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Resumen

Los organismos extremdfilos son aquellos que viven en ambientes considerados
como extremos. En general, la mayoria de estos microorganismos pertenecen al do-
minio celular de las arqueas. Uno de los grupos més estudiados de arqueas es el de
los thermococcales, en particular la arquea hipertermoéfila Pyrococcus furiosus. Una
de las caracteristicas mads interesantes de este orden es que el flujo glicolitico pro-
cede a través de una versién modificada de la via de Embden-Meyerhof, donde las
actividades glucoquinasa y fosfofructoquinasa son dependientes de ADP en vez de
ATP. Estas quinasas son homdélogas enire si y estudios estructurales han mostrado
que pertenecen a la superfamilia riboquinasa. Fn este trabajo se estudiaron algu-
nas caracteristicas cinéticas, aspectos de la regulacién de la actividad, estabilidad
y estructura de dos quinasas de la familia ADP-dependiente, la glucoquinasa de-
pendiente de ADP de Thermococcus litoralis y la fosfofructoquinasa dependiente de
ADP de Pyrococcus horikoshii, con el fin de comprender las bases de su adaptacion a
ambientes de alta temperatura. Los resultados mostraron que ambas enzimas presen-
tan cinéticas de saturacién hiperbélicas para ambos sustratos. Ademads, sugieren que
ambas enzimas presentan un mecanismo al azar de adicién de sustratos. Se estudi6 la
estabilidad de la glucoquinasa de T. litoralis mediante desplegamiento inducido por
cloruro de guanidinio y estudios de la dependencia de la velocidad de desplegamiento
con la temperatura. Se observé que el proceso de desplegamiento es extremadamen-
te lento a todas las temperaturas ensayadas debido principalmente a una barrera
energética de activacién de tipo entélpico. Se determiné que para el plegamiento
tipo-riboquinasa existe una. correlacién significativa entre la cantidad de residuos io-

nizables y la temperatura de crecimiento éptimo de los organismos a los que estas



proteinas pertenecen, principalmente debido a un aumento de residuos glutdmicos
y argininas en las proteinas terméfilas. También, se encontré una correlacion entre
la cantidad de residuos arométicos y la temperatura de crecimiento éptimo, princi-
palmente debido a un aumento de las fenilalaninas en las proteinas termoéfilas. Una
correlacién més débil se observé con los puentes salinos. Los datos sugieren una con-
tribucién importante del fortalecimiento de las interacciones hidrofébicas y de las
interacciones electrostéticas de largo alcance a la estabilidad. Tanto cisteinas, histi-
dinas como glutaminas disminuyen en las proteinas termdfilas en comparacién con

las proteinas mesoéfilas.



Abstract

The extremophilic organisms are those who live in environments considered as
extremes. In general, most of them belong to the archaea cellular domain. The ther-
mococcales are one of the most studied groups of the archaea domain, in particular the
hyperthermophilic archeon Pyrococcus furiosus. One of the most interesting features
of this group is that the glycolytic flux proceeds through a modified version of the
Embden-Meyerhof pathway, where the glucokinase and phosphofructokinase activi-
ties are ADP-dependent instead of ATP-dependent. These kinases. are homologous
to each other and structural studies have shown that they belong to the ribokinase
superfamily. In this work we studied some kinetic characteristics, regulatory aspects
of the activity, stability and structural features of two kinases of the ADP depen-
dent family, of the ADP-dependent glucokinase from Thermococcus litoralis and the
ADP-dependent phosphofructokinase from Pyrococcus horikoshii, in order to gain
knowledge of the basis of their adaptations to extreme temperature environments.
The results showed that both enzymes present hyperbolic kinetic saturations for
both substrates. The stability of the glucokinase from T. liforalis was studied by
using guanidinium hydrochloride induced unfolding together with the dependence
of the unfolding kinetics with temperature. It was observed that the unfolding pro-
cess is extremely slow at all the temperatures used due to an enthalpic activation
energy barrier. It was determined that, for the ribokinase-like fold, exists a signifi-
cant correlation between the number of ionizable residues and the optimal growth
temperature of the organisms to these proteins belong, mainly due to an increase
of glutamic and arginine residues in the thermophilic proteins. Also, it was found

a significant correlation between the number of aromatic residues and the optimal
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growth temperature, which is due to an increase of the phenylalanine residues in the
thermophilic proteins. A slighter correlation was seen with salt bridges. The results
suggest a relevant contribution of the strengthening of the hydrophobic interaction
along with long range electrostatic interactions to the stability. Cysteine, histidi-
ne and glutamine residues decrease in the thermophilic proteins compared to the

mesophilic ones.
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1. Introduccién

Tradicionalmente se han considerado aquellos ambientes hostiles para el ser hu-
mano como extremos, siendo algunos de ellos tan extremos que inicialmente se
pensd que en éstos no podfa existir vida. Algunos de estos ambientes presentan
concentraciones extremadamente altas de sales, como el mar muerto, temperaturas
cercanas al punto de ebullicién del agua, como chimeneas volcanicas en el mar, pH’s
extremos, altas presiones o combinaciones de ellos. Hoy en dia, mediante el mejo-
ramiento de las técnicas de cultivo, en conjunto con la disponibilidad de técnicas
de biologia molecular capaces de identificar de manera independiente del cultivo la
presencia de microorganismos, ha sido posible mostrar que existe gran diversidad
de formas microbianas en estos hibitats. Consecuentemente estos organismos son
denominados extremdfilos.

Dentro de los extreméfilos, la gran mayoria pertenece al dominio celular denomi-
nado arquea. Si bien es un drea bastante activa de investigacion, se trata de un campo
relativamente joven ya que las arqueas fueron reconocidas como grupo independiente
a comienzos de la década de los 90 (Woese et al., 1990).

Entre los organismos que habitan ambientes mds extremos se encueniran aque-
lios denominados hiperterméfilos, los cuales son capaces de crecer Gptimamente a
temperaturas que bordean al punto de ebullicidn del agua. Las arqueas con las tem-
peraturas de crecimiento éptimo mayores (100 — 110 °C) pertenecen a los géneros
Pyrobaculum, Pyrodictium, Pyrococeusy Methanopyrus (Stetter, 1996). Por otra par-
te el grupo de las bacterias sélo contiene dos géneros de organismos hipertermdfilos:
Aguifery Thermotoga, mientras que, a la fecha, no se conocen organismos eucariontes

con estas caracteristicas.



1 INTRODUCCION 2

Debido a la inestabilidad que presentan en general las biomoléculas a las tempe-
raturas en la que estos organismos viven, se ha estudiado intensamente la manera en
la que estos organismos estan adaptados a estas condiciones extremas, tanto desde el
punto de vista de las ciencias aplicadas como el de la ciencia bésica. Entre las adap-
taciones més interesantes se encuentran la incorporacién de enlaces éter entre los
cidos grasos de la membrana (en contraste con los tipicos enlaces ester formados en
las membranas de organismos meséfilos) lo que permite mantener la fluidez de esta
a temperaturas elevadas y la presencia de proteinas que mantienen sus estructuras
nativas a altas temperaturas. En particular, se han hecho grandes esfuerzos para en-
tender el mecanismo que lleva a la estabilidad de las proteinas a altas temperaturas
debido a sus aplicaciones tecnolégicas (Kumar y Nussinov, 2001).

Las aplicaciones biotecnoldgicas de las enzimas termoestables varian desde su
uso en procedimiento de laboratorio como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), su utilizacién en la industria de los alimentos o su uso en procedimientos de
remediacién ambiental como la degradacién de moléculas de aromaticos policiclicos
(para una revisién ver Nichaus et al., 1999).

Una de las aplicaciones mds interesantes del disefio de proteinas termdfilas, desde
el punio de vista de la industria y la biologia ambiental, es la obtencién de xilanasas
estables a altas temperaturas para su utilizacién en el blanqueo del papel (Viikari et
al., 1994). Anualmente se producen en los Estado Unidos de Norteamérica mas de
dos millones de toneladas de desechos clorados del proceso de blanqueo del papel,
siendo este uno de los mayores problemas ambientales en ese pais (Niehaus et al.,
1999 y referencias en este trabajo). La sustitucién de este proceso industrial por uno
realizado enzimdticamente generaria una tecnologia mas limpia.

Existen dos tipos de aproximaciones que permiten obtener enzimas adecuadas
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para un proceso determinado: bisqueda y disefio. La primera de ellas, como su nom-
bre lo indica, consiste en buscar la funcién de interés en organismos que presenten
las caracteristicas adecuadas a la manera en la que se desempeila el proceso. El
ejemplo clasico para esto es la obtencién de una polimerasa termoestable a partir de
la bacteria termdéfila T aquaticus y su utilizacién en el proceso de PCR. Desafor-
tunadamente esta aproximacién estd limitada por la cantidad de informacién sobre
microorganismos y sus enzimas disponibles. Sin embargo, debido a la creciente can-
tidad de organismos con genomas secuenciados, en conjunto con el mejoramiento de
los algoritmos de prediccién de funcién en las protefnas, esta aproximacién es cada
vez més razonable. Algunos avances se han conseguido de esta manera (Niehaus et
al., 1999).

En la segunda aproximacién, en cambio, la esirategia es disefiar una enzima con
las caracteristicas deseadas a partir de una proteina que presente parte de las carac-
teristicas que se buscan. De nuevo, dos tipos de estrategias existen en la literatura:
evolucién dirigida y disefio racional. Fn la primera de ellas se emulan los procesos
evolutivos a nivel genético utilizando PCR con alto grado de error, reordenamiento
de genes o genomas entre otros métodos (para una revisién de las metodologias ver
Yuan ef al., 2005). Estas técnicas son especialmente importantes cuando la funcién
que se desea no existe o no se conoce en la naturaleza como es el caso de la degra-
dacién enzimatica de moléculas orgénicas halogenadas, proceso de gran importancia
para la biotecnologia ambiental (ver Yuan et al.,, 2005 y referencias en esie traba-
jo). Esta aproximacién, sin embargo, necesita de un método eficiente de busqueda
a través de enormes librerias de genes mutantes y, usualmente, requiere de varias

rondas de evolucién dirigida para obtener finalmente el producto que se busca. En

cambio, en la aproximacién del disefio racional se intenta generar una proteina con la
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funcién de interés utilizando informacién estructural y evolutiva acerca de la proteina
que se desea modificar. La gran limitante de esta aproximacién es que se necesita
informacién detallada acerca de la estructura de las enzimas, asi como informacién
experimental de la funcién que se desea disefiar. Aplicaciones de esta metodologia
han ido desde la manipulacién de la estereoselectividad de una glucoquinasa (Yang
et al., 2004) hasta el aumento de la estabilidad térmica de enzimas (Spector ef al,
2000). Con respecto a este tiltimo punto, se han hecho bastantes esfuerzos por enten-
der los determinantes estructurales que llevan al aumento de la estabilidad térmica
de las enzimas, sin embargo la clave de la termoestabilidad parece estar fundada
en reglas complejas por lo que el disefio de proteinas terméfilas atin es un objetivo
esquivo.

En un contexto metabdlico, los procesos bioldgicos que ocurren dentro de un
organismo que vive a altas temperaturas deben estar regulados de tal manera que
tanto la constante catalitica de las enzimas como la afinidad por sus sustratos, deben
permanecer en un intervalo de valores apropiado para su funcién (Somero, 1978). En
este sentido ha sido posible demostrar, por ejemplo, que la regulacién de la actividad
catalitica en un par meséfilo/terméfilo de enzimas homdlogas se encuentra en el
compromiso que existe entre la flexibilidad de la proteina y su actividad catalitica
(Wolf-Walz et al., 2004).

Fisiolégicamente, el grupo de las arqueas ha mostrado ser un grupo muy intere-
sante, principalmente debido a su tendencia a vivir en ambientes de condiciones
consideradas extremas. Gracias al creciente estudio de estos microorganismos ha si-
do posible conocer nuevas funciones enziméticas asi como fambién, en particular,
conocer mas acerca de las adaptaciones de las proteinas a las altas temperaturas.

Una de las arqueas hipertermdfilas mas estudiada es Pyrococcus furiosus. Una de sus
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caracteristicas més interesantes es la manera en la que degrada glucosa. Inicialmente
se pensé que esto ocurrfa a través de una versién modificada de la via de Entner-
Doudoroff llamada pyroglicélisis (Mukund y Adams, 1991). Sin embargo, en 1994
fue posible demostrar que el flujo desde glucosa hacia piruvato ocurre a través de
una versién modificada de la via de Embden-Meyerhof (Kengen et al., 1994). Esta
via comparte sélo 4 enzimas con la gliclisis candnica (Verhees et al., 2003). Una
de las principales modificaciones que presenta esta via es que tanto la fosforilacion
de glucosa como la de fructosa-6-P son dependientes de ADP en vez de ATP. La
razén fisiolégica de esta preferencia aiin no es clara aunque se ha atribuido a la ma-
yor estabilidad térmica de los nucleétidos di-fosfato. Estudios recientes de nuestro
laboratorio han mostrado que si bien estas enzimas no son capaces de utilizar ATP
como dador de fosforilo, este si puede unirse al sitio de nuclestidos de la enzima con
afinidades en el rango milimolar (resultados no publicados).

Estudios de secuencia mostraron que estas quinasas son homologas entre si, pero
no presentan identidad de secuencia significativa con las quinasas dependientes de
ATP conocidas a la fecha, por lo que se propuso que constituirian una nueva familia
de proteinas (Tuininga et al., 1999). A Ia fecha, se han publicado las estructuras
cristalograficas de las glucoquinasas dependientes de ADP de Thermococcus litoralis
(Ito et al., 2001), Pyrococcus horikoshii (Tsuge et al., 2002) y Pyrococcus furiosus
(Ito et al., 2003) junto con la fosfofructoquinasa de Pyrococcus horikoshii. De manera
interesante, atin a pesar de la baja identidad de secuencia con las quinasas conocidas
a la fecha (bajo el 20%), estructuralmente estas enzimas pueden ser clasificadas
como pertenecientes a la superfamilia riboquinasa. Fste grupo de proteinas contiene

fosfotransferasas que pueden utilizar aziicares como ribosa y 2-ceto-3-deoxyglucosa,

aziicares fosforilados como fructosa-6-P, tagatosa-6-P y fructosa-1-P, coenzimas como
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piridoxal, 4-metil-5-8-hidroxietiltiazol y 4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina y
nucledsidos como aceptores de fosforilo, usando como dador ATP.

El plegamiento tipo riboguinasa consiste en un “sandwich” afa en donde una
sabana 3 central de 8 hebras se encuentra rodeada por 8 hélices v, 3 en un lado y 5 en
el otro. Adicionalmente, estas quinasas pueden presentar un pequeno dominio extra
compuesto siempre por una sabana [ de 4 o 5 hebras y ocasionalmente por algunas
inserciones de hélices . A este dltimo grupo pertenecen las quinasas dependientes
de ADP.

En la superfamilia riboquinasa la presencia del dominio menor esté relacionada
con la unién del aceptor de fosforilo, ademds de servir como interfaz para la interac-
cién entre subunidades en algunas enzimas del grupo.

Es posible encontrar representantes de esta superfamilia en los tres dominios ce-
lulares efectuando variadas funciones. A la fecha, gran parte de la informacién de
este grupo de proteinas proviene de estudios cristalograficos. Afortunadamente, las
estructuras cristalinas disponibles pertenecen tanto a organismos termdfilos como
mesdfilos, lo que convierte a la superfamilia riboquinasa y, en particular a la fami-
lia de quinasas dependientes de ADP, un sujeto interesante para el estudio de las
adaptaciones fisiolégicas y estructurales a los ambientes de alta temperatura.

Es importante sefialar que, dentro de los pocos estudios disponibles abordando
el tema de la estabilidad de proteinas provenientes de organismos hipertermofilos, la
gran mayoria utiliza como modelos pequeiias proteinas monomeéricas de un dominio,
ya que estas son experimentalmente mds faciles de estudiar, por 1o que es interesante
llevar el estudio a modelos mas complejos.

En base a los antecedentes mencionados, en este trabajo se propuso estudiar

las adaptaciones estructurales de las proteinas a altas temperaturas utilizando como
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modelo la glucoquinasa dependiente de ADP de Thermococcus litoralis, proteina mo-
nomérica de dos dominios, que no presenta cisteinas y cuya estructura cristalogrifica
se conoce. Por otra parte, esta enzima en conjunto con la fosfofructoquinasa depen-
diente de ADP de Pyrococcus horikoshii se utilizardn para el estudio de la glicélisis

modificada en arqueas.



1 INTRODUCCION

1.1,

Hipdtesis
La utilizacién de ADP y no ATP, en la glicdlisis de arqueas termdfilas,
resulta de una adaptacion fisioldgica a altas temperaturas. *
Adicionalmente, es posible encontrar determinantes estructurales de

la estabilidad térmica realizando comparaciones entre las estructuras na-

tivas de estas quinasas y otros miembros mesdfilos de la superfamilia

riboquinasa.
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

» Hstudiar las adaptaciones funcionales y estructurales a ambientes de altas tem-
peraturas, a nivel de la glicdlisis y especificamente de las enzimas glucoquinasa

y fosfofructoquinasa presentes en las arqueas del grupo de los thermococales.

1.2.2. Objetivos especificos

= Caracterizar cinéticamente las enzimas glucoquinasa y fosfofructoquinasa pre-
sentes en la via modificada de Embden-Meyerhof de las arqueas del grupo de

los thermococcales.

x Estudiar el desplegamiento de la glucoquinasa de Thermococcus litoralis me-
diante cambios en la fluorescencia intrinseca y pérdida de la actividad enzimati-

Ca.

= Asociar los resultados de estabilidad a determinantes estructurales mediante
la comparacién de la estructura de la glucoquinasa de Thermococcus litoralis
con un modelo construido por homologia para la enzima glucoquinasa depen-

diente de ADP Methanosarcina acetivorans y otras enzimas de la superfamilia

riboquinasa.




2. Materiales y Métodos

2.1. Purificacién de las enzimas
2.1.1. Glucoquinasas dependiente de ADP de Thermococcus Litoralis

El gen que codifica para la glucoquinasa dependiente de ADP de Thermococcus
litoralis inserto en el vector de expresién pET17hb fue donado por el Dr. Takayoshi
Wakagi (Departamento de Biotecnologia, Universidad de Tokio). La cepa BL21(DE3)
pLyss de E. coli fue transformada con él. Las bacterias recombinantes se guardaron
en alicuotas de aproximadamente 1 ml en 50% glicerol a -80 °C.

Para la purificacién de esta enzima se inocularon 50 ml de medio Luria Bertani
(LB) con 50 uL de la cepa en presencia de 100 pg/mL de ampicilina y 35 pg/ml de
cloranfenicol. El cultivo se crecié durante la noche a 37 °C. Luego estos 50 mL se ino-
cularon en 1 L de medio LB en presencia de 100 pug/mL de ampicilina y 35 pg/ml de
cloranfenicol y se crecieron a 37 °C hasta una Asgg ~ 0,5. La sobreexpresién enziméati-
ca fue inducida en ese momento con 1 mM de isopropil-#-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) y el crecimiento se continué por 4 h més. Las células se cosecharon por cen-
trifugacién a 3.220 g por 15 min. Estas se guardaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Las células se resuspendieron en 50 ml de amortiguador TrisHCl 50 mM pH
7,8, MgCl; 5 mM (Amortiguador A), se lisaron por sonicacidn y se centrifugaron
por 10 min a 8.230 g. Fl liguido sobrenadante se incubé a 90 °C por 30 min y
se centrifugd por 15 min a 3.210 g. Luego, el liquido sobrenadante se llevd a 60%
de saturacién con sulfato de amonio en hielo con agitacién permanente por 1 h.
Las proteinas precipitadas se removieron por centrifugacién a 8.230 g por 10 min.
El Hquido sobrenadante se cargd en una columna de t-butil sepharose (Econo-Pac

cartridge, BIO-RAD) equilibrada con Amortiguador A y 60 % sulfato de amonio. La

10
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columna se lavé con 5 volimenes del mismo amortiguador. La proteina fue eluida con
un gradiente lineal de 10 volimenes de columna entre 60 % y 20 % sulfato de amonio
en Amortiguador A. Las fracciones con la mayor actividad se agruparon y dializaron
contra 1 L de Amortiguador A a temperatura ambiente durante una noche. Luego
de la didlisis la protefna se cargd en una columna MonoQ HR 5/5 (Pharmacia)
equilibrada en Amortiguador A. La columna se lavé con 10 vohimenes del mismo
amortignador y la proteina fue eluida con un gradiente lineal de 20 volimenes de
columna entre 0 y 1 M KCI en Amortiguador A. Las fracciones que mostraron mayor

actividad se agruparon, concentraron y guardaron hasta su utilizacién a 4 °C.

2.1.2. Fosfofructoquinasa dependiente de ADP de Pyrococcus horikoshii

El gen gue codifica para la fosfofructoquinasa dependiente de ADDP de Pyrococcus
horikoshii, inserto en el vector de expresién pET15b, fue donado por el Dr. Alexander
Yakunin (Consorcio de Gendmica Estructural, Universidad de Toronto). La cepa
BL21 (DE3) de E. coli fue transformada con él. Las bacterias recombinantes se
guardaron en alicuotas de aproximadamente 1 ml en 50 % glicerol a -80 °C.

Para la purificacidén de esta enzima se inocularon 50 ml de medio LB con 50 uL
de la cepa, en presencia de 100 pg/mL de ampicilina y 35 pg/ml de kanamicina. El
cultivo se crecid durante la noche a 37 °C. Luego, estos 50 ml se inocularon en 1 L
de medio LB en presencia de 100 ug/ml: de ampicilina y 35 ug/ml de kanamicina y
se crecieron a 37 °C hasta una Asgg ~ 0,5. La sobreexpresion enzimatica se indujo
en ese momento con 1 mM de IPTG y el crecimiento se contimio por 4 h mas. Las
células se cosecharon por centrifugacion a 3.220 g por 15 min y se guardaron a -20

°C hasta su utilizacién.

Para la purificacién de la enzima las células se resuspendieron en 50 ml de amr-
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toguador fosfato 20 mM pH 7,4,} MgCl, 5 mM, imidazol 20 mM, NaCl 0,3 M (Amor-
tiguador B), lisaron por sonicacién y se centrifugaron por 10 min a 8.230 rpm con-
servando sdlo el liquido sobrenadante. Posteriormente la solucién se incubd a 70 °C
por 30 min y se centrifugd por 15 min a 3.210 g. El liquido sobrenadante se cargd en
una columna HisTrap™(GE Healthcare) equilibrada en Amortiguador B, la que se
lavd con 5 volumenes de columna con el mismo amortuguador. La proteina fue eluida
con amortiguador B en presencia de imidazol 0,56 M. Las fracciones con la mayor ac-
tividad se agruparon y dializaron contra amortiguador fosfato 20 mM pH 5,7, MgCls
5 mM durante una noche a temperatura ambiente. Posteriormente, esta solucién fite
cromatografiada en una columna Sephacryl S200 (Amersham Biosciences). Las frac-
ciones con la mayor actividad se agruparon, dializaron contra amortiguador PIPES
25 mM pH 6,5, MgCl, 5 mM y se concentraron. La proteina se guardo a 4 °C hasta

su utilizacién.

2.2. Caracterizaciones bioquimicas
2.2.1. Caracterizaciones cinéticas

La actividad glucoquinasa dependiente de ADP se midié espectrofotométrica-
mente en condiciones aerdbicas a 40 °C. El ensayo enzimatico confenia amortiguador
TrisHHCl 50 mM pH 7,8, NAD* 0,5 mM, MgCly 5 mM libre y concentraciones varia-
bles de glucosa y MgADP. La produccién de glucosa-6-P se acoplé a la produccién
de NADH por la enzima glucosa-6-P deshidrogenasa de Leuconosioc mesenteroides
v se siguid espectrofotométricamente por el aumento de la absorbancia a 340 nm uti-
lizando un coeficiente de extincién de 6,22 mM~! em™! (Kornberg y Pricer, 1953).

La reaccién fue siempre iniciada por la adicién de la enzima glucoquinasa.
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La actividad fosfofructoquinasa dependiente de ADP se midié espectrofotométri-
camente en condiciones aerdbicas a 50 °C. El ensayo enzimatico contenia amortigua-
dor PIPES 25 mM pH 6,5, NADH 0,16 mM, MgCl, 5 mM libre y concentraciones
variables de fructosa-6-P y MgADP. La produccién de fructosa-1,6-bisP fue acoplada
al consumo de NADH utilizando como enzimas auxiliares aldolasa, triosa-P isomera-
sa v gliceraldehido-3-P deshidrogenasa (todas de misculo de conejo) y seguida por la
disminucion de la absorbancia a 340 nm. Debido a la baja estabilidad de las enzimas
auxiliares a esa temperatura, la reaccion se inicié por la adicién de éstas y de la
enzima fosfofructoguinasa. Tanto para el ensayo de la actividad glucoquinasa como

fosfofructoquinasa las enzimas auxiliares no fueron limitantes.

2.2.2. Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada utilizando el método de Bradford

(1976) y usando seroalbiimina de bovino como estédndar.

2.2.3. Determinacién del radio hidrodinamico en condiciones nativas

La masa molecular relativa en condiciones nativas de la glucoquinasa de T. li-
toralis se determiné mediante cromatografia de exclusién molecular en HPLC. El
experimento se realizd utilizando un sistema HPLC de dos bombas Waters 1525
con una columna Bio-Sil SEC-250 (7,8 mm x 30 cm) (BioRad, Bercules, CA, USA)
equilibrads. con amortigunador TrisHCl 50 mM pH 7,6, MgCl, 5 mM, KCl 0,2 M
usando un flujo constante de 0,6 ml/min. El radio hidrodinamico se calculd a partir
del volumen de elusién utilizando los siguientes estdndares: Vitamina B-12 (8,5 A
R;), mioglobina de caballo (19 A Ry), albimina de huevo de pollo (30,5 A Ry),

~-globulina de bovino (41,8 A Ry,) y tiroglobulina de bovino (85 A R;) suponiendo




2 MATERIALES Y METODOS 14

una relacion lineal entre el reciproceo del volumen de elucién y el radio hidrodindmico
(Uversky, 1993). La elucién de protefnas se monitore6 mediante absorbancia a 280
nm utilizando un detector en linea Waters 2487.

La masa molecular relativa en condiciones nativas de la fosfofructoquinasa de
P. horikoshii se determiné mediante dispersion dindmica de luz utilizando el apa-
rato de DLS DynaPro MSTC014 (Protein Solutions Inc.). La enzima se incubé en
amortiguador PIPES 25 mM, pH 6,5, MgCl, 7 mM en cuatro condiciones diferentes:
en presencia de fructosa-6-P 2 mM, en presencia de ADP 2 mM, en presencia de
fructosa-6-P 2 mM y ADP 2 mM o sin ligandos a 40 °C por 20 min. Para cada
muestra se realizaron 30 mediciones en triplicado a 55 °C. Los datos se procesaron

utilizando el programa DYNAMICS v5.26.39 (Protein Solutions Inc.).

2.2.4. Fluorescencia intrinseca

La fluorescencia intrinseca de la glucoquinasa dependiente de ADP de T. liforalis
se midid en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC utilizando una longitud
de onda de excitacién de 295 nm y ranuras de excitacién y emisién de 5 nm. La
concentracién de proteina y el volumen de incubacion variaron segin el experimento

realizado.

2.3. Estudios de estabilidad
2.3.1. Desplegamiento al equilibrio de la glucoquinasa de T. liforalis

Para obtener medidas termodindmicas a partir de las curvas de estabilidad, es
fundamental que la reaccién estudiada sea reversible y que la condicién de equilibrio

haya sido alcanzada. Esta condicién exige que las velocidades de interconversién entre
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las especies presentes en cada concentracién de agente caotrdpico sean iguales, lo que
es observado experimentalmente cuando las transiciones de las curvas de estabilidad
son invariables dentro de un determinado intervalo de tiempo (Pace, 1986). Por lo
tanto, para determinar la reversibilidad de la reaccién y el tiempo requerido para
lograr la condicién de equilibrio, se obtuvieron curvas de estabilidad a partir del
estado desplegado de la enzima o a partir del estado nativo.

Para las curvas en el sentido del desplegamiento, diferentes alicuotas que con-
tenfan amortiguador A vy 0,5 uM de proteina se incubaron en presencia de diferentes
concentraciones de cloruro de guanidinio (GdmHCl) a 40 °C. Para obtener el es-
tado desplegado requerido para los experimentos en el sentido del replegamiento,
la proteina concentrada se incubd por dos dias en presencia de GdmHCl 6 M y
amortiguador A a 40 °C. Posteriormente la proteina se diluyé a las concentraciones
deseadas de GdmHCL Las curvas de estabilidad se obtuvieron mediante mediciones
de actividad enzimdtica utilizando glucosa 4 mM y MgADP 2 mM o siguiendo el
méximo de emisién en los experimentos de fluorescencia intrinseca. Las curvas de

estabilidad obtenidas se ajustaron a la ecuacién

(—(AG'Hzo—mlD]))
e iT

Y=Y~ (Yn — Yu) (_(AGH ggm[p,)) (1)
1+e o

suponiendo un mecanismo de desplegamiento de dos estados N RSN , siendo IV
la proteina nativa y U la proteina desplegada, donde y, corresponde a la propiedad
de la enzima nativa, 1, corresponde a la sefial de la proteina desplegada, AGg,0
es la energia libre de desplegamiento a 0 M de GdmICl, m es la dependencia de

la energia libre con la concentracién de agente desnaturante, [D] la concentracién

molar de GAmHC], R es la constante universal de los gases y T es la temperatura
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absoluta (Para la derivacién en extenso de esta ecuacién ver el Apéndice A). Para
las curvas de estabilidad de fluorescencia la sefial nativa y, tiene una dependencia

lineal con la concentracién de GdmHCI la que fue incluida en los ajustes.

2.3.2. Cinética de desplegamiento de la glucoquinasa de T. litoralis

Para el anélisis de la dependencia de la constante cinética de desplegamiento con
la temperatura se utilizé el formalismo de Eyring (1935). Aquf la constante cinética

de desplegamiento depende de la temperatura segin la ecuacién

; (M) (=) )

h

donde kg es la constante de Boltzman, & es la constante de Planck, R es la constante
universal de los gases, T' es la temperatura absoluta y AG?* es la energia libre de acti-
vacién de desplegamiento. Desafortunadamente, la relacién de Eyring fue construida
utilizando un modelo en fase gaseosa. Por el contrario, para un proceso en fase con-
densada donde la busqueda difusiva domina el proceso, el valor In 2T ~. 6,2-10'2 571
es demasiado alto. De hecho, basado en medidas de las velocidad de plegamiento de
algunos lazos ha sido propuesto que el valor in EBh—T deberia ser reemplazado por
1085~ (Eaton et al., 1996).

Considerando lo anterior y ya que AG* = AH* - T AS* los datos obtenidos fueron
ajustados a la relacién
k ASH  AH?

T‘:S,IQ—!———— 3)

In R RT

donde AH* y AS? corresponden a la entalpia y entropia de activacién respectiva-

mente. Por supuesto, esta modificacion solo afecta la entropia de activacién calculada
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ya que la entalpia es independiente del modelo.

El desplegamiento se siguié mediante el decaimiento de la fluorescencia a 334
nm excitando a 295 nm y utilizando ranuras de excitacidn y emisién de 5 nm. Los
experimentos se realizaron en cubetas con agitacién constante y con 1 uM de proteina
a distintas temperaturas. En todos los casos la mezcla, que contenia amortiguador
A y distintas concentraciones de GdmHC], se incubd por 15 min a la temperatura
descada y el desplegamiento se inicié agregando Ia proteina manualmente. El tiempo

muerto fue de 7 a 10 s. Los datos se ajustaron a la ecuacién

Y =1+ Ae " - ot (4)

donde yg es la fluorescencia del estado desplegado de la enzima, A es la diferencia
entre la fluorescencia del estado naiivo y el desplegado (la amplitud del cambio) % es
la constante cinetica de desplegamiento y ¢ el tiempo. El factor ¢f incluye el efecto
del fotoblanqueo de los triptéfanos en el tiempo (¢ puede ser igual a 0).

La constante cinética de desplegamiento en ausencia de agente caotrdpico se ob-
tuvo mediante una extrapolacién lineal de las constantes cinéticas de desplegamien-
to obtenidas a distintas concentraciones de GAmICl. Todas las concentraciones de

GdmHC! utilizadas desnaturan completamente a la proteina en las temperaturas

ensayadas.
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2.4. Caracterizacién biocinformatica

2.4.1. Generacion de alineamientos de secuencia y analisis de posiciones

conservadas

La estructura de las glucoquinasas dependientes de ADP de P. furiosus, P. ho-
rikoshii y T. litoralis (Cédigos PDB 1UA4, 1L2L y 1GC5 respectivamente) y la
estructura de la fosfofructoquinasa dependiente de ADP de P. horikoshii (Codigo
PDB 1U2X) se alinearon estructuralmente utilizando el programa CE-MC (Guda et
al., 2001). Adicionalmente, cada esiructura se separd en sus dominios menor y ma-
yor. Luego se realizé un nuevo alineamiento estructural para cada dominio utilizando
el programa DeepView (Guex y Peitsch, 1997). Basado en estos dos alineamientos
estructurales se construyd un alineamiento final de secuencia.

Todas las secuencias de quinasas ADP dependiente de arqueas disponibles en la
base de datos de secuencias no redundantes de GeneBank se alinearon utilizando
el programa ClustalX (Thompson et al., 1997), usando como perfil el alineamien-
to estructural y con los pardmetros por defecto. Posteriormente el alineamiento se
refind manualmente.

Para estudiar posibles posiciones conservadas diferencialmente en los grupos me-
séfilos y terméfilos (posiblemente relacionadas con la estabilidad térmica). el ali-

neamiento final se procesé mediante un algoritmo de informacién mutua! (Mirny y

Gelfand, 2002).

1Servidor disponible en http://mutations.mit.edu/SDR/
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2.4.2. Modelado molecular de una glucogquinasa dependiente de ADP

mesdéfila

La estructura de la glucoquinasa de M. acetivorans se modelé utilizando el pro-
grama MODELLER 8 (Sali y Blundell, 1993). Como moldes se utilizaron 1UA4,
1GC5 y 1L2L de la siguiente manera. Las estructuras 1UA4 y 1L2L se dividieron ini-
cialmente en sus dominios menor y mayor. Estos fueron superpuestos a la estructura,
de 1GC5. Con estos 4 fragmentos y la estructura de T litoralis, en conjunto con el
alineamiento construido anteriormente, se generaron 15 modelos. La calidad de los
modelos se revisé utilizando los programas PROCHECK (Laskowski et al., 1993),
Prosa2003 (Sippl, 1993), Verify3D (Liithy et al., 1992) y ProQ (Wallner y Elofsson,
2003).

2.4.3. Caracterizacién estructural de la superfamilia riboquinasa

Con el fin de buscar, en la superfamilia riboquinasa, determinantes estructurales
relacionados con la estabilidad térmica, se analizaron las estructuras 1UA4, 1GC5,
1121, 102X, 1EKQ, 1JXH, 1KYH, 1LHP, 1TD2, 1UB0, 1V8A, 2AX3, 2DDM, 2F7K,
2I5B, 2AFB, 1BX4, 1DGM, 2AJR, 1RKS, 1TZ3 y 1V1A (c6digo de acceso PDB).

Actualmente, es posible predecir la velocidad de plegamiento de proteinas mo-
noméricas de un solo dominio mediante un pardmetro estructural conocido como
orden de contacto (Plaxco et al., 1998). Este se puede definir como la distancia
promedio en secuencia enfre un residuo y sus contactos. Para obtener informacion
de la cinética de plegamiento de las estructuras analizadas el orden de contacto de
ellas se calculd utilizando un programa Perl disponible en la pagina del laboratorio

de David Baker®.
2Disponible en http://depts.washington.edu/bakerpg/

S
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Debido a que en proteinas estables a altas temperaturas se ha observado un
aumento en la cantidad de residuos ionizables (ver Kumar y Nussinov, 2001), se
analizé la cantidad de puentes salinos presentes en cada estructura utilizando el
programa VMD (Humphrey et al, 1996). Finalmente, se calculé el porcentaje de
cada residuo aminoacidico en la secuencia de estas proteinas mediante un programa
escrito en Perl para este proposito.

La temperatura de crecimiento 6ptimo para cada organismo se obtuvo de la base

de datos de temperatura de crecimiento de procariontes® (Huang et al., 2004).

3Servidor PGTdb disponible en http://pgtdb.csie.ncu.edu.tw/




3. Resultados

3.1. Caracterizacion bioquimica
3.1.1. Purificacién y estado de agregacion

Ambas quinasas dependientes de ADP se purificaron hasta al menos un 90%
como se muestra en los geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (Figura
1). La glucoquinasa de T. liforalis muestra una migracién electroforética correspon-
diente a una masa molecular relativa de 46.000 mientras que la fosfofructoquinasa
de P. horikoshii muestra una migracién equivalente a una masa molecular relativa
de 49.000. Estos valores se encuentran en acuerdo con la masa molecular relativa
estimada a través de la secuencia aminoacidica de 53.600 y 54.800 para las quinasas
de T. litoralis y P. horikoshii respectivamente.

La masa molecular relativa en condiciones nativas de la glucoquinasa de T litora-
lis se determiné por cromatografia de exclusién molecular en HPLC (Figura 2A). En
el cromatograma sélo se observa un pico con un tiempo de retencién correspondiente
a un radio hidrodindmico de 3,22 nm y a una masa molecular relativa de 49.300. Esto
indica un estado de agregacién monomérico de la enzima, como ha sido publicado
anteriormente (Koga et al., 2000).

La masa molecular relativa en condiciones nativas de la fosfofructoquinasa de P.
horikoshii no pudo ser determinado mediante cromatografia de exclusién molecular,
principalmente debido a la tendencia de la proteina a formar agregados insolubles en
la columna a los valores de pH estudiados. Esta agregacion puede ser revertida con
un aumento de la temperatura, lo que sugiere una baja solubilidad de la enzima. El

punto isoeléctrico de la enzima se estimé utilizando el servidor H-++* con el método

4Servidor H++ disponible en http://biophysics.cs.vt.edu/H-++/

21
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Figura 1: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes. 1:
Estdndares de masa molecular (la masa relativa de cada uno se indica a la izquierda
de la figura). 2: Fracion purificada de la fosfofructoquinasa dependiente de ADDP de
P. horikoshii. 3: Fraccién purificada de la glucoquinasa dependiente de ADP de T.
litoralis.

de Poisson-Boltzman (Gordon et al., 2003).

El resultado muestra que la enzima presenta un punto isoeléctrico de 7,13 lo que
explica la baja solubilidad de ésta cuando el pH es cercano a 7. Por esta razon el
estado de agregacion de la fosfofructoquinasa de P. horikoshii se determiné usando
dispersién dindmica de luz como técnica alternativa. Los resultados muestran que en
condiciones nativas la proteina muestra un radio hidrodindmico de 5,88 £ 0,32 nm
correspondiente a una masa molecular relativa de 213.000 + 28.000, consistente con
un estado de agregacion tetramérico (Figura 2B) igual al observado para la fosfo-
fructoquinasa dependiente de ADP de la arquea P. furiosus (Tuininga et al., 1999).
Adicionalmente es posible observar, mediante la misma técnica, que la presencia de

los sustratos induce un cambio pequeno, pero significativo, en el radio hidrodinamico

de la proteina (prueba de ¢ de Student, p > 0,05 ) (Figura 2B).
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Figura 2: Estado de agregacién de las quinasas dependientes de ADP. A. Croma-
tografia de exclusién molecular para la glucoquinasa de T. litoralis. B. Radio hi-
drodindamico de la fosfofructoquinasa de P. horikoshii obtenido mediante dispersién
dinamica de luz en presencia y ausencia de sus sustratos a 55 °C. L:a masa molecular
relativa correspondiente se indica en la figura.




3 RESULTADOS 24

3.1.2. Caracterizaciones cinéticas

La fosfofructoquinasa dependiente de ADP de P. horikoshit muesfra curvas de
saturacién hiperbdlica para ambos sustratos (Figura 3). A diferencia de las fosfofruc-
toquinasas dependientes de ATP, ésta no muestra inhibicidén a altas concentraciones
del nucledtido, lo cual es un rasgo caracteristico de las fosfofructoquinasas de esta
familia (Tuininga et ol., 1999; Ronimus et al., 1999; Verhees et al., 2001; Sakuraba
et al., 2002). Esta enzima muestra valores de K de 15 y 13 pgM para fructosa-6-P
y MgADP respectivamente y una constante catalitica de 44,5 s. Esta es la segun-
da fosfofructoquinasa ADP dependiente reportada para esta familia con un valor de
K en el orden micromolar para fructosa-6-P siendo la primera la enzima bifun-
cional glucoquinasa/fosfofructoquinasa dependiente de ADP de Methanocaldococcus
jannaschii (Verhees et al., 2001; Sakuraba et al., 2002). Tanto la fosfofructoquinasa
de T litoralis como la proveniente de P. furiosus muestan valores de Ky en el orden
milimolar. La razdén de esta diferencia no es clara.

La glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis muestra también curvas
de saturacién hiperbdlica para ambos susiratos, con una ligera inhibicién a altas
concentraciones de ghicosa (Figura 4), la que no depende de la concentracién de
MgADP (no mostrado). Los valores de Kjps son 0,43 y 0,019 mM para glucosa y
MgADP en concordancia con los valores reportados anteriormente para esta enzima
(Koga et al., 2000). Sin embargo, la constante catalitica de 41,1 s es menor a la de
64,5 s7! reportada anteriormente (Koga et al., 2000).

Como primera aproximacion al estudio del mecanismo cinético de la glucoquinasa
dependiente de ADP de T. litoralis, se estudid la variacién de los pardmetros cinéticos
para un sustrato en funcién de la variacion en la concentracion del cosustrato. La

figura 5 muestra las graficas de dobles reciprocos para ambos sustratos a distintas
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Figura 3: Dependencia de la constante catalitica con la concentracién de sustrato
para la fosfofructoquinasa dependiente de ADP de P. horikoshii. A. Saturacién para
MgADP. B. Saturacién para fructosa-6-P.
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Figura 4: Dependencia de la constante catalitica con la concentracion de sustrato para
la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis. A. Saturacién para MgADP. B.
Saturacion para glhicosa.
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Figura 5: Gréficos de dobles reciprocos para la glucoquinasa dependiente de ADP
de T. litoralis a distintas concentraciones de MgADP v glucosa. A. Dobles recipro-
cos para MgADP a 0,04 (negro), 0,4 (azul) y 4 mM (rojo) de glucosa. B. Dobles
reciprocos para glucosa a 0,05 (negro), 0,5 (rojo) v 2 mM (azul) de MgADP.

concentraciones del cosustrato. Sélo la seccién con comportamiento hiperbolico de
las curvas de saturacién fue considerada para los graficos de dobles reciprocos.
Cuando el sustrato variable es glucosa, las curvas de dobles reciprocos son pa-
ralelas con pendientes de 11,37, 11,28 y 11,12 puM? s para 0,05, 0,5 v 2 mM de
MgADP respectivamente. Este comportamiento es tipico de enzimas con mecanisimo
ping-pong de catdlisis. Sin embargo, hasta la fecha, no existe prucba de la existen-
cia de alguna fosfotransferasa que presente este mecanismo. Adicionalmente, no se
ha reportado la existencia de un intermediario en la reaccion en donde la enzima

esté unida covalentemente al grupo fosfato trasferido, requerimiento para un meca-

L
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nismo de este tipo. En la estructura cristalina de la glucoquinasa dependiente de
ADP de T. lLforalis tampoco se observan pruebas de unién covalente entre el S-
fosfato del ADP y la enzima (Tto et al., 2001). Esto sugiere que es poco probable que
la enzima esté operando con un mecanismo de este tipo.

Tanto el valor de Ky como el de ke para MgADP aumentan al aumentar la
concentracién de glucosa (Figura 5). Las curvas de dobles reciprocos muestran pen-
dientes de 2,19, 0,62 y 0,44 uM™! s para 0,04, 0,4 y 4 mM glucosa respectivamente.
Estas se infersectan en el tercer cuadrante del plano cartesianc. Esto es consistente
con un mecanismo al azar de unién de sustratos donde se observa antagonismo entre
ellos (Segel, 1975). Adicionalmente se sabe que esta enzima es capaz de unir MgADP
en ausencia de glucosa ya que ha sido posible obtener cristales en esta condicién (Tto
et al., 2001).

Mediante cromatografia de exclusién molecular en presencia de ADP muestran
unién del nucleétido por el método de Hummel-Dreyer (no mostrado). Sin embargo,
para probar la hipétesis del mecanismo al azar es necesario demostrar que existe

union de glucosa a la enzima libre.

3.2. Estudios de estabilidad

3.2.1. Desplegamiento de la glucoquinasa de T. litoralis

Los estudios de fluorescencia intrinseca de esta enzima se realizaron excitando la
muestra a 295 nm, longitud de onda a la cual absorben sélo los residuos de triptofano.
Fl espectro de fluorescencia de la enzima nativa muestra un méximo de emisién a
334 nm (Figura 6). Este valor corresponde a la emisién de los 4 triptofanos presentes

en esta proteina, donde 3 de ellos (W97, W11l y W113) se encuentran en el dominio
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menor de la enzima mientras que el restante (W12) se encuentra en el dominio
mayor. El méximo de emisién observado sugiere que los triptofanos se encuentran
en un ambiente apolar, lo que es consistente con su superficie expuesta al solvente
(ASA) calculada por el servidor VADAR® a partir de la estructura cristalogréfica
(Willard et al., 2003). Los valores son de 0%, 9%, 2% y 24 % para los triptofanos
12, 97, 111 y 113 respectivamente.

El espectro de fluorescencia de la proteina desplegada en GdmIICl 6 M muestra
un méximo de emisién a 351 nm. Este valor es similar al obtenido para el anédlogo de
triptonafo N-acetil-triptofanamida (NATA) en solvente acuoso, lo que sugiere que en
esta condicién los 4 triptofanos se encuentran completamente expuestos al solvente
(Figura 6). Esto muestra que el uso de la fluorescencia intrinseca de triptofanos es
adecuado para los estudios de desplegamiento, ya que estas sondas abarcan gran parte
de la protefna y adicionalmente son sensibles a los cambios estructurales producidos
por el desplegamiento de la cadena polipeptidica.

En la figura 7 se muestran las curvas de estabilidad obtenidas a 40 °C median-
te mediciones de actividad enzimatica y fluorescencia intrinseca. A pesar de que el
desplegamiento fue seguido durante 2 semanas las curvas de desplegamiento y re-
plegamiento no se superponen. Sin embargo se observa un grado de replegamiento
significativo a concentraciones pequeias de GdmHCI ya que es posible recuperar al
menos un 50% de la actividad de la enzima en condiciones nativas. Es posible ver
una disminucién progresiva de la concentracion de GdmHCI necesaria para obfener
la mitad del cambio (C,)} en el tiempo (donde C,, = AGg,0 m™!, ver Apéndice A),
atin cuando han transcurrido dos semanas de experimento (Figura 7, Inserto). Cuan-

do la curva de desplegamiento de dos semanas se ajusta a la ecuacién (1) se obtienen

5Servidor disponible en http://redpoll.pharmacy.valberta.ca/vadar/
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Figura 6: A. Espectro de fluorescencia de la glicoquinasa dependiente de ADP de T.
litoralis en condiciones nativas (=) y en presencia de 6 M de GdmHCI1 (=) utilizando
una longitud de onda de excitacion de 295 nm. B. Posicion de los cuatro residuos de
triptofano en la estructura de la glucoquinasa de 7' litoralis.
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valores de AGg,0 y m de 12,9 keal mol ! y 3,68 kcal M~ mol™" respectivamente.
Desafortunadamente no fue posible ajustar las curvas de replegamiento a la ecua-
cién (1) debido a que ésta contiene demasiados pardmetros para la cantidad de datos
disponibles. Experimentos de desplegamiento al equilibro realizados con esta enzima
a valores de pH mads alcalinos y femperaturas més bajas muestran una histeresis
ain mayor. Sin embargo, el ajuste de la ecuacién (1) a las curvas de replegamiento
en esas condiciones muesira valores de AGp,0 v m mayores que para las curvas de
desplegamiento, lo que sugiere que los valores informados para 40 °C a partir de
las curvas de desplegamiento estan subestimando los pardmetros que se obtienen al

equilibrio (Figura 7).

3.2.2. Cinética de desplegamiento de la glucoquinasa de T. litoralis

Es sabido que el proceso de desplegamiento es, en general, muy lento para pro-
tefnas provenientes de organismos termdfilos (ver Luke et al., 2007 y referencias en
este trabajo). Por esta razdn, y ya que no fue posible obtener desplegamiento en
condiciones de equilibrio el proceso fue estudiado desde una perspectiva cinética.

La constante cinética de desplegamiento para diferentes temperaturas fue esti-
mada a pariir de las constantes observadas a distintas concentraciones de GdmHCI
en las cuales se obtiene el 100 % de las moléculas en estado desplegado.

La figura 8 muestra el grupo de cinéticas de desplegamiento realizadas a 77,8 °C
obtenidas a diferentes concentraciones de GdmHCI. En ellas es posible ver al menos
un intermediario cinético de desplegamiento. Este presenta una mayor fluorescencia
intrinseca de triptofanos como puede juzgarse en la figura, donde se observa que

en las dos concentraciones menores de agente caotropico utilizadas hay un aumento

inicial de la fluorescencia por sobre la observada para la enzima nativa. Esta especie
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Figura 7: Curvas de desplegamiento para la glucoquinasa dependiente de ADP de
T. litoralis. En circulos se muestran los resultados obtenidos por fluorescencia para
el desplegamiento después de 2 (negro) y 4 dias (rojo) en presencia de las concen-
traciones indicadas de agente desnaturante. En cuadros se muestran los resultados
obtenidos por actividad enzimdtica para el desplegamiento duespués de 9 dias (blan-
co) v dos semanas (azul) y para el replegamiento después de 2 (rosa), 5 (verde) y 12
(purpura) dias, en presencia de las concentraciones indicadas de agente desnaturante.
Inserto. Dependencia del valor de (), con los dias transcurridos en el experimento
de desplegamiento.
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s6lo puede ser observada a concentraciones de GdmHCI donde el desplegamiento es
mis lento. Debido a que el intermediario no se observa en concentraciones mayores
de GdmHCI el desplegamiento se analizd sélo en términos de la constante cinética
para el 1iltimo paso del desplegamiento, el que parece ser el paso limitante.

Independiente de la temperatura analizada, el logaritmo natural de la constante
cinética de desplegamiento del intermediario depende linealmente con la concentra-
cién de agente caotrépico (Figura 9). Al extrapolar el valor de la constante para 0
M de GdmHCI se observa que para todas las temperaturas analizadas el proceso es
muy lento en comparacién con el mismo pardmetro observado en proteinas meséfilas
(Tabla 1). Por ejemplo, el Ink, medido a 50 °C para la proteasa o-litica, una de
las proteinas meséfilas de desplegamiento més lento conocido es -12,2 (Jaswal et al.,
2005). En cambio el Ink, para la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis
es -21,9 a 54,3 °C. La vida media calculada a partir de la constante extrapolada
para esta proteina a 77,8 °C es de aproximadamente 76 dias lo que sugiere que esta
enzima es estable a la temperatura a la que la arquea Thermococcus litoralis vive
(~ 80 °C). A través del analisis de la dependencia de la constante cinética de des-
plegamiento con la temperatura es posible obtener los parametros termodinamicos
que describen el paso desde la estructura nativa al estado de transicidn utilizando el
formalismo propuesto por Eyring (1935). Dado que la formacién del intermediario
no fue tomada en cuenta en este andlisis, los valores obtenidos se aplican al paso
desde el intermediario cinético al estado de transicién.

La figura 9 muestra la variacién del In(k,/7") con el cambio de T~*. En el inter-
valo de temperatura ensayado es posible ver una dependencia lineal enfre estas dos
variables. Utilizando la ecuacién (3) es posible obtener un AH* de 55,6 kecal mol!

y un ASt de 0,11 keal K~ mol~! para el proceso. Esto muestra que el proceso de
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Figura 8: Desplegamiento en el tiempo de la glucoquinasa dependiente de ADP de T.
litoralis medido por fluorescencia a 77,8 °C en presencia de distintas concentraciones
de GdmHCI. Inserto. Igual al grafico principal con el tiempo en escala logaritmica
para mostrar la presencia del intermediario cinético a tiempos cortos del experimento.
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Figura 9: Dependencia de la constante cinética de desplegamiento con la temperatura
para la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis. A. Dependencia de la
constante cinética de desplegamiento con la concentracién de GdmICl a distintas
temperaturas. B. Gréfico de Eyring para la constante cinética de desplegamiento
extrapolada a GdmHCl 0 M para cada temperatura.

Tabla 1: Parametros cinéticos de desplegamiento para la glucoquinasa de 7. litoralis

Temperatura kw0 m° 12
o 571 M1t dias
54,3 2,9-1071 2,9 27.260
63,6 44 .10°° 2,8 1.834
69 3,7-1078 27 216
77,8 1,0-1077 3 76

“Dependencia entre la concentracién de GdmHC] y la constante cinéiica de desplegamiento
observada
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desplegamiento esté desfavorecido entélpicamente.

3.3. Caracterizaciéon bioinformatica

3.3.1. Modelado de la glucoquinasa dependiente de ADP de M. aceii-

vorans

Debido a que hasta ahora no se ha publicado la estructura de una enzima de la
familia de quinasas dependientes de ADP proveniente de un organismo mesdfilo, la
estructura de la glucoquinasa dependiente de ADP de M. acetivorans fue modelada
a partir de las estructuras de las glucoquinasas pertenecientes a P. furiosus {Ito et
al., 2003), P. horikoshii (Tsuge et al., 2002) y T. litoralis (Ito et al., 2001). Sin
embargo, debido a que la identidad de secuencia de los moldes con la secuencia a
modelar es alrededor del 25 %,la calidad esperada del modelo resultante no es muy
alta por lo que sdlo se utilizard para comparaciones que involucran un conocimiento
de la estructura a baja resolucidn.

La tabla 2 muestra la distribucién de angulos diedros para cada modelo calcula-
da por PROCHECK (Laskowski et al., 1993) en conjunto con el puntaje otorgado
a cada modelo por los programas Prosa2003 (Sippl, 1993), ProQ (Wallner y Elofs-
son, 2003) y verify3D (Liithy et al., 1992). Como fue mencionado anteriormente, la
calidad de los modelos es baja, especialmente en términos de los angulos diedros del
esqueleto polipeptidico. Adicionalmente, los modelos generados presentan problemas
de contactos locales, como puede juzgarse a partir del valor de z de pares obtenido

en Prosa2003.
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3.3.2. Alineamientos de secuencia y andilisis de posiciones conservadas

Para buscar determinantes de funcién en la familia de quinasas dependientes de
ADP se utilizd el algoritmo para la busqueda de mutaciones correlacionadas ba-
sado en informacién mutua desarrollado por Mirny y Gelfand {2002). Si bien este
procedimiento fue desarrollado inicialmente para buscar determinantes de funcion
en proteinas pardlogas, la aplicacién del método en este grupo de secuencias no
arrojé determinantes de funcién en esta familia, los cuales son conocidos a partir de
atros estudios realizados por nuestro grupo (Merino y Guixé, 2008). En contraste, el
algoritmo encuentra 9 posiciones que parecen estar relacionadas con las diferencias
entre protefnas de organismos termdfilos y mesofilos. Sin embargo, la relacion de las
diferencias observadas con la estabilidad de las proteinas de organismos termoéfilos
no es clara.

El resultado anterior sugiere que la termoestabilidad en estas enzimas no es
organismo-especifica. Sin embargo, debido a la ausencia de una estructura crista-
lografica de una enzima mesdéfila para esta familia y a la baja calidad de los modelos
de estructura realizados para la glucoquinasa dependiente de ADP de M. acetivo-
rans no es posible poner a prueba esta hipotesis. Desafortunadamente, esta es la
glucoquinasa mesdfila dependiente de ADP mas similar en términos de identidad de

secuencia conocida.

3.3.3. Caracterizacién estructural de la superfamilia riboquinasa

Estudios anteriores han demostrado que el orden de contacto se relaciona con
la constante cinética de replegamiento en proteinas pequenas, globulares y de un
solo dominio (Plaxco et al., 1998). Como una aproximacién al estudio de la relacién

entre la constante cinética de plegamiento y las adaptaciones a altas temperaturas
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Figura 10: Andlisis de correlacién del orden de contacto de los resudos de 23 pro-
tefnas de la superfamilia riboquinasa normalizado por el largo de su secuencia con
la temperatura de crecimiento 6ptimo del organismo de donde provienen.

en la superfamilia riboquinasa se calculd el orden de contacto de 23 estructuras de la
familia (Tabla 3) el que fue correlacionado con la temperatura de crecimiento optimo
del .organismo de donde provienen. La figura 10 muestra la dependencia entre estos
dos pardmetros. Del analisis del grafico es evidente que no existe correlacién entre
ellos, en concordancia con la observacion de que la constante cinética de plegamiento

para protefnas terméfilas es similar al de proteinas mesdfilas (Luke et al., 2007).

Para estudiar la dependencia de la composicién aminoacidica con la temperatura
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Tabla. 3: Estructuras cristalograficas utilizadas en la caracterizacion de la superfami-
lia riboquinasa.

PDB  Organismo Temperatura de Estado de Funcion
1D crecimiento éptimo agregacidon
0)
8  1UA4 Pyrococcus 100 Dimero Glucoquinasa
2 Suriosus
ﬁ 1GC5  Thermococcus 88 Mondémero Glucoguinasa
5 litoralis
a  1L2L Pyrococcus 98 Mondmero Glucoquinasa
5 horikoshii
g, 102X Pyrococcus 98 Fetrémero Fosfofructoquinasa
[a] horikoshii
<
1EKQ Bacillus 37 Trimero Hidroxietil thiazol quinasa
S subtilis
5 1JXH Salmonella 37 Dimero 4-Amino-5-hydroximetil-2-metil
= typhimurium pirimidina fosfato quinasa
& 1KYH Bacillus 37 Tetrdmero Funcién desconocida
B subtilis
g 1LHP QOuis Aries 37 Dimero Piridoxal quinasa
o 1TD2 Escherichia 37 Dimero Piridoxamina quinasa
= coli
# 1UBO Thermus 75 Dimero Fosfometil pirimidina quinasa
thermophilus
1VBA Pyrococcus 98 Trimero Hidroxietil thiazol quinasa
horikoshii
2AX3 Thermotoga 80 Desconocido Funcion desconocida
mariima
2DDM  Escherichia 37 Dimero Piridoxal quinasa
coli
2F7K Homo 37 Dimero Piridoxal quinasa
sapiens
2I5B Bacillus ar Dimero Piridoxal quinasa
subtilis
& 2AFB  Thermotoga 80 Dimero 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa
] maritime
=2 1IBX4 Homo a7 Mondmero Adenosina quinasa
o sapiens
£ 1IDGM Toxoplasma 37 Monémero Adenosina quinasa
g gondii
8 2AJR Thermotoga 80 Dimero Funcién desconocida
o maritima
8 1RKS Escherichia 37 Dimero Ribosa quinasa
colt
1TZ3 Salmonella 37 Dimero Aming imidazol riboside quinasa
enterica
1VI1A Thermus 75 Dimero 2-ceto-3-desoxigluconato quinasa
thermophilus
2ABQ Bacillus 47 Ditero 1-fosfofructoquinasa

halodurans
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Figura 11: Comparacion del contenido porcentual de los distintos aminoacidos en
proteinas pertenecientes a la superfamilia riboquinasa provenientes de organisimos
mesofilos e hipertermdfilos. Los aminodcidos con diferencias significativas se indican
con un asterisco en la figura.

de crecimiento de los organismos, se calculd el porcentaje de cada residuo aminoacidi-
co en las 23 estructuras mencionadas anteriormente. Se observo un aumento signi-
ficativo del porcentaje de residuos de dcido glutamico, arginina y fenilalanina junto
con una disminucién de los residuos cisteina. asparragina e histidina para proteinas
termofilas (Figura 11) (prueba de t de Student). No fue posible observar otras ten-
dencias reportadas para proteinas de organismos termofilos como una disminucion
de serinas y treoninas (Chakravarty y Varadarajan, 2000).

Adicionalmente se observa correlacién significativa (prueba no paramétrica de
Spearman, p > 0, 05) que muestra un aumento de la cantidad de residuos ionizables y

los residuos aromaticos con la temperatura de crecimiento 6ptimo de los organismos
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Figura 12: Analisis de correlacién entre la temperatura de crecimiento ptimo y la
cantidad de residuos aroméaticos (A), la cantidad de residuos ionizables (B) y la
cantidad de puentes salinos (C) en 23 proteinas de la superfamilia riboquinasa.

(Figura 12). Es interesante destacar que también exisie una correlacién entre la
cantidad de puentes salinos calculados a partir de las estructuras cristalinas con la
temperatura de crecimiento del organismo. Sin embargo, esta correlacién es mucho
mds débil que la que se observa para los residuos ionizables, lo que sugiere una
contribucién importante de las interacciones electrostaticas de largo alcance a la

estabilidad de las proteinas a altas temperaturas (Figura 12).




4. Discusion

4.1. Caracterizacion bioquimica de las quinasas dependien-

tes de ADP

Tanto los pardmetro cinéticos como el estado de agregacion obtenidos en el pre-
sente estudio para la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis se encuentran
en buen acuerdo con los publicados por otros grupos para esta enzima (Koga et al.,
2000). Para la fosfofructoquinasa dependiente de ADP de P. horikoshii no existen
caracterizaciones bioquimicas publicadas a la fecha. Sin embargo, la fosfofructoqui-
nasa de P. furiosus, un homélogo cercano, ha sido clonada y caracterizada (Tuininga
et al., 1999). Su estado de agregacion es tetramérico al igual que la proveniente de
P. horikoshii. A diferencia de la quinasa caracterizada por el grupo de Tuininga, la
estudiada en este trabajo presenta valores de Ky alrededor de dos érdenes de mag-
nitud menor, lo que sugiere una mayor afinidad de esta enzima por sus dos sustratos.
Debido a que estas dos arqueas son filogenéticamente bastante cercanas y viven en
ambientes similares no es clara la explicacién para esta diferencia.

En la familia de quinasas dependientes de ADP se han descrito enzimas con esta-
dos de agregacién monoméricos {Koga et al., 2000; Verhees et al., 2001; Sakuraba et
al., 2002), diméricos (Koga et al., 2000; Jeong et al., 2003) y tetraméricos (Tuininga
et al., 1999). Adicionalmente en la superfamilia riboquinasa se observan distintos es-
tados de agregacién desde monémeros hasta hexdmeros (Tabla 3). Los datos reunidos
en la tabla 3 sugieren que el estado de agregacién en esta superfamilia esta relacio-
nado con la funcién de cada enzima y no con la estabilidad térmica, como ha sido
publicado anteriormente para otros grupos de proteinas {Walden et al., 2001; Maeda

et al., 2002).
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La variacién de los pardmetros cinéticos para glucosa con respecto a la concen-
tracién de MgADP en la glucoquinasa dependiente de ADP de T. fitoralis (Figura
5) muestra un comportamiento tipico de una enzima con mecanismo tipo ping-pong.
A la fecha no existe regisiro de una fosfotransferasa con este tipo de mecanismo. De
ser este el caso, necesariamente el MgADP deberia ser el primer susirato en unirse
a la enzima para transferirle el grupo fosfato. Para probar este mecanismo deberia
obtenerse MgAMP a partir de la enzima incubada séle en presencia de MgADP.
Un gréfico de dobles reciprocos con pendientes muy similares tenderdn a intersecarse
muy lejos de la zona en donde se grafican los datos experimentales, dando la aparien-
cia de curvas paralelas, lo que podria explicar los resultados obtenidos en ausencia
de un mecanismo con intermediarios enzima-ligando covalentemente unidos. En el
caso de la variacién de los pardmetros cinéticos para MgADP con la concentracion de
glucosa, las curvas son consistentes con un mecanismo al azar de adicién de susira-
tos en donde existe antagonismo de unién entre ellos (Segel, 1975). Para probar que
una enzima, presenta un mecanismo de tipo ping-pong es necesario que los graficos
de dobles reciprocos para ambos sustratos muestren curvas paralelas, sin embargo,
las curvas para MgADP desestiman la hipdtesis del mecanismo con intermediario
covalente.

Experimentos de dispersién dinamica de luz para la fosfofructoquinasa dependien-
te de ADP de P. horikoshii muestran que el radio hidrodindmico se ve modificado
en presencia de cada uno de los sustratos (Figura 2). Esto muestra que la enzima
es capaz de unir ambos sustratos por separado, lo que sugiere un mecanismo cinéti-
co al azar de adicién de sustratos. Ya que el cambio en el radio hidrodindmico de

esta enzima tras la unidén de los sustratos es suficientemente pequeno es claro que

no hay cambio en el estado de agregacion a diferencia de otras fosfofructoquinasas
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dependientes de ATP de la superfamilia {Baez et al., 2008).

Es importante destacar el hecho de que las fosfofructoquinasas de esta familia no
son inhibidas por el sustrato ADP ya que la inhibicién por ATP en las fosfofructo-
quinasas que utilizan este nucleotido es clave para evitar la generacién de un ciclo
fiitil en la glicélisis (Torres et al., 1997). En el caso de los thermococcales la ausencia
de inhibicién puede ser explicada ya que al fin de esta glicolisis modificada AMP,
fosfoenol piruvato y fosfato inorganico son usados para producir ATP (Sakuraba et

al., 2004).

4.2. Estudios de desplegamiento por GdmHCl

Como se puede observar en la figura 7, no fue posible obtener condiciones de
equilibrio para la glucoquinasa de T. litoralis. Sin embargo, el proceso no es comple-
tamente irreversible ya que es posible recuperar alrededor de un 50 % de la actividad
cuando la enzima es replegada a GdmHC! 1 M. La histeresis observada puede ser
provocada cinéticamente o por la presencia de un intermediario irreversible en donde
al equilibrio N <X U se suma la aparicion de una especie I que se relaciona al
equilibrio de desplegamiento de la forma

k
N —— U —— I
en donde el paso de I/ a I esta controlado cinéticamente. Al analizar la dependencia
de la concentracién de agente desnaturante a la que se obtiene la mitad del cambio en
las curvas de estabilidad C,,, (Figura 7) se observa que entre los 4 dias de experimento
v las dos semanas, éste disminuye alrededor de 0,2 M mientras que las curvas de

replegamiento parecen estacionarse a los 5 dias. Esto sugiere que la histéresis puede
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ser de tipo cinético y que las condiciones de equilibrio se alcanzarian en fiempos
mayores. Para la dihidrofolato reductasa de Thermotoge maritima se ha reportado
que el equilibrio no se puede alcanzar en tiempos razonables para temperaturas
bajo 50 °C en donde se observa una fuerte histéresis principalmente debido a que el
proceso de desplegamiento es demasiado lento (Dams y Jaenicke, 1999). Es posible
que para la glucoquinasa de T. litoralis el equilibrio de desplegamiento se alcance a
temperaturas mayores.

Se ha demostrado que existe una fuerte correlacién entre el AC, {cambio de calor
especifico a presion constante) de desplegamiento, la diferencia entre la superficie
expuesta al solvente de la proteina plegada y desplegada y el valor m de desplega-
miento (ver ecuacién 1 (Myers et el., 1995). Suponiendo que en el estado desplegado
de la glucoquinasa de T litoralis la cadena polipeptidica se encuentra completamen-
te exfendida, uno podria esperar un cambio de superficie expuesta al solvente entre
el estado nativo y el desplegado de aproximadamente 42.500 A% y un valor de m
de 10,2 kecal mol™! M~ (Myers et al., 1995). El valor m estimado de esta manera
es mucho mayor al observado experimentalmente en las curvas fuera del equilibrio.
Experimentos realizados a temperatura ambiente con esta enzima muestran que el
valor m no deberia sobrepasar 8,03 kcal mol™* M~ por lo que es posible que el estado
desplegado no se encuentre totalmente extendido.

La dependencia de la energia libre de desplegamiento con la temperatura esté des-

crita por la ecuacién

ull

2 )

AG = AH@ —TAS() + ACP (T— T[) +Th’l

conocida como la curva de Gibbs-Helmholtz o “curva de estabilidad” en donde AHj
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v ASp son en cambio en la entalpia y entropia a la temperatura de referencia Ty
respectivamente. Graficamente, la curva corresponde a una parabola que corta dos
veces el eje de las abscisas. Las temperaturas en donde la energia libre es igual a
cero se conocen como Ty, (en una de ellas se produce la desnaturacién por frio y en
la otra desnaturacién por calor}. La temperatura donde la estabilidad es méxima es
conocida como Ty ya que que el cambio de entropia en este punto es cero. Se han
propuesto ires modelos termodindmicos para la estabilidad térmica de las proteinas
termofilas (Figura 13). En el modelo 1 el AC, de desplegamiento es menor en pro-
tefnas terméfilas causando que la curva de estabilidad sea mas ancha y, por lo tanto,
la T}, de denaturacién por frio disminuye y la de denaturacion por calor aumenta
(Figura 13, curva roja). En el modelo 2 el cambio de energia libre a la temperatura
T, aumenta por lo que la curva se desplaza hacia arriba, de este modo la T3, de
denaturacién por calor aumenta mientras que la de denaturacidm por frio disminu-
ye (Figura 13, curva azul). Por 1iltimo, en el modelo 3 la temperatura de mixima
estabilidad aumenta por lo que la curva se desplaza hacia la derecha para proteinas
terméfilas (Figura 13, curva verde). Distintas combinaciones de estos tres modelos
han sido observadas en protefnas de organismos termdfilos (ver Kumar et al., 2001
y referencias en este trabajo).

Para una mutante libre de cisteinas de la ribonucleasa H de T. thermophilus se
ha demostrado que la presencia de estructura residual en el estado desplegado de la
enzima, contribuye a la disminucién del AC, de desplegamiento anmentando asf la.
temperatura de desplegamiento por calor (Robic et al., 2003). Los datos de desplega-
miento obtenidos para la glucoquinasa dependiente de ADP de T. liforalis sugieren

que el estado desplegado de la enzima no se encuentra completamente extendido.

Debido a esto, es posible que un mecanismo similar al mencionado anteriormente
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AG

] WA

Temperatura

Figura 13: Curva de estabilidad para una proteina hipotética (=) asi como la de tres
proteinas termdfilas en donde se ha disminuido el AC, sin modificar T (=), se ha
aumentado sélo la estabilidad maxima (=) o se ha aumentado sélo T (—).

para la ribonucleasa H este operando para aumentar la estabilidad térmica de la
glucoquinasa de T. litoralis.

Los estudios de la dependencia de la constante cinética de desplegamiento con
la temperatura muestran que aun a temperaturas cercanas a los 80 °C el desplega-
miento de esta enzima es un proceso muy lento (Figura 9, Tabla 1). El ajuste de
los datos cinéticos extrapolados a GAmHC] 0 M a la ecuacion (3) muestra que la

barrera energética entre el estado nativo y el estado de transicion es de tipo entdlpi-
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ca. Anteriormente se ha reportado para otras proteinas termdfilas que el proceso de
desplegamiento es més lento que para proteinas mesdfilas, atin cuando se comparan
homélogos en condiciones isoenergéticas (ver Luke et al., 2007 y referencias en este
trabajo). Debido a que siempre se observa este comportamiento se ha propuesto el
control cinético del desplegamiento como una de las principales caracteristicas de las
proteinas termdfilas (Luke et al., 2007).

La tabla 4 muestra las constantes cinéticas de desplegamiento para varias pro-
teinas termdfilas. Aqui es posible ver que atin en condiciones de alta temperatura
el proceso de desplegamiento es lento. Si bien la explicacién de este fendmeno no es
clara, un estudio reciente ha mostrado que podria ser consecuencia de la presencia
de residuos hidrofébicos de gran tamano (Dong et al., 2008).

Un estudio reciente sobre la estabilidad de un grupo de proteasas metaestables
ha mostrado que estas presentan un gran AC), de activacién en conjunto con un gran
AGF (Jaswal et al., 2005). En este sentido, el estado de transicién de desplegamiento
de estas enzimas deberia exponer una mayor superficie al solvente. Debido a que
el grafico de Eyring para la glucoquinasa de T. litoralis es lineal en el intervalo de
temperatura observado, no es posible determinar el AC, de activacién directamente
del ajuste para el proceso. La linearidad del grafico puede deberse a un cambio
de calor especifico de activacién muy pequefio o a que el intervalo de temperatura
estudiado es muy limitado. Comparando la regién de temperatura estudiada con el
ensayado para las proteasas metaestables (Jaswal et al., 2005) y para la dihidrofolato
reductasa de T. maritime (Dams y Jaenicke, 1999) es posible ver que en esta zona
el In(k,/T) depende linealmente con 7' y la curvatura que permite calcular el

AQC, sblo es posible observarla a menores temperaturas. Sin embargo, determinar

la constante cinética de desplegamiento a temperaturas bajo los 40 °C se vuelve
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Tabla 4: Constantes cinéticas de desplegaminto para proteinas provenientes de orga-
nismos terméfilos reportadas hasta la fecha (Modificada de Luke et al., 2007). Los
experimentos fueron realizados a temperaturas entre 20 y 25 °C, excepto para la
Ribonucleasa HII (50 °C) y la glucoquinasa ADP-dependiente {54 °C).

Proteina Organismo Temperatura de Estado de PDB b
crecimiento dptimo agregacién 1D
°C st
Co-chaperonina 10 Agquifex 95 Ieptimero - 5,5 - 10~%
acolicus
Ferredaxina 1 Agquifes 95 Mondmero 1F37 2.1p-12
aeolicus
Ferredoxina 5 Aquifex 95 Mondmero 1F37 2.10"12
aeolicus
Ferredoxina. Acidianus 80 Mondémero - 2.1074
ambivalens
Rubredoxina Pyrococcus 100 Monémero 1ZRP 2.10"%0
furiosus
ORF56 Sulfolobus >50 Dimero - 11,6107
islandicus
proteina de estrés por frio Thermotoga 80 Monédmero 1G6P 0,02
(Cold shock protein) maritima
Metilguanina Thermocoecus 95 Monémero - 1,5 107
metiltransferasa kodakaensis
Dihidrofolato reductasa Thermotoga 80 Dimero 1CZ3 4,6 -10712
maritima
Pirroldon carboxil Pyrococcus 100 Tetrdmero 1IOF 1,6.10715
peptidasa furiosus
Ribonucleasa HIT Thermococeus 95 Mondmero 1X1P 5.10°8
kodakaensis
Glucoquinasa Thermococcus a0 Monémeto 1GC5 2,94 . 10710
ADP-dependicnte litoralis
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experimentalmente complejo debido a lo lento del proceso.

4.3. Caracterizaciéon de la superfamilia riboquinasa

Varios estudios han tratado el problema de la estabilidad de proteinas termofi-
las desde una perspectiva estructural. Sin embargo, la manera en que estas proteinas
pueden mantener su estado nativo a altas temperaturas parece obedecer a reglas com-
plejas. Anteriormente, se ha mencionado que el control cinético del desplegamiento
serfa una de las principales caracteristicas de las proteinas terméfilas (ver Luke et
al., 2007 y referencias en este trabajo). n este trabajo hemos demostrado que esta
regla se cumple también para la glucoquinasa de 1. litorelis. Sin embargo, debido
a los problemas en la reversibilidad del proceso de desplegamiento no fue posible
medir las constantes cinéticas del proceso de replegamiento. IL.a comparacion del or-
den de contacto relativo de 23 estructuras de la superfamilia riboquinasa mostrd que
este pardmetro no tiene correlacién con la temperatura de crecimiento éptimo de
los organismos de donde provienen estas enzimas. Debido a que esta caracteristica
estructural muestra una fuerte correlacion con la constante cinética de replegamiento
(Plaxco et al., 1998) es posible inferir que la velocidad a la gue estas proteinas se
pliegan es similar entre organismos mesdfilos y termofilos, en buen acuerdo con lo
que ha sido publicado anteriormente {ver Luke et al., 2007). El orden de contacto
relativo calculado para el mejor de los modelos de la glucoquinasa de M. acetivorans
es 0,0634, valor que es bastante menor al calculado para las glucoquinasa de organis-
mos termofilos. De hecho, es menor que los 23 valores obfenidos para los miembros
de la superfamilia riboquinasa analizados, lo que sugiere un plegamiento mas rapido

para esta enzima. Sin embargo, debido a que el principal problema de los modelos

construidos para la glucoquinasa de M. acelivorans radica en los contactos locales,
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esto puede ser un artefacto producto de la mala calidad de los modelos obtenidos y
no de una caracteristica estructural de esta enzima (ver valor z-par, Tabla 2).

Debido a que las enzimas de la familia de quinasas dependientes de ADP de or-
ganismos meséfilos presentan una baja identidad de secuencia con las de organismos
terméfilos, es posible que la baja calidad de los modelos, principalmente en términos
de contactos locales, se deba a problemas en los alineamientos. Posiblemente esto
explique también la falta de correlacion entre los resultados obtenidos mediante el
andlisis de posiciones conservadas (Mirny y Gelfand, 2002) y la temperatura de creci-
miento de los organismos, ya que una gran cantidad de los determinantes funcionales
encontrados estan en regiones de baja calidad de los alineamientos. Aun asi es po-
sible que estas posiciones estén relacionadas mediante reglas mas complejas con la
estabilidad térmica, pero esto debe ser probado experimentalmente.

Si bien se han realizado algunos intentos para encontrar patrones de secuencias
de proteinas en genomas de organismos terméfilos en comparacién con mesdfilos,
no se ha descubierto una tinica tendencia (ver Kumar y Nussinov, 2001). Entre
las caracteristicas mds importantes se ha mencionado un aumento de los residuos
ionizables en las secuencias asi como un acortamiento de éstas para los organismos
terméfilos (ver Kumar y Nussinov, 2001 y referencias en este trabajo). De manera
interesante, en la familia de quinasas dependientes de ADP se puede observar que la
longitud de las secuencias de organismos termofilos son siempre més cortas que las
secuencias de organismos mesofilos, ya sean arqueas o eucariontes en acuerdo con la
tendencia informada anteriormente.

Para probar la existencia de alguna preferencia particular aminoacidica en las
proteinas de organismos terméfilos de la superfamilia, se calculé el porcentaje de

cada residuo para 23 proteinas del grupo cuya estructura cristalogréfica se encuentra
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disponible (Figura 11). Es posible observar un aumento significativo del contenido
de fenilalaninas, glutdmicos y argininas y una disminucién significativa de glutami-
nas, histidinas y cisteinas en las proteinas termofilas con respecto al contenido de
las protefnas meséfilas. La disminucién de cisteinas y glutaminas ha sido informada
anteriormente en otros andlisis basados en secuencia (ver Kumar y Nussinov, 2001).
Al parecer las cadenas laterales con grupos amida disminuyen debido a su termo-
labilidad. La disminucién de cisteinas por su parte, puede que esté relacionada con
restricciones asociadas a la velocidad de plegamiento ya que estas cadenas latera-
les pueden atrapar a las proteinas en “trampas cinéticas” que hacen el proceso de
plegamiento més lento.

Para un grupo de estructuras de proteinas provenientes de organismos termofilos
se ha demostrado que existe la tendencia de formar conjunfos densas de residuos
aromaticos que interaccionan entre ellos, principalmente con sus planos aromaéticos
perpendiculares entre s{ (Kannan y Vishveshwara, 1999). En esta conformacién, los
hidrégenos parcialmente positivos de un anillo inferactuan con la nube II del anillo
adyacente. Adicionalmente, se ha propuesto un aumento de los residuos hidrofébicos
de mayor superficie en proteinas de organismos terméfilos {ver Kumar y Nussinov,
2001 y referencias en este trabajo). En la superfamilia riboquinasa, fue posible obser-
var un aumento significative de la cantidad de fenilalaninas asi como una correlacién
significativa entre la temperatura de crecimiento éptimo y la cantidad de residuos
aromaticos en la secuencia (Figura 11 y 12). Es probable que esta tendencia apunte
al fortalecimiento de las interacciones hidrofobicas en la proteina y al control cinéti-
co del desplegamiento, como fue posible demostrar para la ribonucleasa HII de 7.
kodakarensis (Dong et al., 2008). Con anterioridad se demostré mediante experimen-

tos de transferencia entre solventes de compuestos modelo, que el efecto hidrofébico
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aumenta con la temperatura {Privalov y Gill, 1988), por lo que el fortalecimiento
de estas interacciones en proteinas termdfilas podria ser atin mas importante a altas
temperaturas.

Por largo tiempo se ha considerado que el aporte de las inferacciones salinas
a la estabilidad de las proteinas es pequeno. En este tipo de interacciones la gran
fuerza de la interaccidén en el estado plegado se ve compensado por la gran pena-
lizacién de desolvatacién de las cadenas al pasar del estado desnaturado al nativo,
por lo que el aporte neto a la estabilidad de las proteinas es marginal. Sin embargo,
la tendencia mas clara en proteinas termdéfilas es el aumento de los residuos ioni-
zables, asi como una correlacién débil entre la temperatura de crecimiento dptimo
y la cantidad de puentes salinos de la estructura (Kumar y Nussinov, 2001). En
la superfamilia riboquinasa fue posible ver una correlacion positiva tanto entre la
cantidad de residuos ionizables como de los puentes salinos con la temperatura de
crecimiento éptimo. De manera interesante, es posible ver que la correlacién con los
puenies salinos es més débil que aquella vista para los residuos ionizables, lo que
sugiere que las interacciones electrostdticas de largo alcance cobran una importancia,
mayor. Estudios de electrostatica continua han demostrado que los puentes salinos
si contribuyen a la estabilidad de proteinas termdfilas principalmente debido de la
disminucién de la constante dieléctrica del agua con la temperatura, una disminucién
del costo de desolvatacién de residuos cargados con el aumento de la temperatura y
una optimizacién de la interaccién de los puentes salinos con el resto de la proteina
(Hendsch y Tidor, 1994). Estudios de mutagénesis sistematica de residuos de cade-
nas laterales ionizables por alanina en la proteina ribosomica L30e de Thermococcus
celer han mostrado que la remocién de algunas de estas cadenas laterales puede

aumentar la temperatura de desnaturacién en contraposicién al estudio mencionado
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anteriormente (Lee et al., 2005). Adicionalmente, en ese estudio se demuestra que las
interacciones electrostaticas de largo alcance son tan importantes como las de corto
alcance para la estabilidad de la proteina (Lee et al., 2005).

La importancia de los puentes salinos para la estabilidad y estructura de una
mini-proteina de 20 residuos (Tc5b) fue estudiada mediante resonancia magnética
nuclear y dicrofsmo circular (Huddky et al., 2008). En este estudio se muestra que la,
optimizacién del finico puente salino en la estructura aumenta la estabilidad térmica
del péptido y de manera interesante, provoca. la optimizacién del niicleo hidrofébico
de la enzima mediante un efecto de largo alcance. En particular, en la familia de
quinasas ADP dependientes la cantidad de puentes salinos en la estructura parecen
aumentar de manera significativa con la temperatura de crecimiento de los organis-
mos ya que el mejor modelo de la glucoquinasa de M. acetivorans sblo presenta 5
de ellos en contraste con los cerca de 20 que presentan las glucoquinasas de fuentes
terméfilas. Sin embargo, es posible que esta diferencia esté sobreestimada debido a
1a baja calidad de los modelos construidos.

El grupo de David Baker en ¢l afio 2003 fue capaz de diseflar con éxito una pro-
tefna con un plegamiento no observado en la naturaleza y con una alta estabilidad
térmica y frente a los agentes caotrdpicos, mediante un algoritmo que sistemaética-
mente optimizaba la estructura y la secuencia (Kuhlman et al., 2003). Sin embargo,
cuando la secuencia se intenta optimizar para una estructura fija los resultados no
son tan buenos. Esto muestra que si bien los campos de fuerza ufilizados en el disenio
de protefnas son capaces de predecir de manera gruesa la estabilidad conformacio-
nal de las proteinas, las reglas que llevan al aumento de la estabilidad térmica de

éstas adn no estdn claras. Estudios de mutagénesis sitio-dirigida en la ribonucleasa

HII de Thermococcus kodakarensis han mostrado que existe un compromiso entre la
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actividad y la estabilidad de la enzima (Mukaiyama et al., 2006). En este trabajo se
demostré mediante mutagénesis sitio-dirigida que la mayoria de los residuos que for-
man parbe del sitio activo de la enzima disminuyen la estabilidad de la proteina. La
misma tendencia ha sido observada en enzimas provenientes de organismos meséfilos
(Meiering et al., 1992; Shoichet et al., 1995). Esto sugiere que el disefio de enzimas
termoestables 1tiles para procesos industriales estara limitado por el conocimiento
que se tenga del plegamiento que se esta utilizando asf como su relacién con la fun-
cién enzimatica y la inclusién de estos factores en las estrategias de disefo racional
de las proteinas.

Los resultados informados aqui, en conjunto con la literatura citada, sugieren que
los determinantes de la estabilidad térmica de las proteinas no se encuentran en la
estructura nativa. En contraste, es posible que la estructura del estado desplegado
en conjunto con la manera en la que el estado de fransicién de desplegamiento se
conecta con la estructura plegada de la proteina sean la clave de la estabilidad a

altas temperaturas.



9.

Conclusiones

» La fosfofructogninasa dependiente de ADP de P. horikoshii forma tetrdmeros

en condiciones nativas y presenta cinéticas de saturacion hiperbélicas para sus

dos sustratos.

Pruebas cinéticas como estructurales sugieren que tanto la glucoquinasa de-
pendiente de ADP de T. litoralis como la fosfofructoquinasa dependiente de

ADP de P. horikoshii presentan mecanismos al azar de adicién de sustrato.

Los experimentos de desplegamiento por agente caotrépico de la glucoquinasa
de T. litoralis sugieren que el estado desplegado de la enzima contiene estructu-
ra residual. Sin embargo, es necesario conseguir condiciones de equilibrio para
probar esta hipétesis. Posiblemente experimentos a mayores temperaturas re-

suelvan este problema.

La glucoquinasa de T. litoralts muestra constantes cinéticas de desplegamien-
to pequefias ain a temperaturas altas, lo que sugiere que en esta enzima la
estabilidad térmica es resultado de la lentitud del desplegamiento, como ha
sido reportado anteriormente para otras proteinas provenientes de organismos

hipertermdfilos.

El anilisis de secuencias realizado para la superfamilia riboquinasa muestra

que existe un aumento significativo de los residuos arginina, glutamico y feni-
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lalanina y una disminucién de los residuos cisteina, glutamina e histidina en las
protefnas de organismos termoéfilos con respecto a las protefnas de organismos

mesoiilos, en concordancia con lo que ha sido publicado anteriormente.

» La cantidad de residuos ionizables y arométicos muestran una correlacién posi-
tiva con la temperatura de crecimiento 6ptimo de los organismos. La cantidad
de puentes salinos también muestra esta correlacién aunque de manera més
débil. Esto sugiere que tanto las inferacciones idnicas de largo alcance como

las de corto alcance son importantes para la estabilidad térmica de las enzimas.
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Apéndices

A. Desplegamiento al equilibrio

Para obtener informacidn acerca de la estabilidad del estado nativo de una pro-
teina es necesario conocer la relacién entre las concentracién de cada uno de los
estados macroscopicos posible del polipéptido cuando estos se encuentran al equili-
brio(e.g. el estado nativo y el estado denaturado). Sin embargo, en las condiciones
usuales de estudio el estado nativo es el que se enuentra poblado mayoritariamente,
siendo los demés sélo marginalmente representados. Esto hace que, generalmente, sea
imposible detectar los demas estado. Ademas, usualmente no es posible diferenciarlos
mediante técnicas espectroscépicas. Tradicionalmente, la solucién a este problema a
sido aplicar perturbaciones externas al sistema las cuales puedan modificar la pro-
porcién entre las especies. Asi, por ejemplo, para favorecer el estado desplegado por
sobre el estado nativo se puede aumentar la temperatura del sistema o utilizar agen-
tes caotrépicos como cloruro de guanidinio o urea. Para el caso de la denaturacién
quimica, donde la temperatura se mantiene constante en el experimento, podemos

definir el sistema méds simple posible

donde la proteina sélo puede encontrarse en dos estados en equilibrio entre ellos: El
estado nativo N y el estado desplegado U. Aqui, la constante de equilibrio para el

proceso, K, estara definida por

K= o)

65



A DESPLEGAMIENTO AL EQUILIBRIO 66

Por otra parte, podemos definir la concentracién de cada uno de los estados en
términos de la concentracién de proteina total. Asi, si f,, es la fraccién de proteina

en el estado desplegado y f,, es la fraccién de proteina en el estado nativo entonces

[U] = fulPiot] ¥ [N} = fulPiot], donde f,, + f, = 1. Reordenando tenemos

[N = (1 = fu)[Pret] ,
[U] = fu[JPtot]

Reemplazando en la ecuacién (6) se obtiene

Jul Prot]
K= —""-—7—
(1 - f u)[ljtot]
simplificando [P
Ju
K=
(1 - f u)
v despejando en funcién de f, obtenemos
K
rK -0

Si el experimento es realizado a diferentes concentraciones de agente caotrdpico es
posible relacionar la fraccién de moléculas que se encuentras en el estado desplegado
con alguna observable del sistema. Asi, por ejemplo, es posible seguir el desplegamien-
to con técnicas espectroscdpicas (como fluorescencia y dicroismo cireular), cambios

en la actividad enzimatica, cambios en la viscosidad, etcétera.

2
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Particularmente, para una propiedad como las fluorescencia intrinseca o la acti-
vidad enzimatica que disminuyen con la fraccidén de moléculas desplegadas es posible

definir f, como

Yn— Y
f [T =
Un — Yu
donde y es el valor de la propiedad observada a una determinada concentracién
de agente caotrépico, y, es la propiedad observada en condiciones que favorecen
completamente el estado nativo e y, es la propiedad observada en condiciones que

favorecen completamente el estado desplegado. Reordenando tenemos que

Y=Yn— (yn - yd).fu (8)

Ya que el sistema se encuentra en equilibrio sabemos que la relacién entre la
constante de equilibrio y la diferencia de energia libre entre los estados desplegado y

nativo es

AG=—-RTIhK
o reordenando

Adicionalmente, se ha observado que el AG de desplegamiento para, las proteinas

tiene una dependencia lineal con la concentracién de agente caotrdpico [D]
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AG = AGH2O — m[D] (10)

donde AGy,o es la diferencia de energia libre entre los estados nativo y desple-
gado en ausencia de agente caotrépico y m es la dependencia de la diferencia de la
energia libre con este.

St combinamos las ecuaciones (7), (8), (9) y (10) obtenemos la ecuacién (1)

( —(AGH,0-m[D]) )
RT

e
Y=Y — Un — Vu) —(a0g ogm[D]))
1 + e( RT
utilizada para ajustar de las curvas de desplegamiento obtenidas.
Para calcular Ia concentracién de agente caotrdopico necesaria para causar la mitad

de la transicién C,, podemos utilizar la ecuacién (10). Ya que en este punto €l valor

de AG esigual a 0 es posible obtener este valor con la relacién Gy, = AGg,0/m.




B. La ecuaciéon de Eyring

La ecuacién de Eyring describe la dependencia de la constante cinética de una
reaccidn con la temperatura. Esta ecuacién es una construccién tedrica basada en el
modelo del estado de transicién.

En este modelo cuando un par de moléculas, en una reaccién quimica, se juntan
en una colision que lleva a la formacién de productos (o cuando una molécula, para
una reaccion unimolecular, sigue los movimientos que finalmente causaran el cambio
quimico) pasan por una configuracién de méxima energia potencial conocida como
estado de transicion. La diferencia de energia entre los reactantes y el estado de
transicién es conocida como la energia de activacién de la reaccién. Asi, la enegia
de activacion define la energia minima que deben tener los reactantes para formar
productos. De este modo, la velocidad de la reaccién serd proporcional a la cantidad
de moléculas que se encuentren en el estado de transicién.

Consideremos, cinéticamente, el modelo de dos estados para el desplegamiento

de una. proteina

k
N — U
donde N es el estado nativo, U es el estado desplegado y % es la constante cinética
para el proceso. Aqui, el cambio de la concentracién de proteina desplegada en el
tiempo estard dado por
d[U]

5 = RN (11)

Por otra parte, de acuerdo al modelo del estado de transicién tenemos una especie

de maxima energia a través de la coordenada de reaccién en equilibrio rapido con el
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estado nativo (el reactante)

kl v2
N —— ETt —» U
k1

donde ET% corresponde al estado de transicion de la reaccién, ki, k_; y ko son las
constantes cinéticas del proceso.

La cinética de la reaccién desde el estado nativo al estado desplegado depende de
la concentracidén de moleculas que se encuentran en el estado de transicidn. Segin el

esquema, anterior

dET] _

o7 Ei[N] — k_1[BTY] — ko[ ETH

pero debido a que las especies N y ET* se encuentran en equilibrio k;[N] v — k_; [ETH

se cancelan entre ellos, lo que nos da

d[ETY]
dt

= kp[BTY) = %T] (12)

Ademads, debido al equilibrio rapido entre el estado nativo y el estado de transicién

de la reaccién tenemos que

_ BT
W]
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es la constante de equilibrio para el proceso. Reordenando obtenemos
[ET = KHN] (13)

Combinando las ecuaciones (11), (12) y (13) obtenemos una expresién que rela-

ciona la constante cinética total del proceso con el estado de transicién

[Ulk =k K* U]
y simplificando [U]
b=k K (14)

Desde la termodinamica sabemos que podemos relacionar la constante de equili-
brio de un proceso con la diferencia de energia libre entre los reactantes y prodcutos.

Asi, sabemos que

AGt= -RTIn K* (15)

donde AG* es la energia libre de activacién, R es la constante universal de los gases
y 1" es la Temperatura.
Adicionalmente, aunque no seré tratado explicitamente equi, desde la mecénica

estadistica podemos calcular que el valor de la constante k» en la ecuacién (14) es®

SPara la derivacién formal de esta constante ver (Lowry y Richardson, 1976)




-~ ’:.P'/

%
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ksT
Fn = 1; (16)

donde kp es la constante de Boltzmann, T es la temperatura vy h es la constante de

Planck.
Finalmente, si combinamos las ecuaciones (14), (15) y (16) obtenemos la ecuacién

(2) de materiales y métodos

k= (E*Z_T) [(#7)




