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Biografia

Naci en Santiago en 1988, aunque a los pocos dias me fui a vivir a
Rancagua, donde pasé toda mi infancia y adolescencia. Terminé el
colegio el ano 2005 sin saber qué estudiar. Después de un afio en
ingenieria y descubrir que no era lo mio, sin saber muy bien por qué, el
2007 entré a estudiar Bioquimica en la Universidad de Chile.

Tempranamente me di cuenta de que habia tomado la decisiéon
correcta. Entrar a bioquimica fue un amor a primera vista. Llegué
incluso a ser presidente del centro de estudiantes de la carrera (2008).
Fue Durante esos anos que descubri mi amor por la fisicoquimica y
decidi que queria aplicar dicha ciencia a la biologia.

El afio 2008, en un congreso de la Asociacién Nacional de Estudiantes de Bioquimica, conoci
al profesor Jorge Babul, quién dio una charla sobre los problemas de la ciencia en Chile. Resultd
ser que este profesor no solo era un activista por la ciencia, sino que ademads su trabajo cientifico
consistia precisamente en una aplicacién directa de la fisicoquimica a problemas bioldgicos. Fue
asi que el afo 2009, sin siquiera haber cursado alguna asignatura de Bioquimica, comencé a
asistir al Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile, lugar donde he estado trabajando hasta entonces, donde he conocido a
grandes personas y excelentes amigos. Ahi también conoci al profesor Tito Ureta, quien tuvo una
gran influencia en mi, fomentandome a estudiar la filosofia de las ciencias (a la vez que
alertdindome de sus peligrosos encantos).

Mi tesis de pregrado y Magister en Bioquimica la hice en el mismo laboratorio con el
profesor Jorge Babul y la co-tutoria del Dr. Mauricio Baez en temas relacionados con el
plegamiento de proteinas.

El afio 2015 ingresé al Doctorado, donde comencé a trabajar con la Dra. Victoria Guixé,
quién se convertiria en mi maestra y tutora de tesis junto con el Dr. Victor Castro. Asi fue como
comencé a adentrarme en la enzimologia, un tema que siempre me ha apasionado. Durante la
realizacion de esta tesis también tuve la oportunidad de ir a Buenos Aires al labratorio del Dr.
Sergio Kaufman, lugar donde perfeccioné mis conocimientos de cinética enzimatica y analisis de
datos.

Durante mi estadia en el doctorado también cursé diversos cursos de la Licenciatura en
Matemaiticas, llegando a obtener una formacién equivalente a haber cursado segundo afo de
dicha carrera (la que algun dia espero finalizar).

En forma paralela al doctorado comencé a desarrollar en profundidad mi aficiéon por la
filosofia de las ciencias, lo que poco a poco comenzd a transformarse en un trabajo. Entre 2017
y 2020 fui coinvestigador de un FONDECYT del drea de filosofia de la biologia bajo la direccién
del Dr. Maurizio Esposito, y la colaboracion de los Dres. Davide Vecchi y Lorenzo Baravalle.
Gracias a esto tuve la oportunidad de mostrar mi trabajo filoséfico no solo en Chile, sino que
también en los congresos mds importantes de filosofia de la biologia y de la quimica a nivel
internacional. Junto con esto, desde el 2019 en adelante me he desempefado como profesor en
el programa de Magister en Filosofia de las Ciencias de la Universidad de Santiago.

Ahora que ya obtuve mi grado de doctor, espero lograr compatibilizar mis dos areas del
conocimiento y lograr desarrollar tanto la enzimologia como la filosofia de las ciencias en el pais.
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Resumen

Las enzimas que fosforilan glucosa y fructosa-6-fosfato (F6P) en la glicdlisis de la
mayoria de los organismos del phylum Euryarchaeota de Archaea utilizan ADP en lugar
de ATP como dador de fosforilo. Estas enzimas estan emparentadas filogenéticamente y
pertenecen a la Superfamilia Riboquinasa y han sido descritas como no reguladas
alostéricamente. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la enzima bifuncional
de Methanococcus maripaludis, perteneciente al orden de los Methanococcales, es
activada por AMP, rasgo que estaria ausente en las enzimas PFK y GK de Thermococcales,
gue son especificas por glucosa o por F6P.

A partir de este hallazgo surgen dos interrogantes. Por un lado, acerca del
mecanismo mediante el cual esta activacion ocurre. Por otro lado, acerca de si se trata
de un rasgo ancestral o de una novedad evolutiva. Ambas cuestiones fueron abordadas
experimentalmente. Para esto, el trabajo de tesis se dividié en dos partes. Por un lado,
se estudié el mecanismo de activacion por AMP usando como ejemplar la enzima
bifuncional de Methanococcus maripaludis (MmPFK/GK). Para realizar una
caracterizacidon fisicoquimica de esta activacion se realizaron estudios de cinética
enzimatica en estado estacionario. Previo a la caracterizacion de la activacién por AMP
se procedid a determinar el mecanismo cinético de la enzima. Esto se hizo para distintas
concentraciones de AMP para ambas actividades enzimaticas. Se obtuvo que la enzima

posee un mecanismo secuencial ordenado para ambas actividades, donde MgADP es el
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primer sustrato en unirse a la enzima y AMP el ultimo producto en disociarse. Ademas,
en ambas actividades existe inhibicidn por el sustrato azucar, la que ocurre mediante la
formacién de dos complejos de punto muerto E-Azlcar y E-AMP-AzUcar. Sin embargo,
en la actividad PFK el posible AMP alostérico produce que el segundo complejo deje de
formarse.

La activacién por AMP ocurre principalmente mediante un aumento en la
afinidad por el sustrato azucar, efecto que es mayor en la actividad GK que en PFK. En
ambas actividades esto ademds causa un aumento en el efecto inhibitorio del azlcar
debido a que también aumenta la afinidad por azlcar en especies no productivas
cataliticamente, como la enzima libre y el complejo E-AMP.

Estas conclusiones fueron reforzadas mediante estudios de unién de ligando
realizados mediante ensayos de fluorescencia intrinseca, ademdas de experimentos de
modificacion quimica utilizando un andlogo de AMP fotoactivable.

La segunda parte de este trabajo consistié caracterizar evolutivamente la
activacion por AMP. Para ello se realizé un estudio cinético comparativo entre distintas
enzimas actuales de esta familia, cada una representando diversas ramas tales como
PFKs especificas de Thermococcales, GKs especificas de Thermococcales y bifuncionales
de Methanococcales y Methanosarcinales. Ademas, para caracterizar la ruta evolutiva
de la aparicidn o conservacion de la activacién por AMP, se analizé la presencia de este
rasgo en diversas proteinas ancestrales inferidas en esta familia de enzimas. Se obtuvo

que la activacién por AMP es un rasgo ancestral que se correlaciona evolutivamente con
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la bifuncionalidad, pero que desaparecié en conjunto con la especificacién de estas
enzimas por la actividad GK o PFK.

Este trabajo corresponde a la primera caracterizacion cinética en detalle de una
enzima bifuncional PFK/GK dependiente de ADP. Ademas, consiste en la primera
caracterizacidon a nivel mecanisitico y evolutivo de un rasgo regulatorio conservado

propio de esta familia de proteinas de Archaea.
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Abstract

The enzymes that phosphorylate glucose and F6P in Archaeal glycolysis use ADP
instead of F6P as phosphoryl donor. These enzymes are phylogenetically related and
belong to the Ribokinase Superfamily. They have been described as non-regulated
allosterically. However, it has recently been described that the bifunctional enzyme of
Methanococcus maripaludis, belonging to the order of the Methanococcales, is activated
by AMP, a trait that seems to be absent in the PFK and GK enzymes from Thermococcales,
which are specific for glucose or F6P.

Two questions arise from this finding. On the one hand, about the mechanism by
which this activation occurs. On the other hand, about whether it is an ancestral trait or
an evolutionary novelty. Both questions were experimentally addressed. For this reason,
the thesis was divided into two parts. On the one hand, the mechanism of activation by
AMP was addressed by using the bifunctional enzyme from Methanococcus maripaludis
(MmPFK / GK) as an exemplar. In order to perform a physicochemical characterization of
this activation, steady state kinetic studies were performed. Prior to the characterization
of AMP activation, the kinetic mechanism of the enzyme was determined. This was done
at different concentrations of AMP for both enzymatic activities. The enzyme was found
to have an ordered sequential mechanism for both activities, where MgADP is the first
substrate to bind to the enzyme and AMP the last product to dissociate. In addition, in

both activities there is inhibition by the sugar substrate, which occurs through the
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formation of two dead-end complexes, E-Sugar and E-AMP-Sugar. However, in PFK
activity AMP causes the second complex to stop forming.

The activation by AMP occurs mainly through an increase in sugar substrate
affinity, this effect is greater in GK activity than in PFK. In both activities this also causes
an increase in the inhibitory effect of the sugar due to an increases of sugar affinity in
non-productive species, such as the free enzyme and the E-AMP complex.

These conclusions were reinforced by ligand binding studies performed using
intrinsic fluorescence. Also, chemical modification experiments using a photoexitable
AMP analog were performed for that purpose.

The second part of this work consisted in the evolutionarily characterization of
the activation by AMP. This was done by a comparative kinetic study between different
current enzymes of this family, each representing different evolutive branches such as
PFKs from Thermococcales, GKs from Thermococcales and bifunctionals from
Methanococcales and Methanosarcinales. Furthermore, in order to characterize the
evolutionary route of the appearance or the maitenance of AMP activation, the presence
of this trait was analyzed in various reconstructed common ancestors of this family of
enzymes. Activation by AMP was found to be an ancestral trait that is evolutionarily
correlated with bifunctionality but disappeared in conjunction with the specification of
these enzymes by GK or PFK activity.

This job is the first time a bifunctional PFK/GK ADP-dependent enzyme gets

kinetically characterized in detail. Moreover, is the first time that a regulatory propertye,
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only present in this family of enzymes gets chgaracterized at mechanistic and evolutive

level.
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1 Introduccion

1.1 Metabolismo de Archaea

Uno de los procesos fundamentales del metabolismo de todos los seres vivos es
la oxidacion de moléculas provenientes del ambiente, con la consecuente reduccién de
moléculas del organismo. De esta forma, los electrones provenientes del ambiente
ingresan a una larga y compleja red de reacciones de d6xido-reduccion, donde son
dirigidos a dos posibles destinos: a la reduccién de moléculas que formaran parte de
estructuras bioldgicas y que finalmente constituiran la biomasa, o a la reduccién de un
aceptor final que sera excretado al ambiente. Este ultimo proceso se encuentra acoplado
a la produccién de la energia necesaria para llevar a cabo todos procesos metabdlicos
del organismo. En la gran mayoria de los seres vivos, los azucares juegan un rol
fundamental en el metabolismo, siendo estas moléculas las que con mayor frecuencia
son utilizadas como nutrientes. A partir de su degradacidn los organismos son capaces
de producir tanto energia como una gran cantidad de intermediarios y precursores para
la sintesis de estructuras celulares y de biomasa en general.

El metabolismo de los organismos pertenecientes al dominio Archaea presenta
grandes diferencias tanto respecto a los de bacterias como a los de Eucarya,
principalmente debido a la variedad de ambientes donde estos organismos habitan,
dentro de los que se incluyen condiciones tales como altas y bajas temperaturas, altas

concentraciones de sal, pHs extremos, etc. Mas aln, dentro del dominio Archaea existen



considerables variaciones entre los distintos grupos filogenéticos que lo componen.
Hasta ahora, los érdenes de Archaea mas estudiados desde el punto de vista metabdlico
son los Thermococcales (P. furiosus (Khatibi et al. 2017; Lee et al. 2006), T. Kodakarensis
(Atomi & Reeve 2019)), los Methanoccocales (M. janaschii (Selkov et al. 1997), M.
maripaludis (Goyal et al. 2016)) y los Methanosarcinales (M. acetivorans (Santiago-
Martinez et al. 2016)). Los primeros son organismos heterdtrofos capaces de crecer en
presencia de una gran variedad de azUcares, polisacaridos y péptidos (Schut et al. 2003;
VanFossen et al. 2008). Generalmente, utilizan azufre elemental o protones como
aceptores finales de electrones, produciendo acido sulfhidrico como producto final en el
primer caso e hidrégeno molecular en el segundo (Schut et al. 2007). En cambio, los
Methanococcales y los Methanosarcinales son organismos autoétrofos incapaces de
asimilar moléculas de mas de tres carbonos. Esto se debe, entre otras cosas, a que
carecen de transportadores de azlcares de mas de tres carbonos y de otras moléculas
de similar tamano (Castro-Fernandez et al. 2017; Hendrickson et al. 2004). Tanto los
organismos del orden Methanococcales como los del orden Methanosarcinales son
capaces de crecer en presencia de metanol, CO,, CO, metilamina o acetato (Costa &
Leigh 2014). Estos utilizan carbono como aceptor final de electrones, generando metano
como producto final del metabolismo. La metanogénesis presente en los
Methanococcales se conoce como hidrogenotrépica (Thauer 2012). En este proceso se
genera CHa a partir de CO; mediante una serie de pasos en donde se oxidan cofactores

(Ferredoxina y factor F420) y ademads se genera un gradiente de sodio en la membrana



plasmatica, el que posteriormente serd disipado en un proceso acoplado a la produccién
de ATP mediante una ATP-sintasa propia de estos organismos (Deppenmeier & Miiller
2008; Gruber et al. 2014). De mas esta decir que su capacidad de producir metano a
partir de otros componentes tales como CO y CO; los hace candidatos interesantes para
una gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas (Enzmann et al. 2018) amigables con
el medio ambiente, por lo que cualquier contribucidn al entendimiento de su
metabolismo puede considerarse un aporte, directo o indirecto, en este camino. En el
caso de los Methanosarcinales, también existe un tipo distinto de metanogénesis
ausente en los Methanococcales. Esta se llama acetocldstica y consiste en la produccién
de una molécula de metano y una de CO2 a partir de una molécula de Acetato (Costa &
Leigh 2014; Welte & Deppenmeier 2014). Esta ultima molécula puede ser dirigida hacia
la produccion de biomasa mediante la fijacion de carbono en un ciclo reductivo de Acetil-
CoA, el que esta presente tanto en Methanococcales como en Methanoscarcinales

(Castro-Fernandez et al. 2017).

1.2 Glicolisis

Dentro de los azucares, glucosa es uno de los mds ubicuos en los seres vivos,
siendo la principal y mas inmediata fuente de carbono y poder reductor en la mayor
parte de los organismos conocidos. A través de las vias de degradacion de esta molécula
los organismos son capaces de generar tanto ATP como poder reductor, ademas de

diversos precursores que son destinados a una gran variedad de procesos, tales como el



ciclo de Krebs, la sintesis de aminoacidos, de nucledtidos, de otros azlcares, etc. La
principal via de degradacién de la glucosa es la via de Embden-Meyerhof o glicdlisis
candnica (Figura 1), siendo la mas frecuente en Eucarya y bacterias (Voet & Voet). Por
otro lado, algunos organismos procariontes utilizan también la ruta de Entner-Doudoroff
(Ahmed et al. 2004), en la que se produce piruvato y gliceraldehido-3-fosfato a partir de
glucosa-6-fosfato, en una serie de reacciones distintas a las de la glicdlisis.

La via de Embden-Meyerhof involucra dos etapas de fosforilacion de azucares; la
primera consiste en la fosforilacion de glucosa para generar glucosa-6-fosfato (actividad
Glucoquinasa, GK de ahora en adelante), reaccion que es compartida con la ruta de
Entner-Doudoroff y otras vias metabdlicas, como la sintesis de glicégeno a partir de
glucosa vy la via de las pentosas fosfato. La segunda, corresponde a la fosforilacién de
fructosa-6-fosfato para formar fructosa-1,6-bifosfato (actividad fosfofructoquinasa, PFK
de ahora en adelante) y corresponde a la primera reaccién exclusiva de la via de Embden-
Meyerhof. En general, para ambas actividades el cosustrato dador de fosforilo es ATP,
generandose ADP como producto. Las enzimas que realizan la actividad GK en Eucarya
usualmente presentan promiscuidad, siendo capaces de fosforilar varios sustratos
hexosa ademas de glucosa (Cardenas et al. 1998; Kawai et al. 2005; Traut 2008). En
bacterias, en cambio, son bastante especificas y se encuentran clasificadas dentro de la

familia ROK (Romero-Rodriguez et al. 2015).
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Figura 1. Esquema comparativo de la glicélisis candnica (via Embden-Meyerhof) y
glicdlisis de Archaea.

Se destacan las modificaciones presentes en esta Ultima mostrando a la enzima con
fondo mds oscuro. Ademas, se indican los distintos efectores alostéricos descritos para
cada una de estas vias. Modificado de Ye et al. 2012. Actividades enzimdticas: GK,
Glucoquinasa; PGl, Fosfoglucosa isomerasa; PFK, Fosfofructoquinasa; FBA, Fructosa-
bifosfato aldolasa; TIM, Triosafosfato isomerasa; GAPDH, Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; PGK, Fosfoglicerato quinasa; iPGM, Fosfoglicerato quinasa; ENO,
Enolasa; PK, Piruvato quinasa; GAPOR, Gliceraldehido-3-fosfate ferredoxina
oxidoreductasa; GAPN, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante.
Actividades: G6P, GLucosa-6-fosfato; F6P, Fructosa-6-fosfato; FBP, F-2,6-bP, Fructosa-
1,6-bifosfato; GAP, Gliceraldehido-3-fosfato; DHAP, Dihidroxiacetona fosfato; 1,3-BPG,
1,3 bifosfoglicerato; 3-PG, 3-fosfoglicerato; PEP, Fosfoenolpiruvato; ATP, Adenosina
trisfosfato; ADP, Adenosina bifosfato; AMP, Adenosina monofosfato; cAMP, AMP
ciclico; G1P, Glucosa-1-fosfato;



Por otro lado, todas las enzimas que realizan la actividad PFK tanto en bacterias
como en Eucarya se encuentran emparentadas filogenéticamente. Durante la evolucion,
el gen que codifica para esta enzima habria sufrido eventos de duplicacion-fusién y
divergencia funcional de los sitios activos, lo que habria llevado a la aparicién de sitios
regulatorios y a la divergencia de los ya existentes (Kemp & Gunasekera 2002; Li et al.
1999; McNae et al. 2009; Poorman et al. 1984). Por otro lado, E. coli posee una
isoenzima, denominada PFK-2, que no posee homologia con las PFK de bacteria (Babul
1978; Cabrera et al. 2008) o Eucarya (de ahora en adelante, a menos que se indique,
cuando se hable de enzimas especificas nos referiremos como “PFK” a las de la familia
PFK1 de bacterias y Eucarya)

Si bien en los organismos pertenecientes al dominio Archaea el metabolismo es
en muchos aspectos sustancialmente distinto al de bacterias y Eucarya (Castro-
Fernandez et al. 2017), la glicélisis también se encuentra presente. Sin embargo, ésta
presenta importantes modificaciones tanto a nivel de las actividades enzimaticas que la
componen como en su funcidn en el metabolismo, la que no es la misma en todos los
organismos de este dominio. En los Thermococcales, que son organismos heterétrofos,
la via glicolitica juega un rol fundamental en la produccién de energia y de poder
reductor, siendo una de las vias mas importantes donde se produce ATP por fosforilacion
a nivel de sustrato (Brasen et al. 2014). En los Methanococcales y Methanosarcinales,
en cambio, no esta claro el rol de esta ruta metabdlica y la evidencia apunta a que se

trataria de una via secundaria de recuperaciéon ante la escasez de nutrientes. Como se



menciond, estos organismos son incapaces de asimilar glucosa al carecer de
transportadores para el azucar. Sin embargo, durante la fase de crecimiento y en
abundancia de nutrientes, la ruta gluconeogénica se encuentra activa. Actualmente se
sabe que estos organismos son capaces de acumular glicogeno (Yu 1994; Goyal et al
2016), por lo que se ha postulado que la funciéon de la gluconeogénesis es la produccion
de reservas nutricionales. Es asi que, en organismos como Methanococcus maripaludis
(Methanococcales) (Goyal et al. 2016) y Methanosarcina acetivorans
(Methanosarcinales) (Santiago-Martinez et al. 2016), se ha observado que ante el estrés
por carencia de nutrientes la glicdlisis es activada, con la consecuente inhibicién de la
gluconeogénesis, para asi poder generar intermediarios para la metanogénesis y otros
procesos necesarios para la sobrevida del organismo en esas condiciones.

En la glicdlisis de Archaea existen cambios importantes respecto a la ruta
metabdlica homologa presente en bacterias y Eucarya, por ejemplo, a nivel de
actividades enzimaticas tales como Glucoquinasa, Fosfofructoquinasa y Gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). En Archaea, estas actividades son llevadas a cabo
por enzimas que carecen de homologia con las enzimas presentes en Bacteria y Eucarya,
las que ademas utilizan cosustratos diferentes y presentan mecanismos cataliticos
distintos, lo que tiene consecuencias metabdlicas importantes. Por ejemplo, en algunos
casos, la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) ha sido reemplazada
por una GAPDH no fosforilante (GAPN) y en otros por una GAP:ferredoxina oxido-

reductasa (GAPOR) (Brasen et al. 2014). Esto es consistente con el hecho de que en



Archaea el poder reductor esta localizado en moléculas distintas NAD(P)H, como
ferredoxina y coenzimas propias de este dominio de la vida (Castro-Fernandez et al.
2017). Por otro lado, las enzimas que catalizan las reacciones de fosforilacion de glucosa
y de F6P utilizan ADP como dador de fosforilo en lugar de ATP, con la correspondiente
produccién de AMP como producto (Kengen et al. 1994; Guixé & Merino 2009).
Dentro de las quinasas de azucares dependientes de ADP de Archaea existen
enzimas especificas por glucosa, especificas por F6P y bifuncionales. Estas tltimas fueron
caracterizadas en los organismos del orden Methanococcales, donde solo existe una
enzima bifuncional (GK/PFK) capaz de fosforilar ambos azticares en un mismo sitio activo
(Sakuraba et al. 2002; Castro-Fernandez et al. 2014). Todas estas quinasas dependientes
de ADP se encuentran emparentadas filogenéticamente, formando una familia de
proteinas homodlogas (Guixé & Merino 2009) que no presentan homologia con ninguna
de las enzimas candnicas dependientes de ATP que realizan las mismas actividades (GK
o PFK) en bacterias y Eucarya. Inicialmente, se las propuso como una nueva familia de
proteinas, aunque posteriormente, en base en su semejanza estructural, fueron
clasificadas como miembros de la Superfamilia Riboquinasa (Guixé & Merino 2009).
Interesantemente, la enzima PFK-2 de E. coli también pertenece a esta superfamilia
(Bork et al. 1993). Ademas de Archaea, también se han descrito glucoquinasas de
azucares dependientes de ADP en Eucarya, aunque su funcidn en estos organismos no
es clara (Ronimus & Morgan 2004; Richter et al. 2012). También se ha descrito una

glucoquinasa dependientes de ADP en bacteria (Qian et al. 2013).



Estructuralmente, las quinasas dependientes de ADP poseen una arquitectura
similar a todas las enzimas de la Superfamilia Riboquinasa. La parte comun a todas las
proteinas de esta superfamilia consiste en un dominio que posee un plegamiento tipo
Rossman con ocho hojas beta rodeadas de hélices alfa, lamado dominio mayor (Currie
et al. 2009). Dentro de las enzimas de esta superfamilia, algunas presentan un dominio
menor consistente en inserciones de estructura secundaria, principalmente hojas beta.
Este dominio menor presenta una topologia reentrante en su conexion con el dominio
mayor y puede tener diversos tamanos. A diferencia de las otras proteinas de esta
Superfamilia, las quinasas dependientes de ADP presentan un dominio menor mas de
mayor tamafio con la presencia de inserciones de alfa-hélices. Estas utlimas han sido
descritas como monoméricas, a diferencia de las enzimas de la familia riboquinasa (otra
familia de la Superfamilia Riboquinasa), donde existen enzimas que dimerizan a través
del dominio menor (Sigrell et al. 1999; Cabrera et al. 2011). Por otro lado, las enzimas
dependientes de ADP de Archaea caracterizadas hasta la fecha presentan un mecanismo
cinético secuencial-ordenado donde el primer sustrato en unirse a la enzima es MgADP,
a diferencia de las enzimas de la familia riboquinasa donde el azlcar es el primer sustrato
en unirse (Rivas-Pardo et al. 2013). Estos mecanismos se representan en la Figura 2.
Recientemente, se ha propuesto que esta diferencia en el mecanismo cinético se deberia
a la topologia del dominio mayor de las proteinas. Especificamente, estaria relacionada
con la presencia de una permutacién en el extremo C-terminal de las quinasas

dependientes de ADP (figura 2) (Herrera-Morande et al. 2018). Interesantemente, al



introducir la topologia de las enzimas dependientes de ATP en la enzima GK dependiente
de ADP de Thermococcus litoralis mediante una permutacion artifical en el gen
codificante, su mecanismo cinético se ve modificado, conservando su caracter
secuencial-ordenado, pero pasando a ser glucosa el primer sustrato en unirse, y no

MgADP como en la enzima silvestre (Herrera-Morande et al. 2018).

1.3 Regulacion de la glicdlisis candnica y su evolucion

La glicdlisis candnica es una via altamente regulada en todos los organismos que la
poseen. Dependiendo del estado metabdlico puede ser necesario mantener su
funcionamiento o detenerlo. Esta regulacién se realiza principalmente mediante la
modificacion en la actividad catalitica de las enzimas que realizan las actividades de la
ruta, lo que se efectlia mediante la accién alostérica de una gran variedad de efectores.
En este escenario, tanto en Eucarya como en bacterias, GK y PFK son las dos etapas que
presentan la mayor regulacion en la gran mayoria de los casos conocidos (Voet & Voet
2011). Para ambas actividades se han descrito varios efectores alostéricos. Por ejemplo,
en mamiferos la actividad GK es inhibida por su producto G6P; ademas, una de las
isoformas (Hexoquinasa C) es inhibida por exceso de glucosa (Cardenas et al. 1998;
Sebastian et al. 1999). Por otro lado, las enzimas PFK son activadas por su producto ADP,
siendo éste un rasgo comun de todas las enzimas que realizan esta actividad, tanto en
bacterias y Eucarya (Kemp & Gunasekera 2002; Kemp & Krebs 1967; Poorman et al.

1984).
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Figura 2 Topologia y mecanismos cinéticos en quinasas dependientes de ADP y de
ATP de la superfamilia Riboquinasa.

A) Estructura de la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis (TIGK) en presencia
de glucosa y AMP (PDB 4B8S). B) Estructura de la adenosina quinasa humana
(dependiente de ATP) perteneciente a la familia Riboquinasa, en presencia de dos
adenosinas (PDB 4B8S). En ambas estructuras, el subdominio que contiene el sitio de
union para el nucledtido se muestra en colores. Para ambas se muestra un diagrama
topoldgico de este subdominio, donde en amarillo y azul se muestran la localziacién de
los mismos elementos estructurales que se destacan con esos colores en las
estructuras. Figura extraida de Herrera-Morande et al. 2018. Para cada caso se muestra
ademas el mecanismo cinético determinado para cada una de estas familias de
proteinas. A) Mecanismo secuencial-ordenado donde MgADP es el primer sustrato en
unirse a la enzima y AMP el ultmo producto en disociarse, correspondiente a las
Quinasas dependientes de ADP. B) mecanismo secuencial-ordenado correspondiente a
las quinasas dependientes de ATP, donde el aceptor de fosforilo es el primer sustrao en
unirse y el sustrato fosforilado el ultimo producto en disociarse. “Az” representa el
aceptor de fosforilo.
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Ademas, en bacterias, la actividad PFK es inhibida por Fosfoenol-Piruvato (PEP),
rasgo que no esta presente en las enzimas de Eucarya (Poorman et al. 1984). En las PFK
Eucarya se ha observado activacién por por AMP y AMP ciclico (cCAMP); junto con esto,
Fructosa-2,6-bisfosfato (F2,6bP) también es una activador. Esta ultima caracteristica es
parte de un importante mecanismo regulatorio en mamiferos, ya que esta molécula,
ademads de activar la enzima PFK, también es un inhibidor de la Fructosa bifosfatasa
(FBPasa), por lo que juega un rol esencial en el paso de un metabolismo gluconeogénico
a uno glicolitico (Hers et al. 1982). Ademads, estas enzimas también son inhibidas por
citrato y por su sustrato ATP (Bapteste et al. 2003), siendo esto ultimo un rasgo comun
en las PFK de Eucarya y las de bacterias (la accién de estos efectores se resume en la
Figura 1. Es interesante apreciar que es usual que los inhibidores sean intermediarios y
productos que se encuentran rio abajo de la ruta glicolitica, por lo que la regulacion
cumple la funcion de evitar la acumulacién de ATP, poder reductor y otros productos
finales de la via. Por otro lado, la regulacidn de la glicdlisis es importante cuando se
favorece un metabolismo gluconeogénico, donde es necesario que se encuentre
inhibida. Gran parte de las actividades enzimaticas de la gluconeogénesis son llevadas a
cabo por enzimas que también participan en la glicélisis, pero catalizando la reaccién en
la direccion reversa. Por esto, es necesaria la existencia etapas irreversibles, realizadas
por enzimas Unicas para cada ruta, que aseguren la direccidn del flujo metabdlico, ya sea
en direccién glicolitica o gluconeogénica. En el caso de las actividades GK y PFK, la

reaccidon reversa en sentido gluconeogénico es catalizada por enzimas distintas a la
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glicdlisis, que son propias de esta via: Glucosa-6-fosfatasa y Fructosa-1,6-bifosfatasa,
respectivamente. Si ambas vias estuviesen activas en un mismo momento se produciria
un ciclo fatil con la consecuente hidrdlisis neta de ATP, lo que podria tener graves
consecuencias para el organismo. Es por esto que la regulacién de GK y PFK es un proceso
de gran importancia para la sobrevida de los organismos.

En el caso de las PFK candnicas, tanto de bacterias como de Eucarya, se ha
estudiado en profundidad la evolucion de su regulacidn alostérica. Como se ha senalado,
todas las enzimas que realizan esta actividad en ambos dominios de la vida son
homdlogas. La PFK de bacterias es un homotetramero en su forma activa, en el que cada
subunidad posee un sitio activo independiente, donde se alojan los sustratos F6P y ATP.
Ademas, posee sitios alostéricos para PEP y ADP ubicados en la interface de dos
subunidades (Kemp & Gunasekera 2002; Li et al. 1999). Las PFK de Eucarya se habrian
originado a partir de un evento de duplicacidén y posterior fusion en tdndem de un gen
ancestral de una PFK procarionte (Poorman et al. 1984). En este proceso, se habria
generado una nueva proteina con dos grandes dominios, cada uno estructuralmente
homologo a una subunidad de la proteina procarionte. En uno de estos dominios se
conservd el sitio activo ancestral, mientras que el otro este sitio divergié hasta
transformarse un sitio alostérico para los activadores alostéricos F2,6bP y AMP/ADP. A
su vez, el sitio alostérico ancestral para PEP (inhibidor) y ADP (activador) dio origen a los
dos sitios inhibidores para ATP y citrato de la enzima Eucarya (Kemp & Gunasekera 2002;

Li et al. 1999).
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1.4 Regulacion de la Glicdlisis en Archaea

El metabolismo de las Archaea, su evolucidn y regulacién, son fendmenos cuya
descripcidén es escasa. En este contexto, conocer la evolucién y la regulacién de la
glicdlisis en los organismos de este dominio constituye un aporte importante al
conocimiento de su metabolismo. Actualmente, la regulacion metabdlica en Archaea es
un fendmeno bastante desconocido y, dentro de esto, la regulacion a través de efectores
alostéricos parece ser, hasta ahora, un fendmeno poco frecuente (Brasen et al. 2014).
En este contexto la glicdlisis no parece ser una excepcién, habiéndose llegado a especular
que la regulacion alostérica seria practicamente inexistente y que la estrategia
regulatoria estaria realizada solo a nivel de la modificacién en la disponibilidad de
enzimas mediante control transcripcional, como puede verse en las revisiones mads
recientes y amplias del tema (Brdsen et al. 2014). Hasta ahora solo se ha descrito
regulacion alostérica a nivel de la GAPN de Thermoproteus tenax, la que es activada por
glucosa-1-fosfato, AMP y ADP, ademas de ser inhibida por ATP (Brunner et al. 1998) y la
piruvato quinasa de Pyrobaculum aerophilum, la que es activada por 3-fosfoglicerato
(Solomons et al. 2013), como se resume en la Figura 1. Estos fendmenos alostéricos
constituyen casos aislados y se desconoce su relevancia a nivel metabdlico. Sin embargo,
recientemente también se ha reportado que varias Piruvatoquinasas de Archaea
pertenecientes al filo Euryarchaeota son activadas por AMP en un mecanismo
conservado evolutivamente (Johnsen et al. 2019). A diferencia de lo que ocurre en

bacterias y Eucarya, antes del inicio de esta tesis doctoral no se habia descrito regulacién
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alostérica en Archaea a nivel de GK y PFK, ya sea por efectores clasicos o por otras
moléculas (Tuininga et al. 1999; Ronimus et al. 1999; Ronimus et al. 2001; Verhees et
al. 2002; Dorr et al. 2003). Desde que se descubrieron las quinasas dependientes de ADP
de Archaea, las enzimas mas estudiadas han sido las del orden Thermococcales.

En algunas enzimas de esta familia se ha detectado inhibicién por alguno de los
sustratos (Castro-Fernandez et al. 2017; Rivas-Pardo et al. 2013; Zamora et al. 2017),
pero este fendmeno no ha sido explorado en profundidad y hasta ahora no se ha descrito
en términos de mecanismos. Sin embargo, debido a sus caracteristicas, parece no ser
metabdlicamente relevante, dado que solo es notorio a muy altas concentraciones de
sustrato

Por otra parte, los cationes divalentes, como Mg?*, tienen distintos efectos sobre
la actividad de las enzimas dependientes de ADP de Archaea. Primero que todo, es
conocido que en las enzimas que fosforilan sustratos utilizando nucledtidos los cationes
divalentes coordinan las cargas negativas de los fosfatos del nucledtido (ADP en este
caso), formando parte del verdadero sutrato de la enzima, lo que permite que la
molécula se una al sitio activo y se realice la catalisis. Por otro lado, se conoce que todas
las enzimas de la superfamilia Riboquinasa son reguladas por Mg?* y otros cationes
divalentes en un proceso debido a la unién de una segunda molécula de Mg?* (Parducci
et al. 2006; Rivas-Pardo et al. 2011; Navarro et al. 2013; Quiroga-Roger et al. 2015) donde
participa un motivo de secuencia conservado (NXXE). En particular, esta caracteristica

también se encuentra presente en las quinasas dependientes de ADP de Archaea
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(Merino et al. 2012; Abarca-Lagunas et al. 2015) y, en la mayoria de los casos descritos,
el Mg?* libre se comporta como un inhibidor.

Sin embargo, recientemente en nuestro laboratorio se ha descubierto que las
enzimas bifuncionales de Methanococcus maripaludis (MmPFK/GK) y de Methanococcus
janaschii (MjPFK/GK), pertenecientes al orden Methanococcales, son activadas por AMP
(Castro-Fernandez et al. 2014; Herrera-Morande 2015) en lo que parece ser un efecto
alostérico. Ademas, al parecer este seria un rasgo comun en las enzimas de este grupo
filogenético, pero estaria ausente en las enzimas de grupo de los Thermococcales
(Tuininga et al. 1999; Verhees et al. 2002; Dorr et al. 2003) (en estas enzimas incluso se
han realizado estudios de inhibiciéon por producto no habiéndose observado activacion
por AMP (Rivas-Pardo et al. 2013)). Estos resultados muestran por primera vez evidencia
de regulacion alostérica conservada en esta etapa de la glicdlisis de Archaea. Este
hallazgo plantea interesantes desafios, como por ejemplo entender el mecanismo

mediante el cual ocurre esta activacion.

1.5 Evolucidon de la familia de quinasas dependientes de ADP y

de su regulacion.

Hasta antes de comenzar este trabajo, la activacién por AMP solo se habia
reportado en enzimas bifuncionales (Castro-Fernandez et al. 2014; Herrera-Morande
2015) y aparentemente no se encontraba presente en las enzimas especificas por F6P o

por glucosa de la rama de los Thermococcales (Tuininga et al. 1999; Verhees et al. 2002;
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Dorr et al. 2003; Rivas-Pardo et al. 2013). Esto apunta a que ambos rasgos, la
bifuncionalidad y la activacion por AMP, podrian estar correlacionados evolutivamente.
Para responder esta pregunta es necesario analizar la evolucién de esta familia y
determinar en qué punto de su historia evolutiva surgié y/o se perdio la activacion por
AMP.

Dentro de las quinasas de azlcares dependientes de ADP existen enzimas
especificas por glucosa, especificas por F6P y también enzimas bifuncionales capaces de
fosforilar ambos azlcares en un mismo sitio activo. Estudios realizados mediante la
técnica de reconstruccion de enzimas ancestrales han permitido rastrear la historia
evolutiva de la especificidad de sustratos de esta familia. Esta técnica consiste en la
inferencia de las secuencias mas probables de los ancestros comunes de un conjunto de
proteinas homadlogas. Estas proteinas ancestrales reconstruidas pueden ser expresadas
recombinantemente, purificadas y caracterizadas. De esta forma es posible inferir la
historia evolutiva para algun rasgo especifico dentro de una familia de proteinas. En este
caso, utilizando esta técnica se determind que la bifuncionalidad seria un rasgo ancestral
dentro de la familia de quinasas dependientes de ADP de Archaea. En Castro-Fernandez
2015 y Castro-Fernandez et al. 2017, se reconstruyeron las secuencias de los ultimos
ancestros comunes de las enzimas PFK especificas de Thermococcales (ancT), de las
enzimas bifuncionales de Methanococcales (ancM), del ultimo ancestro comun entre
estos dos grupos (ancMT) y del ancestro comun entre éstos y las enzimas bifuncionales

de Methanosarcinales (ancMMT). En la Figura 3 se puede observar la posicién de estos
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Figura 3. Arbol filogenético de la familia de quinasas dependientes de ADP de
Archaea.

Arbol filogenético consenso fue obtenido mediante inferencia bayesiana usando
secuencias de proteinas. Los nodos correspondientes a las enzimas ancestrales
reconstruidas se encuentran indicados por circulos coloreados: ancGK/PFK, ancMIMT,
ancMT, ancM y ancT. Las siguientes enzimas actuales se muestran como ejemplos de
sus respectivo grupos: GK-especifica de T. litoralis (TIGK), PFK-especifica de P. horikoshii
(PhPFK) y bifuncional de M. maripaludis (MmPFK/GK). Modificado de Castro y cols.
2017.
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ancestros en el arbol filogenético de esta familia de proteinas. En este estudio se
determiné que la bifuncionalidad ya habria estado presente en los ancestros mas
antiguos de esta familia, como el ancestro comun entre las enzimas PFK de
Thermococcales, las bifuncionales de Methanococcales y las bifuncionales de
Methanosarcinales (ancMMT) (Figura 3). Este rasgo se habria perdido en la rama de las
GK de Thermococcales, pero se habria conservado en el ancestro comun entre las
enzimas bifuncionales de Methanococcales y las PFK especificas de Thermococcales
(ancMT). Finalmente, se habria conservado solo en las enzimas actuales de la rama de
los Methanococcales, habiéndose perdido en la transicién desde ancMT a la rama de las
PFK de Thermococcales, siendo el ancestro de esta rama (ancT) especifico por F6P. El
cambio mds importante en esta transicién evolutiva entre la bifuncionalidad y la
especificidad por F6P, habria sido el reemplazo de un residuo glutamico conservado del
sitio activo del ancestro ancMT por una alanina. Este cambio habria provocado la pérdida
de la capacidad de fosforilar glucosa en la transicién entre el ancestro MT y el ancestro
ancT, siendo la causa de la especificidad por F6P de las PFK de Thermococcales (Castro-
Fernandez 2015). Evidencia directa de esto es que, si al ancestro ancMT se le realiza una
mutacion por alanina en el residuo E72, éste pierde la capacidad de unir glucosay, por
lo tanto, de actividad GK.

Junto con esto, actualmente también se sabe que las enzimas PFK pertenecientes
a los Methanosarcinales son bifuncionales (Zamora et al. 2017), por lo que este rasgo

también se habria conservado en las enzimas actuales de ese linaje. Sin embargo, hasta
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antes de empezar esta tesis no se habia analizado la activacién por AMP en esta rama de
enzimas.

La pregunta evolutiva que surge frente a la existencia de la activacion por AMP
es si esta propiedad regulatoria es un rasgo ancestral o una novedad evolutiva. Ademas,
en el caso de que sea una novedad, cabe preguntarse en qué momento de la evolucién
surgid, en qué ramas filogenéticas se ha mantenido y en cuales se ha perdido; o, de ser
ancestral, en qué momento de la evolucion se perdidé y en cuales ramas se conservo.

Por otro lado, surge la pregunta acerca de si existe una correlacion entre la
activacion por AMP vy la bifuncionalidad. En caso de que efectivamente exista una
coevolucién de la activacion por AMP vy la bifuncionalidad, cabe preguntarse si ésta es
producto de una misma causa a nivel de la estructura de las proteinas, vale decir, si el
determinante de la pérdida de la bifuncionalidad es el mismo que de la pérdida (o no
aparicion) de la activacién por AMP. O si, por el contrario, se trata de dos rasgos que co-
evolucionaron en forma independiente de acuerdo con el ambiente metabdlico donde
las enzimas realizan su funcidn. Dado que las enzimas bifuncionales se encuentran en
organismos metanogénicos autotrofos (Methanococcales y Methanosarcinales), a
diferencia de las especificas que estan presentes en organismos heterdtrofos
(Thermococcales) con metabolismo diferente a los primeros, es posible que sea esta
diferencia metabdlica la causante de que se haya seleccionado o descartado el rasgo
regulatorio, el que podria estar presente independientemente de si la enzima es

bifuncional.
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1.6 Activacion enzimatica y mecanismos cinéticos.

Si observamos el sitio activo de las enzimas, podemos ver que éste ocupa tan solo
una pequeiia parte de toda su estructura. En todo el resto de su estructura podrian ser
capaces de interaccionar con una gran cantidad de moléculas y unir una gran cantidad
de ligandos. Esto no es un hecho casual de la evolucidn, dado que las enzimas llevan a
cabo sus actividades en un contexto fisiolégico, por lo que, ademds de catalizar
reacciones en forma altamente especifica y efectiva, para realizar sus funciones deben
interaccionar con otras estructuras celulares, unir otros ligandos y, mas importante aun,
deben ser capaces de regular su actividad ante estimulos externos, ya que de esto
depende muchas veces el correcto funcionamiento del metabolismo del organismo. En
este ultimo aspecto, la regulaciéon alostérica, que consiste en la modificacion de la
actividad enzimatica producto de la unién de un ligando en un sitio de unién diferente al
sitio activo, cumple un rol fundamental en la mayoria de los sistemas biolégicos. Esta
modificacion puede ocurrir mediante la transmisién de alteraciones estructurales desde
el sitio alostérico a lo largo de toda la estructura o mediante efectos entrdpicos globales
en la dindmica estructural de la proteina (Changeux 2013).

En el caso de la activacion enzimatica, ésta puede ocurrir mediante tres
mecanismos. Una posibilidad es que al unirse a la enzima el efector alostérico modifique
la afinidad por algun sustrato (activacion via afinidad). Otra posibilidad es que la unién
del ligando produzca una modificacion en la velocidad de la catalisis de la reaccion

(activacién via catdlisis). Finalmente, una tercera opcion es que el ligando modifique
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ambas propiedades, lo que consistiria en un mecanismo mixto de activacion. El modelo
matematico que permite representar estos efectos y distinguirlos es el modelo general
de modificacion de la actividad enzimatica (que se explicara en detalle en la seccién de
resultados). Este nos permite distinguir el tipo de activacidon que estd presente mediante
el andlisis de los parametros cinéticos de la enzima en funciéon del activador.

Sin embargo, en nuestro caso el sistema estudiado presenta algunas
complejidades. Primero, ademas de ser un activador, AMP es el producto de la reaccion
catalizada, por lo que ademas produce inhibicidn. Esto representa una dificultad a la hora
de caracterizar un mecanismo de activacién para la proteina, ya que se hace necesario
entender el mecanismo mediante el cual el producto realiza su inhibicién, lo que se
traduce en entender si AMP es el primero o el segundo de los productos en disociarse
de la enzima en el ciclo catalitico. Por otro lado, al tratarse de una reaccion bisustrato,
se hace necesario conocer el efecto de AMP sobre cada uno de los sustratos por
separado. Ademas, se sabe que algunas enzimas de esta familia presentan inhibicién por
algun sustrato (Rivas-Pardo et al. 2013; Victor Castro-Fernandez et al. 2017; Zamora et
al. 2017), por lo que, ademas de analizar la presencia de inhibicon por sustrato, también
se hace necesario evaluar si ésta es afectada por AMP. Por lo tanto, para poder
caracterizar la activacion por AMP, ademas se debe estudiar en detalle el mecanismo
cinético de la enzima, vale decir, el orden de unién de sustratos y de disociacién de
productos.

Como se menciond anteriormente, se han descrito los mecanismos cinéticos de
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algunas enzimas de la familia de quinasas dependientes de ADP de Archaea. Hasta ahora
solo se ha estudiado este aspecto de las enzimas pertenecientes a la rama de las GKs de
Thermococcales (Rivas-Pardo et al. 2013); las que presentan un mecanismo secuencial
ordenado donde MgADP es el primer sustrato en unirse al sitio activo y AMP el ultimo
productor en disociarse (Rivas-Pardo et al. 2013; Herrera-Morande et al. 2018). Sin
embargo, el mecanismo cinético para enzimas bifuncionales de Methanococcales se
desconoce.

Este trabajo de tesis se divide en dos partes. Por un lado, se estudié el mecanismo
de activacién por AMP usando como ejemplar la enzima bifuncional de Methanococcus
maripaludis (MmPFK/GK). Se eligid esta enzima porque fue la primera donde fue
detectada la activacion por AMP y, ademads, actualmente el organismo al que pertenece
estd en la mira de las aplicaciones biotecnoldgicas para la produccién de metano
(Enzmann et al. 2018). En este contexto, la comprensién de su metabolismo y su
regulacion se hace especialmente relevante. Para realizar una caracterizacién
fisicoquimica de esta activacion, primero fue necesario caracterizar el mecanismo
cinético de la enzima. Junto con esto, dado que se detectd inhibicidon por el sustrato
azucar y que AMP produce un incremento en este efecto, también se caracterizé en
detalle el mecanismo de inhibicién por sustrato. Por otro lado, era necesario determinar
si AMP, ademads de activar la enzima, modificaba su mecanismo cinético. Para realizar
dicha caracterizacién se realizaron experimentos de cinética enzimatica en estado

estacionario para las dos actividades de la enzima (GK y PFK) variando tanto las
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concentraciones de Glucosa o F6P, de MgADP y de AMP. De esta forma se obtuvieron
modelos matematicos basados en datos para explicar tanto el mecanismo cinético de la
enzima como el mecanismo de activacién por AMP. Las conclusiones de estos resultados
fueron reforzadas mediante estudios de unién de ligando donde se determind de qué
forma AMP afecta los parametros de union de F6P a la enzima. Adema3s, para corroborar
las conclusiones obtenidas de esta forma, se realizaron estudios de modificacion quimica
utilizando el anadlogo de AMP fotoactivable 8-Azido-AMP.

La segunda parte de este trabajo consistid en rastrear evolutivamente la
activacion por AMP. Para ello se realizé un estudio cinético comparativo entre distintas
enzimas de esta familia, cada una representando diversas ramas tales como PFKs de
Thermococcales, GKs de Thermococcales, bifuncionales de Methanococcales y
Methanosarcinales. Ademas, para caracterizar la ruta evolutiva de la aparicién o
conservacion de la activacidon por AMP, se analizé la presencia de este rasgo en diversos
ancestros reconstruidos de esta familia de enzima, especificamente ancM, ancT, ancMT

y ancMMT (Figura 3).
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Hipatesis

La activacion por AMP en MmPFK/GK ocurre a través de un sitio alostérico mediante un
cambio de afinidad por sustratos. La activacion por AMP es un rasgo ancestral asociado
a la bifuncionalidad, la que se habria perdido en las PFK de Thermococcales

conjuntamente con la especializacién de estas enzimas por F6P.

Objetivo general

Determinar el mecanismo cinético y de activacién por AMP de MmPfk/GK. Estudiar la
evolucién de la activacion por AMP en la familia de quinasas dependientes de ADP de

Archaea.

Objetivos especificos

Caracterizar la activacion por AMP de las actividades glucoquinasa vy

fosfofructoquinasa de MmPFK/GK.

e Determinar mecanismo cinético de MmPFK/GK.

* Determinar el mecanismo cinético de activacién por AMP de MmPFK/GK.

* Determinar el efecto de AMP en los parametros de unién de ligandos de

MmPFK/GK.

¢ Determinar la existencia de un sitio alostérico mediante evidencia

independiente de modelos.
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Estudiar la evolucion de la regulacion por AMP en la familia de las quinasas

dependientes de ADP de Archaea.

Estudiar comparativamente la regulacion por AMP en proteinas
bifuncionales de los ordenes Methanoccocales (MmPFK/GK) vy
Methanosarcinales (MzPFK/GK), y de GK y PFK especificas de

Thermococcales (TIGK y PhPFK).

Estudiar la evolucién de la regulacion por AMP mediante Ia
caracterizacidon de proteinas ancestrales reconstruidas de la familia de

quinasas dependientes de ADP (ancM, ancT, ancMT y ancMMT).
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2 Materiales y Métodos

2.1 Materiales.

2.1.1 Cepas

Para recircularizar y almacenar plasmidos se utilizé la cepa E. coli DH5a, que tiene
un genotipo F-80dlacZz M15 (lacZYA-argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+)
phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl. Para expresion de proteinas se utilizé la cepa E. coli
BL21(DE3), cuyo genotipo es fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 =A sBamHIo
AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5. Esta ultima cepa contiene el gen de la
polimerasa del fago en su genoma, bajo el control de un operador lac, por lo que es

inducible utilizando IPTG.

2.1.2 Medios de cultivo (LB, LB-agar)

El medio Luria-Bertani (LB) se preparé utilizando 10 gr/L de triptona o peptona, 5
gr/L de NaCl y 5 gr/L de extracto de levadura. Se autoclavo para dejarlo en condiciones
de esterilidad.

Las placas LB-agar se prepararon utilizando medio LB al que se le agregd 15 gr/L
de agar (obtenido en Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, Estados Unidos)).
Este se autoclavd y, estando aln liquido a una temperatura de 40-50 °C, se agrego el
antibidético Kanamicina para luego dejar solidificar en una placa Petri estéril.

2.1.3 Reactivos quimicos

Los reactivos tales como glucosa, F6P, AMP, NAD, NADH, nucleétidos, buffers,

27



etc. Se adquirieron a Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, Estados Unidos).
El ADP utilizado también se adquirié a Sigma-Aldrich, cuyo cddigo es A2754. El reactivo
8-azido-AMP fue adquirido a Jena Bioscience (Jena Bioscience, Jena, Alemania).

2.1.4 Soluciones

Soluciones para purificacién de proteinas:

Buffer A: Tris-HCl pH 7,8 50 mM; NaCl 0,5 M; MgCl,; 5 mM; B-mercapto 2 mM; Imidazol
20 mM.

Buffer B: Tris-HCl pH 7,8 50 mM; NaCl 0,5 M; MgCl, 5 mM; B-mercapto 2 mM; Imidazol
0,5 M.

Buffer TG-SDS10X: Se preparo utilizando 30,2g de Tris, 144 g de glicinay 10 g de

dodecilsulfato de sodio (SDS) en un litro, ajustando a pH 8,4.
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2.2 Métodos

2.2.1 Aislamiento de plasmidos

Los plasmidos fueron purificados utilizando un kit comercial (E.Z.N.A. Plasmid
Miniprep Kit 1l; Omega Bio-Tek, Norcross, GA, Estados Unidos), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2.2.2 Expresion y purificacion de MmPFK/GK

El gen con la secuencia codificante de la proteina se encuentra subclonado en un
vector de expresion pET-TEV (pET-28a modificado) con un tag de histidina en el extremo
N-terminal. Este tag se encuentra separado del resto de la proteina por un sitio de corte
para la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV).

El plasmido que posee el gen de la proteina fue incorporado en una cepa de
expresion BL21 (DE3) mediante quimiotransformacion. Las bacterias fueron
seleccionadas mediante resistencia al antibiético Kanamicina utilizando placas de LB-
Agar que contenian dicho antibidtico a 35 pug/ml. En este plasmido, el gen (cDNA) de la
proteina posee un promotor para la polimerasa del fago T7, por lo que al agregar IPTG
en el medio la bacteria comenzara la expresién de la proteina de interés.

Para la expresion y purificacion de la proteina, las bacterias transformadas se
crecieron en medio LB a 37 °C hasta llegar a una OD entre 0,6 y 0,7. En ese momento se
agrego IPTG 1 mMy se dejé induciendo la expresidon de la proteina durante toda la noche
a 30 ° C. Luego las bacterias fueron decantadas mediante centrifugacion a 6.000 rpm por

20 minutos (Rotor F12-6x500lex, Thermo Scientific). El sedimento fue resuspendido en
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50 ml de Buffer Ay las bacterias lisadas en frio por sonicacién utilizando un sonicador
Digital Sonifier 450, Branson, con un total de 4 minutos totales de sonicado mediante
pulsos de 20 segundos separados por pausas de 1 minuto. La parte soluble del extracto
crudo se obtuvo mediante centrifugacion a 18.000 rpm por 20 minutos (Rotor F21-8x50y,
Thermo Scientific) descartando el sedimento. El extracto soluble fue cargado en una
columna HisTrap (GE Healthcare) equilibrada previamente con Buffer A y luego lavada
con 10 voliumenes de columna del mismo buffer. Posteriormente la proteina fue eluida
mediante un gradiente de imidazol hasta llegar a 500 mM (de 0 a 100 % Buffer B)
utilizando para ello un sistema Akta (General Electric). La elucién de la columna fue
seguida mediante Abs. 280 nm vy se colectd el pico cromatografico de mayor adrea y con
actividad GK.

La proteina fue almacenada en el mismo Buffer en que fue colectada después de
la elucion. Para corroborar su estabilidad se midié periédicamente la actividad especifica
(actividad GK en condiciones saturantes de sustrato, utilizando las siguientes
condiciones: HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM; glucosa 200 mM; ADP 20 mM; MgCl; libre 25
mM; NAD* 0,2 mM) durante todo el tiempo que fue utilizada. Solo se utilizé la enzima
que presentara una actividad especifica de no menos de un 90 % de la que tenia cuando

fue purificada.

2.2.3 Generacion de proteinas ancestrales.

Las proteinas ancestrales utilizadas ya se han purificado y estudiado ampliamente

en el laboratorio (Castro-Fernandez 2015). Su secuencia fue inferida utilizando un
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método de analisis Bayesiano de acuerdo con lo reportado por Castro-Fernandez 2015y
Castro-Fernandez et al. 2017. Las proteinas se expresaron en E. coli BL21 y se purificaron
de siguiendo el protocolo de purificacidn utilizado en Castro-Fernandez 2015 y Castro-

Fernandez et al. 2017.

2.2.4 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteina se determiné utilizando el método de Bradford,

empleando albumina de suero de bovino como estandar.

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

Las muestras (con una masa total especifica de proteina) se diluyeron en una
solucién que contenia Tris-HCl pH 7,6 60 mM, SDS 10%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol
5% y azul de bromofenol al 0.02% (mix de carga) y fueron calentadas a 95 2C por 5
minutos. La electroforesis se realizd en geles de poliacrilamida al 12%, en presencia de
la solucidn TG-SDS 1X, a un amperaje constante de 40 mA. Una vez finalizada la
electroforesis los geles se tifieron con azul de Coomassie 0.1% y fueron destefiidos con
una mezcla de metanol 40% y acido acético 10% para luego ser lavados en agua.

Para determinar la pureza de una muestra de proteina, se cargaron 20 ug de
proteina total por cada carril de un gel. En los casos donde la concentracion de proteina
era demasiado baja como para cargar la cantidad deseada de muestra en el gel, se
procedid a precipitar la proteina con acido tricloroacético (TCA) 10% por 1 hora en hielo.
Luego de esto la muestra se centrifugd a 18.000 g durante 20 minutos manteniendo la

cadena de frio. Para eliminar el TCA se utilizé etanol 100 % (previamente enfriado a -80
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°C), realizdndose 4 lavados con 1 ml manteniendo siempre la cadena de frio.
Posteriormente se dejo evaporar el resto del etanol a temperatura ambiente. El pellet
de proteina fue disuelto con el mix de carga y calentado a 95 °C por 5 minutos para luego
ser cargado en el gel y realizar la electroforesis.
2.2.6 Preparacion, cuantificacion y control de calidad del ADP.

Un gramo de reactivo ADP fue disuelto en aproximadamente 4 ml de buffer Tris-
HCl pH 9,0 50 mM directamente en el envase que viene de fabrica, conservando una
cadena de frio durante todo el proceso. Una vez disuelto se procedioé inmediatamente a
neutralizar la solucién agregando NaOH 1 M hasta alcanzar un pH de alrededor de 7,0.

La cuantificacidn del reactivo se realizd mediante titulacion enzimatica utilizando
una glucoquinasa dependiente de ADP, acoplando una reaccion auxiliar de produccion
de NADH (ver mas adelante medicion de actividad enzimatica), en donde ADP es el
reactivo limitante. La especificidad de la reaccion permite calcular en forma exacta la
concentracion de ADP presente en solucidon sin interferencia de contaminantes tales
como ATP, AMP o Adenosina. Junto con esto, la concentracion total de nucledtidos de
adenina en soluciéon (AMP, ADP, ATP y adenosina) se determiné midiendo la absorbancia
a 259 nm, utilizando un coeficiente de extincién molar de 15,4 cm*mM-? (indicaciones
de Sigma-Aldrich). Esto permite calcular el porcentaje total de los posibles
contaminantes.

Para evaluar la pureza del reactivo ADP de forma independiente y evaluar

cuantitativamente la presencia de de AMP contaminante, se determindé el porcentaje de
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cada componente en la solucién (adenosina, AMP, ADP y ATP) mediante cromatografia
de intercambio idénico utilizando una columna Mono Q 5/10 (Pharmacia) de 1 ml
acoplada a un sistema HPLC Waters 1525. La columna se equilibré con un buffer Tris-HCl
pH 7,5 20 mM a temperatura ambiente. Una vez cargada la muestra (consistente en
solucién de ADP diluida 1.000 veces en agua nanopura) en la columna mediante un /oop
de 20 L, se procedid a realizar un gradiente de 10 ml hasta llegar a una concentracion
de NaCl de 1 M. Los picos cromatograficos fueron detectados midiendo absorbancia a
259 nm utilizando un detector Waters 2487. Para calcular el porcentaje de cada uno de
los componentes de la solucién se midié el drea bajo la curva de cada uno de los picos
cromatograficos, la que se normalizd por la suma de las dreas de todos los picos
obtenidos. De esta forma se puede obtener con gran exactitud el porcentaje de cada uno
de los contaminantes presentes en la solucién. Usualmente no se encontré adenosina y
el contenido de ATP fue siempre menor al 1%. Los experimentos se realizaron con
soluciones que no contuviesen mas de 5 % de AMP. Asi mismo, la concentracion de AMP
obtenida mediante este método fue considerada a la hora de realizar las mediciones de
actividad enzimatica.
2.2.7 Medicion de actividad enzimatica.

Todas las mediciones de actividad enzimatica realizadas se hicieron dejando fija
la concentracién de Mg?* libre. Para esto se calculé dicha concentracién del complejo
MgADP en funcidon del Magnesio total y el ADP total utilizado en cada ensayo,

considerando una constante de disociacion para MgADP de 676 mM (obtenida utilizando
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NIST Critically Selected Stability Constants of Metal Complexes: Version 8.0). para esto

se utilizd la siguiente férmula:

[ADP), + [Mg**]. + K3 """ — \[ ([ADP], + [Mg?*], + K}'**"")" — 4[ADP],[Mg?],
2

[MgADP] =
con lo que [Mg*]iibre = [Mg?*]t — [MgADP] Ecuacion 1

La actividad Glucoquinasa (GK) dependiente de ADP se midid mediante un ensayo
continuo. La producciéon de glucosa-6-P se midié en el tiempo acoplandola a la
produccién de NADH usando la enzima glucosa-6-P deshidrogenasa de Leuconostoc
mesenteroides y se siguid espectrofotométricamente por el aumento de la absorbancia
a 340 nm. Los ensayos enzimaticos se realizaron a pH 7,8 utilizando amortiguador HEPES-
NaOH 50 mM, NAD* 0,5 mM, Mg?* libre 1 mM y concentraciones variables de glucosa,
MgADP y AMP, ademas de otros nucledtidos cuando fue el caso.

La actividad fosfofructoquinasa (PFK) dependiente de ADP se midié utilizando un
ensayo continuo. La produccién de fructosa-1,6-bisP se midid en el tiempo acoplandola
al consumo de NADH utilizando como enzimas auxiliares aldolasa, triosa-P isomerasa y
a-glicerofosfato deshidrogenasa, todas de musculo de conejo. La reaccién fue seguida
espectrofotométricamente mediante la disminucién de la absorbancia a 340 nm en el
tiempo. Los ensayos enzimaticos se realizaron a pH 6,5 utilizando amortiguador PIPES-
NaOH 50 mM, ademds de NADH 0,2 mM, Mg?* libre 1 mM (suplementado como sal de

cloruro y calculado de igual forma que para la actividad GK) y concentraciones variables

de F6P, MgADP y AMP, o de otros nucledtidos cuando fue el caso.
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Para los ensayos de ambas actividades se utilizé un exceso de enzimas auxiliares
de tal forma que no constituyeran la etapa limitante de la reaccién. La velocidad inicial
se obtuvo mediante el ajuste de una recta mediante regresion lineal sobre los datos de
absorbancia a 340 nm en funcién del tiempo, obteniéndose la pendiente. Para el cdlculo
de las unidades enzimaticas se utilizé un coeficiente de extincidn del NADH de 6,22 mM™
cm™ y éstas se expresaron en pmol/min, a partir de lo que se calculé la actividad
especifica normalizando por los mg totales de proteina presentes en el ensayo.

La actividad enzimatica fue medida a 25 °C utilizando un espectrofotémetro con
arreglo de diodos HP 8453 o mediante ensayos en placas de 96 pocillos como se explicara
en la siguiente seccion.

2.2.8 Ensayos cinéticos en placas de 96 pocillos

Para realizar los ensayos cinéticos de estado estacionario a distintas
concentraciones del sustrato azlcar, de MgADP y de AMP, se utilizaron placas de 96
pocillos fabricadas con un plastico que no absorbe radiacién ultravioleta. La medicién se
realizd en un detector de placas (synergy 2, Biotek). Las condiciones de reaccidn se
prepararon en cada pocillo de la placa utilizando los dispensadores del equipo. Cada
placa contenia una concentracion fija de MgADP; por otro lado, cada columna contenia
una concentracion fija del aztcar (F6P o glucosa) y cada fila una concentracion fija de
AMP. El porcentaje de AMP contaminante de las soluciones stock de ADP fue
considerado para que las concentraciones de AMP en cada columna fuesen las mismas

en cada placa.
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En el caso de los ensayos de actividad PFK, en cada placa se realizdé un control
interno. Este consistié en una condicidn de reaccion que fue repetida exactamente igual
en cada placa que se ensayd. Todos los valores de actividad obtenidos para una placa se
corrigieron utilizando el valor de actividad obtenido este control interno.

En cada caso la reaccion fue comenzada dispensando 20 uL de solucion de enzima
en cada pocillo utilizando una pipeta multicanal de 12 puntas. Para cada ensayo se realizo
un control no enzimatico que se restd a cada medicidn de actividad, el que consistio en
todos los reactivos del ensayo (incluyendo enzimas auxiliares) con excepcion de
MmPFK/GK.

Las pendientes de las curvas de progreso obtenidas fueron estimadas mediante
regresion lineal utilizando el software del equipo (Gen5) y cada una fue corregida
considerando un paso optico de 1 cm.

2.2.9 Analisis de resultados de cinética en estado estacionario

Las actividades especificas fueron expresadas en funcién de la concentracién del
azucar (glucosa o F6P), MgADP o AMP (u otro nucledtido) dejando fijas las
concentraciones de los otros dos componentes.

Los parametros cinéticos para cada sustrato se determinaron mediante ajustes
no lineales utilizando una concentracién especifica y fija de cosustrato y de AMP. A cada
curva de saturacion obtenida se le ajustdé un modelo Michaeliano, vale decir, una
hipérbola que intersecta el origen (ecuacién 2) o de inhibicidn por sustrato (ecuacion 3)

segun fuese el caso. [S] corresponde a la concentracion del sustrato, Vm a la velocidad
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maxima, Km a la constante de Michaelis-Menten y K; a la constante de inhibicién por

sustrato.

V=" Ecuacion 2
Kin +15]
V.[S
V= ml] [ST2 Ecuacion 3
K, +[S]+ K

Para los ensayos en que se midid el efecto de AMP u otro nucleétido o efector
sobre la actividad enzimatica, se dejo fija la concentracién de ambos sustratos y los
valores de actividad especifica fueron normalizados por el valor de la actividad en
ausencia de AMP o del efector ensayado, obteniéndose el porcentaje de actividad en
funcién del efector. Las ecuaciones utilizadas para ajustar a los datos son las siguientes,
donde A corresponde al efector que se esta evaluando.

Si solo se observa inhibicion, se ajusta una hipérbola decreciente que intersecta
el eje Y, con una asintota en cero.

Ecuacién 4

V= VoKo,s
Kos + [A]

En esta ecuacidn, Vo corresponde a la interseccidn con el eje Y (100 % o actividad
en ausencia de efector).
Si solo se observa activacion, se ajusta una hipérbola que intersecta el eje Y con

una asintota distinta de cero.

_ VoKos + Vi [A]
Kos + [A]

Ecuacién 5
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En esta ecuacién, Vo corresponde a la interseccién con el eje Y, y Vm’ a la asintota
de la funcién cuando [A] tiende a infinito.

Si se obtiene una curva que contiene un maximo y luego un decaimiento (vale
decir, efecto activador e inhibidor por parte de A) se ajusta la siguiente ecuacion

fenomenolodgica.

VoKy + Vi’ [A] Ecuacién 6

Ky +[4] + 125

Donde Vo corresponde a la interseccion con el eje Y (100 % o actividad en ausencia
de efector), Vi a la actividad maxima si es que no existiera el componente inhibitorio,
Ka a la Kos de la curva si no existiese componente inhibitorio y K; corresponde a la
constante de inhibicién observada (vale decir, la Ko 5 si es que no existiera el componente
activador).

Para la realizaciéon de ajustes globales, se determinaron las ecuaciones de
velocidad inicial en funcion de ambos sustratos para distintos mecanismos y se ajustaron
a los datos de velocidad inicial obtenidos a distintas concentraciones de ambos sustratos.

La deduccidn de las ecuaciones se presentara en la seccidn de resultados.

2.2.10 Ajustes no lineales y determinacion del error en la estimacion de
parametros

Los ajustes de los modelos a los datos se realizaron utilizando programas
comerciales como Sigma Plot, Graphpad prism o el complemento Solver de Microsoft

Excel. Cuando se usaron los dos primeros, el error de ajuste se obtuvo directamente de
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lo reportado por los programas. Cuando se utilizé Microsoft Excel los errores se
calcularon como se detalla en Asua et al. 2006, obteniéndose la matriz de covarianza del
ajuste y, a partir de ésta, el error para cada parametro.

Para discriminar entre modelos se utilizé el Criterio de Informacion de Akaike
(AIC) (Yamaoka et al. 1978) cuya férmula es la siguiente:

Ecuacién 7

SRC nd(np + 1)
AIC =nd *ln(ﬁ)+2—

nd —np — 2

Donde nd corresponde al nimero de datos, np al nimero de pardmetros de la
ecuacion ajustada y SRC a la suma de los residuales al cuadrado.
2.2.11Estudios termodinamicos de union de ligandos.

Debido a que MmPFK/GK no contiene triptéfano, para realizar mediciones de
fluorescencia intrinseca se utilizé la mutante N203W (Kern 2016), dado que en ésta es
posible detectar unién de ligandos a la proteina mediante este método. Ademas, esta
mutante no presenta alteracion de parametros cinéticos.

El efecto de AMP sobre los pardmetros termodinamicos de la unién de F6P se
determiné por experimentos de titulacion con el azlcar siguiendo la sefial de
fluorescencia intrinseca.

Soluciones de 1,2 ml de proteina 0,3 mg/ml (en Buffer PIPES-NaOH pH 6,5 50 mM;
NaCl 0,1 M; DTT 2 mM) en presencia de distintas concentraciones fijas de AMP se
titularon con F6P. Para cada concentraciéon de F6P se obtuvo un espectro de emision

entre 305 y 450 nm luego de una excitacion a 295 nm utilizando un fluorimetro Jasco FP-

8300. El area bajo la curva de cada espectro fue calculada utilizando el método de los
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trapecios. Cada una de estas dreas fue corregida por la dilucién producida por la
titulacién con F6P (que en ningun caso fue mas del 5 % del volumen original) y se le resto
un blanco consistente en una titulacion realizada sobre una solucién equivalente, pero
en ausencia de proteina. A partir de estas areas corregidas se calculd el porcentaje de
apagamiento utilizando la siguiente férmula

Fy—F
% _ 100 0 obs
Q R

Ecuaciéon 8

Donde Fp es el area bajo la curva del espectro obtenido en ausencia de ligando y
Fobs €s el area bajo la curva corregida del espectro obtenida cada concentracion
especifica de ligando.
2.2.12 Modificacién quimica con AzidoAMP

Para estudiar las propiedades de los sitios activo y alostérico, ademds de la
estequiometria de union de AMP, se realizaron experimentos de modificacién quimica
con 8-Azido-AMP, un analogo de AMP que al ser expuesto a luz UV genera un
intermediario altamente reactivo consistente en un grupo nitreno capaz de reaccionar
con grupos amino, alquilo y enlaces dobles (ver por ejemplo Baruah et al. 2008 y Murale
et al. 2017). Soluciones de 50 uL de MmPFK/GK con una concentracion de 0,1 mg/ml en
presencia de de 8-Azido-AMP 5 mM y diversas combinaciones de ligando (Glucosa, F6P,
MgADP y AMP) fueron expuestas a luz UV por distintos tiempos utilizando un
transiluminador. En cada tiempo de exposicidn se extrajeron alicuotas a las que se les

midid la actividad enzimatica GK en concentraciones saturantes de sustratos. Junto con
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esto, con las alicuotas se realizaron ensayos de activacion por AMP midiendo la actividad
GK a una concentracidn constante de sustratos cercanas a sus respectivas Km (Glucosa
2 mM; MgADP 1 mM; Mg libre 5 mM) y variando la concentracion de AMP.

Para determinar la estequiometria de la modificacion se incubd una muestra en
presencia de 8-Azido-AMP 5 mM en ausencia de otros ligandos (en Buffer HEPES-NaOH
pH 7,8 50 mM; DTT 2 mM), la que se expuso a luz UV durante 15 minutos. Lo mismo se
hizo con una muestra control en ausencia de Azido-AMP. A ambas muestras se les
intercambid el buffer y extrajo el 8-Azido-AMP sin reaccionar pasandolas por una
columna Micro Bio-Spin™ (Bio-Rad). Luego de esto a ambas se les determiné la
concentracion de proteina utilizando el método de Bradford y se les midié absorbancia
a 280 nm y a 259 nm. Utilizando la concentracion de proteina determinada mediante
Bradford y el coeficiente de extinciéon de Adenosina a 259 nm se obtuvo la cantidad de

8-Azido-AMP que reacciond por cada proteina.
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3 Resultados

3.1 Caracterizacion preliminar de MmPFK/GK

3.1.1 Expresion, purificacion y almacenamiento de MmPFK/GK

MmPFK/GK fue purificada segln se describe en la seccion de materiales y
métodos. En todas las purificaciones se obtuvo una actividad especifica de
aproximadamente 15 U/mg a concentraciones saturantes de sustrato. El rendimiento
fue de alrededor de 10 miligramos de proteina pura por litro de cultivo. En la Figura 4A
se observa un gel donde se muestran las distintas etapas de purificacion.

La proteina purificada se almacend a 4 °C en las mismas condiciones en las que
eluyé de la columna HisTrap, a una concentracion de alrededor de 5 mg/ml. En estas
condiciones, la enzima se mantuvo estable durante un intervalo de tiempo de mas de
dos meses, sin cambios en la actividad especifica (Figura 4B) ni en la concentracion total
de proteina. Hasta los dos meses tampoco se observd aparicion de algun precipitado en
la solucién.

3.1.2 Curvas de saturacion para MmPFK/GK

Se realizd una caracterizacion previa de la cinética en estado estacionario de
MmPFK/GK. Para esto se obtuvieron curvas de saturacidn para cada uno de los sustratos
a una concentracion fija y saturante de cosustratos para actividades enzimaticas. Esto se
realizd a dos concentraciones extremas de AMP (0,1 mMy 20,3 mM para la actividad GK;

0,16 mM y 10 mM para la actividad PFK).
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Figura 4. Pureza y estabilidad de MmMPFK/GK seguida mediante actividad especifica.

A) Gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS) 1. Estandar de peso
molecular; 2. Extracto crudo; 3. Frente de la columna HisTrap; 4. Proteina purificada. En
cada carril se cargaron 20 ug de proteina total. B) Se midié periédicamente la actividad
especifica glucoquinasa desde que la enzima fue purificada. Durante todo el tiempo la
proteina estuvo almacenada a 4 °C en una solucién que contenia Tris-HCl pH 7,8 50 mM;
MgCl; 5 mM; NaCl 0,5 M; B-mercapto 2 mM; Imidazol 0,25 M. La velocidad inicial se
midié mediante un ensayo acoplado G6PDH, como se describe en la seccién de
materiales y métodos, a 25 °C en HEPES-NaOH 50 mM; MgCl, 25 mM; ADP 20 mM;
Glucosa 200 mM; NAD* 0,2 mM; pH 7,8. Mediante mix 1 y mix 2 se denotan dos
preparaciones diferentes del mismo medio de reaccién. Este se preparé 5 veces
concentrado y contenia todos los componentes previamente mencionados con
excepcion de ADP y de las enzimas auxiliares. Con “ADP a”, “ADP b” y “ADP c¢” se
denotan tres preparaciones diferentes de ADP stock. La linea horizontal representa el
promedio de las dos primeras mediciones de actividad realizadas el mismo dia.
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Como puede observarse en la Figura 5, para la actividad GK se obtuvo que las
curvas de saturacidon para glucosa presentan inhibicion por sustrato, en cambio, las
curvas de saturacién para MgADP presentaron un comportamiento Michaeliano. Algo
analogo se observa para la actividad PFK, en donde las curvas de saturaciéon para F6P
presentaron inhibicion por sustrato y las para MgADP un comportamiento Michaeliano.
Por esta razdn, a las curvas para el azucar se les ajustd un modelo de inhibicién por
sustrato candnica (ecuacién 3) y a las curvas de MgADP se les ajusté una hipérbola
Michaeliana (Ecuacion 2). Con estos ajustes se obtuvieron los parametros cinéticos Vm,
Km y Ki para cada uno de los sustratos a las dos concentraciones de AMP ocupadas para
cada una de las actividades enzimaticas, los que se observan en |la Tabla 1.

Los valores de Vm para la actividad GK fueron levemente mayores que los
obtenidos para la Actividad PFK tanto para el sustrato azlcar como para MgADP. Sin
embargo, para la actividad PFK los valores de Ky para ambos sustratos fueron menores
que para la actividad GK. Especialmente notable es el valor para Kn, del sustrato azucar,
donde los valores para Kmf fueron alrededor de tres ordenes de magnitud més bajos
que los obtenidos para Kn®". Asi mismo, la inhibicién por sustrato azucar en la actividad
PFK es mayor que en la actividad GK, obteniéndose valores de K" de alrededor de dos

6rdenes de magnitud menores que los valores obtenidos para K°".
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Figura 5 Caracterizacion cinética preliminar de MmPFK/GK.

Se realizaron curvas de saturacidn para cada sustrato de ambas actividades
enzimaticas a dos concentraciones fijas de AMP (indicadas en la figura). A) curvas de
saturacidn para glucosa a una concentracion fija saturante de MgADP (3 mM). B)
curvas de saturacién para MgADP (act. GK) a una concentracion fija saturante de
glucosa (300 mM). C) curvas de saturacion para F6P a una concentracion fija saturante
de MgADP (2 mM), el eje X se encuentra en escala logaritmica. D) curvas de saturacion
para MgADP (act. PFK) a una concentracion fija saturante de F6P (1 mM).

GK PFK
AMP 0,1 mM |[AMP 20,3 mM AMP 0,16 mM| AMP 10 mM
V., U/mg | 229+05 | 249+1,1 |V, U/mg 8,0 0,3 45%0,2
K2, mm 50,2+20 | 25+03 [K, ", mM 0,027 + 0,004 (0,004 + 0,001
K", mm 1.237+152 | 958+10,6 (K, mm 30+ 15 3,1+0,8
V"%, Ufmg| 19,7+08 | 123+19 [V, u/mg 77:04 | 49:10
Km0, mM | 057+0,06 | 23+07 [Kn =, mM |0,049+0,013| 1,3%05

Tabla 1 Parametros cinéticos para MmPFKGK.

Los pardmetros cinético se obtuvieron a partir de los ajustes realizados sobre las curvas
qgue se muestran en la Figura 5.
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En la actividad GK AMP no produjo alteraciones considerables en V%Y, sin
embargo, produjo una pequefia disminucidon en V8" En ambas actividades la
presencia de AMP produce una disminuciéon considerable en la Km para el sustrato
azucar, pero un leve incremento para la Km de MgADP. Por otro lado, en ambas
actividades, la inhibicién por el sustrato azlcar presenté un aumento considerable en
presencia de AMP, lo que se traduce en una disminucién de alrededor de un orden de

magnitud en Kg" y K" dependiendo de la actividad considerada.

3.1.3 MmPFK/GK es activada por AMP

Como se observa en la Figura 6A, tanto la actividad GK como la actividad PFK de son
activadas por AMP cuando los sustratos estdn en concentraciones cercanas a sus
respectivas Km. Al aumentar la concentracién de AMP, ambas actividades aumentan
hasta llegar a un maximo en alrededor de 5 mM de AMP para GKy 1 mM para PFK, para
luego comenzar a disminuir, pero sin llegar a inhibirse la enzima en el intervalo de
concentraciones de AMP ensayadas. En el caso de la actividad PFK, la activacion es
considerablemente menor que en la actividad GK. Mientras que la actividad PFK muestra
un aumento de alrededor de 4 respecto a la actividad en ausencia de AMP, la actividad
GK aumenta 7,5 veces. El descenso posterior al maximo de actividad es consecuencia del
efecto inhibitorio de AMP como producto de la reacciéon. Por lo tanto, se espera que, si
se aumenta la concentracion de MgADP hasta llegar a saturacion, este efecto inhibitorio
se vea considerablemente disminuido. Dicho intuitivamente, al saturar con MgADP el

sitio activo, AMP no podra unirse y, por lo tanto, no podra inhibir a la enzima.

46



800 800
700 + —@— Act. GK
—@— Act. PFK
600 | é 600
©
8 500 =
< o
2 400 | S 400 |
3 5
< 300 <
S ©
200 ST 200
100 .\.\\i._
0 T S— 0 e
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
AMP. mM AMP, mM

—O— Glu.2mM; MgADP 0,2 mM
—@— Glu 20 mM; MgADP 0,2 mM
—&— Glu 100 mM; MgADP 0,2 mM
—@— Glu2mM; MgADP 1 mM

Figura 6. Activacion de MmPFK/GK por AMP.

A) Efecto de AMP en la actividad enzimatica de MmPFK/GK, actividades GK (e) y PFK
(®). En ambos casos la actividad enzimatica se midié variando solo la concentracién de
AMP a una concentracién fija de sustratos. La actividad GK fue ensayada en Buffer
HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM, glucosa 2 mM, MgADP 0,2 mM y Mg?* libre 1 mM, NAD*
0,2 mM. La actividad PFK fue ensayada en Buffer PIPES-NaOH pH 6,5 50 mM, F6P 0,01
mM, MgADP 0,1 mM y Mg?* libre 1 mM, NADH 0,25 mM. Los resultados se expresan
como porcentaje de la actividad enzimatica en ausencia de AMP. B) Activaciéon por AMP
en la actividad GK, medida y expresada de igual forma que en (A), a distintas
concentraciones de sustrato, las que se indican en la lista debajo de la figura. (Los datos

de actividad para glucosa 2 mM, MgADP 0,2 mM son los mismos que se muestran para
la actividad GK en (A)).
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En la Figura 6B se muestran ensayos de activacién por AMP para la actividad GK
realizados a distintas concentraciones de sustratos. Puede observarse que en
condiciones donde la concentracién de MgADP es cercana a la Km para ese sustrato (ver
Tabla 1), un aumento en la concentracién de glucosa provoca una activacion por AMP
cada vez menor, pasando de alrededor de 8 veces de activacion a 3 veces. Ademas, el
descenso de la actividad posterior al maximo se hace cada vez mas pronunciado, lo que
implica que la enzima se inhibe a concentraciones cada vez menores de AMP.

Contrariamente, en condiciones donde el sustrato glucosa se mantiene fijo y a
concentraciones bajas, el aumento en la concentracién de MgADP produce un leve
aumento en la cantidad maxima de activacién, y una considerable disminucién en el
efecto inhibitorio del AMP. Esto es esperable, dado que cuando MgADP se encuentra en
una concentracion saturante se evita la acciéon inhibitoria de AMP como producto, lo que
tiene como consecuencia que el efecto activador sea dominante por sobre la inhibicion.

Con los resultados obtenidos hasta ahora no es posible postular aun un
mecanismo de activacién. Sin embargo, son compatibles con un mecanismo en que AMP
aumenta la afinidad por glucosa, ya que, al aumentar la concentracién de este sustrato
manteniendo fija la concentracién de MgADP, se produce una disminucidn del efecto
activador. En ese caso, esto se podria explicar dado que al saturar con glucosa los
cambios en la afinidad por ese sustrato no afectarian la actividad. Si la activacion
ocurriese solo mediante un aumento en la catalisis, se esperaria que este efecto no

disminuyese al aumentar la concentracion de algun sustrato.
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3.2 Especificidad del efecto activador: Efecto de distintos
nucledtidos, nucledsidos y fosfato en actividad de
MmPFK/GK

Para determinar la especificidad del putativo sitio alostérico para AMP de
MmPFK/GK, se analizo el efecto de varios nucleétidos monofosfato y nucledsidos en la
actividad GK y PFK de la enzima. Ademas de AMP se ensayaron los nucleétidos
monofosfato desoxi-AMP, GMP, IMP, CMP, UMP y TMP, junto con los nucledsidos
adenosina y desoxi-adenosina (estos Uultimos dos solo para la actividad GK).
Adicionalmente, también se evalu6 el efecto de fosfato en la actividad enzimatica.

En la actividad GK (Figura 7A), desoxi-AMP tiene un efecto activador similar al de
AMP. En el caso de las purinas monofosfato ensayadas se encontré que GMP tiene un
efecto inhibidor de mdas de un 80%; IMP produce una leve inhibicién, aunque mucho
menor que la producida por GMP. En el caso de las pirimidinas, no se observé un efecto
activador ni inhibidor para CMP; para Uracilo se observd una leve activacién, pero
despreciable si se compara con la producida por AMP. Interesantemente, TMP produce
una activacién considerable en comparacidon con los otros nucleétidos de pirimidinas,
llegando a un maximo de tres veces la actividad en ausencia del nucleétido y sin provocar
inhibicién de la enzima en el intervalo de concentraciones ensayadas. Finalmente,
adenosina y desoxi-adenosina solo tienen un efecto inhibitorio sobre la enzima, siendo
la inhibicion por adenosina mayor que la de desoxi-adenosina, llegando a valores

similares a lo observado para GMP.
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Figura 7. Efecto de distintos nucleétidos y nucledsidos en las actividades GK y PFK de
MmPFK/GK.

A) actividad GK, B) actividad PFK. Los nucledtidos ensayados fueron @ AMP, @ desoxi-
AMP, e CMP, ® GMP, @ UMP, @ IMP, - TMP, = Adenosina, ® desoxi-Adenosina. Los
ensayos fueron realizados a 25 °C en un lector de placas de 96 pocillos Synergy 2 (Biotek)
variando solo la concentracién de los efectores a una concentracion fija de sustratos. La
actividad GK fue ensayada en Buffer HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM, glucosa 2 mM, MgADP
0,2 mMy Mg?* libre 1 mM, NAD* 0,2 mM. La actividad PFK fue ensayada en Buffer PIPES-
NaOH pH 6,5 50 mM, F6P 0,07 mM, MgADP 1 mM y Mg?* libre 5 mM, NADH 0,25 mM.
Abreviaturas: CMP citidina monofosfato; GMP guanisina monofosfato; UMP uridina
monofosfato; IMP Inosina monofosfato; TMP timidina monofosfato.
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Contrariamente a lo observado para la actividad GK, en la actividad PFK (Figura
7B), solo se encontrd activacién por desoxi-AMP, siendo ésta similar a la de AMP. Sin
embargo, para todos los nucledtidos ensayados solo se observd inhibicidon, no
encontrandose remanentes de activacion para ninguno de ellos (Figura 7B). Ademas, en
todos los casos esta inhibicién fue menor que en el caso de las inhibiciones observadas
para la actividad GK por parte de algun nucleétido.

Todos los experimentos mencionados hasta este punto fueron realizados en
concentraciones de sustrato cercanas a sus respectivas Kn. Hasta ahora, sabemos que
los nucledsidos y los nucleétidos de purina, salvo AMP y desoxi-AMP, solo producen
inhibicidn y que los nucledtidos de pirimidina producen una leve activacion o no tienen
efecto en la actividad GK. Para analizar mas a fondo el efecto de los distintos nucledtidos
y nucledsidos sobre la actividad GK de esta enzima, se repitieron los ensayos para cada
una de las moléculas, pero en presencia de distintas concentraciones de sustratos, de
manera similar a lo realizado con AMP en la seccién anterior (Figura 6B).

En la Figura 8 se muestran los resultados de la actividad GK para los diferentes
nucledtidos ensayados a distintas cocnentraciones de sustrato. Para desoxi-AMP (Figura
8A) el comportamiento fue similar al obtenido para AMP al variar la concentracion de
glucosa y MgADP (ver Figura 6B). Se observa una disminucién del efecto inhibidor al
aumentar la concentraciéon de MgADP y un aumento considerable de este efecto cuando
la concentracion de glucosa es saturante y la concentracién de MgADP es cercana a su

Km. En cambio, en presencia de IMP (Figura 8B) solo se observa una leve inhibicién a
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Figura 8. Efecto de distintos nucleétidos y nucledsidos en la actividad GK de
MmPFK/GK a distintas concentraciones de sustrato.

Los efectores utilizados se indican en el eje X de cada figura; ademas, dentro de cada
grafico se muestra una representacion molecular de la estructura de cada efector. Las
concentraciones de sustrato se indican en la lista en la parte inferior de la figura. Los
ensayos fueron realizados a 25 °C utilizando un ensayo acoplado G6PDH en Buffer
HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM, Mg libre 1 mM, NAD* 0,2 mM a distintas concentraciones
fijas de sustrato variando la concentracion de cada uno de los efectores indicados. Los
resultados se expresan como el porcentaje de actividad GK respecto a la actividad en

ausencia de efector.
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todas las concentraciones de sustrato utilizadas, no siendo mayor al 40 % en el intervalo
de concentraciones de nucledtido ensayadas. Por otro lado, para GMP (Figura 8C) se
observa un claro efecto inhibitorio a todas las concentraciones de sustrato utilizadas, el
que no es afectado ante un cambio de la concentracién de glucosa cuando MgADP se
mantiene constante a bajas concentraciones. Sin embargo, al aumentar el MgADP a
concentraciones saturantes, y manteniendo baja la concentracion de glucosa, la
inhibicidn se vuelve levemente menor.

En el caso de los nucleétidos monofosfato de pirimidinas, todos tuvieron un leve
efecto activador. Para CMP (Figura 8D) y UMP (Figura 8E) se observaron leves
variaciones en el efecto activador al variar las concentraciones de sustrato, sin embargo,
éstas fueron de no mas de un 20% de diferencia. Interesantemente, como se dijo
anteriormente, en el caso de TMP (Figura 8F) se observa una activacion
considerablemente mayor que la observada para CMP y UMP, la que estuvo presente en
todas las concentraciones de sustrato utilizadas, produciéndose una disminucién del
maximo de actividad a medida que se aumenta la concentracién de glucosa. Sin
embargo, a diferencia de AMP, TMP no llega a inhibir la enzima en el intervalo de
concentraciones ensayadas, incluso a concentraciones saturantes de glucosa. Al saturar
con MgADP el leve efecto inhibitorio del TMP se pierde, lo cual es consistente con lo que
ocurre en el caso de AMP. Finalmente, tanto adenosina (Figura 8G) como
desoxiadenosina (Figura 8) solo producen inhibicién en la actividad GK, sin producirse

cambios apreciables al aumentar la concentracién de glucosa. Sin embargo, al aumentar
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la concentraciéon de MgADP este efecto disminuye levemente.

Ademas de todos los nucledtidos monofosfato mencionados, también se ensayo
el efecto de fosfato en la actividad GK en concentraciones de sustratos cercanas a sus
respectivas Km, observandose solo inhibicién con un IC 50% de 4,3 mM (Figura 9).

De estos resultados puede concluirse que el efecto alostérico posee una gran
especificidad por AMP. En esta especificidad, el fosfato juega un rol importante en la
union del nucledtido, lo que se manifiesta en una pérdida total de activacién cuando éste
estd ausente en la molécula, como se observa en los experimentos realizados con
adenosina. Ademas, fosfato por si solo no tiene un efecto activador. Por otro lado, la
estructura de la base nitrogenada es determinante para especificidad. En el caso de los
nucledtidos de purina la presencia de la amina de la posicion 6 del anillo de adenina es
fundamental para la realizacion del efecto alostérico, su ausencia causa que el efecto

acticador no se produzca.
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Figura 9. Efecto de fosfato en actividad GK.

Inhibicion por Fosfato (como sal de sodio) en la actividad GK de MmPFK/GK, medida a
una concentracion fija de sustratos. Los ensayos se realizaron a 25 °C en un lector de
placas Synergy 2 (Biotek) variando la concentracién de Fofato en Buffer Tris-HCI pH 7,8
50 mM; glucosa 2 mM, MgADP 0,2 mM; Mg libre 1 mM; NAD* 0,2 mM. Los resultados se
expresan como el porcentaje de actividad GK medida respecto a la actividad en ausencia
de efector. El eje X se encuentra en escala logaritmica. A los datos se ajusté una hipérbola
descendiente con asintota en cero, a partir de esta se obtuvo el IC 50% que se observa
en la figura.
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3.3 Mecanismo cinético y mecanismo de activacion por AMP de
MmPFK/GK

MmPFK/GK es activada por AMP tanto en su actividad GK como PFK. Sin embargo,
con la informacidn disponible no es posible establecer el mecanismo mediante el cual
esta activacion ocurre. Para esto, se debe analizar el efecto que tiene AMP no solo en la
actividad enzimdtica, sino que en los parametros cinéticos de cada uno de los dos
sustratos. Sin embargo, AMP es también el producto de la reaccién, por lo que ademas
de ser un activador, es también un inhibidor de la enzima. Entonces, para poder
caracterizar en detalle la activacién, primero hay que determinar el mecanismo de
inhibicién por producto. Esto se traduce en determinar el orden de unién de los sustratos
y de disociacidon de los productos en el ciclo catalitico de la enzima, lo que permite
caracterizar cual es el efecto inhibitorio que tiene AMP sobre cada uno de los dos
sustratos.

Por otro lado, como se vio en la Figura 5, en esta enzima existe inhibicidn por el
sustrato azucar (tanto por glucosa como por F6P), efecto que es incrementado ante la
presencia de AMP. Por lo que tenemos que AMP, ademds de producir activacion
enzimatica e inhibicién por producto, afecta la inhibicion por el sustrato azucar. Por esto,
para tener una caracterizacion detallada del efecto de AMP en la enzima, primero se
hace necesario realizar una descripcidn en detalle del mecanismo cinético y de inhibicion
por sustrato azlcar. Entre otras cosas, de esta forma podremos analizar si AMP, ademas

de activar la enzima, produce modificaciones cualitativas del mecanismo cinético o de
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inhibicidn por sustrato azucar de la enzima.

En esta seccion primero se procederd a determinar el mecanismo cinético de la
enzima, vale decir, se determinara el orden de unién de los sustratos y de disociacién de
los productos para cada una de las actividades. Ademas, se determinara el mecanismo
de inhibicion por sustrato azucar para ambas. Esto se hard a distintas concentraciones
fijas de AMP. Finalmente, se procederd a determinar el mecanismo de activacién por
AMP para ambas actividades.

Para determinar todos estos mecanismos se realizaron estudios de cinética
enzimdtica en estado estacionario en donde se midieron ambas actividades, PFK y GK, a
distintas concentraciones del sustrato azucar (glucosa o F6P), de MgADP y de AMP. De
esta forma, dejando fija alguna de estas tres variables, es posible seleccionar conjuntos
de datos que estén en funcion de solo las dos restantes. Mediante este método puede
caracterizarse, por ejemplo, el efecto de un sustrato sobre su cosustrato (y viceversa) a
concentraciones fijas de AMP, o el efecto de AMP sobre cada uno de los dos sustratos
por separado, a concentraciones fijas del cosustrato respectivo. Mediante el andlisis de
distintos conjuntos de datos fue posible determinar tanto el mecanismo cinético y de
inhibicién por sustrato de la enzima a distintas concentraciones fijas de AMP, como
también el mecanismo de activaciéon por AMP sobre cada sustrato a concentraciones
fijas de cosustrato.

En esta seccidn se analizaran ambas actividades, GK y PFK, por separado. Primero

se procedera a describir la determinaciéon del mecanismo cinético y de inhibicién por
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sustrato para cada una a distintas concentraciones fijas de AMP. Luego se procedera a
determinar el mecanismo de inhibicién por azucar. Finalmente se procederd a

determinar el mecanismo de activacién por AMP para ambas.
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3.3.1 Mecanismo cinético de MmPFK/GK

Para determinar el mecanismo cinético de la enzima, para ambas actividades
enzimaticas se obtuvieron conjuntos de datos de velocidad inicial, en funcién de distintas
concentraciones de ambos sustratos, a concentraciones fijas de AMP.

En ambas actividades primero se procedid a determinar si el mecanismo es de
tipo Ping-Pong o secuencial-ordenado?. Para esto, antes de realizar cualquier analisis de
los datos, se dedujeron las ecuaciones de velocidad inicial en funcidon de dos sustratos
para cada uno de estos mecanismos sin considerar inhibicidon por sustrato. A partir de
estas ecuaciones es posible deducir el comportamiento matematico de cada parametro
cinético para cada sustrato en funcidon de su cosustrato respetivo. En principio, esto
permite contrastar estos mecanismos con los pardmetros cinéticos obtenidos
experimentalmente para cada uno de los sustratos de la enzima. Sin embargo, en
nuestro caso tenemos que existe inhibicion por el sustrato azucar, por lo que las
ecuaciones para cada mecanismo debieron complejizarse agregandole posibles
mecanismos e inhibicion y deduciendo las ecuaciones para cada uno de estos casos.

3.3.1.1 Deduccion de ecuaciones para modelos de mecanismos cinéticos

A continuacién, se procede a explicar la deduccion y andlisis formal de las

! Un mecanismo de tipo al azar solo se selecciona si es que ninguno de los dos anteriores, mas
parsimoniosos, se ajustan a los datos. Una posibilidad que permitiria sospechar de la presencia de un
mecanismo al azar seria que, por ejemplo, se obtuviesen curvas no michaelianas para uno o los dos
sustratos, y que este comportamiento desaparezca a medida que se aumenta la concentracion del
cosustrato. Sin embargo, en este caso, eso no es lo que ocurre. Este aspecto se retomara en la seccién de
discusiones.
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ecuaciones de velocidad inicial para los mecanismos cinéticos Ping-Pong y secuencial-
ordenado. Como se dijo anteriormente, en nuestro caso existe inhibicién por uno de los
sustratos, por lo que primero se procederd a deducir las ecuaciones para los modelos en
ausencia de este efecto y, posteriormente, una vez determinado el tipo de mecanismo
gue estd presente, se procederd a complejizar el modelo considerando todas las
posibilidades en que un sustrato podria ser inhibidor.

Las ecuaciones correspondientes a los distintos modelos fueron deducidas

directamente en forma manual o usando el programa Wolfram Mathematica.

Modelo Ping-Pong:
Para un modelo ping-pong se deduce la siguiente ecuacidn de velocidad inicial en
funcién de dos sustratos A y B, suponiendo condiciones de estado estacionario y

concentraciones de productos P y Q iguales a cero:

- k| A -
E =——=EA o Nab[4][B)
-' [A][B]+[4] Da+[B] Db Ecuacion 8
k-l k--r Q k P 1\_
Nab =etk, k,/ (k, +k,)
Da=k, (ki +ky)/ (ks (k, + ky)
‘ k_.: ) Db =k, (k, +k;)/(k; (k; +ky))
E'B E'
kB

Nab, Da y Db corresponden a los parametros “observables” de la ecuacién, los
gue son inferibles empiricamente mediante ajustes no lineales a los datos cinéticos.
Estos se obtienen agrupando las constantes intrinsecas del modelo utilizado para deducir

la ecuacion junto con la concentracion total de enzima (et) proveniente del balance de
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masas del sistema, como se aprecia en la ecuaciéon 8. Esta ecuacion puede reordenarse
para expresar la velocidad inicial (V) en funcidn de [A] como una hipérbola Michaeliana,
en la que los parametros Kn® y Vn*, estard en funcién de [B], como se muestra a

continuacion con cuadros rojos dentro de la ecuacion.

Nab[B]
[B] + Da

DH[E]
BT+ Da 4]

L

Al

Ecuacion 8A

V_

Puede observarse que en este modelo tanto Vn* como Kn* tendran un
comportamiento hiperbélico Michaeliano en funcion de [B]. Es importante destacar que
este comportamiento es independiente de cudl es el primer sustrato que se une a la
enzima. Si se reordena la ecuacion dejando V en funcién de [B], cualitativamente se
obtendra el mismo comportamiento para los pardmetros Km® y Vm®, pero en funcién de
[A]. Por lo tanto, mediante este tipo de ecuaciones solo es posible diferenciar el tipo de

mecanismo, pero no el orden de unién de sustratos y disociacién de productos.

Modelo Secuencial-Ordenado:
Del modelo secuencial-ordenado se deduce la siguiente ecuacién de velocidad

inicial suponiendo condiciones de estado estacionario y concentraciones de productos
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iguales a cero:

k A
: EA Nab [A][ B] 5
k, D+[A] | B]+| 4] Da+|B] Db Ecuacion 9
k|| k, Q k.|| B
Nab =etk; k, / (k; + k)
D:k.| k4 (k}+k_3)/(](] kz (k}+k4))
k P Da =k, (ks + k) / (k;, (ks T ky))
EQ EAB Db=k;k,/ (k, (ks + k)
k'{

Puede-observarse gue, a diferencia de la ecuacién para el modelo Ping-Pong, ésta
tiene un término libre (parametro D) en el denominador. Esto produce que, al reordenar
la ecuacion de V como una hipérbola Michaeliana en funcidn de [A], el pardmetro K. en
funcién de [B] quede expresado como una hipérbola con interseccion en el eje de las
ordenadas, a diferencia de lo que se obtiene en el modelo ping-pong. Dependiendo del
valor cada uno de los parametros que la definen, esta hipérbola puede ser creciente (si

D/Da < Db), decreciente (si D/Da > Db) o una funcidén constante (si D/Da = Db).

Nab|B] Ecuacién 9A

|B] + Da 4]

~|D + Db|B]
B+Da | A

Ndtese que, al igual que en el caso del modelo ping-pong, la dependencia de los
parametros cinéticos para cada sustrato en funcién de su cosustrato es independiente
de cual es el primer sustrato en unirse a la enzima. Si se reordena la ecuacién dejando V
en funcidén de [B], se obtendra el mismo comportamiento para los parametros Km®y Vi,
pero en funcién de [A].

Para determinar cual es el mecanismo que estd operando en la enzima estudiada,

62



puede procederse de dos formas independientes. Por un lado, pueden obtenerse
empiricamente los graficos secundarios para los pardmetros cinéticos Vm y Km para un
sustrato (por ejemplo, A) en funcidn de su cosustrato (por ejemplo, B) a partir de curvas
de saturacion para el primero realizadas a distintas concentraciones del segundo. Luego,
a estos graficos secundarios se les ajustan las distintas ecuaciones deducidas para Vm y
Km en funcion del cosustrato obtenidas a partir de los dos tipos de mecanismos. Eligiendo
el mejor ajuste es posible descartar uno de ellos (por ejemplo, si se obtiene que Kn, se
comporta como una hipérbola que intersecta el eje Y en un punto distinto de cero, se
puede descartar un mecanismo Ping-Pong). A esta metodologia en que se estiman los
parametros cinéticos para cada curva de saturacion de ambos sustratos y luego se
evalian éstos en funcion del cosustrato por separado, se la denominara “analisis de
ajustes por partes”.

Otra forma de andlisis corresponde a la realizacién de ajustes globales de las
ecuaciones de velocidad inicial en funcidn de ambos sustratos sobre un conjunto de
datos de velocidad inicial obtenidos experimentalmente en funcion de distintas
concentraciones de ambos sustratos. Ambas estrategias son independientes y permiten
confirmar el tipo de mecanismo que posee la enzima, analizando qué funcién es la que
mejor se ajusta a los datos obtenidos experimentalmente.

Sin embargo, en nuestro caso existe ademas inhibicién por uno de los sustratos,
por lo que se hace necesario analizar si las ecuaciones obtenidas anteriormente son

validas para ese caso.
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La inhibicidn por un sustrato no altera el comportamiento de Kn y Vm para éste en
funcién del cosustrato:

Si a estos modelos se les agrega una inhibicidn por uno de los sustratos, por
ejemplo, por B, los comportamientos cualitativos de los parametros Vm® y Km? en funcién
del cosustrato A, no se veran alterados respecto a lo mostrado en los modelos anteriores.
Sin embargo, en todos los casos ocurrira la adicién de un término cuadratico en el
denominador, obteniéndose la ecuacién candnica de inhibicidon por sustrato (ecuacion
3), pero en donde el parametro K estard en funcién de [A]. Por ejemplo, la siguiente
ecuacion corresponde a un modelo secuencial ordenado con una inhibicién por sustrato
mediante la unién de B a una forma no catalitica de enzima; dicho de otra forma, la

formacidn de algin complejo de punto muerto.

EB—Fl_~p '1:\ EA Nab[A] 5 Ecuacién 10
k|l k,Q k ||k, B V — Db + [A] [ ]
- D + Da[A] +[B] + _[B]*
EQB —1 EQ kfp EAB Db + [A] KJB([A])

El comportamiento cualitativo de K8 en funcidn del cosustrato variara de acuerdo
con el mecanismo de inhibicidon que posea la enzima, por lo que la obtencion de este
parametro, a distintas concentraciones del cosustrato, nos permitira confirmar el tipo de
mecanismo que posee la enzima estudiada. Esto se detallara mas adelante.

Por otro lado, es importante mencionar que el comportamiento de los
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parametros cinéticos para A (Vm* y Kn?) en funcion de de [B], siendo A el sustrato que no
inhibe, si se verd afectado respecto del caso en donde la inhibicion no ocurre. Esta
variacion de comportamiento dependerd del tipo de inhibicidn que presente el sustrato
B. Esto también nos permitira inferir el tipo de mecanismo de inhibicion por B a partir de
los graficos secundarios para los pardmetros de A en funcidn de la concentracion de B,

como se explicara en detalle mas adelante.
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3.3.1.2 Actividad GK. Determinacion del mecanismo cinético y del mecanismo de
inhibicion por glucosa.

Para determinar el mecanismo cinético de la actividad GK se obtuvo un conjunto de
datos de mas de 700 mediciones de actividad enzimatica a distintas concentraciones de
glucosa, MgADP y AMP. A partir de estos datos se seleccionaron mas de 60 curvas de
saturacion para glucosa a distintas concentraciones fijas tanto de MgADP, como de AMP.
En todas estas curvas se observé inhibicidn por sustrato, por lo que a cada una de ellas
se ajustd la ecuacién 3 (modelo candnico de inhibicidn por sustrato). Estas curvas, con
sus respectivos ajustes, se muestran en la Figura 10, donde se encuentran graficadas las
curvas de saturacién para glucosa, a distintas concentraciones de MgADP y a 7
concentraciones fijas de AMP.

A partir de los ajustes de la ecuacién 3, realizados para cada curva de saturacién
para glucosa, se obtuvieron los graficos secundarios de Vimg", Km8", Vin8"/Kme" y Ki8Y en
funciéon de MgADP para cada concentracion fija de AMP (Figura 11). Con estos datos, se
compararon los modelos para un mecanismo ping-pong o un secuencial-ordenado,
analizando cual ecuacion para Vin®, Kn®'y Vi ®/Kn®", obtenida segiin estos modelos,
se ajusta mejor a los pardmetros obtenidos empiricamente. Esto permite determinar el
tipo de mecanismo, ya que, como se dijo, la presencia de una inhibicién por glucosa no

afecta el comportamiento de estos pardmetros en funcién del cosustrato.
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Figura 10. Curvas de saturacion para glucosa obtenidas a distintas concentraciones de
AMP y de MgADP.

En cada gréfico se agrupan distintas curvas de saturacion para glucosa obtenidas a
distintas concentraciones de MgADP (indicadas en la lista de la parte inferior derecha
de la figura) y a una concentracion fija de AMP (indicadas en cada grafico). Los ensayos
fueron realizados en un lector de placas Synergy 2 (Biotek) a 25 °C en HEPES-NaOH 50
mM pH 7,8; NAD+ 0,2 mM, variando la concentracidon de Glucosa, MgADP y AMP,
manteniendo el Mg?* libre a 1 mM. La actividad se siguié mediante un ensayo acoplado
G6PDH mediante la producciéon de NADH siguiendo la absorbancia a 340 nm. A cada
curva de saturacion se le ajustd por separado un modelo de inhibicidon por sustrato
(ecuacion 3).
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Figura 11. Graficos secundarios para los parametros cinéticos de glucosa en funcion
de MgADP.

Se obtuvieron los parametros V8" (A), Km8" (B), Vm8“/Kn8" (C) y K" (D), en funcién
de MgADP a distintas concentraciones fijas de AMP a partir de los ajustes de la
ecuacioén 3 realizados sobre las curvas de saturacidn para glucosa que se muestran en
la Figura 10 .Las concentraciones de AMP de cada curva secundaria se indican en la
lista en la parte central de la figura. El mejor ajuste para todas las curvas de V8" fue
una hipérbola centrada en el origen; para cada curva de K8, una hipérbola que
intersecta el eje Y; para cada curva de Vmg8"/Kmg'", una hipérbola centrada en el origen;
para cada curva de K8, una recta. Los mejores ajustes se seleccionaron mediante el
criterio de informacion de Akaike (AIC).
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3.3.1.2.1 Determinacion del tipo de mecanismo cinético

Para Vmg" en funcion de MgADP el mejor ajuste fue una hipérbola centrada en el
origen para todas las concentraciones fijas de AMP (Figura 11A); este comportamiento
es comun tanto para un modelo Ping-Pong como para uno secuencial ordenado. Sin
embargo, para Kn8" en funciéon de MgADP, el mejor ajuste fue una hipérbola con
interseccion en el eje Y para cada concentracién fija de AMP (Figura 11B). Como puede
apreciarse en la ecuacidon 8, esto nos permite descartar un modelo Ping-Pong.
Consistente con esta conclusion, es que el mejor ajuste para Vim#"/Kn8" fue una hipérbola
centrada en el origen (Figura 11C), lo que es propio de un mecanismo secuencial-
ordenado. Si se tratara de un mecanismo ping-pong, este Ultimo pardmetro habria dado
constante (esto ocurre debido a que, como se observa en la ecuacién 8 reordenada, si se
divide Vi por Km, al tener ambos pardmetros un denominador comun, ([S] + Da), el
resultado seria una constante, Nab/Db).
3.3.1.2.2 Determinacion del mecanismo de inhibicién por glucosa

Una vez determinado el tipo de mecanismo cinético, se procedid a realizar dos
analisis independientes, uno de ajustes por partes y otro de ajustes globales, para cada
uno de los conjuntos de datos obtenidos a concentraciones fijas de AMP, para
determinar el mecanismo de inhibicidn por glucosa.

Primero se procedié a considerar todos los posibles modelos en donde glucosa
puede inhibir a la enzima en un mecanismo secuencial-ordenado, los que se mostrardn

en detalle a continuacidn. De cada uno de estos se dedujo su respectiva ecuacion de
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velocidad inicial y se determiné el comportamiento que tendria Kg" en funcién de
MgADP en cada caso, el que luego se contrasté con los datos. Ademds, cémo se dijo
anteriormente, el comportamiento de los pardmetros cinéticos para MgADP, V8PP y
KmMeAPP en funcidén de glucosa si cambiard dependiendo del tipo de mecanismo de
inhibicién por sustrato que se encuentre presente, por lo que los ajustes sobre estos
parametros también se utilizaron para evidenciar el mecanismo de inhibicién por
sustrato.

Por otro lado, ademas del anadlisis de ajustes por partes, también realizaron
ajustes globales de las ecuaciones de velocidad inicial deducidas para cada posible
mecanismo de inhibicion por sustrato sobre cada conjunto de datos a una concentracién

fija de AMP. Estos son los que se muestran en cada grafico de |la Figura 10

Posibles mecanismos de inhibicién por glucosa

Como sabemos que nos encontramos frente a un mecanismo secuencial
ordenado, podemos determinar todos los posibles mecanismos por los cuales glucosa
inhibe a la enzima mediante la formacidon de complejos de punto muerto. Para esto
existen tres opciones, las que se resumen enla Figura 12: La primera, es que glucosa
forme un complejo de punto muerto al unirse a la enzima libre (complejo E-Glu). Esto
solo puede ocurrir si glucosa es el segundo sustrato en unirse a la enzima (por lo tanto,
MgADP el primero). La formacién de este complejo es compatible con cualquier orden

de disociacion de productos. A este modelo se le llamara modelo “E-Glu” de ahora en
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adelante. La segunda opcidn es que glucosa forme un complejo de punto muerto donde
uniéndose a un complejo E-AMP, formandose el complejo E-AMP-Glu. Este complejo
solo puede formarse si AMP es el Ultimo producto en disociarse y lo que es compatible
con cualquier orden de union de sustratos. A este modelo se le lamard modelo “E-AMP-
Glu”. Existe una tercera opcidn, que consiste en la formacién de ambos complejos E-Glu
y E-AMP-Glu a la vez, la que solo seria posible si MgADP es el primer sustrato en unirse
y AMP el Ultimo producto en disociarse. A este modelo se le lamara modelo “E-Glu & E-
AMP-Glu” de ahora en adelante.

Para cada uno de estos mecanismos posibles se dedujo su respectiva ecuacion de
velocidad inicial en funcién de ambos sustratos, las que se muestran a continuacion.

Para el modelo “E-Glu” se obtiene la siguiente ecuacién:

N[MgADP][Glu]

V= Ecuacién 11
D + Ds[MgADP] + Dy[Glu] + [MgADP][Glu] + D2 [Glu]?

Para el modelo “E-AMP-Glu” se obtiene la siguiente ecuacion:

N[MgADP][Glu]

V= Ecuacion 12
D + D4[MgADP] + Dy[Glu] + [MgADP][Glu] + Dg24[MgADP][Glu]?

Para el modelo “E-Glu & E-AMP-Glu” se obtiene la siguiente ecuacidn:

v N[MgADP][Glu]
" D + Dy[MgADP] + Dg[Glu] + [MgADP][Glu] + D2 [Glu]? + D gz s [MgADP][Glu]?

Ecuacion 13
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A Glu MLADP
N[MgADP]
E-Glu - E ===——=E-MgADP D, +[Mgapp] 61
= D + Dy [MgADP] [Glu]? 3
R )“K(Jlu b, + (MgappP] + G+ 5 3 pganer
: Dgz
E-2 —‘-E MgADP-Glu
[MgADP]
B N[MgADP]
E éE-‘.‘ ~ D, + [MgADP] (6] 3
~ D + Dy[MgADP] [Glu]? >
AMP ? D, + [Mgapp] * 16+ 53 Tigapp]
D 2[MgADP]
E-AMP-Glu f E-AMP?E-MEADP-G'“ [MgADP]
Glu Gop
N[MgADP]
~ D, + [MgADP] 161l
. , " D+ Dy[MgADP] [Glu]?
C Glu MgADP W + [Glu] + W
E-Glu ===—= E E-MgADP Dgz + Dy24|[MgADP] 3
b4
AMP Glu L
E-AMP-GlufE-AIW’?E-MgADP-GIu [MgADP]

Glu GoP
Figura 12. Posibles mecanismos de inhibicion por glucosa mediante formacion de

complejos de punto muerto en un mecanismo secuencial-ordenado.

Para cada mecanismo se muestra su ecuacidn de velocidad inicial respectiva en funcién
de ambos sustratos factorizada como una ecucidn de inhibicién por sustrato en funcién
de la concentracion de glucosa, donde Vi, Kn® y K estan en funcién de la
concentracion de MgADP. A) Modelo “E-Glu”: inhibicién mediante la formacién de un
complejo de punto muerto E-Glu, lo que es compatible con cualquier orden de
disociacion de productos, representado por la ecuacién 11. B) Modelo “E-AMP-GIu”:
Inhibicién mediante la formaciéon de un complejo de punto muerto E-AMP-Glu, que es
compatible con cualquier orden de unién de sustratos, representado por la ecuacién
12. C) Modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”: Formacién de ambos complejos de punto muerto,
gue solo es compatible con que MgADP sea el primer sustrato en unirse y AMP el ultimo
producto en disociarse, representado por la ecuacion 13. A la derecha se muestra la
grafica que tendria K" en funcién de [MgADP] para cada modelo.
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Analisis de K" en funcién de MgADP.

Las tres ecuaciones obtenidas pueden reordenarse para obtener la velocidad
inicial en funcién de glucosa en forma de la ecuacion candnica de inhibicién por sustrato
(ecuacién 3), con cada uno de los parametros Vmg", Km8" y K" en funcién de MgADP.

Modelo “E-Glu”:

NIMgADP] .y, 1 Ecuacién 11A

D, + [MgADP]

~ D + D,[MgADP]
D, + [MgADP]

v [Glu]?

D, + [MgADP]
Dgz

+ [Glu] +

Modelo “E-AMP-Glu”:

N[MgADP]
_ D, + [MgADP]
D + D,\[MgADP]
D, + [MgADP]

[Glu] Ecuacion 12A

v [Glu]?

D, + [MgADP]
D,2a[MgADP]

+ [Glu] +

Modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”:

N[MgADP]
_ D, + [MgADP]
D + D4[MgADP]
D, + [MgADP]

[Glu] Ecuacién 13A
%4

[Glu]?
D, + [MgADP]
Dg2 + Dg24[MgADP]

+ [Glu] +

Puede observarse que en todos los casos Vmg" es una hipérbola Michaeliana y
Km&" una hipérbola que intersecta el eje Y con asintota distinta a cero, como es esperable
para un mecanismo cinético secuencial-ordenado. Sin embargo, en cada uno de los tres
casos, el comportamiento de K" en funcién de la concentraciéon de MgADP es diferente

y propio de cada mecanismo. En el caso del modelo “E-Glu”, Kg" es una recta con
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pendiente 1/Dgy; e interseccion Dg/Dy2 en el eje Y:

D, + [MgADP]

D2 Ecuacién 14

Glu _
K" =

Es importante notar que esta recta tiene pendiente positiva, por lo que es una
funcién mondtonamente creciente. Por lo tanto, si para KgY se obtiene un
comportamiento decreciente, puede descartarse el modelo “E-Glu”.

En el caso del modelo “E-AMP-Glu”, la ecuacion corresponde a una hipérbola
rectangular decreciente con asintota vertical en el eje Y, y asintota horizontal 1/Dg2a:

Dy + [MgADP] Ecuacién 15
D 2A[MgADP]

Glu _
K" =

Es importante notar que esta ecuacidén siempre tendrd un comportamiento
mondtonamente decreciente, por lo que, si el comportamiento obtenido para Kg" es
creciente, puede descartarse el modelo “E-AMP-GIu”.

Finalmente, cuando la inhibicidn ocurre por la formacién de ambos complejos de
punto muerto (modelo “E-Glu & E-AMP-Glu”), K" en funcién MgADP es una hipérbola
que intersecta el eje Y en Dy/Dy», y tiene asintota horizontal en 1/Dgza.

Dy + [MgADP]| Ecuacion 16
D2 + Dgz4[MgADP]

Glu _
K™ =

Esta funcidn puede ser creciente (Dg/Dg2 < 1/Dg24), decreciente (Dg/Dg2 > 1/Dg24),
o constante (Dg/Dy2 = 1/Dy24).

Teniendo en cuenta estas ecuaciones, se analizaron los graficos secundarios para
K" en funcidon de MgADP obtenidos empiricamente a cada concentracién fija de AMP

(Figura 11D). Como se observa en la figura, en todos los casos la dependencia de Kg" en

74



funcién de la concentracion de MgADP es creciente o tendiente a una constante. Por lo
tanto, puede descartarse que la inhibicién ocurra mediante la sola formaciéon de un
complejo E-AMP-Glu, pues en ese caso se esperaria encontrar que KgY decrece
hiperbdlicamente, como se ve en la ecuacién 15. Por lo tanto, las dos opciones que nos
guedan para este pardmetro son una recta o una hipérbola que interseca el eje Y en
funcién de la concentracidn de MgADP. De ambas funciones, la recta fue la que dio un
mejor ajuste para todas las concentraciones de AMP ensayadas (Tabla 2). Esto a
excepcion de AMP 0,1 mM, en donde la inhibicién por sustrato, al ser considerablemente
baja, se obtienen valores de Kg" muy altos y con bastante error, por lo que solo pudo ser
ajustada una hipérbola o una constante. Por esta razon, los resultados no se muestran
en la Figura 11D. Estos resultados, considerados por separado, puede considerarse como
evidencia de que la inhibicién por glucosa se produce mediante la formacién de un
complejo de punto muerto E-Glu en todas las concentraciones de AMP.

Sin embargo, como se observa en la Figura 11D, para las concentraciones de AMP
mas altas el comportamiento de K& vs MgADP tiende a ser una constante. Como se ha
mostrado (Ecuacidon 16), una constante puede ser interpretada como una hipérbola
degenerada cuyo valor de interseccidon en el eje Y es igual a su valor cuando X tiende a

infinito (en este caso, Dg» = Dg*Dgoa en la ecuacidn 16).
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A.LC. K"

AMP, mM recta hipérbola
0,1 XX 130,01
0,5 110,4 117,2
0,9 72,3 78,3
4,7 56,4 61,3
9,3 46,6 53,2
14,4 47,7 53,3
20,3 36,9 43,6

Tabla 2. Valores de AIC para distintos ajustes de K" en funciéon de MgADP.

Valores de AIC para el ajuste de una recta y de una hipérbola que intersecta el eje Y a
las curvas de Kg" en funcidn de la concentracidon de MgADP (las que se muestran en la
Figura 11) obtenidas a distintas concentraciones de AMP. En negrita se destaca el
menor valor de AIC para cada concentracién de AMP (a excepciéon de AMP 0,1 mM
donde no se pudo ajustar una recta).
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Hasta ahora, tenemos que en las dos opciones posibles, modelo “E-Glu” y “E-Glu
& E-AMP-Glu” (Figura 12A y Figura 12C), se estaria formando el complejo de punto
muerto E-Glu. Para que este sea el caso, glucosa debe ser el segundo sustrato en unirse
a la enzima, de lo contrario ni el modelo “E-Glu” ni “E-Glu & E-AMP-Glu” tendrian
sentido. Por lo que, considerando la informacion que tenemos hasta el momento, los
resultados muestran que MgADP seria el primer sustrato en unirse a la enzima y glucosa
el segundo. Sin embargo, aun no podemos conocer cual es el orden de disociacion de los
productos. Para poder discriminar entre ambos modelos posibles, es necesario evaluar

los parametros cinéticos de MgADP en funcidn de glucosa.

Analisis de los parametros cinéticos para MgADP.

Cada uno de los graficos de la Figura 10 puede reordenarse como curvas de
MgADP a distintas concentraciones de glucosa. De esta forma se seleccionaron mas de
70 curvas de saturacidon para MgADP a distintas concentraciones de glucosa y de AMP.
En todas las curvas se observé un comportamiento hiperbdélico, por lo que a cada una se
le ajustd la ecuacidon de Michaelis-Menten (ecuacion 2). Estas curvas, con sus respectivos
ajustes, se muestran en la Figura 13, donde se encuentra graficada la velocidad inicial a
distintas concentraciones de glucosa a 7 concentraciones fijas de AMP.

Para confirmar frente a cual de los posibles mecanismos de inhibicién por
sustrato nos encontramos, se analizaron los comportamientos de los pardmetros
cinéticos para MgADP, V,,M8APP y K, MBADP "an funcidn de glucosa. El comportamiento de

estos parametros en funcidn del cosustrato dependerd del mecanismo de inhibicion.
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Figura 13. Curvas para MgADP obtenidas a distintas concentraciones de AMP y de
glucosa.

En cada grafico se agrupan distintas curvas de saturacién para MgADP obtenidas a
distintas concentraciones de glucosa (indicadas en la lista en la parte inferior derecha
de la figura) y a una misma concentracioén fija de AMP (indicada arriba de cada gréfico).
Los datos son los mismos que se muestran en la Figura 10 pero reordenados de esta
forma. Los ensayos fueron realizados en un lector de placas Synergy 2 (Biotek) a 25 °C
en HEPES-NaOH 50 mM; NAD* 0,2 mM, pH 7,8, variando la concentracién de Glucosa,
MgADP y AMP, manteniendo Mg?* libre a 1 mM. La actividad se siguié mediante un
ensayo acoplado G6PDH mediante la produccién de NADH siguiendo la absorbancia a
340 nm. A cada una de las curvas se le ajusté un modelo Michaeliano (ecuacién 2).
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Para determinar el mecanismo, las ecuaciones de velocidad inicial en funcién de
la concentracion de ambos sustratos deben reordenarse para obtener la ecuacion de
Michaelis-Menten en funcién de la concentracion de MgADP, con V,M8APP y K,,M8ADP
como funciones de la concentracion de glucosa.

Reordenando la ecuacién 11 para el modelo “E-Glu”, se obtiene:

N[Glu]

D, +1Cld] [MgADP] Ecuacién 11B

= D+ Dgl[Glu] + Dgz[Glu]?
DA + [GIU]

|4

+ [MgADP]

Puede apreciarse que Vm“&PP corresponde a una hipérbola Michaeliana en
funcién de glucosa; en cambio, Kn“8*°" corresponde al cociente entre un polinomio
cuadratico y uno de grado 1. Esta Ultima curva tiene un comportamiento equivalente al
de una recta sumada con una hipérbola que intersecta el eje Y en un punto distinto al
origen. Dependiendo del valor de sus parametros, esta funciéon podra tener un minimo
(ser cdncava) o ser mondtonamente creciente. Por otro lado, cuando glucosa tiende a
infinito, Kn8%? tiende a infinito con una pendiente constante.

Reordenando la ecuacién 12 para el modelo “E-AMP-Glu”, se obtiene:

N[Glu]
Dy + [Glu] + D g2 4[Glu]?
D + D, [Glu]

Dy + [Glu] + Dgz4[Glu]

[MgADP]  Ecuacion 12B

=+ [MgADP]

En este caso, VmMEAPP tiene el comportamiento de una inhibicién por sustrato
candnica (es formalmente equivalente a la ecuacién 3). En cambio, KnMeAPP tiene un

comportamiento formalmente equivalente a la ecuacidn 6, ya que intersecta el eje Y en
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un punto distinto de cero. La cantidad de pardmetros de esta ecuacién produce que sea
compatible con muchos comportamientos matematicos. Sin embargo, a diferencia de la
ecuacion 11B, en este caso KnM8APP siempre tiene asintota en cero cuando [Glu] tiende a
infinito.

Reordenando la ecuaciéon 13 para el modelo “E-AMP-Glu & E-Glu”, se obtiene:

N[Glu]

Dy 4 [Glul+Dgz4[Glul?

"~ D+ Dy[Glu] 4+ Dyz[Glu]?
Dy + [Glul+Dgz4[Glu]?

MgADP
(Mg ] Ecuacion 13B

+ [MgADP]

En este caso, VM'8APP tiene el mismo comportamiento que en el caso anterior
consistente en una inhibicidn por sustrato candnica (Ecuacidon 3). En cambio, KnV&APP
corresponde a un cociente de polinomios cuadrdticos. Esta funcién, al igual que las
anteriores para el mismo parametro, intersecta el eje Y en un punto distinto de cero.

Las ecuaciones para KnM8"P? en funcién de la concentracion de glucosa poseen
muchos parametros, por lo que son compatibles con varios comportamientos, muchos
de ellos similares (vale decir, tienen gréficas compatibles). Por esto el andlizar el
comportamiento de Kn“8P” en funcién de la concentraciéon de glucosa no es tan
informativo como el analisis del comportamiento de V,M'8APP_ Es importante destacar que
solo en el modelo “E-Glu”, VmM&APP tiene un comportamiento Michaeliano en funcién de
glucosa. En los otros dos casos (modelos “E-AMP-Glu” y “E-Glu & E-AMP-GIu”), el
comportamiento corresponde al descrito por la ecuacidon de inhibicién por sustrato
(ecuacion 3). Es por esto que, si se obtiene este uUltimo comportamiento en este

parametro, solo es posible descartar el modelo “E-Glu”, no confirmar alguno de los otros
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dos; pero si se obtiene una hipérbola Michaeliana es posible confirmarlo. Sin embargo,
con lo obtenido para el anélisis del parametro Kg&" en funcién de MgADP (donde se
obtuvieron comportamientos mondtonamente crecientes en todos los casos) hemos
descartado el modelo “E-AMP-Glu” para la inhibicidn por glucosa, por lo que, en nuestro
caso, un comportamiento tipo inhibicidn por sustrato si confirmaria un modelo “E-Glu &
E-AMP-GIu”.

Los graficos para Vi M8APP y K,M8APP en funcién de la concentracion de glucosa se
muestran en la Figura 14 para cada concentracion fija de AMP. EI mejor ajuste para
VMEAPP en funcién de glucosa fue un modelo candnico de inhibicidn por sustrato
(ecuacion 3) para todos los casos (Figura 14A), salvo en la concentracion mas baja de
AMP. En el caso de KnM8"P? (Figura 14B), el mejor ajuste siempre fue el modelo que
contenia la menor cantidad de parametros. Es mads, a este parametro también fue
posible ajustar una hipérbola que intersecta el eje Y con asintota distinta de cero, lo que
da un ajuste aun mejor, pese a no tener sentido fisico en este contexto, dado que se
trata de una funcidn con alin menos parametros. Por lo que es esperable que, al evaluar
los ajustes usando AIC, el que tenga menor cantidad de pardmetros siempre sea el con
indice menor. Sin embargo, es importante notar que el comportamiento obtenido para

KmM&APP en funcidn de glucosa, permite descartar la ecuacién 12B (Modelo “E-AMP-Glu”),
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Figura 14. Gréficos secundarios para los parametros cinéticos de MgADP en funcion
de glucosa.

Se obtuvieron los parametros V8P (A) y K, M&APP (B) de la actividad GK en funcién de
glucosa a distintas concentraciones fijas de AMP, las que se indican a la derecha de la
figura. En A) el eje X se encuentra en escala logaritmica. Los valores de cada pardmetro
se estimaron a partir de los ajustes realizados sobre las curvas de saturacidon para
MgADP que se muestran en la Figura 13. El mejor ajuste para todas las curvas de
VimM8APP fye un modelo de inhibicidn por sustrato; para las de KnM8AP?, una hipérbola
gue intersecta el eje Y (salvo para AMP 20,3 mM, donde se obtuvo una constante, lo
que puede ser interpretado matematicamente como una hipérbola que corta el eje Y
con asintota igual a su origen).
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puesto que para todas las concentraciones de AMP posee un comportamiento
mondtonamente creciente, lo que es incompatible con la KnV8°" que figura en esa
ecuacion (esto es consistente con lo que se obtuvo al analizar los pardmetros para
glucosa, en donde se descartd ese modelo producto del comportamiento de K8 en
funcién de MgADP). Finalmente, para cada concentracién de AMP, K,V84%P intersecta el
eje Y en un punto distinto de cero, lo que corrobora un mecanismo secuencial-ordenado.

Como se dijo mas arriba, en este caso el comportamiento de K,M8APP en funcién
de glucosa es menos informativo que el comportamiento de V8PP en funcién de ese
cosustrato. Sin embargo, al ser un modelo de inhibicién por sustrato el que mejor
representa todas las curvas para este Ultimo pardmetro, lo obtenido en esta seccion es
evidencia para un mecanismo de inhibicién por sustrato mediante la formacién de dos
complejos de punto muerto (modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”), lo que entra en
contradiccion con lo obtenido mediante el anélisis de K& en funcién de MgADP en
algunas concentraciones de AMP. Para poder determinar definitivamente el mecanismo

de inhibicién por sustrato se utilizara un analisis de ajustes globales.

Analisis de ajustes globales

Lo obtenido mediante el analisis de los valores de K" en funcién de MgADP entra
en contradiccion con lo obtenido mediante el anadlisis de los parametros de MgADP en
funcién de glucosa. En el primero, se obtuvo evidencia conducente a un mecanismo de
inhibicidn por sustrato mediante la formacién de un punto muerto E-Glu, mientras que

en el segundo caso la evidencia apunta a la formacidon de dos complejos de punto
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muerto, E-Glu y E-AMP-Glu. Evidentemente los ajustes realizados sobre V,M8AP? son mas
robustos que los realizados sobre K", pues en este Ultimo caso el error y la dispersién
de los datos es considerablemente mayor que en el primero. Ademas, muchas curvas de
KeE" en funcidon de MgADP tienden a ser constantes. Por otro lado, con los datos
disponibles es posible que los comportamientos observados para K& correspondan a
hipérbolas y que esto no haya podido detectarse debido, por ejemplo, a la dispersién de
los datos o a que no se llegd a saturacién en el intervalo de concentraciones utilizadas.
Sin embargo, con estos criterios aln no es posible determinar cudl de los dos modelos
es el que mejor explica los datos obtenidos.

Para discriminar entre los dos modelos posibles de inhibicién por sustrato, se
utilizd una segunda estrategia de andlisis de los datos, consistente en la realizacién de
ajustes globales de las ecuaciones de velocidad inicial en funcién de ambos sustratos
(para cada concentracion fija de AMP) sobre cada conjunto de datos de velocidad inicial
obtenido a una concentracion fija de AMP. Ambas ecuaciones (11 y 14) fueron ajustadas
a dichos conjuntos de datos vy, para discriminar entre ambos, a cada uno de los ajustes
se les calculé el criterio de informacién de Akaike (ecuacién 7) y se eligio el que arrojé un
menor valor para este indicador.

Como puede verse en la Tabla 3, en todos los conjuntos de datos evaluados
siempre se obtuvo menor AIC para un modelo secuencial ordenado con un mecanismo

de inhibicion por sustrato a través de la formacién de dos complejos de puntos muertos,
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Valores A.l.C. Ajustes globales GK

[AMP] | (A) (B) (€) (D)
0,1 mM |-212,48 |-220,49 | -222,58
0,5mM | -153,87|-191,68 | -186,77
0,9mM | -95,52 |-162,78 |-162,58
4.7mM | 1,27 | -33,72 | -35,84
9,3mM | -3,06 | -27,33 | -29,51
14,4 mM| -64,36 | -84,13 | -86,42
20,3 mM| -64,36 | -78,45 | -80,72 |-82,87

(A) Modelo “E-Glu”.

(B) Modelo “E-Glu & E-AMP-Glu”.

(C) Modelo “E-Glu & E-AMP-Glu”; K" constante.
(D) Modelo “E-Glu & E-AMP-Glu”; K" y K" constantes.

Tabla 3. Valores de AIC para los ajustes globales sobre los datos cinéticos de la
actividad GK.

En la tabla se muestran los valores de AIC para los ajustes globales de las ecuaciones de
distintos modelos (que se muestran en la Figura 12) sobre conjuntos de datos de
velocidad inicial en funciéon de las concentraciones de glucosa y MgADP a una
concentracion fija de AMP (estos conjuntos de datos corresponden a cada uno de los
graficos que se muestran en la Figura 10y Figura 13 para cada concentracion fija de
AMP). Las concentraciones de AMP se muestran en la primera columna de la tabla. Los
modelos evaluados figura son: (A) modelo “E-Glu” (ecuacidén 11), (B) “E-Glu & E-AMP-
Glu” (ecuacion 13), (C) “E-Glu & E-AMP-Glu” en donde K" es constante en funcién de
MgADP (ecuacidn 13 con Dgz = Dgaa*Dg) y (D) “E-Glu & E-AMP-Glu” en donde K%y K,
son constantes en funcién de MgADP (ecuacién 13 con Dg = Dg2a*Dg y D = Da™*Dg). En
negrita se destaca el menor valor de AIC para cada concentracién de AMP.
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vale decir el modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”. Esto es consistente con lo observado para la
dependencia de V,M8APP en funcién de glucosa y con el hecho de que en varias
concentraciones de AMP, Kg" en funcion de MgADP haya tendido a ser constante. Al
evaluar el mismo modelo, pero forzando a que K8 sea constante (vale decir, ajustando
la ecuacion 13, pero forzando a que Dy = Dg*Dg24), se obtiene un AIC menor para este
modelo para las concentraciones de AMP de entre 0,1 mM a 4,7 mM o mayores. Es mas,
para el conjunto de datos con la concentracion fija de AMP mas alta (20,3 mM) el mejor
ajuste obtenido fue el de la ecuacién 13, pero forzando a que K" y K8 sean constantes
(Dg2 = Dg*Dg2a 'y D=Da*Dy), que corresponde al modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”.

Para evaluar la coherencia de los dos andlisis realizados (analisis de ajustes por
partes y de ajustes globales) se simularon las curvas para V8", Kn8"Y, y K" en funcién de
MgADP, ademas de V,M8APP y K ,M8ADP en funcidn de glucosa, utilizando los parametros
obtenidos mediante el ajuste global de la ecuacién 13 (de acuerdo a donde se obtuvo un
menor valor de AIC, como se observa en la Tabla 3) a cada conjunto de datos a una
concentracion fija de AMP. Estas simulaciones se contrastaron con los mejores ajustes
para cada uno de estos parametros en funcién del cosustrato obtenidos en el andlisis de
ajustes por partes (los que se muestran en las Figura 11 y Figura 14). En la Figura 15
puede verse que ambas curvas, la proveniente de la simulacién y la proveniente de los
ajustes por partes, coinciden practicamente en todos los pardmetros cinéticos en funcion
de su cosustrato, a todas las concentraciones fijas de AMP. Donde se observan mayores

divergencias es para K'Y, lo que es esperable, dado que en los ajustes por partes se
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Figura 15. Comparacion de los analisis de ajustes globales y ajustes por partes.

En cada grafico, las lineas continuas corresponden a los mejores ajustes realizados
sobre los pardmetros cinéticos para cada sustrato en funcién de su cosustrato: A) Vmg",
B) Km&", C) Ki8"Y, D) ViM8APP E) K,M8ADP Estos ajustes son los mismos que se muestran en
las Figura 11 y Figura 14 para cada parametro. Las lineas discontinuas corresponden a
curvas simuladas para cada pardmetro cinético en funcion de su cosustrato a partir del
mejor ajuste global (consistente en el que se obtuvo el menor valor de AIC, como se
muestra en la Tabla 3) realizado sobre cada conjunto de datos a una concentracion fija
de AMP. Las concentraciones de AMP se muestran en la lista en la parte inferior derecha

de la figura
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obtuvo una recta y en los ajustes globales una hipérbola que intersecta el eje Y. Sin
embargo, las curvas obtenidas a partir de ambos andlisis igualmente coinciden respecto
a laregidén que ocupan sus respectivas graficas.

Para poder corroborar finalmente el mecanismo de inhibicidon por sustrato, se
compararon las simulaciones de K#" obtenidas a partir del ajuste de cada uno de los dos
modelos (“E-Glu” y “E-Glu & E-AMP-GIlu”) por separado. En la Figura 16 se muestran los
valores de K" obtenidos empiricamente en funcién de MgADP (que son los mismos
datos que se muestran en la Figura 11D, pero una curva por cada grafico), ademds del
mejor ajuste realizado sobre cada uno de estos valores en funcién de MgADP a partir del
analisis de ajustes por partes. A esto se suma las simulaciones de este pardmetro
obtenidas a partir del modelo “E-Glu & E-AMP-GIu” (ecuacién 13), y a partir del modelo
“E-Glu” (ecuacion 11). Como se observa en la Figura 16, en todos los casos la simulacion
realizada a partir del modelo “E-Glu & E-AMP-Glu” se ajusta considerablemente a los
datos empiricos de K", a diferencia de las simulaciones a partir del modelo “E-Glu”,
donde en todos los casos se obtuvieron rectas que y tienen un comportamiento muy
diferente a la que mejor se ajusta a éstos. Con este resultado, la conclusion de que la
inhibicidn por sustrato en la actividad GK ocurre mediante la formacién de dos puntos
muertos se vuelve mucho mas robusta.

Con estos resultados podemos concluir que ambos analisis independientes
realizados con los mismos conjuntos de datos cinéticos convergen en un mismo

resultado. Esto nos permite concluir en forma robusta que MmPFK/GK, en su actividad
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Figura 16. Comparacion de los modelos “E-Glu” y “E-Glu & E-AMP-GIlu” en los graficos
de K" en funcién de la concentracién de MgADP.

Los datos de K" son los mismos que se muestran en la Figura 11.D; |as lineas continuas
corresponden a los mejores ajustes realizados sobre estos datos, que en cada caso
correspondié a una recta. Las lineas discontinuas corresponden a curvas simuladas
utilizando los parametros obtenidos a partir del ajuste del modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”,
gue fue mejor ajuste obtenido en el analisis de ajustes globales realizado sobre cada
conjunto de datos a una concentracién fija de AMP. Las lineas punteadas corresponden
a rectas simuladas utilizando los parametros obtenidos del ajuste global del modelo “E-
Glu” para cada concentracion fija de AMP. Las concentraciones de AMP se indican en

cada grafico.
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GK, posee un mecanismo secuencial-ordenado con la formaciéon de dos complejos de
punto muerto, E-Glu y E-AMP-Glu.

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que AMP no produce
modificaciones cualitativas en el mecanismo cinético de la actividad GK, pues se obtuvo
el mismo mecanismo cinético y de inhibicidn por sustrato para todas las concentraciones
ensayadas, a pesar de que AMP activa a la enzima y, ademds, aumenta en forma
cuantitativa la inhibicidon por sustrato. Por otro lado, como se dijo anteriormente, el
mecanismo de inhibicidon por glucosa que se ha determinado es evidencia indirecta de
que MgADP es el primer sustrato en unirse a la enzima y AMP el dltimo producto en
disociarse, de lo contrario este mecanismo no tendria sentido. Sin embargo, hace falta
corroborar el mecanismo propuesto, para lo cual se realizaron estudios de inhibicién por

un analogo de producto.

3.3.1.2.3 Corroboracion del orden de disociacion de productos mediante inhibicion
por GMP

Hasta ahora tenemos evidencia indirecta acerca del orden de unién de sustratos
y disociacién de productos. Un método directo para investigar este aspecto es la
realizacion de estudios de inhibicidon por producto. Sin embargo, en nuestro caso, el
producto glucosa-6P (G6P) es consumido en las reacciones auxiliares utilizadas para
realizar los ensayos cinéticos, por lo que no es posible la realizacién de estudios de
inhibicién por este producto utilizando el mismo método. Por otro lado, como AMP,
ademas de ser un inhibidor como producto de la reaccién, también es un activador de la

enzima, la realizacion de ensayos de inhibicion en este caso requeriria la previa
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suposicién de un mecanismo de activacién para poder interpretar de los datos. Ademas,
como se mostré en secciones anteriores, la inhibicion por AMP ocurre a altas
concentraciones de este producto (Figura 6). Debido a estas dificultades metodoldgicas,
para determinar el orden de disociacién de los productos desde el sitio activo y para
obtener evidencia independiente que nos permita corroborar cudl es el orden de unién
de los sustratos, se realizaron estudios de inhibicion utilizando un analogo de AMP. En
este caso se escogido GMP, ya que, como se observa en la Figura 7A, es el Unico
nucledtido monofosfato que solo presenta un efecto inhibitorio sobre la enzima, y ara el
que es posible visualizar la saturacién de este efecto en el intervalo de concentraciones
usadas para los ensayos.

Para determinar el mecanismo de inhibicién por GMP se obtuvieron tanto curvas
de glucosa como de MgADP, a distintas concentraciones de GMP y a concentraciones
fijas y saturantes de MgADP (1 mM) y de glucosa (100 mM) respectivamente (Figura 17).
A cada curva de glucosa se ajustdé un modelo de inhibicién por sustrato (ecuacién 3) y a
cada curva de MgADP, una hipérbola michaeliana (ecuacion 2). De estos ajustes se
obtuvieron los pardmetros Vmg"Y, Kn8Y y Kg"Y, junto con V,,M8A0P y K,M8ADP en funcidn de

GMP.
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Figura 17. Curvas de Glucosa y MgADP a distintas concentraciones de GMP.

Curvas de Glucosa (A) y MgADP (B) obtenidas a distintas concentraciones de GMP,
indicadas en la lista a la derecha de la figura. Cada conjunto de curvas fue obtenido a
una concentracion fija saturante de cosustrato, MgADP 1 mM para las curvas de glucosa
y glucosa 100 mM para las de MgADP. A cada curva de glucosa se ajustd un modelo de
inhibiciéon por sustrato (ecuacioén 3) y a cada curvas de MgADP, un modelo Michaeliano
(ecuacidn 2). Los ensayos fueron realizados en un lector de placas Synergy 2 (Biotek) a
25 °C en HEPES-NaOH 50 mM pH 7,8; NAD* 0,2 mM variando la concentracién de
Glucosa, MgADP y GMP manteniendo el Mg?* libre a 1 mM. La actividad se siguid a
través de un ensayo acoplado G6PDH siguiendo la produccién de NADH midiendo la
absorbancia a 340 nm.
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Como puede observarse en la Figura 18, para V8" en funcién de la concentracién
de GMP, el mejor ajuste fue un decaimiento hiperbdlico con asintota en cero (Figura
18A) y para Kng'"Y, una hipérbola ascendente que intersecta el eje Y en un punto distinto
de cero (Figura 18B); en tanto que para K", una constante (Figura 18C). Estos datos
indican que GMP presenta una inhibiciéon de tipo mixto respecto a glucosa y que,
ademas, no afecta la inhibicidn por sustrato. Si se supone un mecanismo secuencial-
ordenado, de estos resultados se puede concluir que glucosa no es el primer sustrato en
unirse y/o AMP no es el ultimo producto en disociarse.

Para VmMeAPP el mejor ajuste fue una constante en funcién de la concentracién
de GMP (Figura 18D), y para Kn“8°? una recta con pendiente positiva (Figura 18E). Esto
muestra que GMP es un inhibidor competitivo con respecto a MgADP. A partir de estos
resultados, y suponiendo un mecanismo que involucra un complejo ternario, es posible
concluir que AMP es el ultimo producto en disociarse del sitio activo y que MgADP es el
primer sustrato en unirse, pues AMP, o GMP en este caso, compiten con MgADP por la
union a la misma forma de enzima, que corresponde a la enzima libre. Estos resultados
nos entregan evidencia independiente respecto al mecanismo cinético que ya se habia
sugerido en la seccidén anterior, pudiéndose determinar directamente que AMP es el
ultimo producto en disociarse del sitio activo y MgADP el primer sustrato en ingresar.

Este mecanismo es el que se muestra en la Figura 12C.
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Figura 18. Graficos secundarios de los parametros cinéticos para glucosa y MgADP en
funcion de GMP.

Los pardmetros Vmg" (A), Km8" (B) y K" (C), ademds de V,M8P" (D) y KV8APP (E) en
funciéon de GMP se obtuvieron a partir de los ajustes realizados sobre los datos que se
muestran en la Figura 17. El mejor ajuste para V8" fue una hipérbola decreciente con
asintota en cero en funcién de GMP; para Km&"“ una hipérbola que intersecta el eje Y;
para KgY una constante; para Vm“8°" una constante; para Kn“8°" una recta con

pendiente positiva.
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3.3.1.3 Actividad PFK. Determinacion del mecanismo cinético y mecanismo de
inhibicion por F6P

Para la actividad PFK se realizaron mas de 800 mediciones de actividad enzimatica
variando las concentraciones de F6P, de MgADP y de AMP. A partir de estos datos se
seleccionaron mas de 70 curvas de saturacidén para F6P a distintas concentraciones de
MgADP y de AMP (Figura 19), ademds de mas de 80 curvas de saturacién para MgADP a
distintas concentraciones de F6P y de AMP (Figura 21). Como se observa en la Figura 19,
en todas las curvas de saturacion para F6P se observo inhibicion por sustrato, por lo que
a cada una de ellas se les ajusté el modelo candénico de inhibicidn por sustrato (ecuacién
3). En las curvas de saturacion para MgADP no se observd inhibicion, por lo que a cada
una se ajusto la ecuacién de Michaelis-Menten (ecuacion 2) (Figura 21). A partir de estos
ajustes se obtuvieron los pardmetros Vi ", Kn " y K/FeP a distintas concentraciones de
MgADP y de AMP (Figura 20) y los parametros VmM8APP y K,M8ADP 5 (distintas
concentraciones de F6P y de AMP (Figura 22).

Para la descripcion de esta actividad enzimatica se procedié de la misma forma
gue se hizo con la actividad GK para determinar su mecanismo cinético y de inhibicion
por sustrato. Se realizaron los mismos andlisis independientes de ajustes por partesy de
ajustes globales, considerando los conjuntos de datos obtenidos a cada concentracidn

de AMP.
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Figura 19. Curvas de saturaciéon para F6P obtenidas a distintas concentraciones de
AMP y de MgADP.

En cada gréfico se agrupan distintas curvas de saturacién para F6P obtenidas a distintas
concentraciones de MgADP (indicadas en la lista en la parte inferior derecha de la
figura) y a una misma concentracién fija de AMP (indicadas arriba de cada grafico). Los
ensayos fueron realizados en un lector de placas Synergy 2 (Biotek) a 25 °C en PIPES-
NaOH 50 mM pH 6,5; NADH 0,2 mM, variando la concentraciéon de F6P, MgADP y AMP,
manteniendo el Mg?* libre constante a 1 mM. La actividad se siguié mediante un ensayo
acoplado GTA siguiendo la actividad enzimatica mediante el consumo de NADH
midiendo absorbancia a 340 nm en el tiempo. A todas las curvas se le ajusté por
separado un modelo de inhibicién por sustrato (ecuacién 3). En cada gréfico el eje X se
encuentra en escala logaritmica.
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Cabe mencionar que en esta actividad enzimatica los valores de Km™" fueron
mucho mds pequefios que los obtenidos para Kn8", encontrandose en un orden de
magnitud cercano a 102 mM. Debido a esto, la realizaciéon de los ensayos para la
actividad PFK fue tecnicamente mas dificultosa que para la actividad GK, ya que para
poder muestrear las curvas de saturacién a concentraciones de F6P cercanas a Kn™" y
por debajo de ésta, se debieron usar concentraciones de sustrato bajo los 10 uM,
cercanas al limite de deteccion de la metodologia, lo que tiene como consecuencia
dificultades en la estimacién de la velocidad inicial. Junto con eso, las constantes de
inhibicién por sustrato también fueron mas pequefias, lo que tiene como consecuencia

F6P sean mas

que los errores en la estimacién de los tres parametros, Vim™?, KnfP y K|
grandes que en el caso de los pardmetros de la reaccién GK. Ademas, el efecto activador
de AMP en la reaccién PFK es de menor magnitud que en el caso de la reaccién GK. Todos
estos factores influyen en que los errores de estimacién de pardmetros en la
determinacién del mecanismo cinético, asi como también en la activacién por AMPsean
mayores que en el caso de la actividad GK.

3.3.1.3.1 Determinacion del tipo de mecanismo cinético

Al igual que para la actividad GK, primero se procedié al analisis de ajustes por

FoP v Km™P con el fin de determinar el tipo de

parte de los parametros cinéticos Vm
mecanismo cinético para esta actividad.

El mejor ajuste para Vm™® en funcién de la concentracion de MgADP fue una

hipérbola Michaeliana para todas las concentraciones fijas de AMP ensayadas (Figura
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20A), lo que, como hemos visto, es esperable y comun tanto para un mecanismo ping-
pong como para uno secuencial-ordenado. Por otro lado, el menor ajuste para Kn™" fue
una constante para todas las concentraciones de AMP ensayadas (Figura 20B). Como se
dijo anteriormente, este comportamiento es compatible con una hipérbola cuyo punto
de interseccion en el eje Y es igual a su asintota cuando la concentracion de MgADP
tiende a infinito. Los resultados obtenidos, tanto para Vm™" como para Kn™P, nos

permiten establecer un mecanismo secuencial-ordenado para la actividad PFK.

3.3.1.3.2 Determinacion del mecanismo de inhibicién por F6P

Posibles mecanismos de inhibicién por F6P

Debido a que se ha establecido un mecanismo secuencial-ordenado, con la
actividad PFK puede procederse de la misma manera que para la actividad GK,
considerando todos los mecanismos posibles de inhibicién por sustrato mediante la
formacion de complejos de punto muerto. Estos serian los mismos que se muestran en
la Figura 12, solo que remplazando glucosa por F6P en todos los casos. Asi mismo, las
mismas ecuaciones que se dedujeron en el caso de la actividad GK para estos
mecanismos (ecuaciones 11, 12, 13) son validas para la actividad PFK, pero remplazando
[glucosa] por [F6P] en todos los casos. Consecuentemente, para esta actividad los

modelos seran rebautizados como “E-F6P”, “E-AMP-F6P” y “E-F6P & E-AMP-F6P”.
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Figura 20. Graficos secundarios para los parametros cinéticos de F6P en funcion de
MgADP.

Pardmetros V™" (A), KmP (B) y K" (C) para la actividad PFK en funcién de MgADP a
distintas concentraciones fijas de AMP. Las concentraciones de AMP se indican en la
parte inferior derecha. Los valores se estimaron a partir de los ajustes de la ecuacion 3
realizados sobre los datos que se muestran en la Figura 19. El mejor ajuste para todas
las curvas de V™" fue una hipérbola centrada en el origen en funciéon de MgADP; para
cada curva de Knf®", una constante. En las curvas de K", para AMP 0,16 mM y desde
AMP 1 mM en adelante, el mejor ajuste fue una recta; para AMP 0,2 y 0,5 mM, una
hipérbola que intersecta el eje Y. Los mejores ajustes se determinaron utilizando A.I.C.
(ver Tabla 4 para KP).
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A.l.C. K
AMP, mM| recta |hipérbola
0,16 12,78 16,39
0,2 18,9 12,88
0,5 13,75 6,601
1 18,15 24,13
2 22,41 28,87
3 25,04 32,16
5 17,33 22,69
10 15,74 20,96

Tabla 4. Valores de AIC para distintos ajustes de K" en funcién de MgADP.

Valores de AIC calculados para el ajuste de una recta o de una hipérbola que intersecta
el eje Y a los valores de K" en funciéon de la concentracién de MgADP (Figura 20C)
obtenidas a distintas concentraciones de AMP. En negrita se destaca el menor valor de
AIC para cada concentracion de AMP.
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Andlisis de K" en funcién de MgADP

En esta actividad, al igual que en la actividad GK, para los valores de K,/ en
funcién de [MgADP] se obtuvieron comportamientos mondtonamente crecientes en
todas las concentraciones de AMP (Figura 20C). Tomando esto en cuenta, es posible
descartar que el mecanismo de inhibicién ocurra solo mediante la formaciéon del
complejo E-AMP-F6P pues, de ser asi, se obtendrian decrecimientos hiperbdlicos para
K/ P en funcion de MgADP, lo que se desprende de la ecuacidn 15 (reemplazando glucosa
por F6P) para K,"®" segtin el modelo “E-AMP-F6P”.

En la Tabla 4 se muestran los valores de AIC para el ajuste de una recta y de una

hipérbola que intersecta el eje Y para K"

en funcién de MgADP a cada una de las
concentraciones de AMP ensayadas. Para la concentracion mas baja de AMP (0,16 mM)
el mejor ajuste resultd ser una recta; en tanto que para AMP 0,2 mM y 0,5 mM resultd
ser una hipérbola con interseccion en el eje Y distinta del origen. Para concentraciones
de 1 mM o mayores, se obtuvieron rectas (Figura 20C). Una interpretacién para este
comportamiento seria que a bajas concentraciones de AMP la inhibicidn por sustrato
ocurra mediante la formacidn de dos complejos de punto muerto, vale decir un modelo
“E-F6P & E-AMP-F6P”; pero a altas concentraciones de AMP pasase a ser E-F6P el Unico
complejo de punto muerto. Sin embargo, como ya vimos en el caso de la actividad GK,
esto podria deberse a un artefacto de la dispersién de los datos para K", por lo que se

hace necesario analizar los parametros para MgADP vy, junto con eso, realizar ajustes

globales, para asi poder llegar a una conclusion.
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Andlisis de las curvas de saturaciéon para MgADP

A partir de los mismos resultados cinéticos que se muestran en la Figura 19, se
seleccionaron mas de 80 curvas de saturacién para MgADP a distintas concentraciones
fijas de F6P y de AMP, las que se observan en la Figura 21.

Como no se observo inhibicion por sustrato, a cada una de estas curvas se le
ajusto un modelo Michaeliano (Ecuacidn 2). A partir de estos ajustes se determinaron los
parametros cinéticos V8PP y K,M&APP en funcién de F6P, a distintas concentraciones
fijas de AMP (Figura 22). Para V,V'8"PP se obtuvo que, para concentraciones de AMP de
1 mM o mas bajas, el mejor ajuste corresponde a un modelo de inhibicién por sustrato
(Ecuacion 3); sin embargo, para concentraciones de AMP 1 mM o mayores, el mejor
ajuste es una hipérbola Michaeliana (Figura 22A). Esto puede verse en la Tabla 5, donde
se muestran los valores de AIC para el ajuste de ambos modelos a las curvas de V,&APP
en funcién de F6P a concentraciones fijas de AMP (los datos de V8PP correspondientes
a AMP 10 mM se obtuvieron errores y dispersiones considerables, por lo que no se
muestran en la Figura 22A). Interesantemente, a grandes rasgos, lo obtenido mediante
este andlisis es consistente con lo obtenido para Kf®, ya que también constituye
evidencia de que al aumentar la concentracién de AMP el mecanismo de inhibicién por
sustrato pasa de ser mediante la formacién de dos complejos de punto muerto a un

mecanismo en donde solo se forma el complejo no productivo E-F6P.

102



AMP 0,5 mM

AMP 0,16 mM

<«

Actividad PFK, U/mg
Actividad PFK, U/mg
Actividad PFK, U/mg

4eEE » »

-
o HeNr «|«4®

T
1.5 2

MgADP, mM MgADP, mM MgADP, mM

T
1.0 15 2.0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

AMP 1 mM AMP 2 mM AMP 3 mM

A
]

Actividad PFK, U/mg

Actividad PFK, U/mg
Actividad PFK, U/mg

T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

MgADP, mM MgADP, mM MgADP, mM

AMP 5 mM - AMP 10 mM

-
=)

F6P 0,002 mM
F6P 0,004 mM
F6P 0,01 mM
F6P 0,03 mM
F6P 0,05 mM
F6P 0,07 mM
F6P 0,1 mM
F6P 0,4 mM
F6P 1 mM
F6P 5 mM
F6P 10 mM

Figura 21. Curvas de saturacion para MgADP obtenidas a distintas concentraciones de
AMP y de F6P.
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En cada grafico se agrupan distintas curvas de saturacion para MgADP obtenidas a
distintas concentraciones de F6P (indicadas en la lista en la parte inferior derecha de la
figura) y a una concentracion fija de AMP (indicadas arriba de cada grafico). Los ensayos
fueron realizados en un lector de placas Synergy 2 (Biotek) a 25 °C en PIPES-NaOH 50
mM pH 6,5; NADH 0,2 mM, variando la concentracion de F6P, MgADP y AMP,
manteniendo el Mg?* libre a 1 mM. La actividad PFK se siguid mediante un ensayo
acoplado GTA mediante el consumo de NADH, siguiendo la absorbancia en el tiempo a
340 nm. A todas las curvas se le ajusté un modelo Michaeliano (ecuacién 2). Los datos
gue se muestran en esta figura son los mismos de la Figura 19, pero reordenados de
esta forma.
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Figura 22. Graficos secundarios de los parametros cinéticos para MgADP en funcion
de F6P.

Vi M8APP (A7) y KMEAPP (B) de la actividad PFK en funcién de glucosa a distintas
concentraciones fijas de AMP, las que se indican en la parte inferior izquierda de la
figura. En C) se muestra el mismo gréfico de (B), pero con un acercamiento a valores
bajos tanto de F6P como en el eje de las ordenadas, donde se observa que todos los
ajustes intersecan el eje Y en un punto distinto de cero. Los valores de cada pardmetro
se estimaron a partir de los ajustes de la ecuacion 2 realizados sobre datos que se
muestran en la Figura 21. El mejor ajuste para todas las curvas de V,V8AP? fue un
modelo de inhibicién por sustrato en funcién de F6P; para las de Kn“8P? cocientes de
polinomios cuadraticos o una suma de una hipérbola mds una recta para valores de
AMP de 2 mM o superiores.
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A.LC. V,, 8"
Hipérbola inh. por
AMP, mM| . .
Michaeliana | sustrato
0,16 8,911 -1,744
0,2 11,68 -5,148
0,5 15,59 12,86
1 6,524 5,084
2 12,06 14,72
3 2,434 3,252
5 5,148 9,015
10 23,41 7,938

Tabla 5. Valores de AIC para distintos ajustes de V,'8AP? en funcién de F6P.

Valores de AIC para el ajuste de una hipérbola Michaeliana (ecuacidon 2) o modelo
candnico de inhibicidn por sustrato (ecuacidon 3) a las curvas de V,M8APP en funcidn de
F6P (Figura 22.A) obtenidas a distintas concentraciones de AMP. En negrita se destaca
el menor valor de AIC para cada concentracién de AMP.
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En cuanto a KmV&APP en funcidn de F6P, como se muestra en la Figura 22B y 22C,
en todos los casos se obtuvieron comportamientos en los cuales se intersecta el eje Y en
un punto distinto de cero y que se vuelven mondtonamente crecientes a medida que
F6P tiende a infinito. Para la mayoria de las concentraciones de AMP, el mejor ajuste fue
el de la ecuacidén con menos variables. Sin embargo, en algunos casos fue necesario
ajustar la ecuacién correspondiente a K; de la ecuacién 13A. Para la actividad PFK, el
comportamiento de este pardmetro fue bastante distinto a una hipérbola que intersecta
el eje Y, sobre todo a concentraciones bajas de AMP, donde se obtuvieron curvas con un
comportamiento decreciente a bajas concentraciones de cosustrato seguido de un
crecimiento luego de haber alcanzado un minimo. Este comportamiento es compatible
con ambos modelos posibles de inhibicién por sustrato. Sin embargo, debido al error que
se presentd en la estimacion de este pardmetro y a la gran cantidad de comportamientos
matematicos compatibles con las distintas posibilidades de éste en funcién de F6P, no
se puede extraer mucha informacién acerca del mecanismo cinético a partir del
comportamiento de K,M8AP? en funcién de F6P.

Analisis de ajustes globales

Para corroborar las conclusiones obtenidas mediante el andlisis de ajustes por
partes, se procedio a realizar un analisis independiente a través ajustes globales de cada
una de las ecuaciones de velocidad inicial resueltas para cada uno de los dos posibles
modelos de inhibicién por sustrato (ecuaciones 11y 13) al igual que como se hizo con la

actividad GK. Estas ecuaciones se ajustaron a cada uno de los conjuntos de datos de
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velocidad inicial en funcién de las concentraciones de MgADP y de F6P para cada
concentracion fija de AMP (éstos corresponden a cada grafico de la Figura 19 y Figura
21).

En el anélisis de ajustes por partes se obtuvo que Kn"™" en funcién de MgADP es
una constante en todas las concentraciones de AMP ensayadas. Teniendo esto en
cuenta, ademds de ajustar globalmente las ecuaciones 11 y 13, correspondientes al
modelo “E-F6P” y al modelo modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” respectivamente, también se
ajustaron esas mismas ecuaciones, pero forzando que Kn P sea una constante en funcién
de MgADP, vale decir forzando en ambas a que D = Da*Dg (de esta forma la interseccion
en el eje Y de la funcidn hiperbdlica que representa K" en funciéon de MgADP tendrd
el mismo valor que cuando MgADP tiende a infinito, quedando como una constante). En
resumen, se compararon cuatro modelos de inhibicidon por sustrato mediante ajustes
globales: modelo “E-F6P”, modelo “E-F6P” con K ®® constante, modelo “E-F6P & E-AMP-
F6P” y modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” con Kmf® constante. Notar que al poner la
restriccion D = Da*Dg, resulta en un modelo con un pardmetro menos, vale decir, mas
parsimonioso.

Como se observa en la Tabla 6, el mejor ajuste para los conjuntos de datos,
obtenidos a una concentracion de AMP de 1 mM o menor, fue la ecuacion 13
considerando D = Da*Dg. Vale decir, el modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” considerando Km "
constante. Para los correspondientes a concentraciones de AMP de 2 mM o mayores,

fue el de la ecuacidn 11 considerando D = Da*Dg, es decir, el modelo “E-F6P” con K "
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constante.

Interesantemente, los resultados obtenidos mediante ajustes globales son
similares a lo obtenido mediante el analisis de ajustes por partes, vale decir, el andlisis
de K" en funcién de MgADP (Ver Tabla 4) y el de V8PP en funcién de F6P (ver Tabla
5). Si bien difieren respecto a la concentracion de AMP en donde se produce la transicién
entre el modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” y el modelo “E-F6P”, puede concluirse de forma
robusta que existe un cambio de mecanismo de inhibicién por F6P. Este corresponderia
a la formacién de dos puntos muertos a bajas concentraciones de AMP, pero cambiaria
a uno donde solo se forma el complejo de punto muerto E-F6P a altas concentraciones
de dicho efector.

Intuitivamente, que el complejo E-AMP-F6P deje de formarse al aumentar la
concentracion de AMP puede parecer paraddjico, pues se esperaria que al aumentar la
concentracion de este producto, que seria el ultimo en disociarse de la enzima, el
complejo E-AMP-F6P aumente su concentracidén; pero en cambio sucede todo lo
contrario. Vale decir, los resultados obtenidos hasta ahora muestran que en el
incremento producido en la inhibicidn por el azlcar al aumentar la concentracién por
AMP, la formacion del complejo E-AMP-F6P (o E-AMP-Glu) no seria el proceso mas
relevante. Esto es consistente con el hecho de que la Kg" no se vea afectada por la
concentracion de GMP (Figura 18C). Sin embargo, una explicacién a esta aparente
paradoja sera otorgada mas adelante, cuando se aborde el mecanismo de activacion por

AMP en esta enzima.
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Valores A.l.C. Ajustes globales PFK
[AMP] | (A) (B) (€) (D)
0,16 mM|-124,46 |-122,46 | -126,70 | -128,02
0,2 mM | -142,09 | -138,93 | -144,14 | -144,38
0,5mM | -139,77 | -141,68 | -138,12 | -140,30
1mM | -96,45 | -98,67 | -94,24 | -96,48
2mM |(-11895|-121,11|-116,70|-118,89
3mM |(-147,05|-148,90|-144,82 |-146,70
5mM |(-167,32|-169,53|-165,08 | -166,25
10 mM | -237,81|-239,97 | -235,54 | -237,74

(A) Modelo "E-F6P".

(B) Modelo "E-F6P"; Kn " constante.

(C) Modelo "E-F6P & E-AMP-F6P".

(D) Modelo "E-F6P & E-AMP-F6P"; K" constante.

Tabla 6. Valores de AIC para los ajustes globales para los datos cinéticos de la
actividad PFK.

En la tabla se muestran los valores de AIC para los ajustes globales de distintos modelos
sobre conjuntos de datos de velocidad inicial en funcién de las concentraciones de
glucosa y MgADP a una concentracion fija de AMP (las que se muestran en la primera
columna de la tabla). (A) Modelo “E-F6P” (ecuacion 11), (B) Modelo "E-F6P" con Km,™P
constante (ecuacién 11 con D = Da*Dyg), (C) Modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” (ecuacion 13)
y (D) Modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” con Kn " constante (ecuacién 13 con D = Da*Dyg).
En negrita se destaca el menor valor de AIC para cada concentracion de AMP.
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Al igual como se realizé para la actividad GK, para la actividad PFK se analizé la
convergencia de ambos analisis. Para esto se realizaron simulaciones de los parametros
cinéticos Vim™®, KmfeP y K" en funcién de MgADP y de V,M8APP y K,,M8ADP en funcién de
F6P a partir de los parametros obtenidos mediante los mejores ajustes globales de las
ecuaciones 11 o 13, en ambos casos considerando Km ™ como una constante en funcién
de MgADP (considerando el menor valor de AIC, como se muestra en la Tabla 6). Estas
simulaciones se compararon con los mejores ajustes obtenidos mediante el analisis de
ajustes por parte, realizados sobre los valores de estos pardmetros obtenidos
empiricamente (los que se muestran en la Figura 20 y Figura 22). Esta comparacion se
muestra en la Figura 23. Puede observarse que las mejores coincidencias se dan para
VP, Km " en funciéon de MgADP y para VmMeAPP en funcién de F6P (Figura 23A, 23B y

23D respectivamente). Para K¢?

en funcién de MgADP la coincidencia es algo menor
(Figura 23C). Esto puede deberse principalmente al error que se obtuvo al estimar este
pardmetro. Sin embargo, a concentraciones bajas de MgADP se obtienen mejores
coincidencias para la mayoria de las curvas. Ademas, cabe mencionar que un leve cambio
en la pendiente puede ocasionar que dos rectas con un origen comun se distancien
considerablemente a medida que se avanza en el eje X, que es lo que parece ocurrir para
la mayoria de los casos en los que se compararon rectas para K. Sin embargo, pese a
las divergencias encontradas, globalmente el resultado obtenido es similar,

obteniéndose comportamientos bastante robustos para cada una de las curvas para K"

a medida que se aumenta la concentracion de AMP. Finalmente, Kn8AP? fue el
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Figura 23. Comparacion de los andlisis de ajustes globales y ajustes por partes.

En cada grafico, las lineas continuas corresponden a los mejores ajustes realizados
sobre los parametros cinéticos para cada sustrato de la actividad PFK en funcién de su
cosustrato: A) Vm™P, B) Km®P, C) K", D) V,M8APP E) K,,M8APP Estos ajustes son los
mismos que se muestran en la Figura 20y Figura 22 para esos parametros. Las lineas
discontinuas corresponden a curvas simuladas para cada pardmetro cinético en funcidn
de su cosustrato a partir del mejor ajuste global de las ecuaciones 11 o 13 (el ajuste con
menor AIC en la Tabla 6) realizado sobre cada conjunto de datos a una concentracién
fija de AMP. Las concentraciones de AMP se muestran en la lista en la parte inferior

derecha de la figura.
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pardmetro donde mas error se obtuvo en su estimacion, por lo que es esperable que sea
también donde se obtuvieron mas divergencias en esta comparacion (Figura 23E). Sin
embargo, al igual que lo que ocurre con K, a bajas concentraciones de cosustrato las
curvas (obtenidas a partir de simulaciones y de ajustes por partes) tienden a converger.
Por otro lado, el comportamiento de estas curvas a medida que se aumenta la
concentracion de AMP también es robusto para este parametro.

En la Figura 24 se muestra el mecanismo cinético determinado para ambas
actividades enzimaticas. En ambos casos éste corresponde a un mecanismo secuencial-
ordenado donde MgADP es el primer sustrato en unirse a la enzima y AMP el ultimo
producto en disociarse, y este mecanismo no es modificado por AMP. Para ambas
actividades, la inhibicién por el sustrato azlcar ocurriria mediante la formacién de dos
complejos no productivos E-azlcar y E-AMP-azucar. Sin embargo, en la actividad PFK
(Figura 24B), este ultimo complejo dejaria de formarse a medida que la concentracién

de AMP aumenta.
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Figura 24. Modelos para el mecanismo cinético de cada actividad de MmPFK/GK.

Modelo propuesto para el mecanismo cinético de la actividad GK (A) y PFK (B). Ambos
modelos consisten en un mecanismo secuencial-ordenado donde MgADP es el primer
sustrato en unirse a la enzima y AMP el ultimo producto en disociarse. Para ambas
actividades ocurre inhibiciéon por glucosa mediante la formacion de dos complejos de
punto muerto, E-Azicar y E-AMP-Azlcar. Sin embargo,
concentraciones de AMP deja de formarse el complejo E-AMP-Azlcar.
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3.3.2 Determinacion del mecanismo de activacion por AMP en
MmPFK/GK

Hasta ahora hemos determinado en detalle el mecanismo cinético y de inhibicién
por el sustrato azucar de la enzima MmPFK/GK para sus dos actividades, lo que se realizé
a distintas concentraciones de AMP. Teniendo esto en cuenta ahora se procedera a
determinar el mecanismo de activacién por AMP.

La activacién enzimatica puede ocurrir mediante tres mecanismos: 1) mediante
un aumento en la catdlisis, que se manifiesta como un incremento en la constante
catalitica de la enzima; 2) mediante un aumento en la afinidad por el sustrato, que se
manifiesta en una disminucién en la Km para ese sustrato; 3) mediante un mecanismo
mixto que incluye una mezcla de ambos componentes. Como estamos frente a una
enzima bisustrato, el efecto de AMP debe analizarse para cada sustrato por separado a
concentraciones fijas del cosustrato.

A partir de los mismos datos que se muestran en la Figura 10y Figura 13 para la
actividad GK y en la Figura 19 y Figura 21 para la actividad PFK, se seleccionaron
conjuntos de datos de velocidad inicial en funcion de distintas concentraciones de un
sustrato y del efector AMP, manteniendo fija la concentracién del otro sustrato. En este
caso, se realizé un andlisis de ajustes por separado, considerando de forma individual
cada curva de saturacidon para MgADP o para el azucar (glucosa o F6P), y obteniendo los
parametros cinéticos para cada sustrato en funcion de AMP a concentraciones fijas de
cosustrato. Para determinar el mecanismo de activacién se utilizé el modelo matematico

de modificacion general de la actividad enzimatica, el que se explicard a continuacion.
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3.3.2.1 Modelo de modificador general de la actividad enzimatica

En el nivel fenomenolégico de la cinética enzimatica en estado estacionario, tanto
la inhibicidn (total o parcial) como la activacién, pueden modelarse utilizando el mismo
modelo matemadtico generalizado, llamado “modelo de modificacién general de la
actividad enzimatica” (Figura 25). Cualquier modificacién en la actividad enzimatica
producto de la unién de un ligando, ya sea inhibicion o activacién, pueden ocurrir
mediante cualquiera de los tres los mecanismos mencionados anteriormente.

Un modelo de modificaciéon general de actividad enzimatica debe permitir la
cuantificacion de una constante de activacion (o de inhibicion, si fuera el caso), como
también la cuantificacion de los efectos del modificador sobre la afinidad del sustrato y
sobre la catalisis. El modelo mas basico considera la unién de un solo sustrato y de un
efector en un ciclo termodinamico donde existen a la vez la enzima libre (E), la enzima
unida a un sustrato (ES), la enzima unida al efector (EA) y la enzima unida a ambos (ESA)
(Figura 25). En este modelo, tanto la enzima libre como la enzima unida al efector son
capaces de llevar a cabo la catalisis, vale decir, tanto ES como EAS pueden generar
producto (si esto no ocurriera y ESA no fuese cataliticamente activo, entonces

estariamos frente a un modelo de inhibicidon mixta clasico).
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Figura 25. Modelo de modificador general de la actividad enzimatica.

Modelo idealizado y generalizado que permite obtener parametros cuantitativos del
efecto en la actividad enzimatica por la unién de un modificador alostérico
considerando un solo sustrato. Se considera un ciclo termodinamico donde la enzima
libre E puede unirse al sustrato S y/o al efector alostérico A formando los complejos ES,
EA y el complejo ternario ESA. En cada caso las constantes consideradas para la unién
de cada ligando son constantes de disociacion (Ka, Ks, aKa y aKs). Tanto los complejos ES
como ESA son cataliticamente productivos y sus respectivas constantes cinéticas son kp
y Bkp respectivamente. a es la razén entre la constante de disociacion de la enzima para
el sustrato bajo el efecto del modificador y en ausencia de éste; B es la razén para la
constante catalitica en presencia y ausencia del modificador. Abajo del esquema de
reaccion se encuentra la ecuacidn de velocidad inicial para el modelo. A la derecha de
ésta se encuentran las ecuaciones para la dependencia de los parametros VP y Kn2PP
de la enzima en funcion del modificador alostérico.
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Si la unidn del efector afecta la afinidad por el sustrato, entonces la constante de
disociacion para el sustrato (Ks) se verda modificada por la union del A, lo que se
representa como la constante Ks multiplicada por un parametro a en la Figura 25 (aKs
corresponderia a la constante de disociacion entre EAy S para formar EAS). Dicho de otra
forma, este parametro a se interpreta como la razén entre la constante de disociacidn
para el sustrato modificada por el efector y Ks (la constante sin modificacién);
intuitivamente, a es una constante adimensional que representa la “cantidad del efecto”
gue tiene la unidn de A sobre la afinidad de la enzima por el sustrato S. Si a es mayor a
1, entonces estamos frente a un efector que inhibe a la enzima al disminuir su afinidad
por el sustrato, lo que se manifiesta en un aumento de constante de disociacién; si a es
menor a 1, entonces estamos frente a un activador a nivel de afinidad por el sustrato; si
a esigual a 1, entonces no hay efecto sobre la afinidad.

Por otro lado, k, corresponde a la constante catalitica de la enzima. Si la unién
del efector A modifica la catélisis, eso se traducira en un efecto sobre k,. En ese caso, la
constante catalitica modificada (vale decir, la constante catalitica de la reaccién en la que
se genera P a partir de EAS) se representa como k, multiplicada por un parametro . Este
pardmetro adimensional representa la “cantidad de efecto” de A sobre sobre la catalisis
enzimatica. Si B es menor a 1 entonces estamos frente a un inhibidor parcial (si es igual
a cero entonces estamos frente a un inhibidor mixto clasico); si es mayor a 1, entonces
A es un activador via catalisis.

En una activacién enzimatica via catalisis, a es igual a 1 y B mayor que 1; en una
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activacion via afinidad, a es menor que 1 y B igual a 1; finalmente, en una activacion
mixta, a es menor que 1 y B mayor a 1. Notese que el modelo presentado admite
combinaciones tales como que el efector inhiba via afinidad (o mayor que 1), pero a la
vez active via catalisis (B mayor que 1), o cualquier otra combinacién de valores para a y
B. Vale decir, no forma parte de las presuposiciones del modelo que el efector A deba
comportarse a la vez como un inhibidor y/o activador tanto via catélisis como via afinidad
por el sustrato.

De este modelo, suponiendo estado estacionario, se deduce la ecuacion para la
velocidad inicial que se muestra en la Figura 25. Al reordenar esta ecuacién pueden
obtenerse los pardmetros cinéticos Vmy Km en funcion del efector (Ecuaciones mostradas
en la Figura 25). De esta forma, se puede evaluar el impacto del efector sobre la catilisis
y sobre la afinidad por sustrato por separado, mediante un analisis de los graficos
secundarios para estos parametros en funcién de [A].

En este modelo, Vn® en funcién de [A] es una hipérbola que intersecta el eje Y
en un punto distinto de cero (Y =Vn) con asintota igual a BVm. Si B > 1, ésta serd creciente;
si B < 1, sera decreciente; y si B = 1, serd una constante. Por otro lado, Km® también es
una hipérbola que intersecta el eje Y en un punto distinto de cero (Y = Ks) con asintota
igual a aKm?. Si a > 1, ésta serd creciente; si a < 1, sera decreciente; y si a = 1, serd una
constante.

Un criterio importante para justificar la aplicacion de este modelo es que los

valores de Ka obtenidos a partir de los ajustes para Vm y Km sean iguales (dicho de otro
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modo, que sea posible realizar el ajuste considerando un mismo valor de Ka para ambos
parametros en funcioén del efector). De lo contrario, la modificacion de la catalisis y de la
afinidad por sustrato (de existir ambas) corresponderian a procesos independientes, por
lo que el modelo no seria aplicable. Por otro lado, en una enzima bisustrato, la Ka
obtenida mediante el andlisis para un sustrato deberia ser la misma que la obtenida con
el otro sustrato.

Sin embargo, en nuestro caso estamos en presencia de un activador que ademas
es el producto de la enzima, por lo que el modelo presentado no puede ser ajustado
directamente a los gréficos secundarios de los parametros cinéticos para MmPFK/GK en
funcién de AMP. Por este motivo, para poder obtener Ka y los factores a y B para cada
sustrato, fue necesario determinar ecuaciones fenomenolégicas que pudiesen

representar tanto la activacién, como el efecto inhibitorio de AMP.
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3.3.2.2 Anadlisis de la activacion por AMP en la actividad GK

Para aplicar el modelo de modificador general en la interpretacion de los datos
cinéticos, fue necesario encontrar ecuaciones fenomenoldgicas que representen tanto
el efecto activador como la inhibicidn por AMP en los parametros cinéticos Vim y Kn para
cada uno de los sustratos. De esta forma, a partir del comportamiento de estos
parametros en funcién de AMP, fue posible obtener Ka y los factores a y B para cada
sustrato a distintas concentraciones de cosustrato.

Se utilizaron los parametros cinéticos obtenidos a partir de los ajustes realizados
sobre curvas de saturacion para cada sustrato. Estos son los mismos que se muestran en
la Figura 11 para Vmg"Y, Km8" y KEY y en la Figura 14 para V,,VeAPP y K,,MeADP pero
ordenados en funcidn de AMP para concentraciones fijas de su respectivo cosustrato,
como se muestran en la Figura 26 y Figura 27.

En esta seccién, ademas de describir el mecanismo de activacion por AMP, se
buscard entregar una explicacidon de la correlacion entre la activaciéon enzimatica y el
aumento en la inhibicidn por sustrato causada por el activador.
3.3.2.2.1 Anadlisis de los parametros cinéticos para glucosa

En |la Figura 26 se muestran los graficos secundarios de los pardmetros cinéticos
para glucosa (Vm8", Kn8Y y Ki&Y) en funcién de AMP a concentraciones fijas de MgADP.
Cualitativamente, puede observarse que para todas las concentraciones de MgADP, AMP
produce un aumento en V8" seguido por un descenso luego de haber alcanzado un

maximo. El que V8" aumente en funcién de AMP es indicio de que la activacién por AMP

120



D

40

50 | o

Vm Glu. Uimg

0,01 0,1 1 10
AMP, mM

1200

MgADP 0,03 mM
MgADP 0,065 mM
MgADP 0,1 mM
MgADP 0,3 mM
MgADP 0,5 mM
MgADP 1 mM
MgADP 2 mM
MgADP 3 mM

1000

800

600

K| Glu. mM

400 r

200

OXOX“X NONONK X J

0,1 1 10
AMP, mM

Figura 26. Graficos secundarios para los parametro cinéticos de glucosa en funcién de
AMP a distintas concentraciones fijas de MgADP.

Pardmetros V8" (A), Kn8" (B) y K" (C) de la actividad GK en funcién de AMP a distintas
concentraciones fijas de MgADP (que se indican en la lista de la parte inferior derecha
de la figura). En los tres graficos el eje X se encuentra en escala logaritmica. Los
parametros corresponden a los mismos que se observan en la Figura 11, pero
reordenados de esta forma. A las curvas para Vmg" en funcién de AMP se les ajusté la
ecuacién fenomenoldgica 17 para cada concentracién de MgADP; A Kmg", la ecuacion
19; a K" hipérbolas que intersectan el eje Y con asintota distinta a cero.
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se manifiesta en un aumento de la catalisis. Por otro lado, el que V8" disminuya luego
de haber aumentado se debe a la inhibicion por producto. Notese que el
comportamiento de estas curvas de Vm8" es similar al comportamiento de la actividad
en funcién de AMP, como se observa en la Figura 26. Por otro lado, segun lo observado
en los estudios de inhibicién por GMP (Figura 18A), es esperable que, si AMP no activase
a la enzima, entonces se produzca un decaimiento hiperbdlico en V8.

Para Kn8" se observa un decrecimiento de aspecto hiperbdlico en funcién de AMP
para todas las concentraciones fijas de MgADP, con un descenso de hasta dos 6rdenes
de magnitud. Esto es indicio de que también existe un efecto activador sobre la afinidad
por glucosa y que éste seria mayor que el que existe sobre la catdlisis. En los ensayos de
inhibicidon por GMP se observd que éste produce un aumento en Kn8Y, por lo que se
espera que AMP hiciese lo mismo si es que no existiera el componente activador. Sin
embargo, como se aprecia en la Figura 18B, el aumento de K8 producido por GMP (la
amplitud de la hipérbola del ajuste que se muestra en la Figura 18B es de alrededor de
2,7 veces respecto a Kmg" en ausencia de GMP) es mucho menor si se compara con la
disminucion de este parametro producido por AMP.

En el caso de KgY también se observa un decrecimiento hiperbdlico, con
disminuciones de hasta dos 6rdenes de magnitud, lo que es consistente con el aumento
del efecto inhibitorio de glucosa producido por la presencia de AMP.

Teniendo en cuenta el comportamiento de las curvas obtenidas, se generaron

ecuaciones fenomenoldgicas que permitan explicar tanto el efecto activador como el
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efecto inhibidor de AMP. A partir de estas ecuaciones pueden extraerse los parametros
de activacion por AMP de acuerdo con el modelo de modificacidon general y, de esta
manera, determinar el mecanismo mediante el cual este efecto ocurre.

Como se menciond antes, el comportamiento de V8" es similar a lo observado
para el efecto de AMP sobre la actividad enzimatica a concentraciones fijas de sustrato
(Figura 7). Debido a esto, a todas las curvas de V8" en funcién de AMP, se les ajustd la
siguiente ecuacién fenomenoldgica que es formalmente equivalente a la ecuacién 5:

0 max
Vm = VmKa + Vi [iﬂlt//lll;]z Ecuacién 17
K, + [AMP] + %

Donde Vi’ representa el valor inicial de V8" en ausencia de AMP (interseccién
en el eje Y); Vin™%, el valor maximo de V8" si no existiese un componente inhibitorio por
parte de AMP; Kx la constante de activacion, que seria la Ky 5 de una hipérbola si es que
solo existiese el componente activador de la curva; finalmente K, representa una
constante de inhibicidn, que seria la Kos de la curva si solo existiese el componente
inhibitorio. El ajuste de esta ecuacién a V8" en funcién de la concentracién de AMP se
observa en la Figura 26A.

Como la inhibicidon por AMP se debe a que éste es un producto de la reaccion, se
supone una inhibicién total; vale decir, que la asintota de la curva cuando AMP tiende a
infinito es cero. A partir de los pardmetros obtenidos en esta ecuacién puede obtenerse

el valor de B, que representa el efecto de AMP sobre V8", mediante la siguiente férmula:
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g = Vin Ecuacion 18
0
m

Por otra parte, como para Kn8" se observé un decaimiento hiperbdlico en funcién
de AMP para todas las concentraciones de MgADP, y como no tiene sentido fisico que
éste tenga asintota en cero, para este parametro se ajustd una ecuacién fenomenoldgica
gue es basicamente una hipérbola que intersecta el eje Y con una asintota distinta de
cero, que es la que se muestra a continuacion:

_ KKy + K™ [AMP] Ecuacién 19

K
m K, + [AMP]

En este caso, Kn? es el valor de Kmg" en ausencia de AMP (interseccion en el eje
Y); Kn™" es el valor de Kn8“ minimo, vale decir, el limite de la curva cuando la
concentracion de AMP tiende a infinito; Ka es la Ko 5 de la funcién, que corresponde a la
constante de activacidon determinada a través de Kn®". Es importante notar que esta
ecuacion es vélida tanto si Kn8" aumentara (K»™" > Kn°) como si disminuyese (K,™" <
Kn°), en funcion del efector. Este Ultimo es nuestro caso, lo que es consistente con que
AMP sea un activador. Como se dijo mas arriba, es esperable que AMP también tenga un
efecto inhibitorio en este pardmetro, lo que daria origen a un comportamiento
consistente en dos hipérbolas, una creciente y otra decreciente, que es basicamente lo
gue representa la ecuacion 17. Sin embargo, en todas las concentraciones de MgADP el
mejor ajuste fue la ecuaciéon 19. Una explicacion para esto es que, como se dijo mads
arriba, es esperable que el efecto inhibitorio de AMP sobre Kn8" sea pequefio, tal como

se observd en los estudios de inhibicion por GMP (Figura 18B), en comparacién con el
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efecto activador. Por lo tanto, de existir dicho efecto, es enmascarado por el efecto
activador de AMP.
A partir de los parametros de la ecuacion 19 se puede obtener el valor de a, que

en este caso sera menor que 1, mediante la siguiente férmula:

K™ Ecuacién 20
@ =0
K

Hasta ahora podemos afirmar en forma cualitativa que AMP es un activador
mixto para glucosa, dado que aumenta Vm8Y y disminuye Kn8Y. Calculando los
parametros a y B podremos determinar cuantitativamente cual de estos efectos, el que
ocurre sobre afinidad o sobre la catalisis, es el que prima para este sustrato.

Cuando se presentd el modelo idealizado de modificacién general se menciond
que si ambas ecuaciones fenomenoldgicas (17 y 19) se toman en forma independiente y
los valores de Ka inferidos a partir de ambas por separado no fuesen iguales (o, dicho de
otro modo, no fuera posible realizar el ajuste de ambas ecuaciones presuponiendo el
mismo valor de Ka), entonces el modelo de modificador general no seria aplicable. Si esto
ocurriera, es posible que el cambio en ambos pardmetros ocurra por procesos diferentes
e independientes, por lo que seria necesario realizar mas experimentos para determinar
frente a qué tipo de mecanismo nos encontramos. En este sentido, un criterio
importante para justificar el uso de este modelo para interpretar el mecanismo de
activacion de una enzima es que el valor de Ka sea el mismo inferido a partir de ambos
parametros cinéticos. Por lo que antes de interpretar los datos en base a este modelo y

calcular los parametros a y B, se compararon las constantes de activacidn a partir de
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Vme"y de K8 por separado.

Los ajustes de las ecuaciones 17 y 19 se realizaron sobre Vm8' y Kmg",
respectivamente, en funcién de AMP para cada una de las concentraciones fijas de
MgADP utilizadas, como se observa en la Figura 26 (A 'y B respectivamente). Como puede
observarse en la Tabla 7, los valores de Ka obtenidos a partir de Kmg" fueron similares a
los obtenidos a partir de V8. Por lo tanto, es posible interpretar los datos utilizando el
modelo de modificador general. De esta forma, los ajustes de la ecuacidon 19 para Kmgy
de la ecuacién 17 para Vmg" en funcién de AMP se realizaron considerando un mismo
valor de Ka para ambos. El valor obtenido de esta forma se muestra en la Ultima columna
de la Tabla 7. Interesantemente, como se observa en la tabla, el valor de la constante de
activacion fue independiente de la concentracion de MgADP (en el sentido que la Unica
funcién que tendria sentido ajustar seria una constante), obteniéndose un valor
promedio de 0,66 + 0,10 mM.

De estos ajustes se obtuvieron también los valores de a y B para glucosa para
cada una de las concentraciones fijas de MgADP, los que se calcularon utilizando las
ecuaciones 20y 18, respectivamente. En la Figura 30D se observa que el valor de B para
glucosa se mantiene relativamente constante en funcion de MgADP vy, si bien es siempre
mayor que 1, nunca llega a valores por sobre 10. Contrario a esto, en el caso de a, si bien
también se mantiene relativamente constante en funcién de MgADP, y en algunos casos
se obtuvo un error bastante grande en su estimacion, en todos los casos se obtuvieron

valores de al menos dos 6rdenes de magnitud por debajo de 1
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Ka, MM
MgADP, mM| desde V,, desde K, |ajuste juntos

0,03 043+0,14 | 0,60+£0,04 | 0,60+0,18
0,065 0,97+0,48 | 1,22+0,25 | 1,21+0,63
0,1 1,73+035 | 0,54+0,16 | 0,59+0,30
0,3 0,74+0,24 | 0,68+0,06 | 0,70+0,20
0,3 1,20+0,20 | 0,86+0,04 | 1,02+0,14
0,3 0,97+0,22 | 0,77+0,05 | 0,86+0,16
0,5 0,90+0,28 | 0,89+0,05 | 0,89+0,28
1 1,07+0,39 | 0,54+0,04 | 0,65%0,30

2 0,96+0,40 | 0,69+0,20 | 0,77 +0,34

3 0,80+0,34 | 0,61+£0,12 | 0,66+0,29

Tabla 7. Valores de la constante de activacion obtenidas a distintas concentraciones
de MgADP.

Constante aparente de activacidon Ka obtenida a partir del ajuste de la ecuaciones 17 y
19 a los graficos secundarios de Vmg" y Kmg" respectivamente, mostrados en la Figura
26. La primera columna muestra los valores obtenidos parara Ka a partir del ajuste de
la ecuacidn 17 sobre V" en funcién de AMP, la segunda, a partir de Km8" al ajustar la
ecuacién 19, y la tercera a partir de haber ajustado las mismas ecuaciones, pero
presuponiendo un mismo valor de Ka para ambos parametros en funcién de AMP.
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(incluso considerando el error obtenido, los valores siempre se encontraron mas de un
orden de magnitud por debajo de la unidad). De este resultado puede concluirse que el
efecto activador de AMP sobre MmPFK/GK ocurre principalmente mediante un aumento
en la afinidad de glucosa, siendo menos relevante el efecto sobre la catdlisis.
Interesantemente, ambos pardmetros de activacion, a y B para glucosa, tuvieron un
comportamiento constante en funcién del cosustrato.

Los resultados obtenidos en esta seccion permiten ademdas proponer una
explicacidon para el aumento en la inhibicién por glucosa producido por AMP. Como
hemos visto, el efecto activador de AMP se produce principalmente mediante un
aumento en la afinidad por glucosa. Ademads, sabemos que la inhibicion por este sustrato
se produce debido a la unién de glucosa a la enzima libre o al complejo E-AMP,
generando los complejos no productivos E-Glu y E-AMP-Glu, respectivamente. Teniendo
en cuenta estos hechos podemos concluir que existe un aumento en la afinidad por
glucosa en la enzima no solo en su forma catalitica (complejo E-MgADP), sino que
también en la enzima libre y/o en el complejo enzima-AMP, lo que conlleva un aumento
en la inhibicidon por sustrato en conjunto con un aumento en la actividad enzimatica

mediante un aumento en la afinidad por el azlcar.
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3.3.2.2.2 Andlisis de los parametros cinéticos para MgADP

En La Figura 27 muestra los graficos secundarios para los parametros cinéticos
de MgADP (V,,MAPP y K,M8ADP) en funcién de AMP a concentraciones fijas de glucosa.
Estos datos son los mismos que se muestran en la Figura 14 pero reordenados de esta
forma.

A simple vista puede observarse que V82" en funcién de AMP presenta un
comportamiento hiperbdlico creciente a concentraciones de glucosa de 10 mM o
menores. Sin embargo, a concentraciones mayores adquiere un comportamiento similar
al de V" en funcién de AMP, consistente en un aumento seguido de un decrecimiento
luego de haber alcanzado un mdaximo. Estos resultados confirman que AMP aumenta la
catdlisis, como ya se habia visto al analizar los pardmetros para glucosa. Para
concentraciones de glucosa de 10 mM o menores, a la VM8AP en funcién de AMP se le
ajusté una hipérbola que intersecta el eje Y con asintota distinta de cero (vale decir, se
ajustd la ecuacién 19, pero reemplazando Km® por Vn® y Kn™" por Vm™). Para
concentraciones de glucosa mayores a 10 mM se ajustd la ecuacidn 17. A partir de estos
ajustes es posible calcular el valor de B utilizando la ecuacion 18. Para obtener los valores
de Ka a distintas concentraciones de glucosa primero debe determinarse una ecuacion
fenomenoldgica para ajustar a los datos de K8 en funcién de AMP, de tal forma que se
puedan realizar los ajustes considerando mismo valor de Ka para ambos pardmetros en

funcién de AMP.
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Figura 27. Graficos secundarios de los pardmetros cinéticos de MgADP en funcién de
AMP a distintas concentraciones fijas de glucosa.

Parametros VM8APP (A) y K,M8APP (B) de la actividad GK en funcion de AMP a distintas
concentraciones fijas de glucosa, las que se indican en la lista abajo de la figura. Inserto
dentro de (B) se muestra un acercamiento a valores bajos de concentracion de AMP y
de KnM8”PP | os valores de cada pardmetro son los mismos que se muestran en la Figura
14, pero reordenados de esta forma. A las curvas para VimV8APP en funcion de AMP, para
concentraciones de glucosa igual a 10 mM o menores, se ajustd una hipérbola que
intersecta el eje Y con asintota distinta de cero; para concentraciones mayores a 10
mM, se les ajustd la ecuacién 17. A las curvas para Kn84PP se |es ajustd la ecuacion 21.
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KmM8APP presenta un comportamiento totalmente distinto a lo observado para
Km@l. Este consiste en un leve decrecimiento a bajas concentraciones de AMP, seguido
de un aumento en forma de linea recta en funcién de AMP. A simple vista puede
apreciarse que este ultimo es mucho mas relevante que el decrecimiento inicial para
todas las concentraciones fijas de glucosa. Este comportamiento para KmM&APP es
esperable debido a que, seglin se observd en los experimentos de inhibicién por GMP y
consistente con el mecanismo cinético determinado para la enzima, AMP deberia ser un
inhibidor competitivo respecto a MgADP, por lo que, si no existiese activacién, se espera
que la dependencia de KnM8"P? en funcién de AMP fuese una linea recta. Por lo tanto, el
leve decrecimiento que ocurre a bajas concentraciones de AMP es atribuible a un efecto
activador sobre la afinidad para este ligando, lo que daria como resultado una hipérbola
decreciente con interseccidn en el eje Y con una asintota distinta de cero si no existiese
inhibicién por producto. Por lo tanto, la ecuacidn fenomenoldgica que se ajustod a estos
datos fue la siguiente:

_ Kp Ky + K" [AMP]

K
mn K, + [AMP]

+ P[AMP] Ecuacion 21

Esta ecuacion corresponde a una suma de dos funciones: una hipérbola que
intersecta el eje Y (notar que este sumando es equivalente a la ecuacién 19), lo que viene
a representar el efecto activador; y una recta de pendiente P, que representa el efecto
de inhibicién competitiva producido por AMP como producto. De esta forma, podemos

desacoplar ambos efectos y analizarlos separadamente. Ademds, a partir de los
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pardmetros de esta ecuacion es posible obtener el valor de a para MgADP mediante la
ecuacion 20.

Teniendo las ecuaciones fenomenoldgicas para VmMeAPP y K,M8ADP es posible
realizar los ajustes de cada una de éstas sobre cada pardmetro suponiendo un mismo
valor para Ka en ambas. El valor de Ka obtenido de esta forma se muestra en la Figura
30B. Este valor presenta un decaimiento hiperbdlico respecto de la concentracién de
glucosa. En la misma figura, en forma de una linea discontinua horizontal, se muestra el
valor promedio obtenido para Ka obtenido mediante los ajustes realizados en los
pardmetros para glucosa (que es el mismo que se muestra en el grafico de barras de la
Figura 30A). Interesantemente, a medida que la concentracién de glucosa aumenta, el
valor de Ka obtenido para MgADP tiende al mismo valor de Ka promedio obtenido a partir
de glucosa.

A partir del ajuste de la ecuacién 21 sobre los valores de KnV8AP? fue posible
obtener el valor de a (utilizando la ecuacidn 20 para su calculo). Este parametro, junto
con el valor B para MgADP, se muestran en la Figura 30E. Como puede observarse, los
valores de a de MgADP son menores a 1 para todas las concentraciones de glucosa
ensayadas, sin embargo, se encuentran muy cercanos a la unidad, nunca alejandose de
ésta mds de un orden de magnitud para todas las concentraciones de glucosa. Esto marca
una gran diferencia con respecto a los valores obtenidos para el valor a de glucosa,
donde se obtuvieron valores siempre al menos dos érdenes de magnitud por debajo de

la unidad (comparar la Figura 30D con 28E).
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En el caso de B para MgADP, se obtuvo que a bajas concentraciones de glucosa
llega a valores superiores a 10. Sin embargo, a altas concentraciones comienza a
descender, llegando a estabilizarse en valores similares a los obtenidos para B de glucosa.

De estos resultados es posible concluir que, en la actividad GK, la activacién por
AMP ocurre principalmente mediante un aumento en la afinidad por glucosa, siendo el
efecto sobre la catdlisis y sobre la afinidad por MgADP mucho menores.
3.3.2.3 Analisis de la activacion por AMP en la actividad PFK.

Para describir el mecanismo de activaciéon por AMP de la actividad PFK se realizé
el mismo procedimiento utilizado para el analisis de la activacién en la actividad GK. Se
obtuvieron los pardmetros V™, Kn " y K\"®" en funciéon de AMP a cada concentracién
fija de MgADP (Figura 28), asi como también los parametros V,&APP y K,,M&APP en funcidn
de AMP para cada una de las concentraciones fijas de F6P (Figura 29). Todos estos
pardmetros son los mismos que se muestran en la Figura 20y Figura 22, pero ordenados
como curvas en funcién de AMP a concentraciones fijas de cosustrato.

Para esta actividad los errores de ajuste de los parametros fueron bastante
mayores que para la actividad GK. Esto se debea que, como se ha mencionado, los
valores de K™ son demasiado pequefios, entonces se requieren concentraciones de
F6P cercanas al limite de deteccidén del método para poder describir correctamente una
curva cinética. Por otro lado, el efecto activador de AMP sobre esta actividad es menor
gue sobre la actividad GK, lo que también produce dificultades a la hora de describir el

mecanismo de activacion ajustando las ecuaciones que se han utilizado hasta ahora.
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3.3.2.3.1 Anadlisis de los parametros cinéticos para F6P

FOP v Kmf® (Figura 28), se obtuvieron comportamientos

En el caso de Vm
semejantes a los observados para Vm8" y Kn8Y en funcién de AMP. V,f®" aumenta en
funcién de la concentracion de AMP hasta llegar a un maximo y luego desciende, lo que
ocurrid en todas las concentraciones de MgADP ensayadas (Figura 28A). Por otra parte,
para KmP se obtuvo un decrecimiento hiperbdlico con interseccién en el eje Y, y una
asintota distinta de cero en todas las concentraciones de MgADP (Figura 28B). Para K"
también se obtuvieron como mejores ajustes hipérbolas que cruzan el eje Y en funcidn
de AMP para cada concentracion fija de MgADP (Figura 28C). Sin embargo, tanto el

F6P como los decrecimientos de Km ™" y de K" son menores que

aumento inicial de Vm
los observados para los pardametros cinéticos de glucosa en funciéon de AMP.
Debido a las dificultades mencionadas anteriormente para esta actividad, no fue

F6P v KonFOP en

posible ajustar las ecuaciones 17 y 19 por separado sobre cada curva de Vn,
funcién de AMP. Esto se debe, sobre todo, al hecho de que el efecto activador es
considerablemente menor.

En el caso de V,feP

en funcién de AMP, para muchas concentraciones de MgADP,
no hubo convergencia para el ajuste de la ecuacién 17, a pesar de que es la Unica que
tiene sentido matematicamente para interpretar ese tipo de comportamiento y poder
obtener los parametros deseados. Esto se debe principalmente a que hay un mayor error

en la estimacion de pardmetros y a que el efecto activador es menor. Por otro lado,

cuando si fue posible el ajuste, se obtuvieron grandes errores en los parametros de la
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ecuacion 17.

En el caso de Kn™P

en funcion de AMP, al ajustar la ecuacién 19, también se
obtuvieron grandes errores en los pardmetros y para muchas concentraciones de MgADP
los ajustes no convergieron, por lo que no pudo ajustarse esta ecuacion para ninguna de
las curvas de Kn™P en funcion de AMP consideradas individualmente.

Sin embargo, como fue mostrado en la Figura 20B, el comportamiento de Km™"
en funcién de MgADP es constante para todas las concentraciones de AMP. Teniendo
esto en cuenta, es posible realizar el ajuste de la ecuacién 19 sobre todos los datos para
Km™P en funcion de AMP, independiente de la concentracion de MgADP a la que fueron
obtenidos. Este ajuste se muestra en la Figura 28B. Haciendo esto, fue posible obtener
un Unico valor de Ka para la actividad PFK para todas las concentraciones de MgADP,
ademas de valores Unicos para Km® y Kn™™. Por lo tanto, también fue posible calcular un
Unico valor para el pardmetro a para F6P, el cual fue independiente de la concentracién
del cosustrato.

Suponiendo este Unico valor de Ka, determinado a partir del ajuste de la ecuacién
19 sobre K P en funcién de AMP, fue posible realizar los ajustes de la ecuacién 17 a los
datos de VP en funcién del efector alostérico (Figura 28) para cada concentracion fija
de MgADP por separado. De esta forma, se obtuvieron valores para Vim® y V"™ con un
error de estimacion aceptable para cada curva, por lo tanto, fue posible calcular el

parametro B para F6P para cada una de las concentraciones de MgADP ensayadas

utilizando la ecuacion 18, como se aprecia en la Figura 28A.
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Figura 28. Graficos secundarios de los parametros cinéticos de F6P en funcién de AMP
a concentraciones fijas de MgADP.

Pardmetros Vi (A), Kmf® (B) y K" (C) de la actividad PFK en funcién de AMP a
distintas concentraciones fijas de MgADP, que se indican en la lista de la parte inferior
derecha de la figura. Los parametros son los mismos que se observan en la Figura 20,
pero reordenados de esta forma. A cada curva para Vm ™ en funcién de AMP se le ajustd
la ecuacion fenomenoldgica 17; a todos los datos de Kn™P, independiente de la
concentracion de MgADP a la que fueron obtenidos, se ajusté la ecuacion 19 en funcién
de AMP; a cada curva de K" en funcién de AMP se ajusté una hipérbola que intersecta
el eje Y con asintota distinta de cero.
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El valor Unico de Ka obtenido para la actividad PFK fue levemente menor que el
valor de Ka obtenido para la actividad GK (Figura 30A). Sin embargo, ambos valores se
encuentran en el mismo orden de magnitud y sus errores de estimacién se sobreponen.
De esto puede concluirse que las diferencias observadas en el efecto activador de AMP,
para ambas actividades, no estd asociado a la constante de activacidon de este proceso
para cada una de las actividades enzimaticas.

En la Figura 30D puede observarse que, al igual que en el caso de la actividad GK,
en la actividad PFK el efecto activador en la afinidad por el sustrato azlcar es
considerablemente mayor que el efecto en la catalisis enzimatica. Esto se manifiesta en
que el pardmetro a para F6P? estd al menos un orden de magnitud bajo la unidad en
todas las concentraciones de MgADP, en cambio, el parametro B siempre estd menos de
un orden de magnitud por sobre ésta. Interesantemente, tanto el efecto sobre la
catdlisis, como sobre la afinidad por el azucar, fueron menores que los obtenido para la
actividad GK, como se aprecia al comparar los valores de a y B para F6P con los
respectivos para glucosa (Figura 30D). Esto es especialmente notable en el caso del
parametro a, donde para F6P se obtuvieron valores de al menos un orden de magnitud
mayor (vale decir, mds cercano a la unidad) que para glucosa en todas las
concentraciones de MgADP. De esto puede concluirse que, al menos para el caso del

sustrato azucar, la actividad PFK es menos activada que la actividad GK.

2 Observar que el valor de a para F6P es el mismo para todas las concentraciones de MgADP, dado que
se asumié que Km " es constante en funcién de este sustrato.
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Para la actividad PFK también se obtuvo que K" decrece hiperbdlicamente en
funcion de la concentraciéon de AMP. Como se observd cuando se caracterizd el
mecanismo cinético en la actividad PFK, AMP produce una modificacidn en el mecanismo
de inhibicidn por F6P, pasando de un mecanismo en el cual se forman dos complejos de
punto muerto (E-F6P y E-AMP-F6P) a uno donde solo se forma el complejo de punto
muerto E-F6P. Esto constituye una aparente paradoja, pues se esperaria que al aumentar
la concentracién de AMP también aumente la formacion del complejo E-AMP-F6P. Sin
embargo, ocurre todo lo contrario, pasando ese complejo a no ser relevante a la hora de
explicar la inhibicién por sustrato. Teniendo en cuenta el mecanismo que se determind
para esta actividad enzimatica, al igual que en GK, podemos concluir que el aumento en
la inhibicion por sustrato se debe exclusivamente a un aumento en la afinidad por F6P
producido por AMP, independiente de si ésta ocurre en una forma cataliticamente activa
(vale decir, el complejo E-MgADP para formar el complejo ternario catalitico) o en la
enzima libre, conduciendo a la formacién del complejo de punto muerto E-F6P.
3.3.2.3.2 Andlisis de los parametros cinéticos para MgADP

En la Figura 29A se muestra el parametro Vm“8°? en funcién de AMP a distintas
concentraciones de F6P. Podemos ver que en este caso la mayoria de las curvas tuvieron
un comportamiento consistente en un aumento para luego descender después de un

maximo. A todas las curvas se pudo ajustar la ecuacion 17.

138



[@)]
£ s
) E
- o
= 5
< <
(@] (@]
= =
€
£ <
@ F6P 0,002 mM @ F6P0,07mM
@ F6P 0,004 mM © F6P0,1mM
@ F6P0,01mM O F6P0,4mM
O F6P0,03mM @ F6P1mM
@® F6P0,05mM @ F6P5mMM
@ F6P10mM

Figura 29. Graficos secundarios de los parametros cinéticos de MgADP en funcidn de
AMP a concentraciones fijas de F6P.

Vi MBAPP (A) 'y K,M8ADP (B) para la actividad PFK en funcién de AMP a distintas
concentraciones fijas de F6P, las que se indican en la lista abajo de la figura. Estos
parametros corresponden a los mismos que se muestran en la Figura 22, pero
reordenados de esta forma. A las curvas para Vin8AP? en funcién de AMP se les ajustd
la ecuacion 17. Para las curvas de K,84PP realizadas a concentraciones de F6P mayores
a 0,1 mM el mejor ajuste fue una recta; para las realizadas a concentraciones de F6P
menores que F6P 0,1 mM no fue posibles realizar ajustes, las lineas discontinuas que se
muestran en este Ultimo caso solo conectan los puntos.
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Para el caso de KneAP? (Figura 29B) podemos ver que su comportamiento en
funcién de AMP a bajas concentraciones de cosustrato es similar al observado para
KmV&APP en la actividad GK. Sin embargo, debido principalmente a los errores en la
estimacion de su valor, los ajustes de la ecuacidn 19 no convergieron en la gran mayoria
de las curvas y, cuando si se pudo ajustar, se obtuvieron errores considerables. Esto
ocurrid incluso cuando se realizaron los ajustes de la ecuacién 17 y 21 sobre V,,VeA0P y
sobre KnM&APP compartiendo el valor de Ka. Interesantemente, se observé que el
decrecimiento en Kn&P? que ocurre a bajas concentraciones del activador se hace cada
vez mas pequefio a medida que se aumenta la concentracién del cosustrato F6P,
llegando a desaparecer completamente a altas concentraciones del cosustrato,
adquiriendo el comportamiento de una linea recta en funcién de AMP (Figura 29B). Esto
puede interpretarse como que a altas concentraciones de cosustrato el efecto activador
de AMP sobre la afinidad de la enzima por MgADP en la actividad PFK tiende a
desaparecer. Si bien, debido a que no pudo ajustarse la ecuacién 21 no es posible
determinar el parametro a para MgADP, a altas concentraciones de F6P se puede
suponer que toma un valor de 1. Esto se justifica dado que el mejor ajuste para esos
casos es una linea recta en funcion de AMP, vale decir, AMP se comporta solo como un
inhibidor competitivo respecto a MgADP sin tener un efecto activador, que es lo mismo
que decir que el parametro a toma un valor de 1. En la Figura 30F estos valores se
representan como estrellas ocupando el valor de 1, puesto que no fueron calculados,

sino que supuestos.
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Debido a que no se pudo realizar el ajuste de la ecuacién 21 a los datos de Kn,eAPP,
tanto el pardmetro B para MgADP, asi como Ka, debieron ser determinados solo a partir
del ajuste de la ecuacion 17 sobre V,M8APP  Los valores de Ka obtenidos mediante el
analisis de V,M8APP arrojaron valores similares a los que se obtuvieron para este
parametro a partir de los pardmetros de F6P. Estos valores no variaron respecto a la
concentracion de cosustrato, sin embargo, se obtuvo un error considerable (los datos no
se muestran). El pardmetro B para MgADP fue calculado utilizando la ecuacién 18 y sus
valores en funcién de F6P se muestran en la Figura 30F. Puede apreciarse que el valor
de B fue constante en funcién de F6P vy, si bien siempre fue mayor que 1, nunca supera
el valor de 10. Con esto puede concluirse que el efecto activador de AMP en la actividad
PFK ocurre principalmente mediante un aumento en la afinidad por F6P, siendo el
aumento en la catdlisis y en la afinidad por MgADP mucho menor.

Es interesante destacar que la comparacion de los pardmetros a y B para cada
sustrato de ambas actividades permiten dar una explicacion de por qué la actividad PFK
es menos activada por AMP que la actividad GK. Si bien, en ambas actividades se
obtuvieron valores de Ka similares (levemente menor en PFK) y se obtuvo que la
activacion ocurre principalmente mediante un aumento en la afinidad por el sustrato
azucar, en el caso de la actividad PFK el aumento de afinidad por F6P es alrededor de un

orden de magnitud menor que el aumento en afinidad por glucosa.
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Figura 30. Parametros de activacion por AMP en MmPFK/GK.

A) Valor promedio de Ka para la actividad GK obtenidos a partir de los ajustes de las
ecuaciones 17 y 19 realizados sobre Vin®" y Km®" en funcién de la concentraciéon de AMP
(Figura 26 Ay B) y de Ka para la actividad PFK obtenidos a partir del ajuste de la ecuaciéon
19 sobre los valores de K " en funcién de AMP (Figura 28.B). B) Valores de Ka para la
actividad GK en funcién de glucosa obtenidos a partir de los ajustes sobre los valores de
VmM8APP en funcién de AMP a distintas concentraciones de glucosa (Figura 27), a los que
se les ajusto un decaimiento hiperbdlico con asintota distinta de cero, comparado con el
valor promedio de Ka obtenido a partir de los pardmetros de glucosa (linea discontinua).
C) Modelo de modificador general. D) Valores de a (®) y B (0) para glucosa (actividad GK)
calculados con las ecuaciones 20 y 18 respectivamente, y de a (®) y B (o) para F6P
(actividad PFK) en funcion de MgADP. E) Valores de a () y B (0) para MgADP de la
actividad GK en funcidn de glucosa obtenidos a partir de la aplicacidon de las ecuaciones
22 y 18 respectivamente. F) Valores de B (0) para MgADP de la actividad PFK obtenidos
a partir la aplicacién de la ecuacion 18; los valores de a (%) para MgADP de actividad PFK
no se calcularon, sino que se asumio un valor de 1 al no encontrar efecto activador de
AMP en la grafica de KnV8°” en funcion de AMP a esas concentraciones de F6P, para
concentraciones de F6P menores a 0,2 mM no pudo ser calculado.
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3.3.3 Conclusiones y comparacion de los mecanismos obtenidos para las
actividades GK y PFK.

A modo de recapitulacién, a partir del analisis de los datos cinéticos en estado
estacionario fue posible determinar el mecanismo cinético y de inhibicién por sustrato
de MmPFK/GK para las actividades GK y PFK, a distintas concentraciones fijas de AMP.
Finalmente, también fue posible determinar el mecanismo de activacion por AMP en
ambas actividades.

MmPFK/GK posee un mecanismo cinético secuencial-ordenado para ambas
actividades enzimaticas, donde MgADP es el primer sustrato en unirse a la enzima,
seguido del sustrato azucar (glucosa o F6P) y AMP es el uUltimo producto en disociarse,
luego del azucar fosforilado.

En ambas actividades ocurre inhibiciéon por el sustrato azucar. Esta inhibicién
ocurre mediante la formacion de dos complejos de punto muerto, E-Azlcar y E-AMP-
Azucar. En la actividad GK este mecanismo es invariante ante distintas concentraciones
de AMP. Sin embargo, en la actividad PFK el aumento en la concentracién de AMP
produce que la inhibicion pase a ser causada solo por la formacién del complejo de punto
muerto E-F6P. Esto se resume en la Figura 24.

En ambas actividades la activaciéon producida por AMP ocurre principalmente
mediante un aumento en la afinidad por el sustrato azucar (glucosa o F6P dependiendo
de la actividad); aunque también existe un aumento en la catdlisis y en la afinidad por
MgADP. Sin embargo, estos dos efectos ocurren en mucho menor medida. Esto puede

apreciarse en la Figura 30D, donde se aprecian las diferencias en los parametros a y B
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para glucosa y para F6P en funciéon de MgADP. Las constantes de activacién para ambas
actividades fueron similares, obteniéndose en promedio un valor promedio de 0,66 *
0,10 mM para la actividad GKy uno de 0,48 + 0,16 mM para la actividad PFK (Figura 30A).
Sin embargo, como se aprecia en la Figura 30D, el parametro a para glucosa es al menos
un orden de magnitud mas bajo que el pardmetro a para F6P. A partir de estos resultados
puede concluirse que, en las condiciones en que se realizaron los ensayos, MmPFK/GK
se activa mas por AMP en su actividad GK que en su actividad PFK, y esta diferencia esta
dada por una diferencia en el aumento en la afinidad por el sustrato azlcar entre ambas
actividades.

Los resultados también permiten inferir que el aumento en la inhibicién por el
sustrato azlcar causado por AMP en ambas actividades, puede explicarse por el
aumento en la afinidad por este sustrato producida por el efector, lo que aumenta la

formacidn de complejos no productivos.
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3.4 Estudios de union de ligandos

En esta seccidon se exponen los resultados de estudios termodindmicos de unidn
del sustrato F6P a MmMPFK/GK y el efecto de AMP sobre dicha interaccion. Para esto se
realizaron mediciones de fluorescencia intrinseca de triptéfano.

Dado que MmPFK/GK no posee triptdfanos en su estructura primaria, para
realizar estos estudios se utilizd una mutante a la que se le reemplazé la asparragina 203
por un triptéfano (mutante N203W) (Kern 2016). De acuerdo con lo publicado en la tesis
de pregrado de Macarena Kern, los pardmetros cinéticos de esta mutante no se ven
mayormente afectados por la presencia de la mutacién, como se muestra en |la Tabla 8.
Por lo tanto, se puede concluir que esta mutacién no afecta funcionalmente a la enzima
en términos cinéticos.

Para determinar la idoneidad de esta proteina para el estudio de union de
ligandos en el contexto de la activacidon por AMP, se realizaron ensayos de activacion por
este efector para dicha mutante. Como se muestra en la Figura 31, |a enzima es activada
por AMP en ambas actividades, por lo que es adecuada para entender la activacién por
AMP desde un punto de vista termodindmico.

Para la realizacion de estos estudios, distintas muestras de proteina fueron
tituladas con F6P en presencia de concentraciones fijas de AMP. Para cada concentracién
de F6P se obtuvo el espectro de emisién de fluorescencia entre 305 nm y 450 nm, con
una longitud de onda de excitacién de 295 nm. Esto se realizé para 8 concentraciones

diferentes de AMP, obteniéndose mas de 100 espectros a distintas concentraciones de
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Actividad GK Actividad PFK
MgADP Glucosa MgADP F6P
K (BM) koot (57) | Ky (MM) ket (87) | Koy (MM) Ko (5™) | Ko (BM) ke (57)
MmPFK/GK| 44 +12 11+1 14 + 2 15+1 850 + 87 11+1 65+5 9,7+0,9
N203W 34+6 8+5 09+0,2 66+04| 110+8 36,0+£0,1| 29%3 3,3%0,1

Tabla 8. Parametros cinéticos Km y kcat de MmPFK/GK y de la mutante N203W

Datos extraidos de Kern 2016. Los parametros fueron obtenidos en una concentracion

de Mg?* libre de 5 mM.
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Figura 31. Activacion por AMP de la mutante N203W de MmPFK/GK.
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Efecto de AMP en las actividades GK (A) y PFK (B) de la mutanto N203W de MmPFK/GK.
En ambos casos se midié la actividad como se explica en la seccidn de materiales y
métodos, variando solo la concentracién de AMP a concentraciones fijas de sustratos.
La actividad GK fue ensayada en Buffer HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM, glucosa 2 mM,
MgADP 0,2 mM y Mg?* libre 1 mM, NAD* 0,2 mM. La actividad PFK fue ensayada en
Buffer PIPES-NaOH pH 6,5 50 mM, F6P 0,01 mM, 0,1 mM, Mg?* libre 1 mM, NADH 0,25
mM. Los resultados se expresan como porcentaje de la actividad enzimatica en ausencia

de AMP.
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F6P y de AMP (Figura 32). Para cada uno de estos espectros se calculd el area bajo la
curva utilizando el método de los trapecios. Este valor se corrigié como se describe en la
seccidon de materiales y métodos. A partir de éstos se obtuvieron los porcentajes de
apagamiento (Q*) para cada una de las concentraciones de F6P utilizando la ecuacién 8.

F6P produce un apagamiento en la fluorescencia de la mutante N203W, lo que se
manifiesta en una disminucién del area bajo la curva y del maximo de emisién del
espectro a medida que aumenta la concentracién del azdcar. También se observo un leve
corrimiento del maximo de emisidn hacia longitudes de onda mds pequeiias (corrimiento
hacia el azul). Para cada una de las concentraciones de AMP se graficé el porcentaje de
apagamiento en funcion de la concentracion de F6P. En la Figura 33B se observa que
existe una saturacion del apagamiento, lo que nos permite descartar efectos
inespecificos como apagamiento colisional. A cada curva se le ajusté una hipérbola (vale
decir, se supuso un solo sitio para F6P y se considerd el hecho de que la concentracion
de proteina siempre estuvo al menos dos drdenes de magnitud por debajo de la Ko 5), la

gue se observa en la siguiente ecuacién

A[F6P]

% —
Ko + [F6P]

Ecuacion 22
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Figura 32. Espectros de emision fluorescencia intrinseca de la mutante N203W de
MmPFK/GK.

Los espectros se obtuvieron entre 305 y 450 nm luego de una excitacidén a 295 nm. Cada
uno se obtuvo a una concentracién distinta de F6P mediante una titulacién de la
proteina con dicho ligando en presencia de una concentracién fija de AMP, las que se
indican en cada grafico. F6P causd apagamiento de fluorescencia en todas las
concentraciones de AMP ensayadas.
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Figura 33. Efecto de AMP en los parametros de unidon de F6P calculados mediante
fluorescencia intrinseca.

A) Modelo para la union de dos ligandos a sitios distintos de una misma proteina con
posible interaccion entre sitios. B) Porcentaje de apagamiento causado por F6P en la
mutante N203W a distintas concentraciones fijas de AMP (las se indican en la lista
dentro del grafico). Los datos fueron obtenidos a partir de los espectros que se
muestran en la Figura 32. A éstos se les determind el area bajo la curva utilizando el
método de los trapecios. El area calculada se corrigié como se especifica en la seccion
de materiales y métodos y luego se calculd el apagamiento utilizando la ecuacién 8. A
cada curva obtenida se le ajustd una hipérbola (ecuacién 22), con lo que se calculd Ko s
para cada concentracion de AMP. C) Ko 5 calculadas mediante los ajustes que se muestra
en (B) en funcidon de AMP. A estos datos se le ajusto la ecuacion 23, que corresponde a
una hipérbola que intersecta el eje Y con asintota distinta a cero. El hecho de que esta
hipérbola sea decreciente evidencia la existencia de interaccidn positiva entre los sitios
de F6P y de AMP.En la tabla se pueden observar los valores obtenido para cada uno de
los parametros en el ajuste de la ecuaciéon 23
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Donde A corresponde al valor de Q* en saturacién de [F6P] y Ko,s al valor de [F6P]
cuando se ha alcanzado la mitad de la saturacion, vale decir, la constante de disociacion
aparente para F6P, la que se obtuvo para cada concentracion de AMP en la que se
realizaron las titulaciones. A partir de estos ajustes se observd que existe un
decrecimiento hiperbdlico de Kos respecto a la concentracion de AMP, lo que es
evidencia de la existencia de interaccién entre los sitios para F6P y AMP (Figura 33C). El
mejor ajuste para el comportamiento de Ko s en funcién de AMP fue una hipérbola que
intercecta el eje Y que posee una asintota distinta de cero. La ecuacién utilizada para

realizar el ajuste fue la siguiente:

Ky5 = ————— Ecuacion 23

Esta ecuacién se deduce del modelo que se presenta en la Figura 33A. K
corresponde a la constante de disociacion aparente para F6P en ausencia de AMP y Ka
corresponde a la constante de afinidad aparente para AMP considerando un sistema
termodindmico con un sitio independiente para cada ligando. A partir de esta ecuacién
es posible determinar la constante de acoplamiento entre los dos sitios (¢), que
cunatifica el efecto que tiene la uniéon de uno de los ligandos en la afinidad del sitio para
el otro ligando. Si da un valor mayor que 1, entonces existe un efecto heterotrépico
negativo entre ambos sitios; si da menor que uno, se trataria de un efecto heterotrépico
positivo; si da igual a 1 significa que no hay interaccion entre los sitios de unién. En

nuestro caso se obtuvo un valor de 0,48 + 0,03, lo que indica un efecto heterotrdpico
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positivo de AMP respecto a F6P. Esto confirma en forma independiente lo obtenido en
los experimentos de cinética enzimatica en estado estacionario, donde se obtuvo que
AMP produce un incremento en la afinidad por el sustrato azucar. Por otro lado, para Ks
se obtuvo un valor de 0,037 + 0,001 mM, muy similar al obtenido para Kn®" a la minima
concentracion de AMP usada, que fue de 0,032 + 0,003 (Figura 20B). Para Ka se obtuvo
un valor de 0,41 £ 0,15, muy similar al valor de Ka obtenido en los estudios de activacion

por AMP mediante cinéticas de estado estacionario, de 0,48 + 0,16 mM (Figura 30A).
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3.5 Estudios de modificacidon quimica

Hasta ahora, la evidencia que diponemos acerca de la existencia de un sitio
alostérico para AMP es dependiente de los modelos cinéticos y/o termodinamicos que
se han utilizado. Para confirmar la existencia de un sitio diferente al sitio activo para AMP
se requiere de evidencia adicional e independiente de modelos. Para esto se realizaron
estudios de modificaciéon quimica utilizando 8-Azido-AMP, un andlogo fotoactivable de
AMP. Este compuesto, al ser expuesto a luz UV, genera un intermediario altamente
reactivo consistente en un grupo nitreno (Baruah et al. 2008; Murale et al. 2017) que
puede reaccionar con grupos metilo y amino. Esto provocaria que, al ser expuesto a luz
UV, se una covalente a la proteina si es que se encuentra interaccionando con ésta. Para
realizar estos estudios, distintas muestras de proteina en presencia de 8-Azido-AMP y de
distintos ligandos fueron expuestas a luz UV utilizando un transiluminador. A estas
muestras se les midio actividad enzimatica y la activacién por AMP.

Primero se caclulé la estequiometria de la modificacién covalente. Una muestra
de 2 mg/ml de proteina en presencia de 5 mM de 8-Azido-AMP se expuso por 15 minutos
a luz UV. Luego, esta muestra fue cargada en una columna de exlusién molecular
(biospin- BioRad) para eliminar el 8-Azido-AMP que no hubiese reaccionado. A la
solucién que eluyé de dicha columna se le midié concentracidon de proteinas utilizando
el método de Bradford y su absorbancia a 280 nm y a 259 nm. Lo mismo se hizo con una
muestra control incubada en ausencia de 8-Azido-AMP. De estas mediciones se obtuvo

una razén entre 8-Azido-AMP y proteina de 1,9 £ 0,1. Esto indica que habrian dos
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moléculas de 8-Azido-AMP unidas covalentemente por cada molécula de proteina.

Con el objetivo de analizar si este andlogo de AMP modifica el sitio activo de la
enzima, se procedié a examinar el efecto de la exposicién a luz UV en presencia de 8-
Azido-AMP sobre la actividad enzimatica. En la Figura 34 se puede observar que, en
presencia de esta molécula y en ausencia de otros ligandos, se pierde mas de un 90% de
la actividad enzimatica a los tres minutos de exposicién. Puede observarse que esto no
es un efecto debido solo a la exposicion UV o a algun artefacto experimental de otra
clase, dado que al exponer la proteina a luz UV en ausencia del modificador quimico, la
actividad enzimdtica no se pierde. Para controlar que la pérdida de actividad se debe
efectivamente a la modificacién quimica del sitio activo, se realizaron experimentos de
proteccion por sustrato. Dado que 8-Azido-AMP es un andlogo de AMP, se espera que
en concentraciones saturantes de MgADP no pueda unirse al sitio activo de la proteina.
Al incubar la proteina en concentraciones saturantes MgADP y 8-azido-AMP, no se
observd pérdida de la actividad enzimatica luego de 10 minutos de exposicidon a UV
(Figura 34). Este resultado indica que la pérdida de actividad al exponer la proteina a UV
en presencia de 8-azido-AMP se debe efectivamente a la modificacién del sitio activo.

Por otro lado, también se analizé el efecto de glucosa y de F6P en la modificacion
quimica por 8-Azido-AMP (Figura 34). Interesantemente, ambos sustratos azucar
generan una proteccion ante la modificacidon quimica. En presencia de una concentracion

saturante de glucosa la pérdida de actividad solo alcanza un 10 % a los 7 minutos de
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Figura 34. Efecto de la modificacidn quimica por 8-Azido-AMP en MmPFK/GK.

Actividad enzimatica de MmPFK/GK luego de ser expuesta a luz UV en presencia de 8-
Azido-AMP 8 mM (a excepciéon de e, donde estabaa 5 mMy de @ donde el modificador
estaba ausente) por distintos tiempos. En todos los ensayos la concentracion de
proteina fue de 0,12 mg/ml y se realizaron en HEPES-NaOH 50 mM, pH 7,8 (a excepcidn
de e, en PIPES-NaOH 50 mM, pH 6,5), Mg?* libre 1 mM, DTT 1 mM. Las concentraciones
de ligando fueron ® MgADP 5 mM,  Glucosa 100 mM, e F6P 10 mM, e Glucosa 500
mM, AMP 30 mM y 8-Azido-AMP 5 mM. Al interior del grafico se muestra la estructura
de 8-Azido-AMP en representacion bidimensional.
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exposicion a UV, en tanto que en presencia de F6P la pérdida es del 40 % a los 11 minutos.
Interesantemente, al realizarse la incubacién en presencia de 8-Azido-AMP, glucosa y
AMP ocurre un leve incremento de la actividad enzimatica de 1,2 veces (Figura 34). Sin
embargo, se necesitan mads experimentos para poder encontrar una explicacién para
este resultado.

Por otra parte, es necesario analizar si 8-Azido-AMP modifica también el sitio
alostérico de la proteina. Hasta ahora sabemos que hay dos moléculas de 8-Azido-AMP
uniéndose covalentemente a cada molécula de proteina, y sabemos que una de éstas se
une al sitio activo, probablemente en el sitio de unién para MgADP. Para estudiar si la
otra molécula de 8-Azido-AMP modifica el sitio alostérico, primero se analizé el efecto
de 8-Azido-AMP en la actividad enzimatica (sin exposicion a UV). En la Figura 35 puede
verse que al realizar mediciones de actividad GK a concentraciones de sustratos cercanas
a la Km de la enzima, el 8-Azido-AMP se comporta como un inhibidor. Esto podria tener
tres explicaciones: 1) 8-Azido-AMP no se une al sitio alostérico, 2) 8-Azido-AMP se une
con mucho menor afinidad que AMP (lo que seria esperable ya que hemos visto que el
sitio alostérico es bastante selectivo ante bases nitrogenadas similares a adenina), 3) 8-
Azido-AMP al unirse no genera el efecto alostérico de igual forma que AMP.

Para poder determinar si el 8-Azido-AMP es capaz de modificar quimicamente el
sitio alostérico, se realizaron experimentos en los que la proteina fue expuesta a luz UV
en presencia del modificador y de distintos ligandos. Luego de exposicion a UV por

distintos tiempos, se midié la activacion por AMP para la actividad GK en
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Figura 35. Efecto de 8-Azido-AMP en la actividad GK de MmPFK/GK.

La actividad GK se midié acoplando un ensayo auxiliar GGPDH mediante la produccién
de NADH, midiendo absorbancia a 340 nm en el tiempo. Los ensayos se realizaron
variando solo la concentracion de 8-Azido-AMP (sin previa exposicion a UV). Las
condiciones del ensayos fueron Buffer HEPES-NaOH pH 7,8 50 mM, glucosa 2 mM,
MgADP 0,2 mM, Mg?* libre 1 mM, NAD* 0,2 mM. Los resultados se expresan como
porcentaje de la actividad enzimatica en ausencia de AMP.
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concentraciones de sustratos cercanas a la Km. En la Figura 36 se puede observar que
cuando se incuba la proteina en presencia de glucosa y 8-Azido-AMP, la activacién por
AMP va volviéndose cada vez mas baja en funcién del tiempo de exposicién a UV. Lo
mismo ocurre cuando la proteina se expone a UV en presencia del modificador y de F6P.
Esto apunta a que existe una modificacion en el sitio alostérico de la proteina, la que
evita que AMP pueda unirse o realizar su efecto activador. Cuando se incuba la proteina
en presencia de AMP y glucosa junto con 8-Azido-AMP, ademads de haber un leve
aumento de la actividad enzimatica, no se produce una disminucién en la activacién por
AMP, por lo que podriamos estar frente a una proteccién del sitio alostérico por parte
de AMP. Estos resultados son evidencia independiente de la existencia de un sitio

alostérico para AMP en MmPFK/GK.
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Figura 36. Efecto de la modificacion quimica por 8-Azido-AMP sobre la activacion por
AMP en MmMPFK/GK.

Ensayos de activacion por AMP de MmPFK/GK luego de ser expuesta a luz UV por
distintos tiempos en presencia de 8-Azido-AMP 5 mM vy distintos ligandos. En los tres
casos la actividad se midié en HEPES-NaOH 50 mM pH 7,8, glucosa 2 mM, MgADP 0,2
mM, Mg2+ libre 1 mM, NAD* 0,2 mM, variando la concentracién de AMP. La actividad
GK se midid mediante un ensayo acoplado G6PDH. Los resultados se expresan en
unidades por miligramo. En los tres casos la concentracidon de proteina fue de 0,12
mg/ml y fue incubada en presencia de 8-Azido-AMP 5 mM, MgCl; 1 mM, DTT 1 mM. A)
corresponde a la activacion de la muestra que ademas poseia glucosa 500 mM; B) F6P
10 mM; C) AMP 30 mM y glucosa 500 mM.
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3.6 Evolucion de la activacion por AMP en la familia de quinasas
de azucares dependientes de ADP de Archaea.

Hasta ahora, sabemos que MmPFK/GK es activada por su producto de reaccion
AMP, tanto en su actividad GK como PFK. Sabemos, ademas, que la enzima bifuncional
de Methanocaldococcus janasachii, organismo perteneciente al mismo orden que M.
maripauludis (Methanococcales), también es activada por AMP (Herrera-Morandé
2015). Estos son los datos con que se contaba al momento de comenzar este trabajo de
tesis, vale decir, se sabia que al menos las enzimas bifuncionales PFK/GK pertenecientes
al orden Methanococcales eran activadas por AMP. Sin embargo, se desconocia en qué
otras enzimas de la familia, presentes en los distintos drdenes de Archaea, también
estaba presente este rasgo. Esta activacién no habia sido observada en las enzimas
caracterizadas hasta ahora, pertenecientes en su mayoria al orden Thermococcales,
donde solo hay enzimas GK y PFK especificas. Por otro lado, se desconoce si la activaciéon
por AMP es una novedad evolutiva presente solo en las enzimas bifuncionales de
Methanococcales, o si se trata de un rasgo ancestral.

Para determinar si la activacién por AMP es un rasgo ancestral o una novedad
evolutiva dentro de la familia de quinasas de azlcares dependientes de ADP, se realizé
un estudio comparativo de activaciéon por AMP entre varias proteinas de la familia
pertenecientes a distintos érdenes. Ademas, se ensayd la activacién por AMP en los
ancestros reconstruidos para cada uno de los érdenes que se estudiaron.

La metodologia de reconstruccién de proteinas ancestrales consiste en la
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obtencién, mediante modelos probabilisticos, de la secuencia mds probable para el
ancestro comun de un grupo de secuencias homoélogas. Las secuencias mas probables de
ancestros para los distintos grupos filogenéticos de esta familia de proteinas fueron
reconstruidas como se muestra en Castro-Fernandez 2015 y Castro-Fernandez et al. 2017
y su posicion en el arbol filogenético se muestra en la Figura 3. Estos genes se
sintetizaron y las proteinas codificadas se expresaron y purificaron como se indica en
Castro-Fernandez et al. 2017. Mediante la caracterizacion bioquimica de estas proteinas
ancestrales es posible detectar la presencia de diversos rasgos moleculares e inferir una
ruta evolutiva para su aparicidon o desaparicion en las distintas ramas filogenéticas de la
familia. Por ejemplo, como se explicd en la introduccion, mediante esta técnica pudo
establecerse la historia evolutiva de la especificidad por sustratos en esta familia,
determindndose que la bifuncionalidad es ancestral. En este caso, usaremos esta técnica
para detectar la presencia de activacion por AMP en las enzimas ancestrales
reconstruidas y en enzimas actuales. Con esto sera posible inferir la ruta evolutiva de la
aparicion o desaparicién de este rasgo en esta familia de proteinas.

Para este estudio se eligieron las siguientes enzimas actuales como
representantes: de las GK especificas de Themococcales se eligid la enzima GK de
Thermococcus litoralis (TIGK). De las PFK especificas de Thermococcales, la PFK de
Pyrococcus horicochii (PhPFK). De las bifuncionales de Methanococcales, MmPFK/GK. De
las bifuncionales de Methanosarcinales, la PFK de Methanosarcina mazei (MzPFK). En la

Figura 3 se muestra el arbol filogenético de esta familia y se indica la posicién de cada
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una de estas enzimas.

En las dos enzimas especificas, ya sea por glucosa (TIGK) o por F6P (PhPFK), no se
encontrd activacion por AMP (Figura 37). Sin embargo, en las dos enzimas bifuncionales
ensayadas, MmPFK/GK y MzPFK, representantes de dos clados lejanos (Figura 3), si se
encontrd activacion por AMP (Figura 37). No obstante, en la enzima MzPFK se observa
una activacién menor que la observada en MmPFK/GK. Esto puede ser un vestigio
evolutivo, aunque con los datos disponibles hasta este momento, no se puede concluir
acerca de la trayectoria evolutiva de la activacidon por AMP en esta familia.

Hasta ahora, se ha visto que la activacion por AMP es un rasgo compartido solo
entre los grupos de enzimas bifuncionales. Al ser MmPFK/GK y MzPFK bifuncionales y
distantes filogenéticamente, puede hipotetizarse que la activacién por AMP se trataria
de un rasgo ancestral el que podria estar correlacionado con la bifuncionalidad. Con el
fin de poner a prueba esta hipétesis, se estudid la evolucién de la activacién por AMP en
la transicion evolutiva que comprende la bifurcacion entre el linaje bifuncional de las
PFK/GK de Methanococcales y el linaje de las PFKs especificas de Thermococcales (Figura
3). Para esto se estudié la presencia o ausencia de este rasgo en los ancestros de ambos
linajes (ancM y ancT respectivamente), el ancestro comun entre ambos (ancMT) y el
ultimo ancestro comun entre ambos linajes y las PFKs de Methanosarcinales (ancMMT)
(Figura 3). En el centro de la Figura 38 se puede ver una seccion del arbol filogenético

gue representa la transicion evolutiva que se estd estudiando, donde se marca la
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Figura 37. Efecto de AMP en distintas proteinas actuales de la familia de quinasas
dependientes de ADP de archaea.

La actividades enzimatica GK () o PFK (®) se midieron a distintas concentraciones de
AMP. En todos los casos los ensayos fueron realizados a concentraciones de sustrato
cercanas a la Km de cada una de las enzimas. Los resultados se expresan como
porcentaje del valor de actividad en ausencia de AMP. A las curvas de TIGK (A) y PhPFK
(C) se les ajusté una hipérbola descendiente con asintota en cero (ecuacioén 4); a las de
MmPFK/GK (B) y de MzPFK/GK (D) se les ajustd la ecuacién fenomenoldgica 6.
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Figura 38. Efecto de AMP en distintos ancestros reconstruidos de la familia de
quinasas dependientes de ADP de archaea.

Cada ancestro se indica dentro de su respectivo grafico. Al centro se muestra un
fragmento del arbol filogenético de la Figura 3 que corresponde a la transicion evolutiva

desde ancMMT hasta las enzimas actuales especificas por F6P de Thermococcales y

bifuncionales de Methanococcales, pasando por y la transicién hacia ancM y

ancT a partir de éste. Cada proteina fue ensayada en concentraciones de sustrato

cercanas a su respectiva Km. A las curvas para ancT, ancM vy se les ajusto la

ecuaciéon fenomenoldgica 6, mientras que a la curva de ancMMT se ajustaron
hipérbolas que intersectan el eje Y (ecuacidn 5). Los resultados se representan como
porcentaje de la actividad enzimatica en ausencia de AMP.
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posiciéon de cada uno de los ancestros estudiados. Como se aprecia en los graficos de
esta misma Figura 38, los ancestros ancMMT, ancMT y ancM, todos ellos bifuncionales,
son activados por AMP en ambas actividades enzimaticas. Sin embargo, el ancestro ancT,
gue es PFK-especifico posee una activacion remanente mucho menor que cualquiera de
las otras proteinas investigadas. Esto puede indicar que la activacién por AMP es un rasgo
ancestral que se perdid en la transicién hacia el linaje de las enzimas PFK especificas de
Thermococcales. Ademas, de esto se desprenderia que la activacion por producto es un
rasgo correlacionado evolutivamente con la bifuncionalidad.

Para determinar si las diferencias en activacion corresponden a una diferencia
efectiva relacionada con la presencia o ausencia del rasgo en las distintas enzimas y no a
diferencias debidas a las concentraciones de sustrato a las que se realizaron los ensayos
y, ademas corroborar que la activaciéon observada para ancT sea efectivamente un
remanente, se repitieron los experimentos de activacién variando la concentracién de
los sustratos. Para esto realizaron ensayos en los que se dejd constante un sustrato en
concentracion cercana a la Ky de la proteina, mientras que el cosustrato se llevd a
concentraciones de saturacién (al menos 10 veces Km). Se espera que al saturar con
MgADP se minimice (o incluso desaparezca) el efecto inhibitorio del AMP al no poder
competir con ese sustrato por el sitio activo, maximizandose el efecto activador, como
efectivamente ocurre con MmPFK/GK (Figura 6). Por otro lado, al saturar con el aztcar
se espera que el efecto activador de AMP se vea reducido a un minimo, asi como se

observa para MmPFK/GK en la Figura 6, pues, si la activacidn en estas proteinas también
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ocurre mediante un aumento en la afinidad por glucosa, entonces, al saturar con este
sustrato este efecto se minimizaria.

En el caso de PhPFK, se observa que para todas las concentraciones de sustratos
utilizadas no se observa activacion, habiendo solo inhibicion (Figura 39E). Sin embargo,
como se espera, esta inhibicidn es menor al aumentar la concentracién de MgADP, lo
gue es consistente con el hecho de que AMP es un inhibidor competitivo respecto a este
sustrato.

En el caso del ancestro ancT se observa que, como es esperable, al saturar con
MgADP aumenta efecto activador y al saturar con F6P éste disminuye no llegando a
activarse la enzima (Figura 39D). Sin embargo, el efecto activador nunca es superior a
1,5 veces, siendo menor que en todas las enzimas actuales y los ancestros que si se
activan. Con estos resultados la evidencia apunta a que la activaciéon por AMP se fue
perdiendo en el transcurso evolutivo desde el ancestro ancMT a las enzimas actuales
especificas por F6P de Thermococcales, pero que quedan remanentes del rasgo en ancT.

En el caso de la actividad GK del ancestro ancM (Figura 39C) se observa que al
saturar con MgADP la activacién por AMP se maximiza, no observandose el efecto
inhibitorio; y al saturar con glucosa, el efecto activador desaparece. Sin embargo, en la
actividad PFK (Figura 39B) se observé un comportamiento totalmente distinto; al saturar
con F6P la inhibicién por AMP no apaparece, observandose sélo una activacion

hiperbdlica, en forma similar a cuando se satura con MgADP. El mismo comportamiento
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Figura 39. Efecto de AMP sobre la actividad enzimatica de ancMT, ancM, ancT y PhPFK
a distintas concentraciones de sustratos.

Efecto de AMP sobre la actividad enzimatica en ancMT (A), ancM (B), ancM (C), ancT
(D), PhPFK (E) ante distintas concentraciones de sustrato. @ azucar (F6P o glucosa) en
condiciones saturantes y MgADP en baja concentracion. e azucar (F6P o glucosa) en
baja concentracion y MgADP en condiciones saturantes. = ambos sustratos en baja
concentracion. A cada curva se le ajusté la ecuacion 6 cuando se observo a la vez efecto

activador y efecto inhibitorio; la ecuacidon 4 cuando solo se observd inhibicidn; la
ecuacion 5 cuando solo se observod activacion.
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se observa para la actividad PFK del ancestro ancMT (Figura 39A). Los resultados para la
activacion de la actividad PFK de ambos ancestros sugiere la existencia de un posible
cambio en el mecanismo de activacién (por ejemplo, la existencia de un mayor
componente activador en la catalisis). Sin embargo, hacen falta mas experimentos para
poder explicar de forma precisa la naturaleza de estas diferencias.

Todos estos resultados indican que la activacién por AMP es un rasgo ancestral,
el que se encuentra correlacionado evolutivamente con la bifuncionalidad, habiéndose
perdido en la transicién desde la bifuncionalidad hacia las PFK especificas de
Thermococcales.

De acuerdo con lo reportado por Castro-Fernandez et al. 2017, la transicién desde
la bifuncionalidad a la especificidad por F6P se habria producido mediante la pérdida de
la afinidad por glucosa en la transicién desde el ancestro ancMT a las PFK-especificas de
Thermococcales. Esta pérdida de afinidad se debe principalmente al cambio de un acido
glutdmico por una alanina en el sitio activo. Al producir la mutacién puntual E72A en
ancMT, esta proteina pierde la capacidad de catalizar la reaccion GK, volviéndose
especifica por F6P al igual que el ancestro ancT (Castro-Fernandez et al. 2017). Para
corroborar si la transicion hacia la especificidad por F6P y la pérdida de la activacién por
AMP estdn asociadas a un cambio en el mismo sitio (al mismo evento evolutivo), se
analizd la activacion por AMP en la mutante ancMT E72A. Interesantemente, esta
mutante no pierde su capacidad de ser activada por AMP (Figura 40). Lo que implica que

el cambiar la especificidad de una enzima bifuncional, no afecta la activacion por AMP.
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Este resultado constituye otra evidencia, desde una mirada evolutiva, de que existe un
sitio alostérico para AMP y muestra ademas que la evolucidn de estos dos sitios (activo
y alosterico) se debe a modificaciones diferentes, las que tuvieron como resultado final

la pérdida de la activacion por AMP en las PFK de Thermococcales.
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Figura 40. Efecto de AMP en la actividad de la mutante E72A de ancMT.

Los resultado se muestran como porcentaje de la actividad enzimatica en ausencia de
AMP. En negro se meustra la activacién por AMP del ancestro ancMT WT; en rojo, de la
mutante E72A. A los datos se ajustd la ecuacion fenomenolégica 6. Los ensayos fueron
realizados a una concentracién fija de sustratos cercanos a la Km de la enzima.
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4 Discusion

En la publicacion de Castro-Fernandez et al. 2014, mediante el estudio de la PFK
de Methanococcus maripalis (MmMPFK/GK) se mostré que las enzimas PFK del orden
Methanococcales, que habian sido anotada como especificas PFK con la excepcion de la
enzima bifuncional de Methanocaldococcus janaschii, eran en realidad bifuncionales
PFK/GK (Castro-Fernandez et al. 2014). En esa misma publicacion los autores mencionan
que la enzima MmPFK/GK es activada por AMP. Este hallazgo trajo consigo el desafio de
entender el mecanismo cinético mediante el cual ocurre este efecto, la evolucion de este
rasgo dentro de la familia de enzimas y el rol metabdlico de dicha activacidn. En este
trabajo de tesis se han abordado experimentalmente los primeros dos aspectos.

En particular, se ha descrito el mecanismo de la activacién por AMP en la enzima
MmPFK/GK. Ademas, se ha determinado que se trata de un rasgo conservado y ancestral
en las enzimas bifuncionales PFK/GK de Methanococcales, el que se perdido en la
transicidn hacia la especificidad por F6P o por glucosa en las enzimas PFK y GK especificas
de Thermococcales. El hecho de que esta enzima sea activada por AMP por si solo ya es
una novedad cientifica importante dentro del conocimiento que tenemos acerca de las
Archaea metanogénicas y su metabolismo, pues hasta antes del comienzo de esta tesis
las enzimas PFK y GK de Archaea habian sido reportadas como no reguladas.

Ademas, en este trabajo también se ha descrito en detalle el mecanismo cinético

de MmPFK/GK, siendo la primera vez que se hace este estudio para una enzima
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bifuncional del orden de los Methanococcales. Junto con eso, también es la primera vez
gue se caracteriza en detalle el mecanismo de inhibicion por sustrato presente en estas
enzimas. Se obtuvo que, al igual que las enzimas descritas hasta ahora (Rivas-Pardo et
al. 2013), el mecanismo cinético corresponde a un secuencial ordenado donde MgADP
es el primer sustrato en unirse a la enzima y AMP el ultimo producto en disociarse. En
Castro-Fernandez et al. 2014 solo se reportd la activacién para la actividad GK, no
menciondndose si estaba presente en la actividad PFK. Por lo tanto, primero que todo,
se corrobordé que ambas actividades enzimaticas, GK y PFK, son activadas por el
nucleétido. Sin embargo, se demostrd que la actividad PFK es menos activada que la

actividad GK, lo que se discutirda mas adelante.

4.1 Aspectos estructurales de la regulacion

Pese a que se sabia que la enzima era activada por AMP (Castro-Fernandez et al.
2014; Herrera-Morandé 2015), no habia evidencia de la existencia de un sitio alostérico
para esta molécula en esta proteina o en otras proteinas de la familia. En este trabajo se
ha proporcionado evidencia de la existencia de dicho sitio.

Una fuente de evidencia de la existencia de un sitio alostérico son los estudios
detallados de cinética enzimatica en los que se caracterizé el mecanismo de activaciéon
por AMP. Sin embargo, esta fuente de evidencia es dependiente del modelo, puesto que
es el modelo utilizado para interpretar los datos de activacién el que presupone su

existencia. Sin embargo, pese a ser dependiente del modelo, la evidencia es robusta,
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puesto que se analizo el efecto de AMP en la actividad enzimatica para ambos sustratos
a distintas concentraciones de cosustrato. Por otro lado, teniendo en cuenta los efectos
de AMP en la actividad, es poco probable y poco parsimonioso que éstos no se deban a
la existencia de un sitio alostérico.

La evidencia mas directa de la existencia de un sitio alostérico son los
experimentos de modificacidon quimica, ya que consiste en evidencia independiente del
modelo acerca de que la activacion por AMP ocurre mediante la union de esta molécula
a un sitio para AMP distinto del sitio activo. No solo se logré calcular la estequiometria
de modificacidon quimica, sino que se obtuvo que esta modificacién afecta la activacion
por AMP, incluso en condiciones donde existe proteccion del sitio activo ante la
modificacidn debido a la presencia de algun ligando.

Si bien con la evidencia disponible podemos concluir la existencia del sitio
alostérico, en esta tesis no se pudo obtener una caracterizacion detallada de su
estructura. Actualmente no existen estructuras depositadas para esta proteina en
particular, sin embargo, existen estructuras de proteinas homélogas bifuncionales, como
por ejemplo la PFK/GK de Methanocaldococcus janaschii (Tokarz et al. 2018) y el
ancestro ancMT (Castro-Fernandez et al. 2017). Sin embargo, en estas estructuras no es
posible establecer directamente el sitio de uniéon para AMP dado que dicha molécula no
aparece presente en la estructura en un sitio distinto al sitio activo.

Si bien no se obtuvo una caracterizacion detallada del sitio alostérico, a partir de

los resultados obtenidos en esta tesis es posible especular acerca de aspectos
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estructurales del sitio de unién para AMP. De los experimentos realizados, los que
entregan mas informacidn acerca de aspectos estructurales del sitio son aquellos en los
que se evaludé la especificidad del efecto alostérico por distintos nucledtidos vy
nucledsidos, analizando el efecto de distintas moléculas en la actividad de la enzima.

Lo primero que se infiere de estos resultados es que la presencia del fosfato del
nucledtido es fundamental para que AMP produzca su efecto activador. Esto se infiere a
partir de que tanto adenosina como desoxi-adenosina, moléculas donde la Unica
diferencia con AMP y desoxi-AMP es la ausencia del fosfato, no activan a la enzima.
Interesantemente, ambos nucledtidos producen inhibicion, de lo que puede inferirse
gue si pueden unirse al sitio activo, lo que evidencia la distinta especificidad de los sitios
activo y alostérico. Respecto a la ribosa presente en el nucleétido, solo podemos
determinar que la ausencia de un hidroxilo en la posicién 2 no modifica el efecto
activador, como se puede ver en los resultados para desoxi-AMP. Por otro lado, ademas
sabemos que ADP no produce un efecto activador en la enzima, de lo que podemos
inferir que el sitio es especifico para nucledtidos monofosfato. Con esta informacién
podemos especular que el sitio debe presentar residuos de carga positiva que generen
interaccion con el fosfato y que, por otro lado, debe existir alguna caracteristica estérica
gue solo permita la unién de nucleétidos con un solo fosfato.

Los datos obtenidos apuntan a que la estructura de la base nitrogenada también
es importante para la generacién del efecto activadory, sobre todo, para la especificidad

por el efector. La Unica diferencia entre las bases puricas de adenosina, guanosina e
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inosina radica en la presencia o ausencia de un grupo amino y su posicion cuando esta
presente (Figura 8). En adenosina, esta amina se encuentra en la posicién 6 del anillo
heterociclico, en cambio en guanosina se encuentra en la posicion 2, siendo reemplazada
por un carbonilo en la posicion 6. En inosina la amina no estd presente, siendo
reemplazada también por un carbonilo en ambas posiciones. IMP no produce efecto
alguno en la enzima, en cambio, GMP produce solo inhibicién (la que se determiné como
competitiva, por lo que se estaria uniendo al sitio activo). A partir de estos datos se
puede inferir que la posicién o presencia del grupo amino en la posicién 6 de la base
purica es determinante para producir la activacién. Esto sugiere una gran especificidad
por el anillo de adenina en el sitio alostérico, lo que da cuenta de la existencia de
interacciones altamente especificas y/o de propiedades estéricas relevantes en el sitio
alosterico.

Interesantemente, los nucleétidos monofosfato de pirimidinas tienen un leve
efecto activador. Si bien éste es bastante menor que el producido por AMP, en el caso
de TMP llega a ser de 3 veces. Como las estructuras de las bases nitrogenadas de estos
nucledtidos son distintas a la de adenosina, no es posible especular respecto a cudles de
las diferencias concretas en las estructuras moleculares de estos ligandos son las
responsables de sus efectos activadores y de las diferencias entre éstos. Por otro lado, la
gran especificidad del sitio por AMP en el caso de nucledtidos puricos, sugiere la
existencia de una arquitectura con grandes impedimentos estéricos para la unién de

ligandos del tamafio de AMP o mayores. Tomando esto en cuenta cabe pensar que, como
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los anillos pirimidinicos son mas pequeiios que los anillos dobles puricos, éstos podrian
ingresar con mas facilidad al sitio alostérico y, como se ha visto, provocar el efecto
activador, pero en menor medida.

Hasta ahora, solo se ha especulado acerca de los aspectos estructurales del sitio
alostérico de MmPFK/GK. Sin embargo, es necesario distinguir dos aspectos en los
efectos alostéricos. Por un lado, el efector debe unirse a la enzima en un sitio distinto al
sitio activo. Pero, por otro lado, la unién del efector a ese sitio debe producir un efecto
en la actividad de la enzima, lo que implica un cambio en la conformacién o en la
dinamica del sitio activo. En ese sentido, es posible que haya ligandos que se unan al sitio
alostérico pero que no produzcan un efecto en el sitio activo, o que no lo produzcan con
la misma intensidad que otros ligandos.

Teniendo en cuenta la informacién disponible acerca de la especificidad del
efecto alostérico mediante los estudios de los efectos de distintos nucleétidos en la
actividad de la enzima, podemos inferir que en la amina de la posicién 6 del anillo
nitrogenado de adenina radica gran parte de la accion alostérica de AMP (si se le
compara con otros nucledtidos monofosfato) y su especificidad como efector. En ese
sentido, con los experimentos realizados, no es posible determinar si GMP y/o IMP se
unen a la enzima en dicho sitio, pero sin causar el efecto alostérico. Para poder
diferenciar los efectos de la estructura del ligando en la afinidad de la unién y en el efecto
alostérico es necesario hacer experimentos de unién de ligandos y determinar

constantes termodinamicas para dicho proceso. En resumen, alteraciones en el efecto
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alostérico (en nuestro caso en la activacidn) no son una sefial directa de lo que ocurre
solamente en el sitio alostérico, sino que de todo un proceso causal que incluye la unién
del ligando y los efectos que ésta pueda tener en la actividad enzimatica mediante la
generacion de cambios conformacionales o estabilizacién de conformaciones. Para
concluir que una modificacion en la activacion enzimatica esta siendo causada solo por
una alteracion en la union del efector, se requiere mas informacién.

Como se dijo anteriormente, los experimentos de modificacién quimica usando
8-Azido-AMP son evidencia independiente del modelo acerca de la existencia de un sitio
alostérico. En este caso, se cuenta con la informacién de que 8-Azido-AMP se puede unir
covalentemente a la proteina con una estequiometria de unién de dos moléculas de
modificador por cada molécula de proteina. Ademas, se determind que una de estas
moléculas se une covalentemente al sitio activo. Entonces, teniendo estos antecedentes
en cuenta, la mejor explicacion para las alteraciones en el efecto activador por AMP
producto de la modificacién quimica, es la existencia de un sitio alostérico y que, ademds
hay una molécula de 8-Azido-AMP uniéndose covalentemente a éste. Sin embargo, como
se ve en la Figura 35, esta molécula no activa a la enzima. Lo que se ha discutido hasta
el momento acerca de las caracteristicas estructurales del sitio alostérico ayudan a
entender este fendmeno. Puede ocurrir que 8-Azido-AMP se una al sitio alostérico (tal
vez con una afinidad distinta), pero que su unién no genere el efectos en el sitio activo.
Esto se deberia a que, como se puede ver en la Figura 34, 8-Azido-AMP presenta un

grupo azido en la posicién 8 del anillo purico. Este experimento puede reinterpretarse
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como una confirmacidon de la gran especificidad por AMP del sitio alosterico para
provocar el efecto activador, principalmente debido a la estructura de la base
nitrogenada.

Utilizando la cinética enzimatica de estado estacionario es posible separar los dos
aspectos del alosterismo, vale decir, la unién del efector y los efectos de esta unién en
el sitio activo de la proteina. Sin embargo, la forma de hacer esto es dependiente de
modelos matematicos. En nuestro caso utilizamos el modelo de modificador general de
la actividad enzimatica. En este modelo, la constante de activacién cuantifica la afinidad
del sitio alostérico por el efector, mientras que los pardmetros a y f dan cuenta de los
efectos que tiene la unién del efector en el sitio activo, tanto sobre la afinidad por
sustrato como sobre la catdlisis, respectivamente. Cabe sefalar que esta interpretacion
es puramente fenomenoldgica. Tanto para corroborarla, como para darle una
interpretacidon en términos estructurales, se requiere mas informacién proveniente de
otro tipo de experimentos, tales como estudios termodindmicos y cinéticos de unién de

ligandos, determinacion de la estructura de la proteina, mutaciones sitio dirigidas, etc.

4.2 Aspectos cinéticos de la regulacion por AMP y del

mecanismo cinético de MmPFK/GK

En este trabajo se determind el mecanismo cinético para ambas actividades
enzimaticas presentes en MmPFK/GK. En ambos casos se obtuvo un mecanismo

secuencial-ordenado donde el primer sustrato en unirse a la enzima es MgADP y el
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ultimo producto en disociarse es AMP. En ambas actividades este mecanismo no es
afectado cualitativamente por AMP. Ambas actividades presentan ademas inhibicién por
el sustrato azucar. En el caso de la actividad GK se obtuvo un mecanismo de inhibiciéon
consistente en la formacién de dos complejos de punto muerto (E-Glu y E-AMP-Glu) en
todas las concentraciones de AMP ensayadas. En la actividad PFK, en cambio, se obtuvo
este mismo mecanismo a bajas concentraciones de AMP, pero al aumentar la
concentracion de este ligando el mecanismo varia a la formacién de un solo complejo de
punto muerto, el complejo E-F6P. Vale decir, un mecanismo donde la inhibicién solo se
produce por la competencia entre F6P y MgADP por la unién a la enzima libre.

Tanto en la determinacién del mecanismo cinético, como en el de inhibicion por
sustrato, se realizaron dos suposiciones en el momento de elegir los modelos que serian
utilizados. Para el caso del mecanismo cinético se descartd que éste ocurriese mediante
un mecanismo al azar. Por otro lado, para la inhibicién por el azicar no se considerd el
caso de que esta ocurriese mediante un efecto alostérico. A continuacién, se pasara a
justificar ambas suposiciones.

Para un mecanismo cinético al azar, la ecuacidon de velocidad inicial que se
deduce, en funcién de los dos sustratos, tiene la forma de un cociente de polinomios
cuadraticos (Purich 2010). Esta funcién, debido a su cantidad de pardmetros, es capaz de
ajustarse tanto a muchisimos comportamientos cinéticos diferentes. Por otro lado, un
mecanismo secuencial-ordenado puede ser visto como un caso limite de un mecanismo

al azar. Es mas, la ecuacidon de un mecnaismo al azar también podria ser ajustada a los
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resultados quese obtendrian para los tres modelos de inhibicidn por sustrato que se
muestran en la Figura 12. Entonces, cabe preguntarse, ¢ COmo descartar la existencia de
un mecanismo al azar si las ecuaciones que se deducen de éste siempre se pueden
ajustar a los datos? La respuesta es que, al ser un mecanismo matemdaticamente mas
complejo y fisicamente poco parsimonioso, a menos que se tengan razones para
sospechar de su existencia, debiese ser descartado en beneficio de un modelo mas
simple que sea capaz de explicar todos los datos. La presencia de un mecanismo al azar
frecuentemente da origen a curvas de saturacidon no Michaelianas para los sustratos, las
que pueden tener comportamientos tales como de inhibicién por sustrato, de
cooperatividad negativa, sigmoides, sigmoides con maximo, inhibicién por sustrato
parcial, etc. Sin embargo, si estos comportamientos se debiesen efectivamente a un
mecanismo al azar, al aumentar la concentracién del cosustrato respectivo las curvas de
saturacion deberian tornarse Michaelianas (Purich 2010). Si esto ocurre, entonces puede
sospecharse la presencia de un mecanismo al azar. Si no ocurre, vale decir, el
comportamiento no Michaeliano se mantiene o aumenta, entonces es evidencia de que
estamos frente a otro tipo de mecanismo, que podria ser, por ejemplo, una inhibicion de
sustrato mediante la formacién de un punto muerto, un efecto alostérico, etc. Si las
curvas de sustrato dan simplemente Michaelianas, entonces también puede descartarse
un mecanismo al azar. En nuestro caso la inhibicién por sustrato es completa (vale decir,
la asintota de las curvas de sustrato para azlcar y F6P es igual a cero) y no desaparece al

aumentar la concentracion de cosustrato en el intervalo de concentraciones utilizadas.
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Teniendo esto en cuenta y que todos los datos pueden ser representados utilizando
modelos mds simples que un mecanismo al azar, entonces puede descartarse la
utilizacidn de este modelo para explicar los datos.

Es comun en la literatura encontrar trabajos, tales como Santiago-Martinez et al.
2019, en donde se suponen mecanismos al azar debido solo a que se ajustan
correctamente a los datos. Sin embargo, esto es erréneo, pues cuando se propone un
mecanismo debe descartarse la presencia de otros posibles. Por ejemplo, es posible que
otro mecanismo igual de complejo, o incluso mas simple, también se ajuste a los datos.
En el trabajo citado, los autores dicen haber determinado el mecanismo cinético de la
inhibicién por AMP de Methanosarcina acetivorans, pero lo que realmente hacen es
ajustar un modelo con muchos parametros a los pocos datos que poseen, por lo que es
imposible llegar a alguna conclusidn confiable respecto a mecanismos a partir de dicha
publicacién.

Mediante un razonamiento similar se procedid a descartar una inhibicion
alostérica por parte del sustrato azucar. Al igual que lo que ocurre con un mecanismo al
azar, es usual que una inhibicidn alostérica por sustrato dé como resultado ecuaciones
mas complejas (mayor numero de parametros) que las obtenidas en nuestro caso. Por
lo mismo, a menos que se tengan razones para sospechar de una inhibicion alostérica
por sustrato, ésta debe descartarse. Sin embargo, este razonamiento que apela a la
parsimonia es valido cuando solamente se considera la evidencia cinética en forma

independiente. Eso significa que, si se posee evidencia independiente de la cinética
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acerca de la existencia de un sitio alostérico para el sustrato, entonces deberia
considerarse la utilizacion de modelos de inhibiciéon alostérica para el sustrato. En
nuestro caso, ademads de la parsimonia de los modelos matematicos, también contamos
con evidencia evolutiva, dado que en toda esta familia de proteinas no se han reportado
evidencia de sitios alostéricos para el sustrato azucar.

Cuando se determina la presencia de un sitio alostérico para el sustrato,
usualmente es a través de fuentes de evidencia diversas e independientes, no
considerando solo la cinética. Un ejemplo de esto es la Fosfofructoquinasa-2 de E. coli,
enzima perteneciente a la Familia Riboquinasa, que, a su vez pertenece a la Superfamilia
Riboquinasa, la misma donde se clasifican las quinasas dependientes de ADP. Esta
enzima posee un sitio alostérico para su sustrato MgATP. Ademas, junto con presentar
inhibicién por MgATP en las curvas para ese sustrato (Guixe & Babul 1985), presenta
curvas sigmoides para F6P a altas concentraciones de MgATP3 (Cabrera et al. 2011; Baez
et al. 2013; Villalobos et al. 2016). Para esta proteina se caracterizé una mutante que no
poseia inhibicidn por sustrato (Guixé & Babul 1985). Posteriormente se obtuvo evidencia
acerca de un sitio independiente para MgATP mediante estudios de fluorescencia (Guixé
et al. 1998). Finalmente se obtuvo la estructura de la proteina con MgATP en el sitio

alostérico (Cabrera et al. 2008). Con esta informacidn se realizaron mutaciones de dicho

3 Observar que con esta informacidn ya es posible descartar que estos comportamientos se deban a la

presencia de un mecanismo al azar, dado que, en lugar de volverse Michaelianas las curvas para F6P al

aumentar la concentracién de MgATP, ocurre todo lo contrario; aumenta la sigmoidicidad de las curvas
al aumentar la concentracién del cosustrato.
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sitio, con lo que se logré mapear la red de interacciones que dan origen a la inhibicién
por MgATP (Villalobos et al. 2016). Este es un excelente ejemplo de cémo Ia
convergencia de muchas fuentes de evidencia diversas e independientes llevan a
establecer con solidez la existencia de una propiedad en la naturaleza; en este caso, de
la existencia de un sitio alostérico para el sustrato de una enzima. Sin embargo, si solo
nos centramos en la cinética, en este caso tenemos un comportamiento que no puede
ser explicado ni por la formaciéon de un complejo de punto muerto ni por un mecanismo
al azar, vale decir, que un aumento en la concentracién de MgATP produzca que las
curvas de saturacién para glucosa se vuelvan sigmoides.

De lo que se ha discutido, puede concluirse que para MmPFK/GK estamos
justificados en descartar tanto un mecanismo alostérico de inhibicién por el sustrato
azucar como un mecanismo al azar de unién de sustratos y disociacién de productos.
Con esto en cuenta, podemos pasar a la discusion de otros aspectos concernientes a los
estudios cinéticos realizados para MmPFK/GK.

La realizacion de estudios de inhibicion por producto es una de las metodologias
mas exactas para determinar el mecanismo cinético de una enzima. Esto permite
corroborar el tipo de mecanismo y determinar en forma directa el orden de unién de los
sustratos y de disociacion de los productos. Para el caso de un mecanismo secuencial-
ordenado, solo el Ultimo producto en disociarse sera un inhibidor competitivo del primer
sustrato en unirse, ya que ambos se unen a la misma forma de enzima (la enzima libre).

En este caso, todas las otras relaciones entre productos y sustratos corresponderdn a
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inhibiciones de tipo mixto.

Como se explicé en la seccion de resultados, en nuestro caso no se pueden utilizar
estudios de inhibicién por producto para la determinaciéon del orden de unién de
sustratos y de disociacion de productos pues el producto azucar fosforilado es
consumido por las reacciones acopladas de los ensayos cinéticos y AMP activa a la
enzima. Para inferir el mecanismo cinético se utilizaron entonces dos técnicas indirectas.
Estas corresponden, por un lado, a la utilizacion de la informacién acerca del mecanismo
de inhibicidon por sustrato y, por otro lado, al uso de un andlogo de producto para realizar
estudios de inhibicién, en este caso GMP como andlogo de AMP. El mecanismo de
inhibicidn por sustrato determinado para cada una de las dos actividades enzimaticas
solo es incompatible con un mecanismo en el que MgADP es el primer sustrato en unirse
y AMP el ultimo producto en disociarse. Por otro lado, suponiendo que GMP se comporta
como AMP, pero sin activar la enzima, entonces, el hecho de que sea un inhibidor
competitivo para MgADP permite inferir que AMP es el tltimo producto en disociarse y
MgADP el primer sustrato en unirse. Combinando ambas fuentes de evidencia se obtiene
una conclusidn robusta y confiable respecto al mecanismo cinético de la enzima.

Para determinar el mecanismo de inhibicidn por el sustrato azucar, se utilizaron
dos métodos independientes para el andlisis de los datos. Por un lado, se analizd la
dependencia funcional de cada uno de los parametros cinéticos para cada sustrato en
funcién de la concentracidon de su cosustrato respectivo. Por otro lado, se realizaron

ajustes globales de las ecuaciones de velocidad inicial de cada uno de los modelos de
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inhibicidn por sustrato. De estas dos metodologias, la de ajustes globales es mds robusta
y confiable que la de ajustes por partes. Esto se debe a que la cantidad de datos usados
sobre los que se realiza el ajuste es mayor. Ademas, se evitan sesgos y errores que
podrian producirse al considerar cada curva de saturacion por separado. El realizar los
dos analisis independientemente (por parte y ajuste global) y ademas obtener una
convergencia entre ambas metodologias, permite obtener conclusiones que pueden ser
afirmadas con una alta confiabilidad. Un ejemplo de esto es cuando se determiné que
AMP modifica el mecanismo de inhibicién por sustrato en la actividad PFK. Pese a que
en las dos metodologias se obtienen resultados distintos en cuanto a cudl es la
concentracion de AMP a partir de la cual se produce el cambio del mecanismo, al
considerar ambos analisis puede concluirse robustamente que ese cambio si existe y no
se trata de algun tipo de artefacto producto de la metodologia de andlisis utilizada.

Un aspecto importante que aclarar acerca de los ajustes globales, realizados
tanto en la actividad PFK como en la actividad GK, tiene que ver con el haber supuesto
para algunos modelos que algunos parametros cinéticos eran constantes en funcién de
su cosustrato, como, por ejemplo, suponer Km" o K¢ constante en funcién de MgADP
para algunos conjuntos de datos. Podria ser el caso que esta suposicién genere un sesgo
en el ajuste, produciendo que se seleccione un modelo que no es el correcto. La forma
de ver que este no es el caso, es que al no suponer constantes dichos parametros se
obtuvo igualmente que el mejor ajuste correspondid al modelo “E-Glu & E-AMP-GIu” en

el caso de la actividad GK y al modelo “E-F6P & E-AMP-F6P” para bajas concentraciones
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de AMP y “E-F6P” para altas concentraciones de AMP en la actividad PFK, con lo que
puede concluirse que el haber supuesto algunos pardmetros como constantes en funcion
de su cosustrato no produce sesgos en los ajustes sobre los datos.

Teniendo en cuenta las conclusiones respecto al mecanismo de inhibicidon por
sustrato, en los casos donde se forman dos complejos de punto muerto (Actividad GK y
en PFK a bajas concentraciones de AMP), cabe preguntarse cual de los dos complejos es
el mas relevante para explicar la inhibicion. Con la evidencia disponible no es posible
responder esta pregunta. Sin embargo, es posible especular al respecto basandose en el
ajuste de los distintos modelos a los datos. Si para la actividad GK ocurriese que, a pesar
de que el modelo “E-Glu & E-AMP-GIlu” fue el que mejor se ajusta globalmente, con el
ajuste del modelo “E-Glu” se obtuvieran resultados similares en la simulacién de K\°“ en
funcién de MgADP, entonces podriamos concluir de forma cualitativa, que, pese a que
se forman ambos complejos de punto muerto, la formacion de E-Glu es preferente. Sin
embargo, como se puede ver en la Figura 16, esto no es lo que ocurre, pues para todas
las concentraciones de AMP la curva simulada para K\ en funcién de MgADP a partir
del modelo “E-Glu”, no se asemeja al comportamiento que se obtiene haciendo la
simulacidn a partir del ajuste del modelo “E-Glu & E-AMP-GIu”. Por lo tanto, no se puede
obtener en forma aproximada cual seria el complejo de punto muerto mas importante
en este caso.

Otro aspecto importante que es necesario mencionar es que el verdadero

sustrato de esta enzima es MgADP, no ADP libre, por lo que los estudios cinéticos fueron
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realizados controlando adecuadamente la concentracién del complejo MgADP vy
manteniendo siempre la concentracion de Mg?* libre en 1 mM. Esto se realizé calculando
la concentracion total de ambas especies en cada una de las condiciones de reaccién
ensayadas, utilizando la ecuacion 1. Es comun ver en la literatura que se comete el error
de realizar los ensayos cinéticos en concentraciones equimolares de Mg?* y ADP. Un
ejemplo de esto es Richter et al. 2016, donde caracterizan una glucoquinasa
dependiente de ADP de mamiferos, perteneciente a la misma familia que MmPFK/GK.
Esto constituye un error pues no se esta controlando la concentracion del verdadero
sustrato de la enzima, el que se esta siendo sobreestimado. Por otro lado, el Mg?* libre
puede tener efectos en la actividad enzimatica. Este es precisamente el caso en la
quinasas de azucares dependientes de ADP, donde Mg?* tiene un efecto inhibitorio. En
este sentido, la quinasa dependiente de ADP de mamiferos caracterizada por Richter et
al. 2016 no es una excepcion (como lo indican resultados aun no publicados obtenidos
en nuestro laboratorio), por lo que no controlar la concentracion de Mg?* libres de los
ensayos enzimdaticos constituye otra fuente de error. Al hacer los ensayos con
concentraciones equimolares de Mg?* y ADP ocurrird que el Mg?* libre ird aumentando
a medida que aumenta la concentracidon de ADP, provocando inhibicién en la enzima.
Esto es precisamente lo que ven los autores, que reportan la existencia de inhibicién por

sustrato, lo que realmente es un artefacto debido a no considerar adecuadamente la
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concentracion del sustrato verdadero de la enzima y de Mg?* libre*. En este trabajo de
tesis no se analizé el efecto de la concentracién de Mg?* libre en las propiedades
determinadas para la enzima. Por lo tanto, todas las conclusiones obtenidas para el
mecanismo cinético, de inhibicién por sustrato azlcar y de activaciéon por AMP para
ambas actividades solo son vélidas para una concentraciéon de Mg?* libre de 1 mM.

Respecto a la activacion por AMP, se ha determinado que esta molécula activa a
MmPFK/GK en ambas actividades mediante un mecanismo mixto, donde el aumento en
la afinidad por el sustrato azucar es el componente principal en ambas actividades. Para
llegar a esta conclusién se utilizd el modelo general de modificacién de actividad
enzimatica (Figura 25). Hemos visto que para las dos actividades se obtuvieron valores
similares de Ka para AMP. Sin embargo, la actividad PFK es menos activada que la
actividad GK. Esta diferencia radica principalmente en que el efecto de AMP sobre la
enzima es cuantitativamente diferente en ambas actividades, lo que se traduce en
diferentes valores de los parametros a y B, siendo especialmente notoria la diferencia
en el aumento de la afinidad por el sustrato azucar (valor de a), que en la actividad GK
es alrededor de un orden de magnitud mayor que en la actividad PFK.

Los experimentos cinéticos para las actividades GK y PFK fueron realizados a dos

pHs diferentes, los que corresponden a los éptimos determinados para cada actividad

4 Recientemente, en nuestro laboratorio se ha caracterizado la enzima glucoquinasa dependiente de ADP
humana haciendo correctamente los ensayos enzimaticos, no habiéndose detectado inhibicién por
sustrato MgADP.

187



(Castro-Fernandez et al. 2014), siendo estos valores de 7,8 y 6,5 respectivamente. Estos
pHs se eligieron con fines comparativos respecto a lo ya publicado en la literatura. Esto
tiene como consecuencia que las conclusiones obtenidas para cada una de las
actividades se encuentren restringidas al pH en que se ensayd cada una. Con los
resultados obtenidos no se puede saber si el pH afecta a la activacion por AMP. Cémo no
disponemos informacién estructural acerca de los residuos involucrados en la unién de
los sustratos, en la catalisis, en la union de AMP al sitio alostérico y en la transmision del
efecto alostérico, no podemos saber a priori cuales son los posibles efectos del pH en el
mecanismo cinético ni en la activacién por AMP. Tampoco se puede saber en qué medida
las diferencias cuantitativas observadas entre la activacion por AMP en cada una de las
actividades corresponde a factores intrinsecos de éstas o a un efecto en el pH en que
fueron hechos los ensayos. Sin embargo, para ambas actividades se obtienen resultados
robustos que, salvo las diferencias en el mecanismo de inhibicidon por sustrato azucar,
son cualitativamente equivalentes.

Por otro lado, el pH podria estar modificando al AMP, cuyo pKa esta alrededor de
6,7 (Tribolet & Sigel 1987; Wang et al. 1996). Este valor esta dentro del intervalo de pHs
que se utilizaron, con lo que los ensayos para la actividad PFK se realizaron por debajo
de este valor y los de GK por encima. Sin embargo, la constante de activacion obtenida
para ambas actividades fue similar, por lo que puede concluirse que la variacién en el
estado de protonacién del AMP en los pHs utilizados no afecta significativamente las

propiedades del ligando en cuanto a su unién a la proteina.
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Otro efecto que puede descartarse es un efecto quelante de Mg*? por parte de
AMP. Como se dijo en la introduccién, esta enzima es inhibida por Mg?* libre. Por ende,
podria ser posible que el efecto activador de AMP se deba en parte a una desinhibicién
producto del secuestro de Mg?* libre. Sin embargo, la constante de disociacion para el
complejo MgAMP es de alrededor de 10 mM (Smith et al. 1991). Ademas, se hicieron
controles en los que se disminuyd la concentracién de Mg?* libre como si éste fuese
guelado por AMP (equilibrios calculados con una constante de disociacién de 11 mM)
obteniéndose que no hay efecto en la actividad de la proteina en las concentraciones
donde se observa el efecto activador (resultados no mostrados).

Como comentario final respecto de los estudios cinéticos, es necesario hacer una
revisién de las constantes asociadas al mecanismo activacion que fueron determinadas,
vale decir Ka, a y B. Al respecto, se puede decir que el hecho de que cada una de estas
se hayan obtenido a varias concentraciones de cosustrato agrega robustez a los
resultados obtenidos, incluso en casos donde se obtuvo un gran error. Por otro lado, si
miramos como ejemplo el valor de a para glucosa (Figura 30D) podemos ver que hay
puntos en los que el error llega a ser mas alto que el valor del pardmetro (es por eso que,
al estar en escala logaritmica el eje de las ordenadas, solo se muestra la barra de error
gue apunta hacia el lado positivo del eje Y). Sin embargo, a pesar del error, el valor
siempre estd al menos un orden de magnitud por debajo de la unidad, y, mds importante
aun, no se intersecta con los valores de a para F6P. Por lo tanto, pese a los errores, se

puede concluir en forma robusta que, en las condiciones en que se hicieron los ensayos,
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el valor de a para glucosa es siempre menor que el de F6P.

Un ultimo comentario al respecto tiene que ver con el uso del término “afinidad
por el sustrato” en la descripcion del mecanismo de activacion por AMP, siendo que se
estd en condiciones fuera del equilibrio, donde la Km no es (necesariamente)
homologable a una constante de afinidad. Esto se hace pues el modelo fenomenoldgico
utilizado para interpretar los datos (modelo de modificador general de la actividad) se
construye suponiendo constantes de afinidad (Ks) para cada sustrato. Esto es justificable
pues, si no se supusiera afinidad y se utilizaran en su lugar las constantes cinéticas
microscdépicas (como se hizo, por ejemplo, cuando se dedujeron las ecuaciones para los
mecanismos secuencial-ordenado y Ping-Pong), las ecuaciones que se obtendrian
tendrian la misma forma. En ese sentido, el término “afinidad” que se utiliza para
caracterizar estos resultados tiene un significado puramente fenomenoldgico, no
termodinamico, aplicable a condiciones de estado estacionario como las ocupadas para

realizar el ensayo.

4.3 Uniodn de ligandos y fluorescencia.

Los experimentos de fluorescencia intrinseca que se realizaron permiten
establecer que, de haber un sitio para AMP, éste presenta interaccién con el sitio activo,
concretamente con el sitio de unidn para F6P. Sin embargo, estos experimentos se
hicieron realizando varias suposiciones. Una de éstas es que hay solo un sitio para F6P,

suposicidon que se justifica basada en evidencia evolutiva, estructural y cinética, no en
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experimentos de unién. Para poder justificar esta suposicion basandose en los mismos
experimentos de fluorescencia, habria que realizar curvas de saturacién a distintas
concentraciones de proteina y extraer a partir de éstas la correspondiente isoterma de
union, como se muestra en Bujalowski & Jezewska 2014. Por otro lado, también se
supuso que la concentracién de ligando total es aproximadamente la misma que la de
ligando libre. Esto se justifica en que la concentracién de proteina esta al menos dos
ordenes de magnitud por debajo de las constantes aparentes de disociacion que se
obtuvieron.

Algo que se aprecia inmediatamente es que los resultados obtenidos mediante
fluorescencia son cuantitativamente similares a los obtenidos en los estudios de cinética
enzimatica en es estado estacionario. El valor obtenido para la constante de afinidad
para AMP es similar a los obtenidos para la constante de activacion en la actividad PFK.
Asi mismo, el valor que se obuvo para la constante de afinidad para F6P en ausencia de

FeP en la concentracion de AMP mads baja

AMP es similar al valor obtenido para Km
utilizada. Sin embargo, la constante de acoplamiento ¢ de los experimentos de union
difiere del parametro a obtenido en los experimentos cinéticos. Si bien la diferencia
entre ambos es menor a un orden de magnitud, el que sean diferentes es un resultado
esperable. Los experimentos de fluorescencia y los de cinética no son conmensurables,
dado que los primeros estan realizados en condicién de equilibrio y los segundos en

estado estacionario, por lo que bien podria haber sido el caso que los resultados de los

experimentos de unidn de ligandos hubiesen sido diferentes a los resultados cinéticos
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en cuanto a las magnitudes de las constantes obtenidas. En los primeros, la proteina y
sus dos ligandos (efector y un sustrato) se encuentran aislados, en cambio en los
segundos estdn presentes los dos sustratos y esta produciéndose la reaccién quimica, lo
gue implica la existencia de varias formas de enzima, no solo las que se indican en el ciclo

termodindmico de la Figura 33A.

4.4 Evolucion

Uno de los resultados mas novedosos de este trabajo es el hallazgo de que la
activacion por AMP es un rasgo ancestral que se correlaciona evolutivamente con la
bifuncionalidad.

Sin embargo, si bien puede determinarse en qué linajes evolutivos se ha
conservado este rasgo y en cuales se ha perdido, con los datos obtenidos no podemos
afirmar cuales son los fundamentos estructurales y fisicoquimicos de esa conservacion o
pérdida. Por ejemplo, no sabemos si se ha conservado el mismo mecanismo cinético de
activacion que se determiné para MmPFK/GK en los ancestros reconstruidos que se
estudiaron o en las proteinas actuales en que el rasgo esta presente. Por otro lado, no
sabemos si en los linajes filogenéticos en que se perdid la activacion, fue por una
disminucién en la afinidad por AMP (cambio en el sitio alostérico), por cambios en el
efecto que produce la unidn de AMP en el sitio (en la red alostérica) o por ambos efectos
a la vez. Para poder determinar los fundamentos fisicoquimicos de este proceso

evolutivo seria necesario determinar el mecanismo de activacién tanto para proteinas
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actuales como para los ancestros reconstruidos.

Lo que es relevante funcionalmente en la activacién por AMP vy, por ende, es
susceptible de ser seleccionado evolutivamente, es la presencia o ausencia del rasgo y el
intervalo de concentraciones de AMP donde la activacién ocurre. Como se vio en los
estudios evolutivos, todas las proteinas se activan en intervalos de concentracién de
AMP similares (Figura 37, Figura 38 y Figura 39). Sin embargo, esto podria estar
determinado por diferentes mecanismos subyacentes. Vale decir, una proteina podria
ser activada por AMP de la misma forma que MmPFK/GK, en cuanto al maximo de
activacion y al intervalo de concentraciones en donde ocurre, pero teniendo un
mecanismo de activacién diferente (por ejemplo, aumentando la catalisis en lugar de la
afinidad por azucar, o aumentando la afinidad por MgADP en lugar que la del azlcar, o
compensando pérdidas en afinidad por AMP con aumentos en los efectos alostéricos,
etc.).

Algo similar es lo que sucede con la termoestabilidad de las proteinas. En un nicho
ecoldgico con una temperaturas dada (que podria ir desde muy fria a muy calida), lo que
se selecciona evolutivamente es la capacidad de mantener el estado nativo por el tiempo
suficiente para la realizacién de la funcidn. Para esto es necesario que la proteina tenga
una temperatura de desplegamiento (Tm) adecuada al ambiente donde realiza su
funcién, lo que tiene como consecuencia evolutiva una correlacidén entre este parametro
y la temperatura del nicho ecoldégico donde la proteina realiza su funcién. Esto es

especialmente notorio en proteinas que funcionan a altas temperaturas. Sin embargo,
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Tm es determinada por los parametros termodinamicos AH, AS y AC,; distintas
combinaciones de valores de estos tres pardmetros podrian dar como resultado el
mismo valor de Tr. Existe evidencia que durante la evolucion de la termoestabilidad de
proteinas el mecanismo termodinamico que determina esta estabilizacidon no se
conserva (Hart et al. 2014). Esto sucede porque el pardmetro relevante para que la
proteina realice su funcién en una temperatura detemrinada es la Tm, por lo que
cualquier combinacion de AH, AS y AC, que de como esultado una T, adecuada podra
ser seleccionado. Esto tiene como resultado que no exista una correlacidon entre los
valores de los parametros termodinamicos y la temperatura del nicho ecolégico donde
la proteina realiza su funcion. A este proceso se le ha llamado “deriva termodinamica”

(Hart et al. 2014).

En el caso de la regulacidn alostérica de proteinas, perfectamente podriamos
estar frente a un caso de “deriva mecanistica”, donde lo que se selecciona es la activacion
o inhibicién independiente de cuales sean los mecanismos cinéticos y termodindmicos

que la determinen °. Sin embargo, para determinar si estamos o no frente a este caso,

> Ontolégicamente, a este tipo de propiedades macroscdpicas que, en principio, pueden ser llevadas a
cabo por muchos tipos de configuraciones macroscépicas o microscdpicas, se les conoce como “multiple
realizadas”. Un ejemplo simple de esto es la fragilidad de un material, que puede ser realizada por varios
tipos de configuraciones microscdpicas moleculares diferentes (cristales, vidrios y ceramicas son fragiles,
pero presentan distintas configuraciones moleculares que determinan la fragilidad). En la evolucién es
frecuente que los rasgos macroscépicos que son seleccionados sean multiple realizados, pudiendo estar
determinados por muchas configuraciones fisiolégicas o bioquimicas diferentes. En nuestro caso, la
propiedad de una enzima de ser activada por AMP podria ser, en principio, multiple realizada por varios
mecanismos cinéticos de activacion posibles, sin embargo, es algo que hay que estudiar en forma empirica.

194



es necesario caracterizar el mecanismo cinético de activacién o inhibicion que estd
presente en otras proteinas actuales de la misma familia, ademas de en los ancestros

reconstruidos.

Como se mostrd en los resultados, la activacion por AMP en las proteinas de esta
familia se correlaciona evolutivamente con la bifuncionalidad. Cabe preguntarse si
ambos rasgos fueron seleccionados juntos por una correlacién estructural o
fisicoquimca, o si fue debido a alglin otro motivo. Un aspecto importante es que las
proteinas bifuncionales y especificas que fueron analizadas en este trabajo pertenecen
a organismos cuyos metabolismos difieren enormemente. Las proteinas especificas,
tanto PFKs como GKs, forman parte de los Thermococcales, que son organismos
heterdtrofos. Mientras que las proteinas bifuncionales que se estudiaron se encuentran
en los Methanococcales y Methanosarcinales, que son organismos autotrofos
metanogénicos cuyos metabolismos se asemejan en varios aspectos (Castro-Fernandez
et al. 2017). Es por esto, que lo mas probable es que ambos rasgos, bifuncionalidad y
activacion por AMP, hayan sido seleccionados juntos debido al tipo de metabolismo
donde estas enzimas participan. Consistente con esto, es que la mutante E72A del
ancestro ancMT, que recapitularia el proceso evolutivo en el que se perdid la
bifuncionalidad para dar origen a la especificidad por F6P, es activada por AMP. Esto
puede considerarse como evidencia de la existencia de un sitio independiente para AMP
y de que la asociacidn evolutiva entre ambas propiedades (bifuncionalidad y activacion

por AMP) no responde a factores estructurales o fisicoquimicos comunes a ambos
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rasgos. Por lo tanto, a partir de esta evidencia, puede hipotetizarse que seria el contexto
metabdlico el que determina que la activacién por AMP se haya conservado, no la
bifuncionalidad. Por lo tanto, si en un organismo metanogénico con metabolismo similar
a M. maripaludis |la enzima que lleva a cabo alguna de estas actividades fuese especifica
(GK o PFK), se esperaria que la activacién por AMP esté igualmente presente.

Hasta ahora se ha hablado laxamente acerca de que “las proteinas evolucionan”.
Esto no es del todo correcto, pues la evolucidn se produce en poblaciones de organismos.
Una clarificacion conceptual al respecto ayudara a ordenar varias ideas acerca de los
procesos evolutivos a nivel molecular y evitar malentendidos que pudiesen producirse.
Tomaremos como ejemplo nuestro caso de la activaciéon por AMP. Para esto hay que
distinguir cuatro participantes diferentes de un proceso evolutivo: el replicador, el
interactor, el manifestador de adaptacidn y el beneficiario de la seleccion (Lloyd 2000;
Lloyd 2007). El replicador es la unidad bioldgica que es copiada y transmitida de
generacién en generacién. En un caso bioldgico se trataria de un gen o grupo de genes
(aunque algunos autores postulan que es el genoma completo, o una unidad mas
pequefia que involucra varios genes, pero esa discusidon excede los objetivos de esta
tesis). En nuestro caso, el replicador es el gen que codifica para MmPFK/GK. El interactor
son los aspectos del fenotipo que interaccionan con el ambiente, vale decir, lo que es
seleccionado. El replicador puede sufrir cambios (mutaciones) que pueden generar, a su
vez, cambios en el interactor. Estos Ultimos, a su vez, pueden contribuir a la adaptacién

diferencial del organismo y a la posibilidad de ser seleccionado (o no) evolutivamente.
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En nuestro caso, MMPFK/GK es una parte del interactor de M. maripaludis y sus
propiedades (bifuncionalidad, activaciéon por AMP, etc.) contribuyeron que el organismo
se haya adaptado al ambiente, habiendo sido seleccionado evolutivamente. El
manifestador de la adaptacién corresponde a la propiedad especifica del interactor que
ha permitido al organismo adaptarse y, por lo tanto, ha determinado que haya sido
seleccionado en un proceso evolutivo, lo que tiene como consecuencia que esta
propiedad quede fijada en el linaje del organismo. En nuestro caso, se puede inferir que
la activacién por AMP pudo haber sido un manifestador de adaptacién en los organismos
metanogénicos, pese a que no se conozca bien su funcion metabdlica. Finalmente, el
beneficiario de la seleccidn es la estructura que se conserva en el proceso evolutivo. En
nuestro caso, ésta corresponde a la secuencia del gen que codifica la enzima con la
propiedad de ser activada por AMP (aunque algunos autores dirian que es el beneficiario
es un linaje completo de genes).

Por lo tanto, decir que una proteina evolucioné puede ser interpretado como un
resumen de un proceso mas complejo, en el que hubo un cambio en un gen (replicador)
que produjo una proteina con una propiedad especifica (manifestador de la adaptacién)
que determind que el organismo al que pertenece (interactor) se haya adaptado a un
ambiente y que, por lo tanto, haya sido seleccionado evolutivamente, por lo que dicha
propiedad qued¢ fijada en el linaje de este organismo gracias a la conservacién de una
secuencia génica especifica (beneficiario de la seleccion). Por supuesto que el andlisis en

términos de los cuatro aspectos mencionados dependera del proceso evolutivo que se
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considere y del nivel de descripcién que se esté utilizando. En cada nivel las entidades
gue ocupen el rol de interactor, manifestador de adaptacidon y beneficiario seran
distintas, sin embargo, entrar en detalles al respecto excede los objetivos de esta tesis y

exigiria un estudio filosofico en profundidad acerca de la evolucién de proteinas.

4.5 Relevancia metabdlica

Al principio de esta tesis se dijo que el hallazgo de la activacién por AMP
representa un desafio a la hora de entender el metabolismo de los organismos
metanogénicos. Este es un fendmeno que aun esta siendo estudiado (Deppenmeier &
Miiller 2008; Costa & Leigh 2014; Welte & Deppenmeier 2014; Castro-Fernandez et al.
2017; Enzmann et al. 2018; Wagner et al. 2019) y, a la fecha, no hay un panorama general
que permita situar funcionalmente la activacion por AMP de estas enzimas en un
esquema mecanisicto concreto.

Como se dijo en la introduccidn, la gran mayoria de enzimas que participan en la
glicdlisis de Archaea han sido descritas en la literatura como no reguladas. Sin embargo,
poco a poco se ha visto que esto se debe principalmente a una falta de estudios rigurosos
enfocados en el tema, mds que a una ausencia de este proceso. Por eso no es de
extranarse que, a medida que se vayan haciendo estudios detallados del tema se
encuentren nuevos efectores alostéricos, con lo que habrd mds informaciéon que
permitird tener una imagen mas completa acerca de la regulacién alostérica en el

metabolismo de Archaea.
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Por ejemplo, recientemente se publicé un estudio evolutivo acerca de la
regulacién alostérica en las piruvatoquinasas (PK) de Archaea (Johnsen et al. 2019),
donde se observé que las variantes de estas enzimas presentes en Crenarchaeota son
activadas por 3-fosfoglicerato (algo que ya era conocido para Pyrobaculum aerophilum
(Solomons et al. 2013)). Interesantemente, en este trabajo se encontrdé que varias PKs
de Euryarchaeota son activadas por AMP. Tanto las PK de Thermococcales como las de
Methanosarcinales y de Mehtanococcales descienden de un ancestro comuin que poseia
este rasgo®. Sin embargo, ésta se perdié en las PK de Methanosarcinales y en las de
Thermococcales, conservandose en algunas de Methanococcales (concretamente en las
de la subdivision de los Methanocaldococcales), pero estando ausente en la PK de M.
maripaludis, de la que los autores concluyen que es no regulada. Una posibilidad que
surge de esta situacidén es que la activacion por AMP forme parte de un mecanismo de
activacion de la glicdlisis en Methanococcales, y que éste haya cambiado de posicidn en
la rutametabdlica, dejando de estar presente en la PK, pero apareciendo en la PFK en
este linaje de Archaea, sin embargo, esta es una hipétesis que debe ponerse a prueba.

Por otro lado, se ha reportado que la FBPasa de Methanosacina acetivorans es
inhibida por AMP (Santiago-Martinez 2019). Sin embargo, no hay informacién suficiente

como para determinar si se trata de un rasgo conservado en las FBPasa de

® Es importante destacar que en este trabajo la determinacién de que la activacién por AMP es ancestral
y el linaje donde ésta aparece se hace solo mediante inferencia filogenética, sin utilizar la técnica de
reconstruccion de ancestros que se ha usado en este trabajo.
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Methanosarcinales o si también estd presente en enzimas homadlogas de otros lineajes
de Archaea, como los Methanococcales. Sin embargo, si es que fuese el caso que FBPasa
de M. maripaludis sea inhibida por AMP, entonces estariamos ante la existencia de un
mecanismo de regulacién metabdlica en el que AMP participa en la inhibicién de la
gluconeogénesis y en la activacion de la glicélisis. Sin embargo, cabe preguntarse por qué
un metabolito que se produce en la glicdlisis de Archaea seria ademads un activador de
esta ruta. Por otro lado, en esta tesis también se mostrd que el fosfato, un producto de
la gluconeogénesis, inhibe a MmMPFK/GK, por lo que cabe preguntarse algo similar
respecto a la funcién de esta molécula en la regulaciéon del metabolismo de azucares.
Para poder responder a estas preguntas hace falta adquirir mdas informacidn acerca del
metabolismo de Archaea, de su evolucién y de las propiedades que participan en él.
Una posibilidad del rol de AMP en el metabolismo de Archaea es que sea un
sefializador del estado nutricional del organismo. Vale decir, un sensor de carga
energética, como habria sido definido por Atkinson (Atkinson & Walton 1967) en
bacterias y Eucarya. En ese sentido, un aumento en la concentracién de AMP intracelular
implicaria una carga energética baja, lo que llevaria a la célula a cambiar su estado
metabdlico para poder aumentarla mediante la inhibicion y activaciéon de rutas
metabdlicas especificas. Los Methanococcales producen ATP a través de |la
metanogénesis (Castro-Fernandez et al. 2017; Wagner et al. 2019). En condiciones de
carencia de nutrientes la metanogénesis dejaria de producirse, con una consecuente

baja de ATP intracelular y un concomitante aumento de ADP y AMP. En estas condiciones
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es necesario activar la glicdlisis para poder generar ATP e intermediarios para la
metanogénesis y otros procesos. Segin hemos visto en este trabajo de tesis, podemos
sugerir que en este proceso la enzima MmPFK/GK jugaria un rol fundamental al ser
activada por AMP. Si, ademas de esto la FBPasa de Methanococcales se inhibiera por
AMP al igual que se ha reportado en M. acetivorans, entonces estariamos frente a un
mecanismo de regulacién del metabolismo en el cual AMP determinaria el cambio de un
metabolismo gluconeogénico a uno glicolitico. Esto abre muchas posibles lineas de
investigacion para la busqueda de otros mecanismos en la realizacién de este cambio de
metabolismo, asi como del efecto de AMP en otras enzimas de la glicdlisis y la
gluconeogénesis, ademas de la busqueda de otros reguladores que participen en este

proceso.
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5 Apéndice: Ecuaciones generales

Durante la exposicidn de este trabajo de tesis se utilizaron diversas ecuaciones,

tanto para estimar pardmetros como para describir comportamientos de curvas. Algunas

de éstas no se encontraban expliticamente en el texto, por ejemplo, cuando en varias

curvas se ajusté una “hipérbola que intersecta el eje Y con asintota distinta de cero”. Por

otro lado, muchas de las ecuaciones que se utilizaron en este trabajo son formalmente

equivalentes. En esta seccidn se presentaran en forma general y formal la mayoria las

funciones utilizadas. Esta lista incluye a todas las que se mencionaron sin ser explicitadas,

adempas se indicara a cudles de las ecuaciones que si fueron explicitadas son

formalmente equivalentes.

A)

B)

Hipérbola decreciente que tiende a cero: Esta funciéon definida por dos
parametros corresponde al cociente entre una constante y un polinomio de

grado 1.

_ AB
" B4+X

Esta funcidn intersecta el eje Y en el valor del pardmetro A, es monétonamente

Y

decreciente y tiene asintota horizontal en cero. El parametro B corresponde al
valor que toma X cuando Y = A/2, lo que usualmente se llama Ko s.

Una instancia de esta funcion es la ecuacidn 4.

Hipérbola rectangular o hipérbola Michaeliana: Esta funcion definida por dos
parametros consiste en un cociente de polinomios de grado 1 en el que el

nominador no contiene un término libre.

. AX
B+ X

Esta funcidén intersecta el origen, es mondétonamente creciente y tiene una

Y

asintota horizontal correspondiente al valor del parametro A. El pardmetro B
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C)

D)

corresponde a la Ko 5. La ecuacién de Michaelis-Menten (ecuacién 2) es un caso
de esta ecuacion, donde A=Vny B =Kn.

Ecuaciones formalmente equivalentes a ésta que se usaron en este trabajo de
tesis son, ademas de la ecuacuacion 2, la Vm y Kn de la ecuacion 8A en funcion de

su cosustrato, la Vm, de la ecuacion 9A en funcion de cosustrato y la ecuacion 22.

Hipérbola que interescta el eje Y en un punto distinto de cero: Esta funcion
definida por tres parametros consiste en un cociente de polinomios de grado 1.

A diferencia de la anterior, el término libre del numerador no es igual a cero.
_AX+BC
 B+X

Esta funcidn intersecta al eje Y en el valor del pardametro Cy tiene una asintota
horizontal con el valor del parametro A. El pardmetro B corresponde al valor que
toma X donde Y = (A+C)/2.

Si A > C, esta funcién serd mondtonamente creciente. Si A < C, serd
mondtonamente decreciente. Si A = C, sera una funcion constante.

Un ejemplo de ecuacion formalmente equivalente a esta funcion es el
comportamiento de la Km para un sustrato en funcién del cosustrato en un
modelo secuencial-ordenado (Kn, de la ecuacion 9A).

Las otras ecuaciones que son instancias de esta funcion son la ecuacion 5,
ecuacién 16, ecuacion 19 y ecuacién 23. También son instancias de esta funcién

las ecuaciones para VP y Km?PP que se muestran en la Figura 25.

Funcidn tipo inhibicion por sustrato: Esta funcién definida por tres parametros
corresponde al cociente entre un polinomio de grado 1 y un polinomio de grado

2, donde el término libre del numerador es igual a cero.

v AX
" B4+ X+CX?

Esta funcidn intersecta el origen y tiene asitnota horizontal en cero. Hay un

intervalo a partir de cero en que es creciente para después transformarse en
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decreciente luego de haber alcanzado un maximo. El pardmetro A corresponde
al valor que tendria la asinto horizontal si C fuese igual a cero. En ese caso, B
tendria el valor de la Ko s.

Un ejemplo de ecuacidon formalmente equivalente a esta funcién es la ecuacion
de inhibicidn por sustrato (ecuacion 3), donde A =Vn, B=Kny C=1/K..

Las otras ecuaciones que son unstancias de esta funcidn son V,MeAPP y K, ,M8ADP ey
funcién de [glucosa] de la ecuacion 12B y V,M8APP en funcidn de [glucosa] de la

ecuacion 13B.

E) Funcidn tipo “Activacidn-inhibicion”: Esta funcién definida por 4 pardmetros
corrsponde al cociente entre un polinomio de grado 1 y un polinomio de grado 2,

donde el término libre del numerador no es cero.

v AX + BD
 B+X+CX?
Esta funcidon intersecta el eje Y en el valor del parametro D y tiene asintota en

cero. Dependiendo de los valores de los parametros podra tomar varios
comportamientos, como tener un maximo y comenzar a decrecer luego de una
fase creciente, o ser mondtonamente decreciente tomando una forma sigmoide.
El parametro B representa el valor que tendria la Kos de una hipérbola que
intersecta el eje Y si es que C fuese cero; en ese caso, A seria la asintota horizontal.

Las ecuaciones 6 y 17 son instancias de esta funcion.
Finalmente, KnM8A°? en funcién de [glucosa] de la ecuacién 11B corresponde a un

cociente de un polinomio de grado 2 con uno de grado 1 y KnM&AP? en funcidon de

[glucosa] de la ecuacién 13B corresponde al cociente de dos polinomios de grado 2.
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