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RESUMEN

la arquea Pyrococcus furiosus presenta una via modificada de Embden-
Meverhof, en su via glicolitica contiene una glucoguinasa dependiente de ADP (PfGK).
Esta enzima pertenece a la superfamilia riboquinasa cuyos miembros poseen una
estricta dependencia de un catién divalente para la catalisis y donde el motivo
conservado NXXE, se ha asociado con su unién. En este trabajo estudiamos el efecto de
distintos metales divalentes sobre la catélisis y regulacion de la PfGK y el papel del
motivo conservado NXXE en estas conductas. La PfGK silvestre puede utilizar diversos
metales divalentes con valores de Km similares para los distintos complejos metal-
nucledtido. Por otro lado, se determind gque es inhibida por el metal libre de acuerdo a
un mecanismo no competitivo parcial, como también por ADP libre, quien se comporta
como un inhibidor competitivo con respecto al complejo metal-nucledtido. Las
mutantes E295Q y E295L, del motivo conservado NXXE, presentan una disminucién
severa en la k.: Y un aumento en el valor de Km para el complejo metal-nucledtido. La
inhibicion por el metal libre en la mutante E295L es similar a [a de la enzima silvestre,
mientras que la mutante E295Q presenta alteraciones en este comportamiento. La
promiscuidad en la utilizacién de metales sugiere que el papel de estos cationes se
relaciona con la geometria de los grupos fosfato mas que con sus caracteristicas

quimicas y que el residuo E295 es crucial para la interaccién y estabilizacion del

complejo metal-nucleétido y para la regulacién por el metal libre.




INTRCDUCCION

Los microorganismos hipertermofilos, los que viven entre 80 y 105°C, en su
mayorfa pertenecen al dominio arquea y se considera que son los seres vivos mas
ancestrales. Varios de estos hipertermdfilos crecen en presencia de carbohidratos,
tales como hexosas, pentosas y polimeros de aziicares. Representantes de argueas
anaerdbicas del género Pyrococcus, Thermococcus y Desulfurococcus fermentan
azticares a acetato como principal producto (Selig M y col, 1997). Dentro del género
Pyrococcus la arquea heterétrofa Pyrocccus furiosus ha sido una de las mas estudiadas
{Kengen S y col, 1995}, debido a su facilidad de cultivo. Este microorganismo utiliza
almidén, celobiosa, maltosa y piruvato como sustratos para su crecimiento.
Aparentemente maltosa y celobiosa son ingresadas a la célula y degradadas a glucosa
por a y B-glucosidasas respectivamente (Kengen Sy col, 1994). La degradacion de estas
moléculas se inicia con la glicolisis, el cual corresponde a un proceso donde las
moléculas de aziicar son activadas por quinasas especificas a su forma fosforilada
(Verhees C y col, 2002). Este proceso catabdlico es de gran importancia para el
metaholismo celular ya que facilita el flujo de carbono y la formacion de ATP, en
especial para las arqueas ya que éstas en general, no poseen el sistema transferasa

dependiente de fosfoenolpiruvato. Este sistema constituye un complejo multiproteico

que acopla el transporte de aziicares a través de [a membrana bacteriana con su




fosforilacién simultéanea, utilizando fosfoenolpiruvato como dador de fosforilos (Dér Cy
col, 2003; Freitag N y col, 2009).

Durante el proceso evolutivo, la quimica de esta serie de reacciones de
fosforilacion se ha conservado en una amplia gama de organismos. A través de
comparaciones de secuencia, estructura y funcion, en un conjunto de 60 quinasas con
diferentes especificidades, Bork y colaboradores {1993) identificaron tres familias de
guinasas de azicares: hexoguinasa, riboquinasa y galactoquinasa. De acuerdo con este
andlisis, la funcién enzimatica de fosforilacién de aziicares ha evolucionado de manera
independiente en tres mddulos estructurales distintos, dando cuenta de una evolucién
convergente.

El ATP se considera el dador de fosforilos mas comtin para quinasas (Matte Ay
col, 1998). Sin embargo, recientemente se ha descubierio que en algunas arqueas
opera una via modificada de Embden-Meyerhof, en la cual ciertas quinasas tienen
diferente especificidad por el dador de grupos fosforilo. Estos estudios revelaron que
en arqueas hipertermdfilas existe un nuevo metabolismo de azicares. Tales enzimas
requieren de ADP como grupo dador de fosforilos en vez de ATP (Figura 1) (Sakuraba H
y col, 2002-04; Ito S y col, 2003-01). Ejemplos de ello lo constituyen una glucoquinasa y
fosfofructoquinasa dependiente de ADP en Pyrococcus furiosus (Koga S y col, 2000;
Tuininga y col, 1999), una fosfofructoquinasa dependiente de ADP en Pyrococcus
horikoshii (Tsuge H y col, 2002) y una glucoquinasa dependiente de ADP en

Thermococcus litoralis (Ilto S y col, 2001). Las glucoquinasas dependientes de ADP se




encuentran en arqueas del orden termococales, tales como Pyrococcus furiosus,
Termococcus litoralis, en algunas arqueas metanogénicas como Metanococcus
jannaschii y recientemente se identificé una representante eucariota en la especie Mus
musculus (Ronimus R y Morgan H, 2004). En M. jannaschii existe una enzima
bifuncional que posee actividad glucoquinasa (GK-ADP) y fosfofructoquinasa (PFK-ADP)
(Sakuraba y col, 2002).

Los genes que codifican las GK-ADP de P. furiosus, T. litoralis y M. jannashii se
encuentran caracterizados {Koga S y col, 2000; Sakuraba H y col, 2002). Estas protefnas
se pueden presentar en forma homodimérica (P. furiosus, M. jannashii) 0 monomérica
(T. litoralis), con subunidades de alrededor de 50 kDa. Otra caracteristica destacada es
que poseen una alta especificidad por ADP y el sustrato azicar correspondiente.
Basandose en el andlisis de su estructura primaria, se observd que no poseen una
similitud significativa con otras quinasas de azlcares. Por otra parte, la determinacion
de la estructura de las GK de T. litoralis y P. furiosus permitié clasificarlas como
miembros de la superfamilia riboquinasa. Sin embargo, tomando en cuenta las
modificaciones estructurales de estas proteinas y su relacién filogénetica con otras
enzimas de la superfamilia, es que se las ha clasificado en un clado separado, el cual se
ha denominado recientemente como “familia de las quinasas dependientes de ADP”
(lto y col, 2003).

Ei estudio de una enzima hiperterméfila como lo es la glucoguinasa dependiente

de ADP de Pyrococcus furiosus es relevante desde el punto de vista evolutivo ya que




nos permitird establecer si la PfGK posee mecanismos cataliticos similares a otras
quinasas de azlcares del dominio arquea como también a aquellas que pertenecen a
otros clados de la superfamilia riboquinasa que utilizan sustratos diferentes pero que

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

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




1. Glucoquinasa dependiente de ADP de Pyrococcus furiosus

La glucoquinasa cataliza la transferencia del fosfato B del ADP al grupo 1-OH de
la glucosa para generar glucosa-6-fosfato y AMP. Esta enzima pertenece al clado
“quinasas ADP dependientes” de la superfamilia riboquinasa. Corresponde a un
homodimero de aproximadamente 50 kDa con 456 residuos de aminoacidos. Su
estructura se ha determinado mediante cristalografia de proteinas a una resolucion de
1,9 A en conformacién cerrada, acomplejada con glucosa y AMP. La glucosa se une a
un surco entre el dominio grande y pequefio, ademas se observé densidad electrénica
en el 4tomo O1 tanto con la conformacién a como B anomérica (lto S y col, 2003). La
enzima presenta una fuerte inhibicion por AMP reportandose una Ki de 0,06 mM
(Verhees C.H y col, 2002) y prefiere usar CDP en lugar de ADP, pero no puede emplear
GDP (Koga Sy col, 2000). La base catalitica de esta glucoquinasa corresponde a Asp440.
En la estructura de PfGk no se observa un Mg® unido como se encuentra en la
estructura de la glucoquinasa dependiente de ADP de T. litoralis, pero un espacio
hidrofilico de 17 moléculas de agua aportarian el area suficiente para acomodar este
jon y el fosfato B terminal del ADP. Los residuos Gln113, Glu266, Asn292, Glu295 y
Asp440 parecen sostener Ja unién entre moléculas de agua y Mg** (lto S y col, 2003)

(Figura 2y 3).




Figura 2. Estructura del monémero de la glucoquinasa dependiente de ADP de P.
furiosus realizada con el programa VMD. En la imagen de la izquierda se destaca la
presencia de un dominio menor (gris) y un dominio mayor (azul). En la imagen de la
derecha se observa el plegamiento apa que caracteriza a la superfamilia riboquinasa,
destacandose en rojo las hojas beta centrales presentes en el plegamiento tipo

Rossmann modificado.




Figura 3. Estructura del sitio activo de la glucoquinasa dependiente de ADP de P.
furiosus realizado con el programa VMD. Se destaca la posicion de los residuos
involucrados en el motivo NXXE (N292 y E295), el residuo catalitico (D440), las
moléculas con las cuales se encuentra cristalizada la proteina (glucosa y AMP) y algunas
aguas (esferas rojas) incluidas en el cluster hidrofilico que al parecer unirian el ion
Mg”*. En celeste los atomos de carbono, rojo los oxigenos, amarillo el fosfato y azul el

nitrégeno.




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

Las enzimas de la familia riboquinasa se encuentran clasificadas como proteinas
de tipo alfa y beta (a/B)} (Sigrell y col, 1998-99; Mathews y col, 1998; Cook y col, 2000}.
Varias
estructuras de protefnas con funcién conocida que pertenecen a esta familia de
quinasas se han reportado hasta la fecha: riboquinasa (RK)(Park J y col, 2007;
Chuvikovsky D v col, 2006), adenosina quinasa humana (AK) (Spychala J y col, 1996),
adenosina quinasa de Toxoplasma gondii (Schumacher y col, 2000), 4-metil-5-(-
hidroxietiltiazol quinasa (THZ) (Campobasso N y col, 2000), 4-amino-5-hidroximetil-2-
metilpirimidina quinasa (HMMP) {Cheng G y Col, 1995; Newman J y col, 2006),
aminoimidazol ribosido quinasa de Salmonella entérica (Zhang Y y col, 2004), piridoxal
quinasa (Li M v col, 2002}, glucoquinasa dependiente de ADP de Termococcus litoralis
(ito y col, 2001) y Pyrococcus furiosus {ito y col, 2003), fosfofructoquinasa de
Pyrococcus furiosus (lto y col, 2003) y Pyrocccus horikoshi {Currie M y col, 2009),
GK/PFK de Methanococcus jannashii (Sakuraba y col, 2002) y KDG quinasa (Pauluhn Ay
col, 2008) entre otras. El mondmero de los miembros de la familia consta de un
dominio mayor y un dominio menor y su plegamiento esta muy conservado (Figura 4),
mientras que la estructura cuaternaria varfa entre ellos presentdndose desde
estructuras tetraméricas (YXKO) (Zhang Y y col, 2002) y triméricas (1KYH) (Campobasso

y col, 2000) hasta monoméricas {TIGK) (Ito y col, 2001).
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C terminus

N terminis

Figura 4. Sobreposicion de estructura secundaria de miembros de la superfamilia
riboquinasa basados en la posicion de 107 Ca. En el modelo se sefialan las regiones
conservadas entre los miembros de la superfamilia. Aminoimidazol ribdsido quinasa en
rojo (AIR); Riboquinasa en naranja (RK); Adenosina quinasa humana en azul (AK);

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

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

olivo; 1014 en purpura; y 1KYH en gris (Zhang Y y col, 2004).
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Una caracteristica comin en esta superfamilia corresponde a 8 hojas beta
centrales flanqueadas por hélices alfa (Figura 2 y 5) (Zhang Y y col, 2004). El sitio activo
esta localizado en una hendidura poco profunda a lo largo del borde de una hoja beta
central en el dominio mayor. El dominio menor consiste en una estructura tipo tapa
que cubre el sitio activo. Sin embargo, enzimas como THZ quinasa {Campobasso N y col
2000) y HMPP quinasa {Newman J y col 2006) carecen de esta caracteristica
estructural. Se ha sugerido que esta tapa constituye un marcador morfoldgico de la
evolucién dentro de la superfamilia (Ohshima y col 2004). En los miembros diméricos
como la glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus, el dominio menor forma
parte de la interfaz entre las subunidades (lto S y col 2003).

Dentro de esta familia de enzimas se distingue tres motivos conservados en la
secuencia de aminodcidos. El primero corresponde a un dipéptido de glicina (GG) cerca
del N-terminal (Bork y col, 1993; Wu y col, 1991). El segundo motivo corresponde a la
secuencia GXGD, que contiene un residuc aspartico altamente conservado que se
propone como la base catalitica general en la reaccién de fosforilacién (Maj y col, 2000;
Mathews y col, 1998; Schumacher y col, 2000; Sigrell y col, 1998) {Figura 6). El dltimo
motivo corresponde a NXXE y se localiza en el sitio activo de las enzimas, el cual esta
involucrado con la unién de jones Mg y PO, {Figura 6){Maj y col, 2002; Parducci Ry
col, 2006). Esta descrito que en la estructura cristalina de la adenosina quinasa (AK) de
humano hay dos adenosinas y un Mg”* el cual est4 coordinado con 6 moléculas de agua

en configuracién octaédrica (MOB6) unidas a residuos del sitic activo. Esta asociacion
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incluye contactos con las cadenas laterales del motivo NXXE, especificamente con el
residuo E266 y la base catalitica D300.

En la estructura de la AKX de Toxoplasma gondii se observa que el idn Mg®* esta
unido de forma distinta a lo encontrado en la AK de humano. En esta proteina el catién
metalico divalente estad coordinado entre los fosfatos a y B del andlogo de ATP no
hidrolizable (AMP-PCP). Por otra parte, en la estructura de la riboquinasa de
Escherichia cofi se observa que el motivo conservado NXXE forma interacciones con
ADP y un i6n fosfato (Maj y col, 2002). Una de las estructuras tridimensionales de THZ
quinasa {Campobasso N y col, 2000), incorpora sustrato y producto simultdneamente,
junto a dos iones magnesio en el sitio activo. En la glucoquinasa dependiente de ADP
de P. furiosus el motivo NXXE corresponde a los residuos N292 y E295. En esta
investigacion se estudiara el rol que cumple el residuo E295 de PfGk en la catalisis y

unién de sustratos mediante una caracterizacion cinética de la glucoquinasa silvestre y

mutaciones sitio-dirigidas.
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Figura 5. Diagrama topoldgico de miembros de la superfamilia Riboquinasa (RK). Las
hélices alfa se muestran como circulos y las hebras beta como triangulos. Los
tridngulos que apuntan en la misma direccion representan hebras paralelas y los que
apuntan en direccion opuesta hebras antiparalelas. Los elementos de estructura
secundaria que se conservan en toda la superfamilia RK se muestran del mismo color:
Hebras beta central, azul; hélices alfa a cada lado, rojas y verde; Elementos de
estructura secundaria en magenta representan una insercion en relacion a la
riboquinasa. Elementos de estructura secundaria en gris representan una insercion en
la adenosina quinasa. Elementos de estructura secundaria Gnicos para cada enzima se
representan en blanco. El resto de colores sefialan inserciones en relacién a miembros

no mostrados en la figura (Adaptado de Zhang Y y col, 2004).
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Figura 6. Alineamiento de secuencia entre miembros de la superfamilia riboquinasa. Se
sefiala el motivo NXXE y GXGD que estan involucrados con la catélisis. Los residuos del
motivo NXXE estan relacionados con la union de iones fosfato y cationes divalentes,
mientras que en el motivo GXGD se encuentra la basa catalitica que activa el hidroxilo

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

otras quinasas: aspectos funcionales del motivo NXXE.

Hay dos clases de enzimas que requieren cationes divalentes para su actividad
catalitica, las metaloenzimas, que contienen un ion metélico fuertemente unido y que
no se disocia, y las enzimas activadas por metal, las cuales ven anulada su catdlisis en
ausencia del catién. Dentro de estas Gltimas, las fosfotransferasas son las de mayor
relevancia (Parducci R, 2005). E! ATP libre no es el verdadero sustrato para estas
quinasas, por esta razon requieren de un catién metalico divalente para su actividad
{Knowles J, 1980).

Esta descrito que la adenosina quinasa de diversas fuentes (Darling J y col, 1999;
Fisher M y Newsholme E, 1984; Murray A\W., 1968) y riboquinasa de E. coli ven
afectada su actividad tanto por iones pentavalentes como por iones Mg?*, unién en la
que participa el motivo NXXE (Maj C y col, 2002; Maj C y Gupta R, 2001). Mutantes
para los residuos N y E en la AK de Mesocricetus auratus resulta en cambios en el
efecto que ejercen los jones POy. Sumado a lo anterior, se advierte una menor
inhibicién en presencia de Mg”*. Como consecuencia de las mutaciones descritas las
propiedades cinéticas de [a enzima cambian, sugiriendo que estos residuos estan
involucrados en controlar la actividad AK a través de a unién de iones Mg** y PO4 enel

motivo conservado NXXE (Maj Cy col, 2002).
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En relacidn a la influencia del Mg®* sobre la actividad de fosfotransferasas se
determiné que en proteinas tirosina quinasa concentraciones entre 5y 10 mM son
necesarias para la actividad méxima. Estas concentraciones son mucho mayores que lo
necesario para acomplejar el nucledtido, por lo que se deduce un rol adicional para
este catién (Budde R y col, 1993). Especificamente en la proteina tirosina quinasas Csk
se ha determinado que ademas del i6n l\llg2+ necesario para formar el complejo metal
nucleétido se necesita de otro ion Mg®" para la activacién de la proteina, esto implica
que existe un segundo sitio de union a metal. Ademas se demostrd que es posible
sustituir el Mg®* por otros cationes como Mn*', Co?* y Ni** ya que estos Gltimos
soportan la actividad quinasa en ausencia de Mg”* (Gongkin S y Budde R, 1999).

Las observaciones anteriores indican que los residuos N y E del motivo NXXE
participan en la union de iones PO4 Y Mg”* al sitio activo de algunos miembros de la
superfamilia riboquinasa. Ademds, en ciertas fosfotransferasas que estan clasificadas
dentro de esta familia como algunas que no pertenecen a este grupo de quinasas, se ha
evidanciado un rol adicional para cationes metalicos divalentes que no forman parte
del complejo metal nucledtido. Hasta la fecha no se conoce el papel que llevan a cabo
estos residuos en la catalisis y regulacién de la glucoquinasa dependiente de ADP de P.

furiosus. Ademas, no se ha estudiado si existe un sitio de unién a un segundo metal en

esta enzima.




HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION Y OBJETIVOS

Hipotesis
“En la glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus existe un sitio de union
a Mg”" distinto del sitio de unién para ADPMg con la participacién del residuo E295

en tal interaccion”.

Objetivos

Objetivo General

Estudiar la especificidad y regulacion de la glucoguinasa dependiente de ADP de P.

furiosus por metales divalentes y establecer el rol del residuo E295 en esta conducta.

Objetivos Especificos

1. Purificar y caracterizar cinéticamente la glucoquinasa dependiente de ADP de P.
furiosus.

2. Estudiar el efecto de cationes divalentes sobre la actividad enzimatica de la
glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus.

3. Analizar el efecto del ADP libre sobre la actividad fosfotransferasa.
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4. Establecer el papel del residuo E295, en la catalisis y union de cationes
divalentes, mediante la confeccion de mutantes sitio especificas para este

residuo (E295Q y E295L).

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Reactivos

Se obtuvo desde:

Sigma: glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides, -
mercaptoetanol, acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etilsulfonico (HEPES), cloruro de
manganeso (MnCl,), cloruro de magnesio (MgCl), cloruro de calcio (CaCly),
dinucleétido de B—nicotinamida y adenina (NAD"), dodecil sulfato de sodio (SDS) 99%,
estandar de bajo peso molecular SigmaMarker low range M3913, persulfato de

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

Merck: acido clorhidrico (HCI), cloruro de cadmio (CdCl,); cloruro de cobalto (CoCly),
cloruro de magnesio (MgCl,), cloruro de potasio (KCl), cloruro de zinc (ZnCly), etanol
absoluto, D(+) glucosa anhidra.

Winkler: cloruro de sodio (NaCl), glicerol, hidréxido de sodio (NaOH), isopropil-B-D-tio-

galactopiranésido (IPTG), sulfato de amonio ((NH4),504) y Tris.
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Bio-Rad Laboratories INC: acrilamida 99,9%, Bio-Rad Protein Assay, Chelex 100,

columna de intercambio hidrofobico ter-Butil.
US Biological: ampicilina, cloranfenicol.
Invitrogen: agar seleccionado, Kit de mutacion sitio dirigida Gene Taylor ©.

Becton Dickinson and Company: extracto de levadura Bacto™ y triptona Bacto™.

Branson Ultrasonics Corporation: sonicador Branson Digital Sonifier 5-450D.

Eppendorf: centrifuga Eppendorf 5810R y sus rotores F-34-6-38 y A-4-62.
GE Healthcare: columna de intercambio idnico HiTrap Q HP.

Gibco BRL — Ultrg Pure — Life Technologies: N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED).

Hewlett Packard: espectrofotémetiro Hewlett Packard 8453.

Millipore: centriplus.

Omega Bio-Tek: kit extractor de plasmidio Plasmid minikit I.

METODOS
1. Medios de Cultivo
1.1 Luria Bertani (LB)
Se afiadio 10 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura sobre 900
mL de agua desionizada. El pH se ajusté con NaOH a 7,0 antes de aforar a 1L y

esterilizar.
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1.250C

Se adiciond 2 g de triptona, 0,5 g de extracto de levadura, 1 ml de NaCl 1M,
0,25 mL de KCI 1 M sobre 197 mL de agua desionizada, se ajusto ef pH a 7,0 y luego se
esterilizd. Finalmente se afiade 1 mL de MgCL, 1 M y 1 mL de glucosa 2 M, ambos

esterilizados previamente por medio de filtracion con tamaiio de poro de 0,2 pm.

2. Mutagénesis sitio especifica

2.1 Vector

El vector pET-17b de Novagen (Madison, Wi, USA) se utilizd para la
sobreexpresion del gen de la PfGk silvestre y sus mutantes (1365pb). Este vector posee
un tamafio de 3306pb vy contiene un gen cuyo producto confiere resistencia a
ampicilina. El gen la PfGk fue clonado entre los sitios de corte de las endonucleasas

Ndel y EcoRI.

2.2 Partidores

Los partidores utilizados para introducir las mutaciones en el gen de PfGk

fueron los siguientes:
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Acido glutdmico 295 por Glutamina

5 - GTGTAGGGCTTAACGAGGTACAGCIGGCATCAAT -3’

3’ - CACATCCCGAATTGCTCCATGTCGACCGTAGTTA -5

Acido glutamico 295 por Leucina

5. GTGTAGGGCTTAACGAGGTACAGCAGGCATCAAT -3’

3’ - CACATCCCGAATTGCTCCATGTCGTCCGTAGTTA -5

El triplete que sefiala dcido glutamico en la secuencia de la glucoguinasa de P.
furiosus corresponde a CAG. En la secuencia de partidores el triplete de bases
subrayado corresponde al codén del aminoacido reemplazado v la letra en rojo sefiala
la(s) base(s) sustituida. Los partidores para E295 fueron sintetizados por Invitrogen

{Carslbad, CA, USA) a través de BiosChile (Chile).

2.3 Reaccién de amplificacion (PCR)

Para las mutaciones sitio especificas se utilizé el sistema Gene Taylor ® de
Invitrogen (Carslbad, CA, USA). El procedimiento usa como plantilla el plasmido de
doble hebra que contiene el gen silvestre de PfGk y como partidores dos

oligonucledtidos complementarios que contienen la mutacion deseada. La reaccion de

22




amplificacion se realizé en un volumen de 50 pl. la mezcla de reaccién contenfa
amortiguador HiFi 1X, dNTP 0,3 mM, MgS0; 1 mM, partidores 0,3 pM, 25 ng de DNA
metilado, 1 U de Platinum®Tag High Fidelity de Invitrogen (Carslbad, CA, USA). Las
reacciones se realizaron en un termociclador Ml Research PTC-100. Para la
amplificacién del pldsmido mutante se usé un protocolo que consistia de 20 ciclos de
94 °C por 1 min (desnaturacién), 55 °C por 1 min (alineacién) y 68 °C por 6 min
(extensién). Los productos generados se analizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa.

2.4 Cepas

La cepa de E. coli BL21 StarTM(DES) plysS(F" ompT hsdSg (rg mg) gal dcm rnel3l
(DE3)pLysS (Cam®)) que posee en su genoma una copia del gen de la RNA polimerasa T7
inducible por IPTG, fue transformada con el plasmido pET-17b (que contiene el gen
silvestre de PfGk) para la sobreexpresion de la glucoquinasa dependiente de ADP
silvestre y mutantes.

La cepa DH5a-T1® MAX Efficiency ® (F $80/acZAM15 A(lacZYA —argF}U169 recAl
endAl hsdR17 (r, my') phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl tonA (confiere resistencia al
fago T1)), fue utilizada para la transformacion con los pldsmidos mutados.

Ambas cepas fueron adquiridas como parte del kit de mutagénesis sitio dirigida

Gene Taylor ® de Invitrogen (Carslbad, CA, USA).
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2.5 Preparacién de células competentes

Células de E. coli BL21 (DE3) se crecieron durante la noche a 37 °C en 5 mL de
medio LB. Con 500 pl de este cultivo se inocularon 50 mL de medio LB, el que se crecio
a 37 °C con agitacién vigorosa en un matraz de 100 mL para facilitar [a aireacidn.
Cuando el cuitivo de células alcanzé una OD de 0,4 a 580 nm se colocaron en hielo por
10 minutos. Las células se colectaron por centrifugacién a 8.000 rpm a 4 °C por 10
minutos en un tubo frio y estéril (centrifuga Eppendorf 5810R rotor F-34-6-38). El
sobrenadante se descartd y las células fueron resuspendidas en 25 mL de una solucién
de CaCl, 100 mM estéril y fria. Las células fueron incubadas en hielo por 40 minutos y
posteriormente se centrifugaron a 8.000 rpm a 4 °C en un tubo frio y estéril, usando el
rotor F-34-6-38 de la centrifuga Eppendorf 5810R. El sobrenadante se descartd y las
células fueron resuspendidas suavemente en una proporcién 1/50 de volumen de
solucion de CaCl, 100 mM, fria v estéril. El tubo con las células se dejé en hielo y se
sacé luego de 24 horas de tal condicién. Luego de este tratamiento, las células son

competentes para la transformacion.

2.6 Transformacion por shock térmico

A 100 pL de células competentes se les agregé 2 pl de una solucidn de DNA
plasmidial y se incubd en hielo por 30 min para permitir que el DNA se adhiera a las
bacterias. Luego, la mezcla se sometié a un shock de temperatura a 42 °C por 30 s y se

volvié a colocar en hielo por 1 min. Posteriormente, se afiadieron 400 pL de medio LB
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tibio {37 °C) y se incubé a 37 °C con agitacién por 2 h para permitir la recuperacion de
las bacterias. Finalmente se sembraron 100 pL de células, en placas que contenian el
antibidtico apropiado {ampicilina y cloranfenicol). Las placas fueron incubadas a 37 °C

hasta la aparicion de colonias.

3. Purificacion del DNA plasmidial a pequefia escala

El DNA plasmidial de los clones recombinantes se purificé mediante el uso del

kit E.Z.N.A.™ Plasmid Miniprep Kit | de Omega Bio-Tek {Doraville, GA, USA).

4, Secuenciacion de mutantes

La secuencia de nucledtidos para cada mutante fue determinada en Macrogen
{Japén). Las secuencias fueron analizadas mediante dos programas, DNABaser v2.91 y
ClustalX v2.0.12., para verificar la presencia de la mutacion y la ausencia de

mutaciones no deseadas.

5. Ensayo de expresion de PfGk en la transformante BL21-pET17b

Para optimizar el proceso de purificacién, se realizé un ensayo de expresion del

vector que porta la secuencia de PfGk. Esta prueba tiene como objetivo determinar el
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efecto de [a concentracion de IPTG y la cantidad de horas necesarias para mejorar el
proceso de induccidn.

Se realizaron pre-indculos al 0,1 % v/v en medio LB usando 100 pg/ml de
ampicilina, en un volumen final de 5 mL, los que se dejaron crecer por 12 horas. Luego,
con el cultivo anterior se inoculd 150 mL de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y se
crecid hasta alcanzar una OD a 580 nm de 0,4. La expresion de la glucoguinasa silvestre
vy mutantes se indujo con 0,5 mM y 1 mM de IPTG. Alicuotas de 15 mL fueron
recolectadas a distintos tiempos en un rango de 2 a 24 hrs (0,2; 4; 6 y 24 hrs), las cuales
se centrifugaron a 8.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente en la centrifuga
Eppendorf 5810R con el rotor F-34-6-38.

Las células fueron resuspendidas en 100 mM de Tris-HCl pH 7,8 y 5 mM de
MgCl. Luego las bacterias se lisaron con el sonicador BRANSON® Digital Sonifier modelo
5-450D (Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, USA), usando 3 pulsos de 10 s con
intervalos de 1 min. Al completar este etapa, las células se centrifugaron a 12.000 rpm
por 15 min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R, usando el rotor F-34-6-38. El
sobrenadante, que posee la proteina, se empled para realizar un gel SDS-PAGE al 11,5
% (el gel separador se compone de acrilamida 11,5 %, SDS 0,1 %, 0,37 M de
amortiguador Tris-HCl pH 8,8, APS 0,34 % y TEMED 0,14 %, v el gel concentrador posee
acrilamida 4,4 %, SDS 0,1 %, 0,23 M de amortiguador Tris-HClI pH 6,8, APS 0,66 % y

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

Para obtener bacterias en fase exponencial se inoculd 20 mL de medio LB en
presencia de ampicilina y cloranfenicol a una concentracion de 100 y 35 pg/ul
respectivamente, con una colonia de la cepa BL21 {DE3) transformada con el plasmido
pET-17b que contiene el clon de la PfGk silvestre, el que se incubé toda a 37 °C. Al dia
siguiente se inoculd al 1 % 1L de medio LB (ampicilina 100 pg/ul y cloranfenicol 35
pg/pL) con el cultivo anterior y se incubd a 37 °C con agitacién hasta que el cultivo
alcanzd una absorbancia de 0,4 a 580 nm. Para inducir la expresion de la enzima
silvestre se afiadid IPTG a una concentracion final de 1 mM vy se contindic la incubacicn
a 37 °C toda la noche. Las bacterias inducidas fueron colectadas por centrifugacién a
8.000 rpm por 15 min en una centrifuga Eppendorf 5810R usando un rotor F-34-63-8.

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

7. Purificacion de la PfGk y las proteinas mutantes

las bacterias colectadas por centrifugacion Iuego de la induccién, fueron
resuspendidas en 50 mL de amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 7,8, 5 mM MgCl;. La
suspension de bacterias fue lisada en un sonicador digital BRANSON® modelo 5-450D
{Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, USA) mediante Ia aplicacion de pulsos de 30

s de ultrasonido (160 watts) y 1 min de descanso en hielo. El lisado de bacterias fue
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centrifugado en una centrifuga Eppendorf® 5810R a 8.000 rpm por 30 min usando un
rotor F-34-6-38 a 4°C. La fraccién liquida se colocé en un bafio a 90 °C durante 30 miny
luego se centrifugd durante 15 min a 8.000 rpm. El sobrenadante fue precipitado con
60 % de (NH,).504 durante 1 h a 4 °C con agitacién luego de lo cual se centrifugd a
8.000 rpm por 15 min. El sobrenadante es cargado en una columna de interaccion
hidrofébica ter-Butil de BioRad ® (Bio-Rad Laboratories, Inc. California, USA)
previamente equilibrada con amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 7,8, 5 mM MgCl; y 60
% de (NH;):50; la enzima es eluida mediante un gradiente desde 60 a 0 % de
(NH4),50;. Llas fracciones con actividad glucoquinasa fueron dializadas contra
amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 7,8 y 5 mM MgCl,. El dializado se cargd en una
columna de intercamblio iénico HiTrap Q HP (GE Healthcare Amersham Biosciences,
Piscataway USA) equilibrada con amortiguador Tris-HCl 100 mM, pH 7,8 y 5 mM MgCl,.
La proteina se recuperé mediante un gradiente desde cero a 1 M de KCl. Las alicuotas
que contenian la enzima fueron dializadas contra amortiguador Hepes 100 mM pH 7,8
y 5 mM MgCl,. La actividad especifica de la enzima silvestre pura fue de 130 U/mg. El
rendimiento fue de aproximadamente 21 mg de enzima por 1 L de cultivo.

Para la purificacién de las enzimas mutantes se usé el protocolo descrito para la
enzima silvestre, excepto que para seguir la presencia de la enzima se empled el
método de Bradford {Bradford M, 1976) ya que la actividad de las mutantes era muy

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

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

8. Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular fueron determinados en un espectropolarimetro. La
medicion se realizd en el sector del UV lgjano usando una celda de 2 mm de paso
éptico. Las muestras se prepararon con amortiguador fosfato 15 mM, pH = 7,8 y una
concentracién de proteina de 0,15 mg/mL. Los datos son presentados como elipticidad
por residuo (Centro de Biotecnologia Molecular y Biologia Estructural. Instituto de

Fisica de S3o Carlos, Universidad de S&o Paulo, S3o Carlos, SP- Brasil}.

9, Determinacion de la actividad enzimética de la PfGk

La actividad enzimatica fue determinada espectrofotométricamente a 40 °C,

acoplando la produccién de glucosa-6-fosfato a la reduccion de NAD', mediante el uso

de la enzima auxiliar glucosa-6-fofato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides,

segln el siguiente esquema:




Ghecosa-tfosfato-deshidrogenasa &-Fosfogluconslactonasa L) ~ ,10-
ic

i
HC -~0H

H20 H+ 3

o“o_;?

—0H
3

SCH,0P0 3%

Glucosa-6-fosfato 6-Fasfogluconolactona 6 Fosfoghrolactonato

La cuantificaciéon de glucosa-6-fosfato se realizd midiendo el cambio de
absorbancia a 340 nm producido por la reduccién de NAD y calculando el niimero de
umoles de este compuesto usando el coeficiente de extincidn molar de 6.220 Mem™?
{(Kornberg y Pricer, 1953). La mezcla de reaccién contenta amortiguador Hepes 100 mM
pH = 7,8 NAD' 0,5 mM y 1.2 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. En los
experimentos cinéticos, las concentraciones de glucosa, ADP y metal divalente varfan
segun se indica. La concentracidn de ADPY, Me™y ADP-Me se estimara a partir de la
concentracién total de ADP* y Me®’, considerando que la constante de disociacién es
de 6,91*10* ; 6,6%10% 83*10° y 1,15¥10° para Mg®, Co*, Mn* y Ca**
respectivamente en el siguiente equilibrio:

MeADP —= ADP* + Me*
La concentracién de las especies mencionadas sera obtenida mediante el uso de

la ecuacidn cuadratica.

[4DP], +]Me], + Kd —J(ADPL, + [Me], + Kd)* — 4[4DP],[Me],

[MeAD ] = 5
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[Me™ ]=[Me], —[MeADP]
[ADP* |=[ADP], - [MeADP]

No se considerd las formas protonadas del nucledtido ya que a pH 7,8 se
encuentra escasamente representada.

La reaccidn se inicid mediante la adicién de enzima. Una unidad de enzima (U)
se define como la cantidad gue cataliza la formacion de 1 pmol de producto por minuto

en condiciones experimentales definidas.

10. Anaélisis de Datos

Para el calculo de los pardmetros cinéticos los datos experimentales fueron
analizados mediante el uso del programa SigmaPlot 10. Este programa también fue
empleado para elaborar los graficos.

Para obtener los modelos de inhibicién se utilizd el programa DynaFit v3.28
{(Kuzmic P, 1996). Este programa realiza regresiones no lineales mediante el uso de
minimos cuadrados suponiendo la condicion de equilibrio rapido. Se evaluaron cuatro
modelos: mixto total, mixto parcial, competitivo y no competitivo parcial. Los modelos
muestran valores & y B gue dan cuenta del efecto que provoca el inhibidor sobre las
constantes de equilibrio. El programa discrimina seglin un estadigrafo {w), el cual da
cuenta de la bondad de ajuste entre el modelo y los datos experimentales. Este

parametro, mediante la normalizacién de probabilidades relativas, sefiala cual modelo
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es el mas viable segiin los datos y modelos propuestos. En este sentido, mientras mas
cercano a un valor de 1 mejor es el ajuste.

Para el andlisis de los datos de la secuenciacién de las enzimas mutantes se
utilizé el programa DNA Baser y Clustal X.

El grado de pureza de las enzimas se calculd mediante un andlisis digital de

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

RESULTADOS

1. Expresién y purificacion de la glucoquinasa dependiente de ADP silvestre y
mutantes E295Q y E295L.

El tiempo éptimo de induccién de cada proteina se determind mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida, tefiidos con Azul de Coomassie. En este
ensayo se establecié el tiempo optimo de induccion, el cual resulto ser toda fa noche
para los tres casos. lLas enzimas mutantes fueron purificadas usando el mismo
protocolo aplicado a la enzima nativa, a excepcion del método de deteccién, que para
las mutantes fue el método de Bradford, debido a la minima actividad que
presentaban (Figura 7; Tabla I).

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

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

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

Tabla I: Purificacion de la PfGK silvestre.

Actividad
Vol | Actividad | Actividad | Proteina Concentracién | Rendimiento
Especifica F.P
[mL] | [U/mL] | Total [U] [mg] [mg/mL] (%)
[U/mg]
Extracto
50 123 6.150 290 21 5,80 100 1,0
crudo
Shock 90°C 50 113 5.650 115 49 2,30 92 2,3
Precipitacion
60 132 7.920 98 g1 1,60 128* 3.9
(NH,4)SO,
Interaccion
27 108 2.916 25 117 0,93 47 5,6
hidrofdébica
Intercambio
6 460 2.760 21 131 3,50 45 6,2
Iénico

(*) Presencia de inhibidores en el extracto crudo lo que lleva a una subestimacion de la

actividad total en el extracto inicial. F.P = factor de purificacion.
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Figura 7. A) Electroforesis en condiciones desnaturantes de las diferentes etapas de la
purificacion de la enzima silvestre. (1) Extracto crudo; (2) Shock térmico a 90°C; (3)
Precipitacion con (NH,),SO4; (4) Interaccion hidrofdbica; (5) Intercambio ionico. B) Se

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

Con el propdsito de determinar el posible efecto de las mutaciones sobre ia
estructura secundaria de la enzima, se realizaron estudios de dicroismo circular para la
enzima silvestre y las mutantes. La rotacion del plano y la absorcion diferencial de los
componentes circularmente polarizados de la [uz varian de acuerdo con la longitud de
onda, pudiéndose adquirir espectros de estos fenémenos. Los espectros de dicroismo
circular se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta cercano (250 a 350
nm) y lejanc {180 a 250 nm) de la radiacion electromagnética. Los espectros de
dicroismo en la regién del ultravioleta lejano, se deben principalmente a los enlaces
amida que unen los residuos de los aminoacidos entre si. La asimetria de estos
croméforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo cual,
las sefiales de dicroismo circular se pueden interpretar en términos del contenido de
estructura secundaria presentes, es decir, del porcentaje de residuos que se
encuentran en una conformacién determinada. Los espectros de dicroismo obtenido
para las enzimas mutantes son similares al espectro obtenido para la enzima silvestre,
lo cual sugiere que el efecto de las mutaciones puntuales es irrelevante a nivel de los

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

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

pg/mL para las tres enzimas. Se grafica la elipticidad molar observada en funcion de la

longitud de onda.
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3. Mutacidn sitio dirigida

Para evaluar la importancia del residuo E295 de la glucoquinasa dependiente de
ADP de P. furiosus se construyeron dos mutantes puntuales en las que el acido
giutdmico fue reemplazado por glutamina y leucina respectivamente.  Estas
mutaciones cumplen el objetivo de eliminar la carga o la capacidad de formar enlaces
de hidrégeno, sin afectar el tamafio de la cadena lateral. Para esto se utilizé el kit
GeneTaylor de invitrogen® que requiere el disefio de partidores que contengan la
mutacion deseada. FEl vector de expresion pET-17b con el gen mutante fue
transformado en la cepa de E.coff DH5a-T1, a partir de la cual se purificé el pldsmido
para determinar la secuencia de nucledtidos de cada mutante. Los resultados de la
secuenciacién fueron analizados con los programas ClustalX y DNA Baser. Esto nos
permitié confirmar las mutaciones puntuales del residuo glutamico 295 por glutamina y
leucina. Por otro lado, se descarto la presencia de otras mutaciones en la secuencia

(Figura 9).
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[Kb] PM 1 2
Acido glutamico 295 por Glutamina

5’ - GTGTAGGGCTTAACGAGGTACAGCIGGCATCAAT -
3‘
3’ - CACATCCCGAATTGCTCCATGTCGACCGTAGTTA -5

T p——————
TR
hihci
e
L

Acido glutdmico 295 por Leucina

5. GTGTAGGGCTTAACGAGGTACAGCAGGCATCAAT -
3’

3’ - CACATCCCGAATTGCTCCATGTCGICCGTAGTTA - 57

Figura 9. A) Resultado de la amplificacién del gen de la PfGK para la mutacién del
residuc E295. El carril 1 corresponde a la mutante E295Q vy el carril 2 a la mutante
E2951. El tamafio aproximado del fragmento amplificado es de 4,7Kb. B) Disefio de
partidores para los cambios E295Q y E295L. Las letras subrayadas corresponden al

triplete del dcido glutdmico y las letras en rojo indican la base sustituida.
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4, Especificidad por metales divalentes de las enzimas silvestre y mutantes E295Q y
E295L.

La glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus cataliza la reaccion de
fosforilacién de glucosa usando ADP como dador de fosforilo. Se evalué la capacidad de
esta glucoquinasa de utilizar diferentes metales divalentes para llevar a cabo la catalisis
(Mg®, Mn?, Ni¥, cd®, co®, zn™" y Ca®™). Se determiné que esta enzima emplea
preferentemente Mg?*, Mn*' y Co® (Figura 10).

La mutante E295Q exhibe un patrén de especificidad equivalente al observado
para la enzima silvestre (Figura 11). La actividad especifica de esta enzima es mayor en
presencia de Mn?* y Co™ en comparacién a lo observado con Mg”. Ademds, la
actividad relativa determinada con estos metales {considerando la actividad con mMg™
como 100%), es casi el doble de lo obtenido para la proteina silvestre (Figura 13).

En relacién a la mutante E295L, el perfil de especificidad por metales es
diferente al determinado para la enzima silvestre y la mutante E295Q {Figura 12). Esta
quinasa prefiere utilizar Mg, Mn®* y Ca®* ya que la k. obtenida con cobalto es mucho
menor si se compara con la constante catalitica de la enzima silvestre. [a mayor
actividad de esta proteina mutante se logra con el empleo de Ca** y Mg®*. En esta

mutante, la actividad relativa determinada con Ca™, es levemente mayor gue la

obtenida en presencia del resto de cationes divalentes que utiliza (Figura 13).
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Figura 10. Especificidad por cationes divalentes de la glucoquinasa dependiente de ADP
de P. furiosus. El ensayo fue realizado en presencia de ADP 2 mM, metal 3 mM y
glucosa 9 mM. Los resultados son expresados como actividad especifica (U/mg). El

control se realizé en ausencia de metal divalente y con EDTA.
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Figura 11. Especificidad por cationes divalentes de la mutante E295Q de la
glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus. El ensayo fue realizado en presencia
de ADP 2 mM, metal 3 mM vy glucosa 60 mM. Los resultados son expresados como

U/mg. El control se realizé en ausencia de metal divalente y con EDTA
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Figura 12. Especificidad por cationes divalentes de la mutante E295L de la glucoquinasa
dependiente de ADP de P. furiosus. El ensayo fue realizado en presencia de ADP 2 mM,
metal 3 mM y glucosa 60 mM. Los resultados son expresados como U/mg. El control se

realizo en ausencia de metal divalente y con EDTA.
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Figura 13. Comparacién de la especificidad de cationes. Los ensayos fueron efectuados
con una concentracién saturante de ambos sustratos. Los resultados son presentados
como porcentaje de actividad, considerando la actividad alcanzada con Mg”* como 100

9%. El control fue hecho en ausencia de metal y en presencia de EDTA.
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5. Determinacién de los parametros cinéticos de la glucoquinasa dependiente de
ADP en la cepa silvestre y las mutantes E295Q y E295L.

Con la finalidad de conocer mas detalladamente la relacion entre el complejo
metal nucleétido (ADPMe) y la enzima, se estudiaron los parametros cinéticos con los
distintos cationes que utilizan preferentemente tanto la enzima silvestre como las
mutantes.

La k.. de la enzima silvestre, determinada con los diferentes cationes metalicos,
presenta valores similares. Sin embargo, se advierte una mayor actividad cuando el
metal empleado en la catalisis es Mn®* o Co®* respecto de lo estimado para Mg”". Por
otro lado, se observa que el valor de Km para el complejo metal nucledtido es
esencialmente el mismo con los tres cationes ensayados, lo propio sucede con el valor
de Km para glucosa. El valor de ke /Km para ambos sustratos no varia

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

Tabla II. Parametros cinéticos de glucoquinasa silvestre con los diferentes cationes que

emplea para la catalisis.

Metal KmADP Kl'"Glu kcur kcathmADP Ikctan“'lGlu
[uM] [mM] [s"] [s”/uM] [s"/mM]

Mg 14+2 0,40+0,005 107+9,8 7,6 268

Mn*? 22+1 0,60+0,03 123+16 5,6 205

Co" 25%1 0,50+0,02 123+20 4,9 246




El efecto de la mutacién del acido glutamico 295 por glutamina sobre los
parametros cinéticos se muestra en la Tabla lll. La proteina E295Q presenta una
constante catalitica bastante reducida con los tres metales divalentes que utiliza. La
actividad enzimatica es cerca del 0,5% de la actividad obtenida para la enzima silvestre
cuando usa Mg”" y cerca del 0,9% en presencia de Mn?* o Co™".

El valor de Km aparente para el complejo metal nucledtido es
aproximadamente cinco veces mayor en presencia de los tres cationes metalicos
divalentes (CMD) que el observado en la enzima silvestre (Figura 14). La misma
diferencia se encuentra para los valores de Km aparente de glucosa entre la enzima
mutante y la glucoguinasa silvestre con los diferentes metales (Figura 14). El valor de
k./Km de la enzima mutante por el nucledtido y glucosa en presencia de los tres CMD
resulta en valores similares entre si. Sin embargo, este valor para el nucleétido y
glucosa en la enzima silvestre, es aproximadamente tres ordenes de magnitud mayor
que el de la mutante con los tres metales ensayados.

Tabla Ill. Parametros cinéticos obtenidos para la mutante E295Q

mg™ Mn®* Co™
E295Q Silvestre E295Q Silvestre E295Q Silvestre
Kmapp[uM] 7248,3 14+1,6 11943,5 21£0,6 149421 2540,6
Kmgi,[mM] 1,54+0,098 0,400,005  2,74%0,33 0,60+0,03 2,5740,19 0,500,02
ke 7] 0,56+0,09 10749,8 1,1040,46 122416 1,130,25 123420
Keat/Kmiape [s'/mM] 0,0078 7,6 0,0092 5,8 0,0076
Ker/Kmay, [s'/mM] 0,36 260 0,40 203 0,44
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El efecto de la mutacion del acido glutamico 295 por leucina sobre los
parametros cinéticos se muestra en la Tabla IV. La enzima mutante, a una
concentracién de metal libre 1 mM, presenta una constante catalitica bastante
disminuida para los tres metales en relacion a lo alcanzado para la enzima silvestre.
Esta baja en la actividad es atin mas acentuada que lo obtenido para la mutante E295Q,
llegando a ser aproximadamente el 0,06 y 0,04 % de la actividad determinada con Mg”*
v Mn*? en la enzima silvestre respectivamente.

El valor de Km aparente para el complejo metal nucledtido es cerca de 7 veces
mayor, que lo obtenido para la enzima silvestre, en presencia de los tres cationes,
(Figura 14). Para glucosa, se obtuvo una Km aparente aproximadamente tres veces
mayor en presencia de Mg®* o Mn*" (Figura 14). El valor de k../Km para ambos
sustratos presenta una disminucién de cuatro 6rdenes de magnitud respecto de lo
calculado para la enzima silvestre.

Tabla IV. Parametros cinéticos obtenidos para la mutante E295L

Mg Mn* Co’'/*Ca”’
E295L Silvestre E295L Silvestre *E295L Silvestre
Kmape[uM] 6812 1441,6 149+20 21+0,6 167+6,5 25+0,6
Kmg[mM] 1,35+0,04 0,40+0,005 1,95+0,04 0,60+0,03 0,40%0,07 0,50+0,02
Kear [57] 0,062+0,02 107+9,8 0,049+0,002 122+16 0,11+0,04 12320
Kear/KMapp 0,0003 7,6 0,0003 5,8 0,0007 4,9
Keat/KMgiy 0,046 268 0,025 203 0,28 246

1’
|
L

*Mutante E295L utiliza Ca’* para la catalisis
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Figura 14. Comparacién de los valores de Km obtenido para las tres enzimas. En el

grafico A se muestra los valores de Km para ADP y en el gréfico B se muestra los valores

de Km para glucosa
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Al comparar los valores de Km aparente entre ambas mutantes vemos gue son
similares tanto para glucosa como ADP en presencia de Mg®* vy Mn”". En cuanto a los
valores de k., la mutante F295Q presenta una mayor actividad enzimatica con los tres
cationes metalicos divalentes. El orden de actividad en esta mutante es el siguiente:

Mg?* < Mn®* = Co™.

6. Efecto del aumento de metal libre sobre la actividad de la enzima silvestre y las
mutantes E295Q y E295L de P. furiosus.

En enzimas que requieren de un metal para su actividad, un mecanismo general
de activacion es la unién del metal al nucleétido, lo que genera el verdadero sustrato.
Sin embargo, en otros casos se requiere de una concentracién de metal mucho mayor
que la concentracién de nucledtido para alcanzar la maxima actividad, lo que sugiere
un papel adicional para este metal (Budde R y col, 1993). Para el caso de algunas
enzimas de la suprfamilia se ha visto que la union de un segundo fon Mg?* produce una
inhibicion de la actividad enzimatica, como en el caso de la AK de diversas fuentes, o un
aumento de la misma, como en PFK-2 de E. cofi (Maj C y col, 2002; Maj C y Gupta R,
2001, Parducci R y col, 2006). Estos datos sugieren que la unién de un segundo metal
puede ser un rasgo comun a todas las enzimas de la superfamilia. Por esta razén, se
ensayo el efecto de la concentracion de distintos cationes divalentes sobre |a actividad

de la glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus. Se observo que al aumentar fa
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concentracion del CMD Ia actividad de la enzima disminuye. El orden de inhibicién
mostrado por la glucoquinasa es el siguiente: Mn** > Co® > Mg”* (Figura 15).

En la enzima mutante E295Q se observa un aumento de la actividad enzimatica
al incrementar la concentracién de metal libre. El valor de Ka es de 3,1y 6,1 mM para
Mn** y Mg”* respectivamente (Figura 16). En cambio en la mutante E295L se distingue
el efecto contrario, es decir, la actividad enzimatica decrece con el aumento de la
concentracién de metal divalente libre. El valor de ICsp es de 0,4 y 0,3 mM para Mg™y
Mn?* respectivamente {Figura 17). Sin embargo, en ambos casos el resultado
observado es independiente de la identidad del cation divalente.

El valor de ICs fue de 95 mM; 1 mM y 1,8 mM para Mg, Mn" y Co™
respectivamente, en la enzima silvestre. Desde los valores de ICsp se desprende que la
enzima es muy poco sensible a la inhibicién por Mg®* libre, en cambio muestra una
inhibicién significativa con Co®* y Mn?* libre.

Debido a que Ia enzima silvestre es muy poco sensible a la inhibicién por Mg*
libre, en cambio muestra una inhibicidn significativa con Co* y Mn** libre, sdlo se
consideraron estos dos Ultimos cationes para realizar estudios cinéticos en relacién al
mecanismo de inhibicién ejercido por estos metales divalentes. E| ensayo para
determinar el mecanismo de inhibicién se efectudé afiadiendo metal libre a distintas
concentraciones {0,2; 1 y 4 mM) en curvas donde se considera MeADP como sustrato
variable. Con este objetivo se realizé un ajuste global considerando cuatro modelos

posibles de inhibicién (Inhibicién competitiva, inhibicion mixta parcial, inhibicién mixta

49




total e inhibicion no competitiva parcial), en el cual el patrén obtenido corresponde a
una inhibicidn no-competitiva parcial con ambos metales (Segel |, 1975; Cornish-

Bowden, 1995} (Tabla V; Figura 18, 19).
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Figura 15. Efecto de la concentracion de metal libre sobre la actividad de la enzima
dependiente de ADP de P. furiosus. La actividad se determino en presencia de 2 mM de
ADP total y 9 mM de glucosa. Los metales divalentes ensayados fueron Mg”* (e), Mn**
(e) y Co™ (0). Los resultados se expresan como porcentaje de actividad relativa,
considerando como 100% la actividad obtenida con la menor cantidad de metal libre
ensayada (Ajuste realizado con el programa SigmaPlot a una funcién hiperbdlica en

decaimiento).
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Figura 16. Efecto de la concentracién de metal libre sobre la actividad de la enzima
mutante E295Q de P. furiosus. La actividad se determind en presencia de 2 mM de ADP
total y 60 mM de glucosa. Los metales divalentes ensayados fueron Mg (e) y Ma® (0).
Los resultados se expresan como porcentaje de actividad, considerando como 100% la
actividad inicial con cada metal divalente. El valor de ka fue de 6,1 mM y 3,4 mM para

Mg y Mn?* respectivamente (Ajuste realizado con el programa SigmaPlot a una
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Figura 17. Efecto de la concentracién de metal libre sobre la actividad de la enzima
mutante E295L. La actividad se determind en presencia de 2 mM de ADP total y 60
mM de glucosa. Los metales divalentes ensayados fueron Mg”* (e) y Mn*'(0). Los
resultados se expresan como porcentaje de actividad, considerando como 100% la
actividad inicial con cada metal divalente. El valor de 1G5 fue de 411 y 334 pM para
Mg® y Mn®" respectivamente {Ajuste realizado con el programa SigmaPlot a una

funcion hiperbdlica en decaimiento).
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Figura. 18. Inhibicion por metal libre en la glucoquinasa silvestre usando MeADP como

sustrato variable. La linea continua indica el ajuste realizado con el programa Dynafit.
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4 mM) usando el programa DynaFit.

Tabla V. Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste global de las curvas de Km

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

Ks Ki kp Bkp
Me w
[uM] [mM] [s7] [s™]

Mn?* 1940,5 0,4+0,09 17246 8043 0,70
Co”* 220,8 1,610,5 13416 5247 0,87
Ks Kp

E + S &= ES > E+P
+ +
M M
Ki | aki
Y .

EM+S <— EMS —> EM+ P

Figura 19. Modelo de inhibicion propuesto para la PfGK: Inhibicion no competitiva

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

producto

T
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7. Efecto del aumento de ADP libre sobre la actividad de la glucoquinasa dependiente
de ADP de P. furiosus.

Ademas del metal libre, el ADP libre es otra especie importante en el equilibrio
que lleva a la formacién del complejo metal nucledtido. Por tal motivo se estudic el
efecto de la concentracion de ADP libre sobre la enzima. Se realizé un experimento con
dos concentraciones de Mg®', con el fin de alcanzar concentraciones saturante y
subsaturante del complejo metal nucleétido. Se observa que la enzima es inhibida por
ADP libre y que el grado de inhibicidn depende de la concentracion de ADPMg (Figura
20), lo que sugiere una inhibicion de tipo competitiva. El tipo de inhibicion se
determiné realizando experimentos de calculo de Km con ADPMg como sustrato
variable, donde se afiadi® ADP libre a distintas concentraciones (1, 3 y 5 mM). Se
establecid que el mecanismo de inhibiciébn que ejerce el ADP libre es de tipo
competitivo con respecto al sustrato ADPMg vya que el valor de Km aumenta en
funcién del inhibidor y la velocidad méxima se mantiene constante. El valor de la

constante de inhibicién fue de 0,9 mM (Figura 21).
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Figura 20. Actividad de la glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus en funcion
de la concentracién de ADP libre a diferentes concentraciones de Mg”* tofal y en
presencia de glucosa 9 mM. (e} Efecto del ADP libre a partir de una concentracién de
47 veces Km del complejo MgADP cuando la concentracion total de Mg?* usada fue de
1 mM; (o) Efecto del ADP libre a partir de una concentracion del complejo MgADP de
2,9 veces Km cuando la concentracion total de Mg” usada fue de 0,1 mM. Los

resultados se expresan como U/mg.
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Figura 21. Inhibicién por ADP libre de la glucoquinasa dependiente de ADP de P.
furiosus usando MgADP como sustrato variable. Las concentraciones de ADP libre son 1
mM (e), 3 mM (o) y 5 mM (e). La concentracion de glucosa fue de 9 mM. Se muestra
una grafica secundaria con el valor de lApendiente ( ) en funcién de la concentracién

de ADP libre.
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DISCUSION

Las quinasas corresponden a enzimas que transfieren un grupo fosforilo desde
el ATP, PPi o ADP a un sustrato que contiene un grupo alcohol, nitrégenc o carboxilo. El
sustrato puede ser una molécula pequeiia, lipido o proteina. Las quinasas juegan roles
indispensables en el metabolismo y son las enzimas mejor estudiadas a nivel
estructural y bioquimico. A pesar de que catalizan la misma reaccién de transferencia
de fosforilos, muestran una gran diversidad en el plegamiento estructural y
mecanismos de reconocimiento de sustratos (Cheek S y col, 2005).

Los experimentos realizados para determinar que metales divalentes puede
utilizar la glucoquinasa ADP dependiente de P. furiosus dieron como resultado que
emplea Mg?*, Mn?" y Co®. Existen varias guinasas donde se ha demostrado que el Mg*
puede ser reemplazado en su funcién tanto por Mn?* como Co*. Ejemplos de ello lo
constituyen la adenosina quinasa de diversas fuentes (Rotllan P y Miras M, 1985; Chang
C y col, 1979; Schnebli H y col, 1967), fosfofructoquinasa ATP dependiente de
Termotoga maritima, (Hansen Ty col, 2002) y Desulfurococcus amylolyticus (Hansen Ty
Schonheit P, 2000) y piruvato quinasa de musculo entre otras {Baek Y y Nowak T,
1981). A pesar de que el Mg®* puede ser sustituido por Mn** y Co®, es preferido debido
a su afinidad con sustratos que contienen fosfatos. Este hecho es una caracteristica
constante en las moléculas bioldgicas (ADN y ARN), sugiriendo que los sistemas

bioldgicos seleccionaron este ién por su abundancia y alta solubilidad desde los estados
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tempranos de la vida (Andreini C y col, 2008). Este i6n es muy empleado debido a la
estabilizacion electrostatica y activacién electrofilica de sustratos a través de la
polarizacién de enlaces P—O y C—O ya que prefiere el oxigeno como donador de
electrones. Por otra parie, Co® generalmente participa en reacciones donde se
requiere de un centro redox y escasamente en reacciones de fosfotransferencia.
Considerando lo descrito anteriormente se puede concluir que la identidad del cation
divalente no es relevante para flevar a cabo la reaccién de fosfotransferencia, pero si su
radio idnico y geometria de coordinacién.

En la mutante E295Q se encuentra el mismo perfil de especificidad por metales
que el determinado para la enzima silvestre, mientras que en la mutante E295L ocurre
una modificacién. Esta tltima enzima usa Mg®*, Mn*" y Ca** para su actividad catalitica.
El Ca** comparte propiedades similares con el Mg®* como por ejemplo ser estables en
el estado de oxidacién +2 y prefieren dadores de electrones duros como el oxigeno. Sin
embargo, el Ca* es de mayor tamafio presentando un radio idnico de 1 A. La diferencia
entre sus radios idnicos impone un efecto importante sobre su geometria de
coordinacién. Mientras que el Mg?* puede adoptar una coordinacion octaédrica, el Ca*
es capaz de unir un gran numero de ligandos debido a su geometria irregular y
comportamiento flexible. Considerando los resultados y antecedentes en relacion al
uso de metales en quinasas, se puede sugerir que debido al radio iénico del Ca® yla
presencia de leucina en reemplazo de acido glutémico es probable que se modifique la

estructura local de la enzima, generdndose una nueva interaccién que permita la
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entrada de Ca”* y se lleve a cabo la catélisis. Por otro lado, es factible que en esta
mutante la modificacién estructural local impida la entrada de Co®". En el caso de que
este i6n logre ingresar, es probable que utilice su configuracién de piramide cuadrada,
la cual no realizan el resto de metales ensayados. Esta configuracion seria inapropiada
para acornodar los fosfatos en la reaccién de transferencia y por tanto la catalisis es
ineficiente. En relacién a la capacidad catalitica, el reemplazo del residuo &cido
glutdmico por uno hidrofébico (leucina) trae como consecuencia una disminucion
drastica en la k.: respecto de la enzima silvestre. Desde este resultado se infiere que la
unién del nucledtido se ve afectada.

Dentro del conjunto de quinasas, las que catalizan la fosforilacion de aztcares se
dividen en tres familias no homdlogas: hexoquinasa, riboquinasa y galactoquinasa
(Bork P y col, 1993). Baséndose en la conservacion del plegamiento estructural de la
familia riboquinasa se puede reconocer enzimas homdlogas tales como quinasas del
metabolismo de las coenzimas, ademas de glucoquinasas y fosfofructoquinasas
dependientes de ADP, las cuales constituyen un conjunto denominado superfamilia
riboquinasa. Pertenecen a este grupo de fosfotransferasas la adenosina quinasa {Cook
W y cal, 2000; Schumacher M y col, 2000), riboquinasa (Park J y col, 2007; SigrellJy col,
1998), fosfofructoquinasa (Sakuraba H y col 2002; Tuininga J y col, 1999; Ronimus Ry
col, 1999), piridoxal quinasa (Li M y col, 2002; Safo M y col, 2004-2006; Newman J y col,
2006; Cao P y col, 2006), giucoquinasa dependiente de ADP (lto Sy col, 2003; Tsuge Hy

col, 2002; Labes A y Schonheit P, 2003), HMPP quinasa (Newman ] y col, 2006);
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aminoimidazol ribosido quinasa de Saimonella entérica (Zhang Y y col, 2004) y THZ
quinasa (Campobasso N y col, 2000} entre otras. Estudios sobre la estructura de este
grupo de enzimas identificaron dos motivos de secuencia de importancia para la
catalisis, GAGD y NXXE (Maj M y col, 2002). Estos se localizan en el sitio activo de la
estructura de los miembros de la superfamilia riboquinasa, por lo que se consideran
determinantes de la funcidn catalitica de esta familia de quinasas. Varios autores (Maj
M vy col, 2000) han propuesto al acido aspértico del motivo GAGD como base catalitica
general. Ademds, se sefiala que los residuos N y E estan involucrados en la catalisis y
regulacion de la actividad ya que participan en la union de iones PO, y Mg”* al sitio
activo (Maj M y col, 2001; Parducci R y col, 2006). En la glucoquinasa dependiente de
ADP de P. furiosus los residuos del motivo NXXE corresponden a N292 y E295.
Basandose en los antecedentes sobre la participacion de estos residuos en la
modulacién de la actividad enzimatica de miembros de la superfamilia riboquinasa, se
realizaron mutantes para el &cido glutamico 295 en que éste se reemplazé por
glutamina {E295Q) o leucina (E295L). Estas modificaciones nos permitieron evaluar el
efecto de la carga y la capacidad de formar enlaces de hidrégeno sobre la catélisis y
regulacién de la actividad de la glucoquinasa.

En la estructura de la glucoquinasa de P. furiosus no se observa un Mg?" unido.
Sin embargo, existe un grupo de moléculas de agua que se ha propuesto que
participan en la unién con el fosfato B-terminal del ADP. En esta reaccion participan

residuos aminoacidicos entre los cuales esta el acido glutamico 295 (lto S y col 2003)
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{Figura 3). Tal observacién de la estructura cristalina explicarfa el hecho de que el
cambio en este aminoacido por otro que carece de carga como glutamina o sea apolar
como leucina afecte la actividad de la enzima. Vemos que la consecuencia de ambas
modificaciones es un aumento en los valores de Km para ambos sustratos en presencia
de los diferentes cationes divalentes. Por otro lado, se determiné una disminucion
significativa de la constante catalitica en ambas mutantes. Realizando un anilisis
bastante grueso se puede afirmar que la carga del residuo E295 es mas significativa
para llevar a cabo la catélisis que la capacidad de formar enlaces de hidrégeno. Se
observa que el decaimiento de k. en la mutante E295Q es de dos drdenes de
magnitud respecto de la enzima silvestre y la diferencia entre ambas mutantes es deun
orden de magnitud. Suponiendo que el efecto ejercido por la remocion de la carga y la
posibilidad de formar enlaces de hidrégeno es aditivo en la mutante E295L, se puede
decir que la mayor parte del efecto observado se debe a la remocién de la carga.
Ademas, el valor de k./Km por ambos sustratos en las dos mutantes, presenta una
importante disminucién de entre tres y cuatro érdenes de magnitud en relacién a lo
obtenido con la glucoquinasa silvestre. Estos resultados confirman que el residuo acido
glutdmico E295 estd involucrado en la reaccidn de fosforilacion y su participacion en la
catalisis estaria determinada principalmente por la carga del residuo.

Mediante experimentos de aumento de metal libre se pudo determinar que
ocurre una disminucién parcial en la actividad enzimatica en la enzima silvestre. Este

resultado indica que existe mas de un sitio de unidn para el metal divalente en la
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enzima. Sumado a lo anterior, a pesar de que la identidad del metal no es importante
para llevar a cabo la catélisis, al parecer tendria un papel diferencial en el segundo sitio
de union. Esta afirmacion se basa en que el grado de inhibicién observado depende del
cation del cual se trate. Se ha sugerido que la funcién de la carga positiva del ion
metalico es contrarrestar la carga negativa local formada en el sitio activo durante el
curso de la reaccidn, ademas aumenta la electrofilicidad del cofactor, lo cual disminuye
la energfa de activacion y estabiliza las especias reactivas {Andreini Cy col, 2008; lto Sy
col, 2003). La participacién de mds de un metal divalente para la catdlisis también se ha
observado en quinasas, tales como proteina quinasa A en la cual se establecid que el
primer metal se une a los fosfatos Py del ATP y es esencial para la actividad, mientras
que el segundo metal se une a los fosfatos ay y reprime el recambio de la enzima
{Saylor P y col, 1998). En la quinasa fosforibosilpirofosfato sintetasa se determiné que
el segundo metal ajusta la conformacion de la proteina o interactiia con el co-sustrato
en el sitio activo {Park J y Gupta R, 2008). En otros casos, como en la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa, esta descrito que requiere de un segundo metal divalente para lograr
una catalisis eficiente (Colombo G y col, 1981). Finalmente, se determiné que la
proteina quinasa dependiente de AMPc posee dos iones Mg®* en el sitio activo, pero la
unién del segundo metal disminuye la actividad y la constante de afinidad para ATPMg
(Mildvan A y col, 1985). En relacién al efecto del metal libre sobre las quinasas
mutantes, se observd que en la mutante E295Q, ocurre un aumento de la actividad

especifica al aumentar la concentracion de metal libre, mientras que en la mutante
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E295L se observa el efecto contrario. Sin embargo, en ambos casos el resultado
observado es independiente de la identidad del metal divalente. Esta diferencia en los
efectos producidos por el metal libre sobre Jas mutantes se puede explicar en cierta
medida desde un punto de vista estructural. Probablemente en la mutante E295Q el
metal divalente se posiciona de una forma exclusiva que permite la catalisis como en la
enzima silvestre, mientras que la otra mutante no logra tal configuracién local por lo
que su actividad decrece.

Ei tipo de inhibicion que el metal libre ejerce sobre la enzima silvestre,
considerando los resultados obtenidos a partir del ajuste global, corresponde a un
mecanismo no competitivo parcial. Por otra parte, desde datos de EPR obtenidos en
nuestro laboratorio se ha podido establecer que la constante de unidn (Kd) del metal a
la enzima libre se encuentra dentro del rango micromolar {experimento realizado en la
7IGK). Este resultado no estd acorde con la Kd calculada segln el ajuste global que
sefiala un valor del orden milimolar. Debido a lo anterior se hace necesario considerar
nuevos modelos de inhibicién.

Finalmente, se encontré que el ADP inhibe de manera competitiva la actividad
de la enzima silvestre, mostrando valores de Ki en el orden milimolar. Este resultado
esta de acuerdo con lo encontrado en otras quinasas en relacién al efecto que ejerce el
nucledtido donador de fosforilos (Guixé V y Babul J, 1985). Debido a que el valor de la
constante de inhibicidn es relativamente grande en comparacién con la Km de MeADP,

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

nucledtido en el sitio activo de {a enzima.

1

CONCLUSIONES

La glucoquinasa dependiente de ADP de P. furiosus puede utilizar varios metales
divalentes para llevar a cabo la catélisis. Esta promiscuidad en el empleo de
metales sugiere que la participacion del metal esta mas relacionada con inducir
una geometria adecuada para acomodar los fosfatos mas que con sus
caracteristicas quimicas.

EI cambio del residuo E295 del motivo conservade NXXE que se encuentra en el
sitio activo produce una disminucion significativa de la constante catalitica.

Los parametros cinéticos en la enzima silvestre con los diferentes metales son
similares. En cambio en las mutantes los valores de Km por ambos sustratos
aumenta en relacién a los obtenidos en la enzima silvestre. Este resultado indica
que este residuo es importante para la unién de los sustratos.

Mediante experimentos de aumento de metal libre se pudo determinar que
ocurre una disminucién parcial en la actividad enzimética. Este resultado indica
que existe mas de un sitio de unién para el metal divalente en la enzima. El
mecanismo de inhibicién sugerido por el ajuste global es no-competitivo parcial.
Sin embargo, se debe evaluar el mecanismo real debido a una incongruencia

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

obtenidos en nuestro laboratorio.
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5. El ADP libre inhibe la actividad enzimética de forma competitiva respecto del
sustrato MgADP. Este resuitado indica que el verdadero sustrato de la enzima
es el complejo metal-nucledtido. El valor de Ki obtenido se encuentra dentro del
orden milimolar, lo cual muestra que es un inhibidor débil y destaca la

importancia del metal para la unién del nucleétido.
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