccion
soluble se carg6 en una columna HisTrap 5 mL (GE Healthcare) previamente
equilibrada con buffer de union empleando una bomba peristaltica BioRad con un flujo
de 2 mL/minuto y se lavo con 50 mL de buffer de union. SSHMPK fue eluida con un
gradiente de 100 mL de 20 a 250 mM de imidazol y TtHMPK con un gradiente de 20 a
500 mM de imidazol, usando un flujo de 2 mL/min y colectando fracciones de 2 mL en

un sistema de purificacion AKTA Prime (GE Healthcare). La pureza de las proteinas
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obtenidas fue evaluada mediante SDS-PAGE. Las fracciones con actividad fueron
mezcladas y dializadas contra 2 L de un buffer 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM 2-
mercaptoetanol y 10% glicerol para StHMPK y 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM 2-
mercaptoetanol, 300 mM NaCl y 10% glicerol para TtHMPK. En el caso particular de
StHMPK, se agregaron 100 mM de arginina y se llevd la concentracion de glicerol a
20% antes del almacenado. Las proteinas fueron alicuotadas en volimenes de 400 pL y
almacenadas a - 80 °C hasta su uso posterior. La concentracion de proteina fue
determinada por absorbancia a 280 nm, asumiendo un coeficiente de extincién molar de
31970 Mt cm? para StHMPK y 11460 M* cm? para TtHMPK, los que fueron

determinados mediante el servidor web ProtParam de Expasy (Gasteiger y cols., 2005)

2.2.2 Electroforesis desnaturante de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se agregaron 20 pg de proteina en una solucién de Tris-HCI pH 7.6 60 mM, SDS
al 10%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0.02% en un
volumen final de 20 pL y se calentd a ~100 °C por 5 minutos. La electroforesis se
realizd en geles de poliacrilamida al 12% en presencia de solucion TG-SDS 1X (3.02
o/L Tris, 14.4 g/L glicina, 1 g/L SDS a pH 8.4), a un amperaje constante de 30 mA. Una
vez finalizada la electroforesis, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie al 0.1%

y destefiidos con una mezcla de metanol 40%, acido acético 10% Yy agua.

2.3 Estequiometria de la reaccién catalizada por SSHMPK y TtHMPK
La actividad enziméatica de StHMPK y TtHMPK se midié mediante el ensayo

acoplado piruvato quinasa / lactato deshidrogenasa (Castro-Fernandez, 2014).
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Brevemente, este ensayo se basa en el uso del ADP liberado de la fosforilacion ATP-
dependiente. EI ADP es usado como sustrato por la piruvato quinasa en presencia de
fosfoenolpiruvato (PEP) para generar ATP vy piruvato, el piruvato es reducido a lactato
en presencia de NADH por la lactato deshidrogenasa. La oxidacion de NADH a NAD+
fue monitoreada espectrofotométricamente siguiendo la pérdida de absorbancia a 340
nm. Los ensayos estequiométricos se realizaron en un volumen final de 0.5 mL de una
solucién con 50 mM HEPES pH 7.0, 125 mM KCI, 0.3 mM PEP, 0.1 mM NADH, 0.05
mM HMP, 1 mM ATP, 5 mM MgCl,, 1.6 U/mL de piruvato quinasa, 4.8 U/mL de
lactato deshidrogenasa y 0.5 uM de StHMPK o0 10 pM de TtHMPK y asumiendo un

coeficiente de extincion molar de 6.22 mM™* cm™ .

2.4 Separacion de productos de reaccion mediante HPLC

Los productos de una mezcla inicial de sustratos (0.07 mg/mL de StHMPK, 50
mM HEPES pH 7.0, 0.5 mM HMP, 0.1 mM ATP, 5 mM MgCl,) fueron separados por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) utilizando una columna de
intercambio anidnico (MonoQ HR 5/5, Pharmacia Biotechnology, pre equilibrada con
buffer 25 mM Tris-HCI pH 7.5) con un gradiente de 0 a 35% de un buffer 1 M NaCl, 25
mM Tris-HCI pH 7.5 a flujo 1 mL/minuto, monitoreando la absorbancia a 235 nm. Al
mix de reaccién se le adiciono 300 mM KCI, 0.3 mM PEP y 1.6 U/mL de piruvato
quinasa, para remover el ADP del medio de reaccion y prevenir la co-migracion con
HMP-PP. La proteina se removi6 del medio de reaccion transcurrido distintos tiempos
de incubacion por ultrafiltracién con tubos Amicon (Sigma-Aldrich) de 10 KDa y 25 pL

de muestra fueron cargados en la columna.
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2.5 Especificidad por sustrato de SSHMPK 'y TTHMPK

Primero, se determind la actividad especifica de StHMPK y TtHMPK en
presencia de 100 uM de HMP y 1 mM de ATP, en un buffer HEPES 50 mM pH 8.0, 125
mM KCI, 0.3 mM PEP, 0.1 mM NADH, 6 mM MgCl», 1.6 U/mL de piruvato quinasa,

4.8 U/mL de lactato deshidrogenasa, siguiendo la ecuacién 1

__ Abs/sx60xVr
T 6.22xVgxC

A.E

Ecuacién 1

Donde A.E es la actividad especifica medida en unidades de actividad enzimatica
(U, definida como pM min* de ADP producido) por mg, Abs/s corresponde al cambio
de absorbancia por segundo, V't es el volumen en mL en que se realiza la reaccion, Ve es
el volumen en mL de enzima HMPK usado, C es la concentracion en mg/mL de la
enzima HMPK usada y 6.22 representa el coeficiente de extincion molar del NADH,
medido en mM™ cm™. Luego, se determind la actividad en presencia de 100 uM de

piridoxal, piridoxina o piridoxamina.

2.6 Reconstruccion filogenética entre HMPKs y PLKSs.

Se extrajeron secuencias del producto del gen thiD, pdxK y pdxY desde la base
de datos UniProtKB mediante busqueda directa. Se realiz6 un alineamiento de
secuencias multiple con restricciones estructurales derivadas de las estructuras
cristalogréficas de StHMPK (PDB 1JXI), TtHMPK (PDB 1UBO0), la PLK de S. aureus

(PDB 4C5J) y la PLK de B. subtillis (PDB 215B), mediante el servidor web PROMALS-
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3D (Pey y cols., 2008). Se eligio el modelo evolutivo que explica mejor el set de datos
utilizando el programa ProtTest 3.0 y discriminando segun el criterio de informacion de
Akaike corregido (Darriba y cols., 2011). El arbol filogenético fue construido por
método de méxima verosimilitud empleando el programa PhyML (Guindon y cols.,
2010) utilizando un modelo de sustitucion aminoacidica LG con correccién por sitios
invariantes y con variacién entre sitios de acuerdo a una distribucién gamma, la robustez

de los nodos se evalu6 mediante el test de razon de verosimilitudes.

2.7 Dindmica molecular del complejo ternario ATP-HMP de StHMPK

El complejo ternario ATP-Mg - HMP de StHMPK fue modelado utilizando
Modelller v9.15 (Fiser y cols., 2000), empleando como templados estructurales la
enzima StHMPK en presencia de HMP (PDB 1JXI) y la PLK de S. aureus (PDB 4C5J)
en presencia de un analogo no hidrolizable de ATP. Los ligando fueron incorporados
mediante la funcion env.io.hetatm y se utilizd el alineamiento generado durante la
inferencia filogenética para la construccion de los modelos. Se generaron 30 modelos, de
los cuales se seleccion6 el mejor mediante la funcion energética basada en potenciales
estadisticos DOPE Score (Shen & Sali, 2006).

Para ATP y Mg, se utilizaron los parametros disponibles en la literatura (Allner y
cols., 2012; Meagher y cols., 2003) y para la proteina se utilizé el campo de fuerza
ff99SB. Para el caso de HMP, se utiliz6 como base el campo de fuerza general de amber
GAFF (Wang y cols., 2004). Los parametros faltantes y la topologia de la molécula
fueron generados utilizando el programa antechamber incorporado en AmberTools

(Wang y cols., 2001). El sistema fue solvatado en una caja de modelo de agua TIP3P
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extendida a 10 A por sobre los atomos de proteina y neutralizado con iones
monovalentes (Na*/CI) utilizando el mddulo tleap de AMBER (Case y cols, 2005). El
sistema se llevd a una conformacion de minima energia mediante un proceso iterativo
escalonado. Primero se minimizaron las estructuras con una restriccion posicional
armonica sobre todos los 4&tomos pesados (C, O, N, S) de 500 kcal/mol x A2, empleando
1000 pasos de gradiente conjugado y 1000 pasos de maxima pendiente, luego se repitid
el proceso de minimizacién usando los mismos pasos, pero s6lo con restricciones
posicionales a los Ca, disminuyendo la magnitud de la restriccién en cada iteracion. Se
realizaron en total 5 minimizaciones extra, restringiendo el sistema a 50, 40, 30,20y a5
kcal/mol x A2 Los sistemas de minima energia resultantes del Gltimo proceso de
minimizacion fueron equilibrados en una simulacion con condiciones de limite
periddicas en el ensamble canénico (NVT) aumentando la temperatura desde 100 K a
300 K en una ventana de 200 ps, empleando un paso de tiempo de 2 fs y 100000 pasos
totales de simulacion. Después se realizaron simulaciones de produccion con
condiciones de limite periddicas en el ensamble isotérmico e isobarico (NPT, a 300 Ky
1 atm) de 50 ns, empleando un paso de tiempo de 2 fs y 25000000 pasos totales de
simulacion, y controlando la temperatura mediante termostato Langeviano. Se utiliz6 un
cut-off de 10 A para el célculo de interacciones electrostaticas coulémbicas de corto
alcance y de van der Waals y se utilizd el método de grillas de particulas de Ewald
(PME) para evaluar las interacciones electrostaticas de largo alcance. La desviacion
cuadratica media (RMSD) de los atomos del sistema fue monitoreado empleando RMSD

Trajectory Tool de VMD, segun la ecuacion 2 (Humphrey y cols., 1996)
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1
RMSD = \/EZ};O Z?’zl(ri(tj) —1;(tp))? Ecuacion 2

Donde N corresponde al nimero total de 4&tomos, T corresponde al tiempo total
de simulacion, ri(t;) es la posicion del i-ésimo &tomo en el tiempo t; y ri(to) corresponde a

la posicion inicial del i-ésimo atomo.

2.8 Determinacion de las constantes cinéticas de StHMPK'Y TtHMPK

Las preparaciones enzimaticas se mezclaron con una solucién con 50 mM
HEPES pH 7,0, 125 mM KCI, 0.3 mM PEP, 0.1 mM NADH, 5 mM MgCly, 1.6 U/mL
de piruvato quinasa, 4.8 U/mL de lactato deshidrogenas y se variaron las
concentraciones de uno de los co-sustratos mientras el otro se mantuvo saturante. Se
registro la pendiente de la region lineal de las curvas de progreso y se transformd la tasa
de consumo sustratos a actividad especifica (U/mg) empleando la ecuacion 1.

Se ajusté un modelo Michaelis-Menten (ecuacion 3) a la curva de HMP obtenida
para StHMPK y TtHMPK, mediante una regresion no lineal empleando GnuPlot

(Racine, 2006).

V
Vo = ——— Ecuacion 3
Km+ [S]
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Donde vo es la velocidad de reaccion, Vmax es la velocidad méxima del sistema,
Km es la constante Michaelis-Menten y [S] es la concentracion de sustrato. La constante

catalitica keat (s1) se calcul6 de acuerdo a la ecuacion 4.

V X PM
kcat = ";ggo < 60 Ecuacion 4

Donde Vmax €s la velocidad méxima en U/mg, PM corresponde al peso molecular
en g/mol, determinado a través del servidor web ProtParam de Expasy (Gasteiger y
cols., 2005). Los valores empleados fueron 30.94 KDa para StHMPK y 29.18 KDa para

TtHMPK.

2.9 Cromatografia de exclusion molecular

Se cargaron 20 pL de proteina a 1 uM de concentraciéon (StHMPK o TtHMPK)
en una columna Superdex-75g (GE Healthcare) y se eluyeron con un gradiente
isocratico de buffer 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 300 mM NaCl y 5 mM 2-mercaptoetanol a
un flujo de 0.8 mL minuto. Los tiempos de retencion se determinaron monitoreando la
absorbancia a 280 nm. La columna se calibré con un estandar molecular de peso
molecular conocido (BioRad). Se ajustd un modelo de decaimiento exponencial a los

datos obtenidos usando el programa GraphPad Prism.
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2.10 Determinacion de la estabilidad de SStHMPK y TtHMPK

La temperatura media de desplegamiento (Tm) de cada proteina se determiné a
través de dicroismo circular (CD) monitoreando la sefial de elipticidad a 222 nm de una
muestra con 0.2 mg/mL de proteina en un buffer 50 mM Na:HPO4/NaH2PO, pH 7.8 en
un volumen final de 0.3 mL, sometida a rampas de temperatura de gradiente 1 y 3
°C/minuto. Los datos de elipticidad obtenidos se transformaron a fraccion nativa (fn)

siguiendo la ecuacion 5.

fn=1—fy Ecuacién 5

Donde fy corresponde a la fraccion desplegada, la cual se calcula mediante la
ecuacion 6.

0-6n 6—(mNT+Cp)
Oy — On o (mUT+Cu)— (mnNT+CpN)

Ecuacion 6

fu =

Donde 0 es la elipticidad medida, On es la sefial del estado nativo, By es la sefial
del estado desplegado, my es la pendiente del ajuste lineal de la region pre-exponencial,
Cn es la constante del ajuste de la region pre-exponencial, my es la pendiente del ajuste
lineal de la region post-exponencial, Cu es la constante del ajuste de la region post-
exponencial y T es la temperatura. Se ajusté una distribucién de Boltzmann a los datos

para obtener el valor exacto de Tm de acuerdo a la ecuacién 7.
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1
Ecuacién 7

fn=1-

T
[+ m

Donde e es el nimero de euler, T es la temperaura, Tm es la temperatura media
de desplegamiento y m es la pendiente de la region exponencial.

La concentracion media desnaturante de cloruro de guanidinio (Cm) se
determind monitoreando la fluorescencia intrinseca de triptofanos en un fluorimetro
JASCO FP8300, frente a concentraciones crecientes del desnaturante (GndCl). Las
reacciones de desplegamiento se realizaron utilizando una concentracién final de
proteina de 1 puM, en un buffer con 50 mM HEPES pH 7,0, 100 mM arginina, 5%
glicerol y 1 mM TCEP para StHMPK y 50 mM HEPES pH 7,0, 300 mM NaCl y 1 mM
TCEP para TtHMPK. Las muestras fueron equilibradas toda la noche a 25 °C antes de
realizar las mediciones. Las muestras fueron excitadas a 295 nm y se registré el espectro
de emision entre 305 y 450 nm. Se determind la fraccion nativa utilizando la ecuacién 6,
pero reemplazando la observable experimental 6 por la fluorescencia a 320 nm para
StHMPK vy la intensidad méaxima de fluorescencia para TtHMPK. Los datos obtenidos
fueron ajustados a un modelo idéntico que el mostrado en la ecuacion 7, pero que
considera el valor de Cm en lugar de Tm y la concentracion de GndCl en lugar de la

temperatura, tomando los datos desde el punto de méxima intensidad de fluorescencia.
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2.11 Comparacion estructural entre StHMPK y TtHMPK
2.11.1 Dindmica molecular de StHMPK 'y TtHMPK

Se utilizaron como base las estructuras cristalograficas en conformacién apo de
StHMPK y TtHMPK (PDB: 1JXH y 1UBO, respectivamente). Los loops faltantes en
ambas estructuras fueron adicionados empleando Modelller v9.15 (Fiser y cols., 2000).
Las cargas formales en los residuos protonables fueron asignadas usando Propka (Li y
cols., 2005), incorporado en el conjunto de Protein Preparation Wizard del software
Maestro (Schrodinger, 2018). Las estructuras resultantes fueron solvatadas en cajas de
modelo de agua TIP3P extendida a 10 A por sobre los &tomos de proteina y neutralizadas
con iones monovalentes (Na* y CI', segln corresponde), utilizando el médulo tleap de
AMBER (Case y cols, 2005). Las estructuras fueron minimizadas empleando el campo
de fuerza ff99SB de AMBER (Wang y cols., 2005), mediante un proceso iterativo
escalonado. Primero se minimizaron las estructuras con una restriccion posicional
armonica sobre todos los atomos pesados (C, O, N, S) de 500 kcal/mol x A%, empleando
1000 pasos de gradiente conjugado y 1000 pasos de méaxima pendiente, luego se repitid
el proceso de minimizacion usando los mismos pasos, pero solo con restricciones
posicionales a los Ca, disminuyendo la magnitud de la restriccion en cada iteracion. Se
realizaron en total 5 minimizaciones extra, restringiendo el sistema a 50, 40, 30,20y a5
kcal/mol x A2 Los sistemas de minima energia resultantes del Gltimo proceso de
minimizacién fueron equilibrados en una simulacion con condiciones de limite
periddicas en el ensamble canénico (NVT) aumentando la temperatura desde 100 K a

300 K en una ventana de 200 ps, empleando un paso de tiempo de 2 fs y 100000 pasos
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totales de simulacion. Después se realizaron simulaciones de produccion con
condiciones de limite periddicas en el ensamble isotérmico e isobarico (NPT, a 300 K y
1 atm) de 50 ns, empleando un paso de tiempo de 2 fs y 25000000 pasos totales de
simulacion, y controlando la temperatura mediante termostato Langeviano. Se utilizd un
cut-off de 10 A para el calculo de interacciones electrostaticas coulémbicas de corto
alcance y de van der Waals y se utilizd el método de grillas de particulas de Ewald

(PME) para evaluar las interacciones electrostaticas de largo alcance.

2.11.2 Analisis de las trayectorias

El RSMD de los Ca de cada sistema se determind utilizando la extension RMSD
Trajectory Tool de VMD (ver ecuacion 2) (Humphrey y cols., 1996). El RMSF de los Cq
se determind usando la funcién atomicfluct del software cpptraj, segin la ecuacion 8

(Roe & Cheatham, 2013).

2
RMSF; = \/%ZTi=1|ri(ti) — TiREpl Ecuacion 7

Donde RMSF; corresponde a la fluctuacion del i-ésimo &tomo, T es la cantidad
total de pasos de simulacion analizados, ri(ti) representa la posicion del i-ésimo atomo en
el i-ésimo paso de simulacion y riRE corresponde a la posicion del i-ésimo atomo en la
estructura de referencia. Para los célculos de RMSF la estructura de referencia utilizada

fue la conformacion derivada del andlisis de clusters detallado més adelante.
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Las matrices de correlacion cruzada de residuos fueron calculadas empleando el
paquete Bio3D para el software de estadistica R, siguiendo la ecuacion 8 para

correlacion de elementos en el espacio (Grant y cols., 2006).
At _ At _ .
Cij =— [ZZ:OAtri(t)r}'(t) - = CIZ () i=oy (t))] Ecuacion 8

Donde Cj; es el indice de correlacion entre los atomos i y j, A¢ corresponde al
paso de tiempo de la simulacion, T corresponde al tiempo total de simulacién analizado,
ri(t) es la posicion del &tomo i en el tiempo t, y rj(t) es la posicion del atomo j en el
tiempo t. Posteriormente, los indices de correlacion son normalizados para que fluctien

entre -1 y 1 mediante la ecuacién 9.

Cij

“i = T

Ecuacion 9

Las estructuras representativas de los ensambles conformacionales explorados
durante la simulacion fueron determinadas mediante anélisis de cluster utilizando la
funcién cluster de cpptraj. Este método, se basa en la agrupacién de datos en clusters, de
manera que los datos pertenecientes a un cluster son mas similares entre si, que los datos
fuera del cluster (Roe y cols., 2014). Las variaciones de RMSD mayores a 1 A dentro de

la trayectoria fueron consideradas significativas y por ende, agrupadas en ensambles
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distintos, y ademas, una cantidad minima de 25 estructuras (equivalentes a mantener el

sistema dentro del ensamble por 125 ps) para considerar al ensamble como relevante.

2.11.3 Composicién aminoacidica del nucleo de StHMPK y TtHMPK

En base a la estructura representativa del ensamble conformacional més visitado
durante el tiempo de simulacién, se determind la distribucion de aminoacidos en el
ndcleo y la superficie de la proteina. Para esto, se calculo la superficie molecular de cada
residuo de la proteina mediante el servidor web WHAT-IF (Vriend, 1990) y se
categorizaron de acuerdo a esta. Si la superficie molecular del residuo es mayor a 5 A?,
se considerd como residuo expuesto a la superficie, de lo contrario se consideré como
parte del nucleo. Luego, se analizd la composicién porcentual para cada residuo en el

ndcleo de la proteina.

2.11.4 Analisis de interacciones no covalentes en StHMPK y TtHMPK

Las interacciones idnicas presentes en las estructuras representativas de la
dinamica fueron calculadas utilizando el servidor web Protein Interaction Calculator
(PIC) (Tina y cols., 2007), utilizando una distancia maxima de 3.5 A. Para determinar la
existencia de pares ionicos a lo largo de la trayectoria de dinamica molecular, se utilizd
la extension Salt Bridges de VMD, solo se consideraron como interacciones
significativas aquellas que persisten por mas del 5% de los 40 ns de simulacion

analizados.
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Las interacciones por puente de hidrdgeno se calcularon utilizando la funcion
hbond de cpptraj, utilizando como criterios de corte una distancia méaxima de 3.5 A entre
el hidrégeno del dador y el &omo aceptor, y un angulo entre el &tomo dador de puente
de hidrogeno, el hidrégeno y el &omo aceptor de al menos 120° (de un maximo de
180°). Para el conteo de interacciones, s6lo se consideraron aquellos puentes que se
mantienen en configuraciones congruentes con la definicion dada por al menos 5 % del

tiempo de simulacion.

2.12 Anexo
2.12.1 Secuencia de StHMPK

>StHMPK
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMOQRINALTIAGTDPSGGAGIQADLKTFSALGAYGCSVI
TALVAQNTCGVQSVYRIEPDFVAAQLDSVFSDVRIDTTKIGMLAETDIVEAVAERLQRH
HVRNVVLDTVMLAKSGDPLLSPSAIETLRVRLLPQVSLITPNLPEAAALLDAPHARTEQE
MLAQGRALLAMGCEAVLMKGGHLEDAQSPDWLFTREGEQRFSAPRVNTKNTHGTGC
TLSAALAALRPRHRSWGETVNEAKAWLSAALAQADTLEVGKGIGPVHHFHAWW

2.12.2 Secuencia de TtHMPK

>TtHMPK
MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMRVALTIAGSDSGGGAGVQADLKVFFRFGVYGTSAL
TLVTAQNTLGVQRVHLLPPEVVYAQIESVAQDFPLHAAKTGALGDAAIVEAVAEAVRR
FGVRPLVVDPVMVAKSGDPLLAKEAAAALKERLFPLADLVTPNRLEAEALLGRPIRTLK
EAEEAAKALLALGPKAVLLKGGHLEGEEAVDLLATRGGVLRFSAPRVHTRNTHGTGCT
LSAAIAALLAKGRPLAEAVAEAKAYLTRALKTAPSLGHGHGPLDHWA
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3. Resultados

3.1 Expresion heterologa y purificacion de StHMPK y TTHMPK

Ambas enzimas fueron expresadas utilizando el vector pET-TEV-15b en E. coli
BL21(DE3) y purificadas mediante un Unico paso cromatografico empleando una
columna de afinidad de niquel, eluyendo con un gradiente de imidazol. En el caso de
TtHMPK se realizd un paso previo a la cromatografia, que consistio en calentar el lisado
celular a 70°C por 15 minutos y descartar la fraccion insoluble mediante centrifugacion.
El resultado de la purificacion de ambas enzimas se muestra en la figura 6. En ambos
casos, la proteina eluye en un unico pico entre los 35 y 50 mL, cuando se alcanza un ~35

% de la solucién de elucioén.

>
w

T20+ T T T T T 120
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540+
80+

3601 fi -

180+

Absorbancia 280 nm
Absorbancia 280 nm

0 20 40 B0 g0 100 0 15 30 45 60 78 90
Volumen (mL) Volumen(mL)

Figura 6. Cromatogramas representativos de las eluciones de StHMPK (A) y de
TtHMPK (B) en columnas de afinidad de niquel.
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La pureza de las proteinas fue analizada por SDS-PAGE. A modo de control, se
cargaron 20 pg de proteina de cada etapa del proceso de purificacion (figura 7).

En ambos casos, los resultados indican que tras un Unico paso cromatografico se
obtiene una proteina altamente pura (cercana al 95%). Para StHMPK se obtienen

alrededor de 15 mg por litro de cultivo, mientras que el rendimiento para TtHMPK es de

~5 mg por litro de cultivo.

14 KDa

Figura 7. SDS-PAGE de la purificacion de StHMPK (A) y TtHMPK (B). A) 1.
Estandares de peso molecular, 2. Pella, 3. Lisado celular, 4. Frente de la columna, 5.
Lavado, 6. Proteina pura. B) 1. Estandar de peso molecular, 2. Pella, 3. Lisado celular, 4.
Frente de la columna, 5. Proteina pura.

3.2 Andlisis de la fosforilacion doble de HMP por StHMPK y TtHMPK

Para demostrar que las enzimas purificadas son funcionales y que poseen la
capacidad de catalizar dos fosforilaciones dependientes de ATP, se realizaron analisis
estequiométricos entre el consumo de NADH (asociado a la aparicion de ADP) y la

disponibilidad de HMP en el medio de reaccién. Se realizaron experimentos de
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titulacion de ADP empleando el ensayo acoplado PK/LDH vy utilizando una

concentracion inicial de 50 uM de HMP (Figura 8).

1.0 T T T T T

0.8- — TtHMPK J
— StHMPK

0.6+ -
0.4+ -

0.2 -

Absorbancia a 340 nm

OO T T T ) ) I
0 340 680 1020 1360 1700

Tiempo (s)

Figura 8. Curvas de progreso representativas de la titulacion de ADP para StHMPK
(verde) y TtHMPK (rojo).

En base a las diferencias entre la absorbancia inicial y final, es posible establecer
la cantidad de moles de ADP producidos (equivalentes a los moles de ATP consumidos)
por mol de HMP, considerando que por cada mol de ADP producido, se oxida 1 mol de

NADH y que este tiene un coeficiente de extincion molar de 6.22 mM™ cm™ (Tabla 1.)
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Tabla I. Estequiometria del consumo de NADH por produccion de ADP, empleando 50
UM de HMP. Se indican los valores promedio de 2 réplicas biologicas y el error
estandar.

Proteina  Abs. inicial ~ Abs. final Aabs NADH [NADH]/[HMP]
(340 nm) (340 nm) consumido
(UM)
| | ] | | I
StHMPK 0.81+0.03 0.21+0.06 0.60+0.09 96.65 + 15.24 1.93+0.30
TtHMPK  0.77+0.02 0.24+0.02 0.54 +0.002 86.58 £ 0.24 1.73 £ 0.005

Estos resultados indican que por cada mol de HMP que se consume, se producen
1.93 mol de ADP para StHMPK y 1.73 mol de ADP para TtHMPK, lo que evidencia que
ambas enzimas pueden fosforilar dos veces el sustrato HMP.

Para obtener una confirmacion mas analitica de la doble fosforilacion realizada
por las HMPK, se realiz6 un andlisis de la formacion de productos mediante HPLC. Para
esto, se utilizd una columna de intercambio aniénico para separar los productos de
reaccion segun su grado de fosforilacion, los que se eluyeron aumentando la fuerza

idnica del medio.
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Figura 9. Analisis de los productos de la reaccion catalizada por StHMPK mediante
cromatografia de intercambio aniénico. A) Cromatogramas resultantes de la separacion
de 4 muestras distintas, correspondientes a diferentes tiempos de incubacion con la
enzima, monitoreadas a 235 nm. Cada compuesto dentro de la mezcla (1. HMP, 2.HMP-
P, 3. HMP-PP), fue asignado segun los tiempos de retencion esperados de acuerdo a los
grados de fosforilacion de cada uno. B) Curvas de progreso para HMP, HMP-P y HMP-
PP, resultantes de la integracion del area bajo la curva de los cromatogramas mostrados

en A.
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Del cromatograma resultante y de las curvas de progreso inferidas a partir de éste
(Figura 9A y 9B, respectivamente), se observa la desaparicion tiempo-dependiente del
primer pico y la aparicion consecutiva de dos picos con tiempos de retencion 6.1 y 8.6
minutos respectivamente. Sin embargo, se observa que el segundo pico (HMP-P)

aparece de manera transitoria y desaparece tras tiempos largos de reaccion.

3.3 Especificidad por sustrato en HMPKSs

La HMPK de E. coli ha sido reportada como una enzima altamente especifica
por HMP, siendo incapaz de catalizar la fosforilacion de sustratos muy similares, como
piridoxal (PL), piridoxina (PN) y piridoxamina (PM) (Mizote y cols., 1998). Por otro
lado, la primera descripciéon de un homélogo a HMPK en un organismo Gram positivo
(B. subtillis) revel6 que éste cataliza la fosforilacion de piridoxal (PL) como sustrato
principal y una unica fosforilacion con menor afinidad sobre HMP, lo que forz6 la
recategorizacion de este gen de thiD a pdxK (Park y cols., 2004). Estudios posteriores
corroboraron que PdxKs de otros organismos Gram positivos también fosforilan tanto
PL como HMP (Nodwell y cols., 2014). Con el objetivo de evaluar la especificidad por
sustrato de StHMPK y TtHMPK, se realizaron ensayos de actividad en presencia de 100
UM de PL, PM o PN y 1 mM de ATP. Los resultados muestran que ambas enzimas son

altamente especificas por HMP (Figura 10).
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Figura 10. Especificidad de sustrato en (A) StHMPK y (B) TtHMPK. En ambos casos,
la enzima practicamente no muestra actividad en presencia de piridoxal (PL), piridoxina
(PN) y piridoxamina (PM). La actividad se normalizé6 en relacion a la actividad
especifica frente a HMP, la altura de la barra representa el promedio de tres réplicas y la
barra de error representa la desviacion estandar.

La alta especificidad por HMP vy la capacidad de catalizar dos fosforilaciones
consecutivas observadas en las HMPKSs contrasta notablemente con lo reportado para las
enzimas con actividad HMPK/PLK codificadas en el gen pdxK presentes en organismos
Gram positivos, que catalizan la fosforilacion de mdltiples sustratos, pero sélo son
capaces de fosforilar sobre hidroxilos por lo que solo fosforilan una vez. Si bien estudios
anteriores muestran que las PLK/HMPK estan méas emparentadas con las HMPK que

con las PLKs candnicamente estudiadas, presentes en organismos Gram negativos (Yang

y cols., 1996), estos resultados sélo se basan en alineamientos estructurales de proteinas,
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y no han sido exhaustivos en recopilar todas las secuencias pardlogas presentes en cada
organismo. Para determinar la distancia evolutiva entre ambos grupos de enzimas, se
realiz6 un alineamiento de secuencias multiples para construir un arbol filogenético por
maxima verosimilitud, incluyendo secuencias aminoacidicas codificadas por genes thiD
(HMPK), por genes anotados como pdxK (PLK o HMPK/PLK) y secuencias de la
piridoxal quinasa codificada en el gen pdxY, otro miembro de esta familia de quinasas

que es especifica por piridoxal (Yang y cols., 1998) (Figura 11).

El arbol filogenético construido muestra una divergencia evolutiva clara entre las
PdxK incorporadas. Existe un grupo parafilético de PdxK (destacado en rojo en fig.11),
compuesto por secuencias provenientes de organismos Gram negativos y algunos
organismos Gram positivos pertenecientes a los phylums como Firmicutes,
Lactobacilialles y Clostridiales y se encuentran mas emparentadas con las piridoxal
quinasas codificadas en el gen pdxY, las cuales corresponden a otro subgrupo
perteneciente a la superfamilia riboquinasa (Safo y cols.,, 2004). Todas las ThiD
analizadas se agrupan en un Unico grupo (destacado en azul), del cual emerge otro grupo
monofilético de PdxK, donde se encuentran las secuencias de PdxK de organismos
Gram positivos, reportadas como enzimas bifuncionales, como la HMPK/PLK de S.

aureus y B. subtillis.
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Homo sapiens PdxK
Ovis aries PdxK
Yersinia pestis PdxY
Escherichia coli PdxY
Salmonella typhimurium PdxY
Deinococcus geothermalis PdxY
Staphylococcus aureus PdxY
A%roba,cterlum,tumefamens PdxK
Rhizobium meliloti PdxK
Acinetobacter baumannii PdxK
Salmonella typhimurium PdxK
Escherichia coli PdxK
Klebsiella pneumoniae PdxK
Burkholderiaceae bacterium PdxK
Bordetella pertussis PdxK
Achromobacter denitrificans PdxK
Lactobacillus fermentum PdxK
Lactobacillus plantarum PdxK
Lactobacillus acidophillus PdxK
Butyribacterium methylotrophicum Pdx¥
Prevotella pallens PdxK
Clostridium botulinum PdxK
Clostridium tetanii PdxK
Bacteroides fragilis PdxK_
Acinetobacter baumannii ThiD
Achromobacter denitrificans ThiD
Frankia alni ThiD .
Frankia canadensis ThiD
Thermocrinis albus ThiD _
Deinococcus misasensis ThiD
Deinococcus deserti ThiD _
Deinococcus radiodurans ThiD
Deinococcus geothermalis ThiD
Thermus thermophilus ThiD®
Thermus scotoductus ThiD
Thermus sp. ThiD_
Thermus oshimai ThiD.
Thermus aquaticus ThiD .
Agroba_cterlum,tumefa,clens ThiD
Rhizobium meliloti ThiD.
Burkholderia cepacia ThiD
Burkholderia sp ThiD
Edwardsiella tarda ThiD
Yersinia nurmii ThiD | .
Moellerella wisconsensis ThiD
Yersinia pseudotuberculosis ThiD
Serratia ficaria ThiD_
Klebsiella variicola ThiD_
Klebsiella pneumoniae ThiD.
Salmonella typhimurium ThiD®
scherichia coli Thi .
Bordetella pertussis ThiD
Nocardiopsis alba ThiD
Clostridium tetanii ThiD
Clostridium botulinum ThiD ;
Butyribacterium methrglotrophlcum ThiD
Prevotella pallens Thil
Myroides odoratus ThiD
Bacteroides fragilis ThiD
Bacillus anthracis ThiD_
Neisseria meningitidis ThiD .
Leuconostoc mesenteroides ThiD
Lactobacillus brevis Thi .
Lactobacillus acidophilus ThiD
Lactobacillus sakei ThiD .
-~ Lactobacillus fermentum_ThiD
Lactobacillus plantarum ThiD |
Streptococcus pneumoniae ThiD
Staphylococcus aureus Th .
Staphylococcus epidermidis ThiD
Bacillus subtilis PdxK
Bacillus anthracis PdxK
Bacillus cereus PdxK
Bacillus cereus ThiD .
Enterococcus italicus ThiD
Staphylococcus epidermidis PdxK
Staphylococcus aureus PdxK
Lactobacillus sakei PdxK
Leuconostoc mesenteroides PdxK
Streptococcus pneumoniae PdxK
Enterococcus italicus PdxK
Enterococcus faecalis PdxK

Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud para secuencias de proteinas
PLK y HMPK. El arbol fue enraizado con secuencias de piridoxal quinasas de
organismos eucariontes. Las secuencias de HMPKSs de Enterobacteriales se destacan en
verde, las secuencias de Thermales se destacan en rojo, las secuencias de PdxK Gram
positivos se muestran en cyan y las PdxXK de Gram negativos se muestran en dorado. La
escala indica el numero de sustituciones por sitio. Los nodos destacados en gris tienen
una probabilidad > 0.95 de acuerdo al test de razon de verosimilitudes. Los puntos rojos
destacan las proteinas caracterizadas en este seminario de titulo.
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Pese que las HMPK y las HMPK/PLK (PdxK) de Gram positivos estan
emparentados, han divergido significativamente en sus propiedades funcionales. Por lo
tanto, si se desea conocer las bases estructurales de la especificidad por sustrato, es
necesario observar en detalle el sitio de interaccion entre la proteina y el sustrato. Sin
embargo, sélo la HMPK/PLK de S. aureus posee una estructura cristalografica del
complejo ternario con un analogo no hidrolizable de ATP (PDB 4C5N), mientras que
para HMPK solo S. typhimurium cuenta con una estructura depositada en presencia de
HMP (PDB 1JXI).

Por esta razon, para obtener una vision detallada del sitio activo, se model6 el
complejo ternario HMP - ATP-Mg de StHMPK empleando Modeller v9.15, utilizando
como templados estructurales de S. aureus en presencia de un analogo no hidrolizable de
ATP (PDB 4C5M) vy la estructura con HMP de StHMPK (PDB 1JXI) y se realizaron
simulaciones de dinamica molecular. El sistema fue simulado por 50 ns en el ensamble
isotérmico - isobarico a 300 K y 1 atm, considerando los 10 primeros nanosegundos

como fase de equilibrado y los 40 nanosegundos posteriores como fase productiva.
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Figura 12. La simulacion del complejo ternario de StHMPK es estable durante la
ventana de tiempo estudiada y tiene coherencia con la reaccién catalizada. A) RMSD de
los carbonos alfa de la proteina. B) RMSD de los atomos pesados de los sustratos (ATP
en negro y HMP en azul). C) Histograma de distribucion de la distancia entre el fosfato
y del ATP y el hidroxilo libre del HMP. D) Histograma de distribucién de la distancia
entre el grupo tiol de la cisteina catalitica C213 y el hidroxilo del HMP.

El RMSD de los carbonos alfa de la proteina y el RMSD de los &tomos pesados
de los ligandos (Figura 12A-B) indican que el sistema converge y es estable dentro del
pozo energético muestreado durante en tiempo de simulacion. Si el sistema simulado
tiene sentido catalitico, es de esperarse que las distancias entre el fosfato y del ATP y el
hidroxilo aceptor del HMP se mantengan a una distancia menor a 4.5 A y permanezcan

en una disposicién alineada para que la transferencia de fosfatos sea viable. Al analizar
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la distribucion de distancias entre estos dos &tomos a lo largo de todos los pasos de la
simulacion (Figura 12C), se observa que la distancia promedio entre ambos es de 3.55 +
0.15 A, lo que concuerda con la distancia esperada para una reaccion de transferencia
quimica. Ademaés, se ha demostrado que la catélisis en la familia de quinasas de
cofactores dependientes de ATP es mediada por un residuo de cisteina que actia como
base catalitica y desprotona el hidroxilo aceptor del fosfato, generando una especie
nucleofilica que ataca el fosfato y del ATP, por lo que la transferencia transcurriria por
un mecanismo quimico SN2 (Dyguda y cols., 2004). La distancia promedio observada en
la simulacion entre el grupo tiol del residuo catalitico Cys213 y el hidroxilo del HMP es
de 3.65 = 0.36 A, lo que también corrobora que el resultado de la simulacion es
concordante con lo esperado para esta reaccion. También se observa que el atomo de
Mg*? esta siendo coordinado por los oxigenos presentes en los fosfatos y y p del ATP
junto con 4 moléculas de agua, completando la geometria octaédrica de la capa de
solvatacion de este metal. A su vez, las aguas de la capa de solvatacion estan siendo
coordinadas por los residuos Asn139 y GInl142, que conforman el motivo NXXE, el cual
esta altamente conservado en la superfamilia riboquinasa (Abarca-Laguna y cols., 2015).
Por ende, los resultados apuntan a que los pardmetros empleados en el campo de fuerza
estan generando una descripcion con sentido fisicoquimico del complejo enzima -
sustrato.

Para analizar las diferencias estructurales que pudiesen explicar la diferencia de
especificidad por sustrato observado en HMPK/PLKs y HMPK, se comparo la capa de

coordinacion del sustrato aceptor de fosfato utilizando el dltimo cuadro producido

40



durante la simulacion de StHMPK vy la estructura cristalogréafica del complejo ternario
piridoxal - ATP de la PLK de S. aureus (PDB 4C5N, SaHMPK/PLK) (Figura 13).

Los resultados indican que hay una alta conservacion de los residuos del sitio
activo. Sin embargo, es posible identificar algunas diferencias que podrian ser claves
para explicar por qué StHMPK es incapaz de utilizar sustratos derivados de piridoxal. En
StHMPK, hay un residuo de glutamina (Glu44) ubicado en el hairpin-p que forma una
interaccion polar con el grupo amino y un nitrégeno del anillo pirimidinico, mientras
que en SaHMPK/PLK la glutamina es reemplazada por un residuo de metionina.
Ademas, en SaPLK/HMPK el aldehido del piridoxal forma un grupo hemitioacetal con
un residuo de cisteina (Cys110) que estd ausente en StHMPK. La formacion de este
hemitioacetal es indispensable para que SaHMPK/PLK catalize la fosforilacion de PL,
pero no afecta la catalisis con PN y PM (Nodwell y cols., 2014).

Sin embargo, se observa que en StHMPK hay un mayor nimero de residuos
posicionados a una distancia menor a 5 A que en SaHMPK/PLK (Figura 13), ademas, el
PL posicionado en el sitio activo de SaHMPK/PLK posee superficies accesibles al
solvente, algo que no es esperado para esta clase de sistemas, ya que normalmente las
enzimas de la superfamilia riboquinasa excluyen el solvente del sitio activo para
prevenir la hidrolisis prematura del sustrato (Sigrell y cols., 1998). Esto se debe a que la
estructura cristalografica de SaHMPK/PLK contiene regiones cercanas al sitio activo
que no pudieron ser determinadas en base a la densidad electronica. Por lo tanto, se
realizd una comparacion a nivel de secuencia primaria entre HMPKs, PdxK de
organismos Gram postivos, PdxK de organismos Gram negativos y PdxY, para intentar

determinar otras diferencias en el sitio activo (Figura 14).
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Figura 13. Diagrama 2D de los residuos posicionados a 5 A del sustrato aceptor del
grupo fosfato. A) Sitio activo de StHMPK, las flechas moradas representan interacciones
polares de tipo puente de hidrégeno. B) Sitio activo de SaHMPK/PLK Las
circunferencias grises representan regiones accesibles al solvente.
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Figura 14. Alineamiento de secuencias multiples entre las ThiD estudiadas (1jxi_ PDBy
1ub0_PDB), ThiD de organismos Gram positivos (s.epi_thd y b.ant_thd), PdxK de
organismos Gram positivos (s.aur_pxk y b.sub_pxk), PdxK de organismos Gram
negativos (S.typ_pxk y e.col_pxk), PdxY de un organismo Gram positivo (s.aur_pxy) y
PdxY de un organismo Gram negativo (e.col_pxy). Los residuos implicados en la unién
del sustrato se muestran en recuadros negros.
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La conservacion del sitio activo entre las enzimas comparadas ilustra el alto
grado de similitud que existe entre las ThiD y las PdxK de organismos Gram positivos
(PLK/HMPK), en relacion al resto de enzimas con actividad piridoxal quinasa. Pese a
esto, el analisis de secuencia primaria revela una segunda diferencia que podria ser
relevante en la unidn del sustrato y es la presencia de un residuo de treonina ubicado en
la posicion 211 del alineamiento, justo antes de la cisteina catalitica, la cual es
reemplazado por una alanina en las PdxK de organismos Gram positivos e interactia a
través de su cadena lateral con el hidroxilo y el fosfato.

Se requeriran futuros estudios por mutagénesis sitio dirigida para establecer si
realmente los residuos propuestos son los responsables de las diferencias en
especificidad por sustrato o si otras mutaciones epistaticas también participan en este

fenémeno.

3.4 Caracterizacion cinética de StHMPK y TtHMPK

Para determinar los parametros cinéticos de estado estacionario, se realizaron
medidas de actividad enzimatica a distintas concentraciones de sustrato, manteniendo el
co-sustrato a concentracion fija y saturante. En la figura 15 se muestran las curvas de
saturacion para HMP de StHMPK y TtHMPK vy en la tabla 1, los parametros cinéticos

determinados ajustando los datos a un modelo de Michaelis-Menten.
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Figura 15. Curvas de saturacion de HMP para StHMPK (A) y TtHMPK (B), empleando
5 mM de ATP-Mg a 37 °C y pH 7. En rojo se muestra el ajuste no lineal del cual se
infirieron los pardmetros cinéticos.

Tabla 1. Parametros cinéticos para HMP de StHMPK y TtHMPK y el error estandar del
ajuste.

Proteina  Km (UM)  Vmax (U/mg) Keat (s) Keat/ Km

| | ] ] | |
StHMPK 23+2 3.9+0.1 0.46 +£0.04 2.03x10*+ 2.6 * 10°
TtHMPK 32+7 0.16 £0.01 0.078 +£ 0.003 243 x10° + 5.4 * 10?

En ambos casos se observa que la Km para HMP es similar, mientras que la Keat
de StHMPK es un orden de magnitud mayor que la de TtHMPK, a la temperatura a la

que se realizaron los experimentos (37 °C).

Por otro lado, las curvas de saturacion para ATP de ambas enzimas muestran una clara
desviacién del modelo Michaelis-Menten (Figura 16), presentando una conducta que se
asemeja la superposicion de dos hipérbolas. Esto probablemente se deba las dos

reacciones de fosforilacion que ocurren en el ensayo, si se considera que la enzima
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tuviese pardmetros cinéticos muy diferentes para las dos reacciones. Los resultados
obtenidos no permiten ajustar un modelo del que se puedan determinar constantes

cinéticas para ATP en estas enzimas.
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Figura 16. Curvas de saturacion para ATP de StHMPK (A) y TtHMPK (B), utilizando
500 uM de HMP.,

3.5 Caracterizacion biofisica de StHMPK y TtHMPK

Se determino el estado de oligomerizacion de StHMPK y TtHMPK mediante
cromatografia de exclusion molecular, empleando una columna Superdex-75g Yy
eluyendo en condiciones isocraticas. Primero, se calibré la columna utilizando un
estdndar de masas moleculares conocidas y ajustando una ecuacion de decaimiento
exponencial (Figura 17). Posteriormente, se determinaron los tiempos de retencion de
ambas enzimas y se interpolaron en la curva calculada en la figura 17 para estimar masas

moleculares. Los resultados se muestran en la tabla IlI.
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Figura 17. Calibracion de la columna de exclusion molecular. 1) Vitamina Bio, 1.35
KDa. 2) Mioglobina (caballo), 17 KDa. 3) Ovoalbumina (Pollo), 44 KDa. 4) v-
Globulina (bovino), 158 KDa. 5) Tiroglobulina (bovino), 670 KDa.

Tabla I11. Tiempos de retencion y masas moleculares estimadas de StHMPK y TtHMPK
mediante filtracion molecular.

Proteina Tiempo de retencion (min) Masa molecular (kDa)

| | | 1
StHMPK 10.28 33.9
TtHMPK 10.62 30.7

Dado que las masas moleculares teoricas para el monémero de StHMPK y
TtHMPK son de 30.9 y 29.1 KDa, respectivamente (Gasteiger y cols., 2005), se
concluye que ambas enzimas son monoméricas bajo las condiciones evaluadas. Esto

contrasta notablemente con lo reportado para la HMPK de E. coli, que fue descrita como
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tetramero y con lo que propone Cheng para StHMPK en base a la estructura
cristalogréfica, donde se indica que se trataria de un dimero.

Posteriormente, dado lo diferente de los nichos ecoldgicos, se estudio la
estabilidad de ambas enzimas frente a desplegamiento por agentes fisicos (temperatura)
y quimicos (cloruro de guanidinio). Se determind la temperatura media de
desplegamiento de StHMPK y TtHMPK mediante dicroismo circular, evaluando la
pérdida de sefial a 222 nm en rampas de temperatura de 1 °C/min y 3 °C/min. Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 18 y se resumen en la tabla V.

= StHMPK - 1 °C/min
v TtHMPK -1 °C/min
e  StHMPK - 3 °C/min
¢  TtHMPK - 3°C/min

Fraccion nativa

Temperatura (°C)

Figura 18. Estabilidad térmica de StHMPK (verde) y TtHMPK (rojo), en rampas de
temperatura con un gradiente de 1 °C/min (circulos para StHMPK y rombos para
TtHMPK) y de 3 °C/min (cuadrados y triangulos para StHMPK y TtHMPK,
respectivamente).
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Tabla V. Valores de la temperatura media de desplegamiento (Tm), para StHMPK y
TtHMPK con sus respectivos errores estandar del ajuste.

Proteina Tmal°C/min (°C) Tma 3 °C/min (°C)

| | | 1
StHMPK 50.0+£0.1 52.78 £ 0.072
TtHMPK 83.25+0.12 91.40+0.13

En ambos experimentos se registré una diferencia de mas de 30 °C entre la
Tm de StHMPK y TtHMPK, confirmando la alta termoestabilidad de esta Gltima.
Ademas, los resultados indican que el valor de Tm para TtHMPK es mucho maés sensible
al gradiente de temperatura que StHMPK, presentando una variacion de ~8 °C, lo que
sugiere que este sistema requiere mayor tiempo para alcanzar el equilibrio de
desplegamiento.

La estabilidad frente a agentes quimicos se evalu6 monitoreando los
cambios en la fluorescencia intrinseca de triptéfanos en presencia de concentraciones
crecientes de cloruro de guanidinio. Los espectros de fluorescencia se muestran en la
figura 19A y 19B. Para StHMPK (figura 19A) se observa un aumento en la intensidad de
fluorescencia emitida a bajas concentraciones de GndCl, llegando a un maximo a 200
mM; posteriormente, la sefial decae y la longitud de onda de maxima emision aumenta.
En el caso de TtHMPK, también se observa un aumento sostenido en la intensidad de
fluorescencia emitida a medida que aumenta la concentracion de GndHCI, alcanzando
un maximo a 1.2 M, para luego decaer sin corrimientos significativos en la longitud de

onda de la emision maxima.
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Figura 19. Desplegamiento de StHMPK y TtHMPK frente a GndCl monitoreada por
fluorescencia intrinseca de triptdéfanos. A) Espectros de fluorescencia de StHMPK. B)
Espectros de fluorescencia de TtHMPK, C) Curva de desplegamiento por GndCl de
StHMPK (verde) y TtTHMPK (rojo).
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En base a los espectros obtenidos, se determind la concentracién media
desnaturante de GndCI (Cm), tomando la intensidad de fluorescencia emitida a 320 nm
para StHMPK y la intensidad de fluorescencia méxima para TtHMPK. Los datos fueron
normalizados y ajustados a un modelo de dos estados. En el caso de TtHMPK, se
ignoraron los 3 primeros puntos para el ajuste. Los resultados obtenidos se muestran en

la figura 19C y las Cms calculadas se indican en la tabla V.

Tabla V. Valores de Cm para StHMPK y TtHMPK, con sus respectivos errores estandar
de ajuste.

Proteina Cm (mM)

| | 1
StHMPK 660 £ 43.0
TtHMPK 2000 + 14.7

Al igual que en los experimentos de desplegamiento por temperatura, los
resultados obtenidos indican que la proteina proveniente de T. thermophilus es
significativamente mas estable, presentando un valor de Cm de al menos 3 veces mayor

que el de su homologo mesdfilo.

3.6 Analisis estructural de SStHMPK y TtTHMPK.

Como era de esperar, los resultados mostrados en la seccion anterior revelan
notables diferencias en la estabilidad de la HMPK proveniente de un organismo

mesofilo, en relacion a su homdlogo termofilo. Dado que ambas enzimas cuentan con

51



estructuras determinadas por cristalografia de rayos X, éstas fueron utilizadas como base
para intentar pesquisar los atributos estructurales responsables de las diferencias en
estabilidad observadas.

Las proteinas son polimeros altamente dinamicos, por lo que la informacion
extraible de estructuras estaticas es limitada (Karplus & McCammon, 2002). En
solucion, las proteinas existen como un ensamble de conformaciones distintas, donde
pueden ocurrir distintos rearreglos estructurales restringidos por las interacciones
covalentes y no covalentes presentes en la proteina y que transcurren en escalas
temporales que van desde los picosegundos a los milisegundos. Para estudiar las
propiedades dindmicas de StHMPK y TtHMPK, se realizaron simulaciones de dinamica
molecular para las proteinas en estado apo empleando el campo de fuerza AMBER
ffo9SB. Cada sistema fue simulado por 50 ns en el ensamble isotérmico - isobérico (1
atm y 300 K) considerando los 10 primeros nanosegundos como fase de equilibrado y
los 40 nanosegundos posteriores como fase productiva.

De las trayectorias resultantes se pueden obtener dos parametros
importantes; el RMSD que da cuenta del movimiento de la cadena polipeptidica,
expresado como la distancia cuadritica media de los Ca entre las distintas
conformaciones y el RMSF que expresa la fluctuacion cuadratica media de los Ca
(Figura 19).

El RMSD de ambas proteinas muestra que convergen a estados estables
transcurridos ~10 ns de simulacion, con la diferencia que las magnitudes de las
variaciones de RMSD son alrededor de 1 A mayores para StHMPK (Figura 20A).

Cuando se evalla el RMSF, se observa que si bien el perfil de fluctuacién es
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practicamente idéntico entre ambas proteinas, la intensidad de dichas fluctuaciones varia
drasticamente, siendo mayores las de StHMPK (Figura 20B). Estos resultados apuntan
hacia la existencia de diferencias en la flexibilidad local de las proteinas, siendo
TtHMPK mucho més rigida que su homologo mesdfilo. Al mapear las diferencias de
fluctuaciones en las estructuras de las proteinas (figura 21), se observa que en ambos

casos, las fluctuaciones se concentran en los loops cercanos al sitio activo, y que éstas

son mucho mayores en StHMPK.

ST« SHMPK
o] — THHMPK

— StHMPK i
0.5 — THMPK i3 1
0.0| 1 | 1 1 1 OI 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 0 40 80 120 160 200 240 280
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Figura 20. RMSD (A) y RMSF (B) para StHMPK (verde) y TtHMPK (rojo) resultantes
de 50 ns de simulacion
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Figura 21. Diferencias en las fluctuaciones estructurales de StHMPK y TtHMPK,
mapeadas en las estructuras de minima energia. El grosor de los loops y el color ilustran
la magnitud de las fluctuaciones estructurales.

Para tener una mayor robustez de los datos acerca de los cambios en
flexibilidad observados en las proteinas, se calcularon matrices de correlacion cruzada
de residuos. Las matrices de correlacion cruzada permiten detectar los movimientos
concertados que ocurren al interior de la estructura de una proteina, en base al sentido de
los vectores de desplazamiento de los Ca (Hiinenberger y cols., 1995). Valores positivos
en la matriz indican movimientos correlacionados, lo que implica que los Co se mueven
en el mismo sentido y sugieren la presencia de interacciones atractivas, mientras que
valores negativos indican que los Ca se mueven en sentidos opuestos lo que sugiere la
existencia de interacciones repulsivas, y valores cercanos a O indican que no existe
correlacion de movimientos. Los resultados de las matrices de correlacion para StHMPK

y TtHMPK muestran diferencias significativas en la presencia de movimientos
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concertados entre ambas proteinas (Figura 22). TtHMPK posee una mayor cantidad de
movimientos acoplados, indicado por la mayor cantidad de zonas cian en la matriz,
ademds, existe una reduccion notoria en la cantidad de movimientos anti -
correlacionados en esta proteina, ilustrados en rosa. Si se observa la diagonal de la
matriz, se evidencia que en TtHMPK hay una mayor &rea con valores positivos de
correlacion, lo que implica que hay un mayor acople en los movimientos de los residuos
adyacentes en el polipéptido, lo que reafirma la idea de que la proteina termoestable es
mucho mas rigida que su homdlogo proveniente de un organismo mesofilo.

Los resultados de célculos de RMSF y matrices de correlacion cruzada
indican fuertemente la existencia de diferencias significativas en la flexibilidad
conformacional entre ambas enzimas. Esto implica que deben existir diferencias en la
red de interacciones no covalentes presentes en la estructura de ambas proteinas que
expliquen las diferencias en la flexibilidad y estabilidad de proteinas. Mdltiples estudios
en relacién a la termoestabilidad de proteinas de organismos extremofilos han reportado
que existen diferencias sustanciales en las interacciones no covalentes presentes en una
proteina termofila en relacion a homologos mesoestables, donde destacan un aumento en
la cantidad de interacciones electrostaticas, aumento en el volumen del ndcleo

hidrofobico y en el nimero de puentes de hidrégenos (Pucci & Rooman, 2017).
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Figura 22. Matrices de correlacién cruzada de residuos de A) StHMPK y B) TtHMPK.
Las correlaciones positivas se muestran en cian y las correlaciones negativas se
muestran en rosado.

Por lo tanto, se analizaron las interacciones intramoleculares presentes en

cada proteina, con el objetivo de determinar variaciones estructurales que pudiesen ser
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responsables de las diferencias de flexibilidad observadas. Para esto, primero se
determinaron las estructuras representativas de los ensambles conformacionales
explorados durante los 40 ns en equilibrio. Esto se realizé6 mediante anélisis de clusters,
definiendo un RMSD Ca > 1 A como una variacion estructural significativa y un tiempo
de vida minimo de 125 ps por ensamble. Para la simulacion de StHMPK se obtuvieron 4
estructuras que representan 4 ensambles conformacionales distintos, de los cuales el
principal ocupa 45% del tiempo de simulacion, otro el 14.3% y los Gltimos 2 menos del
20%. Por otra parte, en la simulacion de TtHMPK existe un Unico ensamble
conformacional, en el que la proteina se mantiene por el 99.6% del tiempo de la
simulacion, lo que reafirma que esta proteina es mucho mas rigida que su homélogo
mesofilo.

Uno de los aspectos estructurales que varia significativamente entre
proteinas mesdfilas y termdfilas es el nucleo hidrofdbico, el cual suele ser mas
voluminoso en estas Ultimas (Carter y cols., 2001). Utilizando la estructura
representativa del ensamble conformacional mas poblado de StHMPK, vy la estructura
representativa de TtHMPK, se analizd la distribucion de residuos en el nucleo de éstas.
Se definid como residuos pertenecientes al nucleo todos aquellos con una superficie
molecular expuesta < 5 A. Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias
evidentes en el volumen del nucleo hidrofébico (figura 23A y 23B) como en otros casos
reportados en literatura. Sin embargo, cuando se analiza la composicién aminoacidica
del nucleo, se aprecia que StHMPK posee una mayor cantidad de residuos polares que
TtHMPK. Este tipo de aminoacidos constituye el 18.3 % del total de residuos en el

nacleo de StHMPK y s6lo un 10.5 % en TtHMPK. En esta proteina, se observa
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concomitantemente un aumento significativo en el contenido de alanina. lo que sugiere

un aumento en la hidrofobicidad del ndcleo en la proteina termdfila.

Glu

Phe 36% 27% 18% 9%

Tyr Pro

Trp Gln

Cys Asn
Met 1, Ser

Figura 23. Diferencias en el nucleo hidrofébico de StHMPK y TtHMK. A) Nucleo de
StHMPK. Se muestra la superficie molecular en gris y los residuos pertenecientes al
nucleo se representan como esferas de van der Waals. Los residuos hidrofébicos (Ala,
Gly, lle, Leu, Tyr, Phe, Trp y Met) se muestran en amarillo, los residuos polares (Cys,
Thr, Ser, Asn, GIn y Pro) se muestran en verde, los residuos con carga parcial positiva
(His, Arg y Lys) se muestran en azul y los residuos con carga parcial negativa (Asp y
Glu) se muestran en rojo. B) idem que en A, pero para TtHMPK. C) Composicion
aminoacidica del nucleo de las proteinas. En verde se muestra la composicion de
StHMPK y en rojo la de TtHMPK.
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Posteriormente, se analizaron las interacciones electrostaticas presentes en
ambas proteinas. Primero, se analizaron las interacciones existentes en las estructuras
representativas de los ensambles conformacionales de mayor duracion empleando el
servidor Protein Interaction Calculator (PIC) (Tina y cols., 2007), estableciendo como
distancia de corte 3.5 A (figura 24A y 24B). En base a este anélisis se encontraron 12
pares interactuantes en la estructura de StHMPK y 18 en la de TtHMPK. Un hecho
interesante es que las nuevas interacciones electrostaticas presentes en la proteina
termofila aparecen en la cercania de interacciones conservadas, reforzando la red idnica
en la estructura. Al analizar los pares iénicos a lo largo de toda la simulacion, (definidos
como interacciones entre cadenas laterales de residuos de carga opuesta a menos de 3.5
A de distancia y persistentes por mas del 5 % del tiempo estable de la simulacién) hay
un aumento notorio en la cantidad de interacciones transitorias en TtHMPK, pero no hay
diferencias en el tiempo de vida promedio de éstos (figura 24C), por lo que la
flexibilidad de TtHMPK no sélo esta restringida por los pares mostrados en la figura

23B, sino que también por interacciones de corta duracion.
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Figura 24. Diferencias en las interacciones electrostaticas entre la proteina mesofila y
termofila. A) Estructura de StHMPK, los residuos interactuantes se destacan en rojo. B)
fdem que en A, pero para TtHMPK. C) Pares interactuantes en StHMPK (verde, n= 20) y
TtHMPK (rojo, n= 26) y tiempos de vida (como fraccion del tiempo de simulacion) de
cada uno.

Finalmente, se analiz6 la red de puentes de hidrégeno a lo largo de toda la
dinamica. Se consideraron sélo los puentes de hidrégeno formados donde el angulo
descrito por los 4&tomos dador — hidrégeno — aceptor era > 120°, la distancia entre el
hidrégeno y el aceptor era < 3.5 A y que persistieron por al menos el 5 % de los 40 ns
estables de simulacion. Ademas, se separaron segun si los pares dador — aceptor son
parte de la cadena principal del polipéptido o de las cadenas laterales de los

aminodcidos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla VI.
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Tabla V1. Interacciones por puentes de hidrégeno en StHMPK y TtHMPK.

P. de H. Cadena principal P. de H. Cadena lateral
Proteina Tiempo de vida (ns) Tiempo de vida (ns)
N° X Mediana  SD N° X Mediana SD
StHMPK 280 22.7 26.2 144 145 10.2 7.1 8.7
TtHMPK 255 24.4 27.5 141 152 8.7 6.4 74

Se indica la cantidad total de pares dador — aceptor interactuantes (N°), el promedio de duracién de las
interacciones (x), la mediana de la duracion de las interacciones y la desviacion estandar (SD).

En ambas proteinas hay una tendencia similar a concentrar una mayor
cantidad de interacciones entre 4tomos de la cadena principal que entre &tomos de
cadenas laterales, y que estas Ultimas parecen ser mas labiles, ya que poseen menores
tiempos de vida. StHMPK posee una cantidad levemente superior de puentes de
hidrégeno totales que TtHMPK, lo que dista de otros reportes de enzimas termofilas
(Vogt & Argos, 1997), aunque esto puede deberse a que la primera es levemente mas
grande que su homologa (266 residuos contra 258). Sin embargo, no existen diferencias
drésticas entre la cantidad o la persistencia de las interacciones por puente de hidrégeno
entre la proteina termdfila y la meséfila que pudiesen ayudar a explicar las diferencias

de termoestabilidad.
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4. Discusion

4.1 Doble fosforilacién consecutiva y especificidad por sustrato en HMPKs

Los resultados expuestos en los primeros puntos de este seminario de titulo
demuestran que las HMPKs de S. typhimurium y T. thermophilus son capaces de
fosforilar HMP y HMP-P a expensas de ATP, tal como su homélogo de E. coli. Por lo
que pueden ser consideradas como enzimas bifuncionales, dada la diferencia de los
grupos quimicos que fosforila. La baja identidad de secuencia existente entre estas
enzimas (< 50 %) y la disparidad de los nichos en que habitan sus respectivos
organismos sugieren que ha transcurrido un largo tiempo de divergencia evolutiva entre
ambos, tal como muestra el arbol filogenético construido, pero pese a esto, los resultados
apuntan a que los mecanismos estructurales que sustentan la doble fosforilacion, y que
permiten catalizar la transferencia de fosfatos sobre dos grupos funcionales distintos han

sido conservados durante la evolucién de los distintos linajes bacterianos de esta enzima.

La bifuncionalidad catalitica no es un fenémeno aislado dentro de la superfamilia
riboquinasa. Tradicionalmente, se ha definido la bifuncionalidad de enzimas como la
capacidad de realizar dos actividades metabolicamente relevantes, y por ende, la pérdida
de una de ellas afecta negativamente el fitness del organismo (Allewell, 2012). Como
antecedente dentro de la superfamilia, se tiene el caso de las quinasas de azucares ADP-
dependientes que participan en la via modificada de Embden-Meyerhof presentes en el

orden Methanococcales, las cuales poseen actividad glucoquinasa y fosfofructoquinasa
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(Castro-Fernadndez y cols., 2014). Por otra parte, en las quinasas de cofactores
enzimaticos, la piridoxal quinasa de B. subtillis y S. aureus son capaces de fosforilar
piridoxal y HMP, siendo la primera actividad relevante esta Gltima reaccion relevante
para el salvataje de tiamina en este organismo. Si bien la HMPK lleva a cabo dos
funciones cataliticas independientes que son indispensables para la supervivencia del
organismo Yy por lo tanto debiese considerase una enzima bifuncional, su capacidad de
catalizar dos fosforilaciones consecutivas difiere de los ejemplos mencionados
anteriormente en dos aspectos medulares: En primer lugar, la doble fosforilacion de las
HMPKSs parece ser un carécter estrictamente conservado a lo largo de la evolucion de
todas las taxas bacterianas, a diferencia de la bifuncionalidad metabodlica de las quinasas
ADP-dependientes, que sOlo estd presente en los Ordenes Methanococcales vy
Methanosarcinales, y la bifuncionalidad observada en las piridoxal quinasas, que se
acota a clados especificos que emergieron recientemente a partir de HMPK, como
muestra la reconstruccion filogenética. Esto sugiere que debe existir una ventaja
adaptativa clara en concentrar ambos pasos del metabolismo de la biosintesis de tiamina
en una sola enzima. Los valores de keat derivados a partir de las curvas de saturacion de
HMP son relativamente bajos en relacion al resto de las enzimas de la superfamilia
riboquinasa, un hecho que ya ha sido reportado en otras enzimas de la familia de
quinasas de cofactores enzimaticos y que se especula que estaria asociado a la alta
reactividad de los metabolitos pertenecientes a estas vias, por lo que bajas tasas de
conversion catalitica evitarian la acumulacion excesiva de éstos (Toney., 2005). De

acuerdo a lo anterior, es posible que la bifuncionalidad de las HMPKs permita mantener
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un flujo metabdlico eficiente mediante un aumento local en la concentracion de sustratos

disponibles, sin necesidad de aumentar las constantes cataliticas.

El segundo aspecto que diferencia a las HMPKs de las otras enzimas
bifuncionales de la superfamilia riboquinasa, se relaciona con el grupo funcional que
actta como aceptor de fosfato. En el caso de la actividad
glucoquinasa/fosfofructoquinasa observada en las quinasas ADP-dependientes los
sustratos aceptores de fosfato son isomeros, pero que difieren en el grado de
fosforilacion previa. En ambos sustratos la fosforilacion catalizada por la enzima se
produce en un hidroxilo que ocupa una posicion estereoquimica equivalente, por lo
tanto, no se requieren mayores rearreglos de la geometria del sitio activo para acomodar
fructosa-6-fosfato o glucosa, y de hecho una sustituciébn aminoacidica puntual es
responsable de la viabilidad de la unién de ambos sustratos y de transformar una enzima
especifica en bifuncional (Castro-Fernandez y cols., 2017). De manera similar, la
HMPK/PLK homologa acomoda sustratos relativamente similares y fosforila hidroxilos

en posiciones equivalentes.

El caso de las HMPKs es mas complejo que los mencionados anteriormente,
dadas las implicancias fisicoquimicas y estructurales que subyacen a su bifuncionalidad.
Si bien entre ambos sustratos la Unica diferencia quimica observada es la presencia de un
fosfato en lugar de un hidroxilo, es precisamente en esta region distinta donde ocurre el
proceso catalitico. Esto implica que grupos con caracteristicas estereoquimicas y
distribuciones de carga sumamente distintas, son capaces de unirse a la misma region

adyacentes al fosfato y del ATP y a la cisteina catalitica (Cys213 en StHMPK), cosa de
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mantener las distancias de transferencia necesaria para la catalisis. Dado que el fosfato
es un grupo de volumen considerable, el reacomodo de los residuos cataliticos en torno a
los sustratos no es trivial y los detalles concretos de como ocurre esto aun son
desconocidos. En el trabajo realizado por Cheng y cols., se propone un mecanismo
catalitico en base a la posicion de sulfatos presentes en la estructura cristalogréfica de
StHMPK. Este implica la participacion de un bolsillo aniénico en la fosforilacion del
HMP-P formado por los residuos H209, G210, T211, G212 y C213 y el reacomodo
conformacional del ATP, segun si se fosforila HMP o HMP-P, lo que mantendria la
geometria lineal entre el grupo dador y el aceptor de fosfato necesaria para la reaccion
SNz, pero, no existe evidencia experimental ni tedrica referente a esta proposicion. Sin
embargo, los resultados del alineamiento de secuencias maltiples parecen indicar que la
treonina propuesta por Cheng y cols. podria tener un rol en la doble fosforilacion, ya que
es estrictamente conservada en HMPKSs, mientras que en HMPK/PLKs (que sélo son
capaces de fosforilar una vez) este residuo esta sustituido por una alanina, lo que

constituye un cambio significativo en la naturaleza quimica de la cadena lateral.

La idea de que el ciclo catalitico de las HMPKSs requiere de distintos estados
conformacionales del complejo enzima-ATP implica la posibilidad que existan distintas
afinidades por ATP, lo cual parece ser apoyado por la forma inusual obtenida en la curva
de saturacion de ATP. Esta hipdtesis debera ser probada mediante caracterizaciones
cinéticas mas detalladas, por ejemplo, realizando curvas de saturacion por HMP-P, lo
cual no es posible en nuestro laboratorio, ya que requeriria la sintesis organica de este

compuesto. Otra alternativa seria realizar curvas de saturacion a distintas
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concentraciones de HMP para estudiar cbmo cambia la forma de la curva, ya que si uno
de los pasos es limitante con respecto al otro, se espera que predomine uno de los
componentes de la doble hipérbole observada cuando el HMP esta en concentracion

saturante.

Otro aspecto interesante referente a los resultados de la primera parte de este
seminario se relaciona con la alta especificidad por HMP que muestran ambas enzimas
estudiadas. Tanto StHMPK como TtHMPK resultaron ser sumamente especificas por
HMP, lo cual resulta inesperado si se consideran los resultados de los analisis
filogenéticos, que muestran que las HMPKSs estan estrachemente relacionadas con el
grupo de enzimas bifuncionales HMPK/PLK. Estudios realizados en el laboratorio,
mediante la metodologia de reconstruccion de secuencias ancestrales muestran que la
capacidad de fosforilar PL observada en las enzimas HMPK/PLK de organismos como
Bacillus y Staphylococcaceae corresponderia a una novedad adaptativa, ya que el
ancestro hipotético entre ambos grupos enzimaticos era especifico por HMP (Castro-
Fernandez y cols., 2014). Al comparar los sitios activos de ambas enzimas resulta
evidente el alto grado de similitud entre ellos, siendo las diferencias mas significativas:
1) la presencia de una glutamina en el hairpin-p en las HMPKSs que es sustituido por una
metionina en las HMPK/PLKs, 2) la presencia de una treonina en la cercania a la
cisteina catalitica en HMPKSs, la cual podria formar interacciones por puente de
hidrogeno con el sustrato, mientras que en HMPK/PLKSs hay una alanina, 3) La pérdida
de la cisteina en la posicion 110 necesaria para la formacion del hemitioacetal en

HMPKs. La interaccién polar generada por la glutamina 44 con el amino del HMP
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parece ser clave para explicar la especificidad de estas enzimas, sobretodo si se
considera que las proteinas ancestrales especificas por HMP analizadas en el estudio de
Castro-Ferndndez y cols. presentan este residuo, y ademas, el alineamiento de
secuencias multiples muestra que esta estrictamente conservada en todas las HMPKSs.
Sin embargo, se ha descrito exhaustivamente que los cambios de especificidad por
sustrato pueden deberse no s6lo a mutaciones en el sitio activo, sino que también existe
un fuerte componente epistatico, por lo que mutaciones que afecten la dinamica del sitio
activo o los cambios conformacionales requeridos para la catalisis pueden modular la
especificidad por un sustrato o ligando (Starr & Thornton, 2016; Wilson y cols., 2015).
Por lo tanto, se requeriré realizar estudios mutacionales para validar si los aminoécidos
propuestos son suficientes para explicar los cambios de especificidad por sustrato o si

hay participacion de interacciones epistaticas.

4.2 Biofisica y biologia estructural de las HMPKs

Uno de los resultados inesperados de este trabajo fue el estado de
oligomerizacién observado para ambas enzimas. La HMPK de E. coli est4 reportada
como tetrdmero, y andlisis de interfase de contacto mediante el servidor web PISA de la
estructura cristalografica de StHMPK sugieren que es dimérica (Krissinel & Kenrick,
2007), mientras que los experimentos de cromatografia de exclusion molecular apuntan
a que StHMPK y TtHMPK son monomeros. Experimentos recientemente llevados a
cabo en laboratorio muestran que la cola de polihistidina empleada en el proceso de
purificacion no tiene efectos en los resultados observados (datos no incluidos en este

seminario), lo que descarta artefactos que pudiesen ser introducidos por estos residuos.
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Cabe la posibilidad de que esta enzima sea capaz de formar estados de oligomerizacién
superior, pero que sean poco estables y se produzca la disociacién durante la
cromatografia. Esto deberd corroborarse mediante otras metodologias que permitan

calcular radio hidrodindmico, como SAXS o DLS.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la estabilidad de ambas enzimas
fueron consistentes con lo esperado en base al nicho ecoldgico en que habitan los
organismos, existiendo mas de 30 °C de diferencia entre la Tm de la proteina mesofila 'y
termofila, y mas de 1 M de GndCl entre la Cm de ambas. Uno de los aspectos mas
interesantes de este resultado es el impacto que tiene la velocidad de gradiente en la
rampa de temperatura en StHMPK y TtHMPK, dado que en esta ultima, la Tm
determinada en la rampa a 3 °C/min es significativamente mayor que la Tm determinada
a 1 °C/min, mientras que para la primera, la diferencia es menos acentuada. El
desplazamiento de la Tm a valores mas altos producto de aumentos en la velocidad del
gradiente de la rampa se produce por el retraso de la muestra en alcanzar el equilibrio
entre el estado nativo y el estado plegado, lo que hace que la sefial dicroica sea mayor
que la que debiese ser realmente para esa temperatura segun la ecuacion de Gibbs (AG =
RT Ln Keg, donde AG es la diferencia de energia libre entre el estado plegado y
desplegado, R es la constante de los gases, T es la temperatura y Keq €S la constante de
equilibrio entre los estados). Esto implica que TtHMPK requiere un mayor tiempo para
alcanzar el equilibrio entre el estado nativo y el estado desplegado, lo cual es relevante
cuando se busca explicar las diferencias de estabilidad con su homdélogo mesofilo.

Tiempos lentos de equilibrado son indicativos de cinéticas de desplegamiento lentas, las
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que a su vez, sugieren la existencia de una mayor barrera energética entre el estado
nativo y el estado desplegado. Ultimamente, la barrera energética del desplegamiento de
proteinas se ha posicionado como uno de los factores claves para explicar como la
naturaleza, a través del proceso de seleccion natural, ha generado proteinas capaces de

tolerar temperaturas extremas (Lim y cols., 2017).

Finalmente, para explicar las diferencias de estabilidad observadas a nivel
atomistico, se realizaron simulaciones de dinamica molecular empleando como base las
estructuras cristalograficas de StHMPK y TtHMPK. Los analisis estructurales a partir de
las trayectorias de dinamica molecular de estas enzimas revelaron que existe una
diferencia significativa en la movilidad de los loops adyacentes al sitio activo, siendo
mucho mas rigidos en TtHMPK y que presenta una mayor cantidad de movimientos
concertados en su estructura. Ademas, se observd que esta proteina puebla un Unico
ensamble conformacional por casi todo el tiempo de simulacién, mientras que su
homologo meséfilo transita entre 4 estados conformacionales con diferencias
estructurales considerables. La existencia de diferencias de flexibilidad entre ambas
estructuras es consistente con estudios previos de termoestabilidad proteica, ya que una
mayor rigidez compensa la alta energia cinética de los medios de alta temperatura, por lo
que es posible mantener el andamiaje catalitico en la conformacion necesaria para
realizar la reaccion (Aqvist y cols, 2017). Esto ademéas explica la baja actividad
observada en proteinas termoestables a temperaturas por debajo de las del crecimiento

optimo de sus organismos, dado que una estructura muy rigida requiere de una mayor
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temperatura para que se produzcan los movimientos conformacionales requeridos para el

proceso catalitico (Nguyen y cols., 2017)

El estudio de las interacciones apunta a que la alta termoestabilidad observada en
la proteina de T. thermophilus estaria dada por un componente entrépico y un
componente entalpico. El primero, se relaciona con las diferencias observadas en el
nucleo hidrofobico de las proteinas. En TtHMPK, se observo una disminucién en el
contenido de aminoacidos polares y un aumento en la cantidad de alanina, lo que se
traduce en un aumento en la hidrofobicidad del ndcleo, comparado con StHMPK Este
aumento en la hidrofobicidad del nacleo de TtTHMPK implica que durante el proceso de
desplegamiento debe exponerse una superficie apolar mayor, lo que tiene un costo
entropico mas alto que lo que ocurriria con StHMPK, donde el ndcleo rico en residuos
polares puede formar interacciones por puente de hidrégeno con el solvente, reduciendo
el costo energético de la transicion de plegado a desplegado. Por otra parte, también
existe un aporte entalpico considerable a la estabilidad superior de TtHMPK, dado por
un incremento en la cantidad de interacciones electrostaticas, que son evidenciables al
comparar estructuras representativas de los ensambles conformacionales mas
persistentes en el tiempo de cada proteina. Ademas, el aumento de interacciones
transitorias en TtHMPK puede generar restricciones significativas a los grados de
libertad de los aminoéacidos, disminuyendo la flexibilidad del polipéptido y por ende,
aumentar su termoestabilidad. Interesantemente, no se observan diferencias
significativas en la red de puentes de hidrdgeno, pese a que se ha reportado que muchas

proteinas termoestables tienen una mayor cantidad de este tipo de interacciones (Pucci &
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Rooman, 2017). Cabe destacar que las adaptaciones a nivel de red de interacciones no
covalentes observadas en proteinas termdéfilas no parecen adherir a patrones universales,
si no que parece ser el producto de un proceso evolutivo particular (Petsko, 2004), por lo
que el estudio de proteinas termoestables no caracterizadas puede aportar al
descubrimiento 'y descripciobn de nuevos mecanismos para incrementar la

termoestabilidad proteica.

5. Conclusiones

e La HMPK de Salmonella typhimurium y Thermus thermophilus son
enzimas bifuncionales, capaces de fosforilar HMP y HMP-P.

e Las HMPKs estdn muy relacionadas con las HMPK/PLK de bacterias
Gram positivas, pero sus propiedades cataliticas han divergido
significativamente, siendo altamente especificas por HMP y catalizando
dos fosforilaciones consecutivas. Estructuralmente, estas diferencias
podrian asociarse a la presencia de un residuo de treonina ubicado cerca
de la cisteina catalitica y a la presencia de una glutamina en el hairpin-p,
que forma interacciones polares con el sustrato HMP.

e Ambas enzimas presentan un comportamiento Michaeliano frente a HMP
y poseen una Km similar para este sustrato (en el orden de micromolar),
pero difieren en un orden de magnitud en su Keat Y €n su Vmax, siendo mas

rapida la enzima del organismo meséfilo a la temperatura estudiada.
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Cuando se realizan curvas de saturacion para ATP, se observa una
desviacion del modelo Michaelis-Menten. Se requeriran analisis mas
detallados para estimar los parametros cinéticos.

Ambas enzimas son monomeros en las condiciones evaluadas, a
diferencia de lo reportado para la HMPK de E. coli y a lo predicho en
base a las estructuras cristalogréficas.

TtHMPK es significativamente mas estable frente a temperatura y agentes
quimicos que StHMPK. Estas diferencias de estabilidad observadas
parecen estar asociadas a diferencias en la flexibilidad conformacional de
estas enzimas, siendo mucho mas rigida la enzima proveniente de
Thermus thermophilus.

Las diferencias de flexibilidad pueden explicarse por modificaciones en
la red de interacciones no covalentes. TtHMPK tiene una mayor cantidad
de interacciones electrostaticas, especialmente de vida corta, que podrian
estar restringiendo las fluctuaciones conformacionales. Ademas,
TtHMPK presenta una reduccion en el contenido de residuos polares en
su nucleo, lo que incrementaria el efecto hidrofébico que favorece el

plegamiento.
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