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RESUMEN
En este trabajo de tesis se caracterizo la enzima psicréfila dependiente de ADP de M
burtonii (MbPFK), la cual es la primera enzima psicrdfila caracterizada en la familia de
quinasas de aztcares dependientes de ADP. Esta enzima perteneciente al orden de los
Methanosarcinales, fue caracterizada como una enzima bifuncional, con la capacidad de
fosforilar fructosa-6-fosfato (F6P, actividad PFK) y glucosa (Glc, actividad GK). Esta
caracteristica bifuncional mostré ser un rasgo comun entre los d6rdenes de arqueas
metanogénicos, debido a que solo las enzimas meséfila ADP-PFK/GK de M. maripaludis
y ADP-PFK/GK de M. jannaschii, ambas pertenecientes al orden de los
Methanococcales, han sido caracterizadas como bifuncionales, mientras que las demas
enzimas ADP dependientes de arqueas presentan actividad especifica, ya sea PFK o GK.
La mayor flexibilidad estructural de la enzima psicréfila fue evaluada analizando la
variacion de los pardmetros cinéticos k.., Km ¥ kca/Km de esta enzima a distintas
temperaturas. Como modelos enziméticos comparativos se utilizaron la enzima meséfila
ADP-PFK de M. maripaludis y la enzima hipertermofila ADP-GK de T. litoralis. Los
resultados mostraron una variacion diferencial de los valores de K., encontrdndose un
aumento exponencial de los valores de Ky, con la temperatura para la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii, ninguna variacién para la enzima mesofila ADP-PFK de M
maripaludis y un decaimiento exponencial para la enzima hipertermoéfila ADP-GK de T.
litoralis. La enzima psicrofila presento6, en todo el intervalo de temperaturas ensayadas,
menores valores de Kn y mayores actividades que sus homodlogos termoestables.

Adicionalmente, es sabido que para realizar el proceso de fosforilacion, el cofactor
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utilizado por las enzimas de esta familia es Mg*?. Interesantemente, la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii, ademés de utilizar Mg**, fue capaz de utilizar eficientemente
otros cationes divalentes, viéndose incrementada esta capacidad con un aumento de la
temperatura. El mismo fendmeno fue observado al evaluar su selectividad por los
azucares. A 10°C, la enzima psicréfila solo es capaz de utilizar glucosa y fructosa-6-
fosfato como sustratos, no existiendo actividades relevantes con otros azficares. Al
aumentar la temperatura a 25°C, ademas de los sustratos mencionados anteriormente,
esta enzima fue capaz de utilizar otros monosacaridos e incluso algunos disacaridos.
Estos resultados revelaron que la capacidad de catalizar eficientemente reacciones a bajas
temperaturas estaba dado por un sitio activo mas flexible, optimizado para presentar
menores valores de K, hecho que le permite poseer mayores eficiencias cataliticas a
estas temperaturas.

Mediante estudios de intercambio hidrégeno-deuterio acoplado a espectrometria de
masas, se pudo establecer que los determinantes estructurales responsables de la mayor
flexibilidad. del sitio activo fueron la ausencia en la estructura de la enzima psicréfila de
dos pares i6nicos en los alrededores del sitio activo. La ausencia de estas interacciones
ibnicas permitiria la mayor movilidad de segmentos contiguos al motivo de unién del
complejo metal-nucledtido. Estas interacciones idnicas si fueron encontradas en las
estructuras de las enzimas mesofilas y termoéfilas de la familia. La utilizacién de la
metodologia de reconstruccion de secuencias ancestrales permitié establecer la ausencia
de estas interacciones en el tltimo ancestro en comun entre la enzima psicréfila ADP-

PFK de M. burtonii (orden Methanosarcinales) y la enzima meso6fila (orden
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Methanococcales) lo que permite establecer, que la alta flexibilidad estructural es un
vestigio evolutivo en la familia de quinasas de azicares dependientes de ADP y que la
rigidizacién del sitio activo en las enzimas mesdfilas y termofilas de la familia es una
novedad evolutiva. La insercién de estos dos pares idnicos en la estructura de la enzima
psicroéfila ADP-PFK de M. burtonii rigidizé el sitio activo de esta enzima, haciendo que

los pardmetros cinéticos de ésta tendieran a ser como los de la enzima mesdfila ADP-

PFK de M. maripaludis.
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ABSTRACT
In this work we characterized the ADP dependent psychrophilic enzyme from M. burtonii
(MDPFK), which is the first characterized enzyme belonging to the ADP dependent sugar
kinases family. This enzyme from the order Methanosarcinales, was described as bifunctional,
that is able to phosphorylate both fructose-6-fosfato (F6P, PFK activity) and glucose (Glc, GK
activity). Bifunctionality has been shown to be a common trait among methanogenic orders
from archaea since only the mesophilic ADP-PFK/GK from M. maripaludis and ADP-
PFK/GK from M. jannaschii, belonging to the order Methanococcales have been described as
bifunctional. In contrast, all the other ADP dependent enzymes from archaea are either PFK or
GK specific. The increased structural flexibility of the psychrophilic enzyme was evaluated
analyzing the kcar, Ky and ke./Ky, kinetic parameters of this enzyme at different temperatures.
As comparative models we employed the mesophilic ADP-PFK from M. maripaludis and the
hiperthermophilic ADP-GK de T. litoralis. The results shown a differential variation of the K,
values; whereas the psychrophilic ADP-PFK from M. burtonii shows an exponential increase
of the Ky, values with temperature, the mesophilic ADP-PFK from M. maripaludis shows no
variation and the hyperthermophilic ADP-GK de T. litoralis presents an exponential decrease
of these values with temperature. The psychrophilic enzyme exhibited lower Ky, values and
greater activity than its thermostable homologs in the entire temperature range tested.
Moreover, it is well known that to perform the phosphorylation process these enzymes
employed Mg?* as cofactor. Interestingly, the psychrophilic ADP-PFK from M. burtonii was
able to utilize efficiently others divalent cations besides Mg being this capacity increased

with an increase in temperature. The same phenome was observed when its selectivity for
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sugars was assayed. At 10 °C the psychrophilic enzyme only utilizes glucose only and
fructose-6P as substrate with no detectable activity with other sugars. However, at 25 °C, the
enzyme is able to phosphorylate other monosaccharides and even disaccharides, besides the
substrates mentioned above. These results shown that the ability to catalyze reactions
efficiently at low temperatures was due to a more flexible active site, which was optimized to
display small Ky, values, which allows the enzyme to possess higher catalytic efficiencies at
these temperatures.

By wusing H/D exchange coupled to mass spectrometry we establish that the structural
determinants responsible for the increase flexibility of the psychrophilic active site were the
absence, in the protein structure, of two ionic pairs in its surrounding. The absence of these
interactions would allow greater mobility of segments adjacent to the nucleotide-metal
complex binding site since they were present in the mesophyll and thermophile enzymes of the
family. By means of the ancestral enzyme reconstruction methodology we determine the
absence of these interactions in the last common ancestor between the psychrophilic ADP-
PFK from M. burtonii (order Methanosarcinales) and the mesophilic enzyme (order
Methanococcales) which establish that the high structural flexibility is an evolutionary vestige
in the ADP dependent sugar kinases family and that active site stiffening of mesophilic and
thermophilic enzymes is an evolutive novelty. Insertion of these two ionic pairs in the
psycrophilic ADP-PFK structure from M. burtonii caused the stiffening of the active site,
making that the kinetic parameters of this enzyme being like those of the mesophilic ADP-

PFK enzyme from M. maripaludis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Microorganismos extremofilos

Los microorganismos extremoéfilos han sido definidos como aquellos capaces de tolerar
condiciones medioambientales extremas como altas o bajas temperaturas, alta acidez y
alcalinidad y altas presiones, por mencionar las mds comunes. Basados en la capacidad
de estos organismos de crecer ya sea solo en condiciones medioambientales extremas o
adicional a esto, poder crecer también en condiciones “normales”, los microorganismos
extremofilos han sido divididos en dos grandes grupos: extremoéfilos reales y
extremoéfilos tolerantes (Rampelotto 2013). Més alla del grupo extreméfilo al cual se
haga referencia, ambos pueden ser encontrados en los tres reinos de la vida (Eukarya,
Arquea y Bacteria) (Cavicchioli, R., Siddiqui 2006). Si nos enfocamos en los
microorganismos adaptados a vivir en temperaturas extremas, dependiendo de la
temperatura del nicho ecologico en el cual estos microorganismos sean metabdlicamente
activos, éstos pueden ser clasificados como: hiperterméfilos, termofilos, mesdfilos y
psicrofilos. Si el nicho ecoldgico presenta temperaturas por sobre los 50-60°C, los
organismos que lo habitan pueden ser definidos como terméfilos. En este grupo
generalmente solo se encuentran organismos procariontes capaces de crecer y
desarrollarse sobre estas temperaturas. Solo algunos organismos eucariontes han sido
categorizados como organismos termofilos (Dyer & Gafford 1961; Guo et al. 2011;
Landry et al. 2014). Cuando los organismos son capaces de subsistir en nichos
ecoldgicos que presentan temperaturas por sobre los 80°C, éstos se definen como

organismos hipertermdfilos; en este grupo principalmente podemos encontrar
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organismos procariontes, donde la gran mayoria de los organismos descritos pertenecen
al dominio arquea (Elleuche et al. 2014). Si bien los microorganismos termofilos e
hipertermoéfilos han sido objeto hace ya muchos afios de una gran cantidad de estudios,
en las ultimas décadas ha surgido un gran interés por el estudio de microorganismos
adaptados a vivir a bajas temperaturas debido a la alta aplicabilidad biotecnoldgica que
poseen sus protefnas y enzimas constituyentes,. A los organismos adaptados a vivir en
nichos ecoldgicos con temperaturas por debajo de los 20°C-25°C se los clasifica como
organismos psicrdfilos. Los organismos psicrofilos han evolucionado para realizar sus
actividades bioldgicas bésicas (metabolismo), a temperaturas generalmente definidas en
un intervalo de 0° C a 25° C, aunque también han sido reportados algunos organismos
capaces de tolerar temperaturas por debajo del punto de congelacion del agua
(Cavicchioli 2006). Si bien los microorganismos psicrofilos utilizan la produccién de
proteinas anti-congelantes (Garnham et al. 2011; Do et al. 2013), de respuesta al frio
(Cavicchioli 2006; Giaquinto et al. 2007) y alteraciones en la composicion de las
membranas lipidicas, como alguno de los principales mecanismos celulares adaptativos,
en términos metabodlicos, puntualmente enzimaticos, la modificacién estructural de sus
enzimas ha sido definida como la estrategia adaptativa que les permite operar a
temperaturas bajas. Esta adaptacion es principalmente atribuida a la alta flexibilidad
estructural y baja estabilidad térmica de sus enzimas y proteinas (Siddiqui & Cavicchioli

2006)



1.2. Estrategias termodinamicas para el aumento de la estabilidad térmica

estructural de proteinas v enzimas psicroéfilas

Actualmente es sabido que las enzimas extremdfilas no utilizan una tnica estrategia
adaptativa para estabilizar o desestabilizar su estructura terciaria, sino que usan una
combinacién de éstas (Razvi & Scholtz 2006). Las estrategias adaptativas utilizadas por
las enzimas psicrofilas apuntan principalmente a aumentar la flexibilidad estructural.
Nojima y colaboradores (Nojima et al. 1977) propusieron tres estrategias adaptativas
para explicar la mayor estabilidad de enzimas termofilas a altas temperaturas. Estas
mismas estrategias, pero pensadas de forma opuesta, han sido planteadas para la
desestabilizacion de enzimas psicrofilas a bajas temperaturas (Feller 2010). La primera
estrategia para producir un aumento de estabilidad a altas temperaturas consiste en
disminuir el calor especifico de las enzimas o proteinas (C;). El calor especifico da
cuenta del fenémeno de hidratacion del que son producto los residuos hidrofébicos de
una proteina durante un proceso de desplegamiento; una disminucién en el valor de este
parametro (Cp) es reflejo de la menor exposicion de estos residuos al solvente. Esta
disminucién permite ampliar el intervalo de temperatura de la curva de estabilidad,
permitiendo asi un aumento en la temperatura a la cual se produce el desplegamiento
(Tw) (Figura 1, curva morada). La segunda estrategia utilizada para generar una mayor
estabilidad estructural es aumentar la temperatura a la cual el cambio entrépico del
sistema se hace cero (Ts). Una enzima o proteina logra su méxima estabilidad cuando la
contribucién entrépica se cancela y solo existe aporte entalpico. Esto permite que la

curva de estabilidad se corra hacia la derecha, logrando asi mayores Ty, y permitiendo el




funcionamiento catalitico de las enzimas y proteinas a mayores temperaturas (Figura 1,
curva roja). La tltima y principal estrategia utilizada es aumentar la energia libre de
estabilizacién (AG). Este aumento permite “elevar” toda la curva de estabilidad, dando
como resultado final una mayor temperatura de desplegamiento térmico (Ty,) (Figura 1,
curva naranja). Como se dijo con anterioridad, las enzimas psicréfilas utilizarian estas
estrategias adaptativas pero de forma opuesta a sus homdlogos termdfilos, para aumentar

su flexibilidad estructural y asi poder realizar sus actividades a bajas temperaturas.
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Figura 1. Curvas de estabilidad termodindamica indicando las diferentes estrategias
utilizadas por un organismo mesofilo a través de la evolucion para aumentar la
temperatura de desplegamiento térmico (Tm) de sus proteinas y enzimas. La curva
negra representa una proteina mesofila. Las estrategias termodinamicas para el aumento
de estabilidad estructural son: disminucion Cp (curva morada), aumento Ts (curva roja)
y aumento AG (curva naranja). Tomado de Sterpome, 2012 (Sterpone & Melchionna

2012).




La diferencia en flexibilidad estructural entre enzimas y proteinas homoélogas de
organismos extremofilos adaptados a nichos ecolégicos que presentan un amplio
intervalo de temperaturas ha sido determinada principalmente por experimentos de
desactivacidon dindmica de fluorescencia e intercambio hidrégeno-deuterio acoplado a
espectrometria de masa. Los experimentos de desactivacion dinamica de fluorescencia
intrinseca han mostrado que las enzimas psicrofilas presentan generalmente una mayor
permeabilidad estructural. Esta mayor permeabilidad es un indice que puede ser
asociado indirectamente a estructuras con una mayor flexibilidad. Estos experimentos se
basan en la capacidad de moléculas organicas pequefias de difundir y penetrar
estructuras proteicas, a través de colisiones de estas pequefias moléculas organicas con
los triptéfanos, fluordforos naturales de las proteinas. Después de un proceso de
excitacion de estos fluoréforos, estas colisiones producen una disminucion en la energia
emitida por los fluoréforos para volver a su estado electronico basal, comparado con la
energia que emitirian en ausencia de estas moléculas apagadoras. Si pensamos que estos
triptéfanos se encuentran en un centro hidrofébico interno, un mayor apagamiento de la
intensidad de fluorescencia, medido en términos de la constante de Stern-Volmer, es
indicativo de una estructura mdas accesible al solvente. Estudios entre homoélogos
extremofilos de una misma familia de proteinas han mostrado que a bajas temperaturas,
las enzimas psicrdfilas presentan constantes de Stern-Volmer mayores que las de
determinadas para sus homdlogos termoestables (Cipolla et al. 2012; D’Amico et al.
2003). Si bien esta metodologia experimental permite evaluar indirectamente el grado de

flexibilidad de una estructura proteica, ésta no nos da cuenta de cuéles son los segmentos




de la proteina responsables de esta flexibilidad aumentada, y no dice nada acerca de si
estos segmentos se encuentran involucrados en los procesos de catélisis enzimatica. En
este contexto, los experimentos de intercambio hidrégeno-deuterio acoplado a
espectrometria de masa, han sido una poderosa herramienta para determinar la
localizacion de segmentos con flexibilidad aumentada en estudios comparativos entre
enzimas extremofilas. Basado en el mismo criterio de permeabilidad que los .
experimentos de desactivacion dindmica de fluorescencia intrinseca, esta metodologia
utiliza en este caso como sonda de flexibilidad agua deuterada (D,0). Es sabido que
tanto los atomos de hidrégeno presentes en las cadenas laterales de los residuos de
aminoacidos como los presentes en los enlaces peptidicos de una proteina son labiles y
tienen la capacidad de sufrir procesos de intercambio con los dtomos de hidrogeno
presentes en las moléculas de agua que contiene una solucién determinada. Basados en
esta propiedad, la exposicion de una proteina a una solucién de agua deuterada, permite
evaluar la exposicién y por ende la movilidad de diferentes regiones de una proteina en
una condicién apo y los cambios en la accesibilidad al solvente de estas regiones, por
cambios conformacionales generados por unién de ligandos en el proceso de catalisis.
Estudios de homodlogos extremofilos utilizando esta metodologia han mostrado que
segmentos perteneciente al sitio activo o segmentos adyacentes a éste de enzimas
psicrofilas, presentan mayores tasas de intercambio hidrégeno-deuterio que las mismos
segmentos presentes en homologos termoestables, reflejando directamente una mayor
movilidad y flexibilidad de este tipo de enzimas e indicando que los sitios activos de las

enzimas psicrofilas son altamente dindmicos (Svingor et al. 2001; Liang et al. 2004). La




utilizacion de esta metodologia ha permitido establecer que la flexibilizacién estructural
del sitio activo es la principal adaptacién estructural responsable de que las enzimas
psicrofilas puedan realizar actividades cataliticas a bajas temperaturas.

Si nos basamos en la suposicidon que las primeras entidades proteicas con actividades
cataliticas tuvieron un origen termofilo, es 16gico pensar que durante la evolucion
ocurrieron multiples tipos de modificaciones estructurales que aumentaron la
flexibilidad del sitio activo de las enzimas psicroéfilas actuales, pero la pregunta actual es
(cuales son las modificaciones estructurales que influyen en el aumento de flexibilidad?
Si bien, a nivel de secuencia se pueden apreciar diferencias entre homologos
extremofilos de una misma familia(Saunders et al. 2003), esta informacién no es
suficiente debido a que generalmente estas diferencias son sutiles y establecer si estas
corresponden a adaptaciones termales es imposible.

Una herramienta 1itil para establecer si diferencias en secuencia pueden corresponder a
adaptaciones térmicas, es la comparaciéon de estructuras tridimensionales entre
homologos extremofilos, debido a la mayor conservacion de la estructura que la
secuencia durante la evolucién. Aunque la informacidon estructural obtenida de
experimentos de difraccion de rayos X y RMN de enzimas psicréfilas es escasa, en
comparacion con la disponible para homoélogos mesdfilos y termdfilos, esta informacion
ha permitido la comparacion estructural de homdlogos adaptados a distintas
temperaturas. Por un lado estos estudios estructurales comparativos han permitido
establecer que dentro de una familia de enzimas existen caracteristicas estructurales

comunes entre homoélogos extremdfilos, que no son atribuidas a adaptaciones




estructurales térmicas, tales como el mantenimiento de un plegamiento comun, asf
como la conservacioén de residuos implicados en la catalisis (Aghajari et al. 1998). Por
otro lado, la determinacion experimental de la estructura tridimensional de enzimas
psicrofilas ha mostrado que éstas presentan caracteristicas estructurales propias, tales
como una mayor exposicion al solvente de sus centros hidrofébicos, una mayor
exposicion de estos residuos hidrofobicos en superficie por una disminucién en el
nimero de interacciones tipo puentes de hidrégeno e interacciones aromaticas (Aghajari
et al. 2003; Gianese et al. 2001; Saunders et al. 2003), un aumento en la flexibilidad
local por cambios en la extensién y composicién de lazos conectores de estructuras
secundarias implicados en el proceso de catélisis (Violot et al. 2005), un menor niimero
de interacciones idnicas por modificacion de residuos cargados en superficie y en sus
centros hidrofébicos, asi como una disminuciéon de puentes disulfuros estabilizantes
(Maes et al. 1999) (Figura 2). Todas estas modificaciones estructurales adaptativas
apuntan principalmente a aumentar la flexibilidad local de regiones involucradas en el
proceso de catalisis. Una mayor flexibilidad de los componentes del sitio activo o de
segmentos cercanos a éste, generalmente es asociada a una disminucién de la afinidad de
la enzima por sus sustratos. Para enzimas psicrofilas existe una correlacién entre el
aumento de flexibilidad, disminucion de afinidad por sus sustratos y un aumento de la
constante k... Los valores de Ky reportados para los sustratos naturales de enzimas
psicrofilas son generalmente mayores que los obtenidos para sus homélogos meséfilos y
termofilos (Cipolla et al. 2012), compensando esto con un concomitante aumento de los

valores de k.. Si bien la optimizacién de la k. es el mecanismo evolutivo por




excelencia de las enzimas psicrofilas para generar un aumento en la eficiencia catalitica
(kea/Km) a bajas temperaturas, existen enzimas psicrofilas que durante la evolucién
mejoraron su eficiencia catalitica (kco/Km) no utilizando este mecanismo, sino que
optimizando su constante K, en desmedro de su constante k... Aunque los reportes al
respecto son escasos, existen enzimas que durante la evolucién modificaron su sitio
activo para catalizar eficientemente reacciones a bajas temperaturas, por medio de
aumentar la afinidad por su sustrato natural en desmedro de optimizar la constante k..
(Lonhienne et al. 2000). Debido a su mayor flexibilidad estructural, las enzimas
psicrofilas también suelen presentar una alta promiscuidad por sustratos con un aumento
en la temperatura a la cual se realiza el proceso de catélisis. La mayor dindmica del sitio
activo de las enzimas psicréfilas, les podria permitir albergar y catalizar sustratos de un
mayor tamafio que el que presentan sus sustratos naturales. Esta promiscuidad
dependiente de temperatura solo ha sido vista en enzimas psicroéfilas, reflejando esto que
la flexibilidad de este tipo de enzimas es una ventaja adaptativa de los organismos que
las poseen, pudiendo éstos no solo utilizar los sustratos naturales, sino que también

poder satisfacer sus necesidades metabdlicas utilizando una diversidad de sustratos.
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Inserciones Modificacion lazos

Fosfatasa Alcalina Psicrofila PDBID: 3E2D
Fosfatasa Alcalina Mesofila PDBID: 1IED8

ey =

| Interacciones Aromaticas I

Incrementa flexibilidad por
reemplazo de aminoacidos
hidrofébicos de menor tamario.
Incrementa exposicion de
residuos hidrofobicos

a-amilasa Psicrofila. PDBID: 1AQH
a-amilasa Mesofila. PDBID: 1PIF

" | &

[

Puentes Disulfuro

*  Modulan estabilidad local

I Interacciones Iénicas I

Optimizacién potencial
electrostatico superficial
Reducido numero de argininas
Aumento nimero de lisinas
Reducido niumero de
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Figura 2. Esquema resumen de las principales modificaciones encontradas entre

enzimas psicrofilas y mesofilas.
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1.3. Dindmica del sitio activo, actividad enzimaética v temperatura

Todas las caracteristicas estructurales mencionadas anteriormente tienen directa relacion
con los pardametros cinéticos Km, koar ¥ kca/Km, puntualmente sobre el como la
temperatura afecta la variacion de éstos. La velocidad de una reaccion quimica es
dependiente de la temperatura del medio de reaccion en la cual ésta se desarrolla. Svante
Arrhenius en 1889 (Thomas & Scopes 1998), estableci6 una ecuacion que da cuenta de

este fendmeno.

k = A e Ea/RT (1)

En esta ecuacién & es la constante especifica de la velocidad de la reaccion, E, es la
energia de activacion de esta reaccion, A es el factor pre-exponencial o también llamado
de frecuencia de colisiones, R es la constante de los gases y T es la temperatura a la cual
se lleva a cabo la reaccién. La ecuacién indica que un aumento de la temperatura para
una reaccion dada, provocara un aumento exponencial de la constante de velocidad. En
biologia, las reacciones quimicas generalmente son catalizadas por enzimas. Los
parametros cinéticos de estos catalizadores naturales, Ky y k.., son altamente
dependientes de la temperatura del medio en el cual se llevan a cabo las reacciones
enzimdticas. Una variacion de la ecuacioén de Arrhenius, presentada por Henry Eyring en
1935 (Eyring 1935), relaciond la variacién de los parametros cinéticos enzimaticos con

la temperatura, en el contexto de la teoria del estado de transicién (Ecuacién 2).
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kgT _agH
kear = - e2/RT ()

Aqui, k.. es la constante de velocidad de un proceso enzimatico, kg es la constante de
Boltzmarn, % es la constante de Planck y AG* la diferencia energética entre el estado
basal ES y la forma activada de éste, ES* (estado de transicion). La ecuacion 2 vincula
directamente la constante de velocidad de una reaccién enzimética (k..), con los
pardametros termodindmicos de activacion propios de estas reacciones. En particular, la
ecuacion 2 permite deducir que para que una disminucioén en la temperatura a la cual
procede una reaccién enzimdtica, no afecte la constante k.., la energia libre de
activacién del proceso (AGY) deberia ser menor. Este es el caso de las enzimas
psicréfilas. Como se puede observar en la Figura 3, las enzimas psicrofilas presentan

valores de AG* menores que las enzimas mes6filas, terméfilas e hiperterméfilas.
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Figura 3. Diagrama para una reaccion catalizada enzimaticamente por una enzima
psicréfila y una meséfila. El diagrama muestra la variacion del AG* para una reaccién
enzimatica a concentraciones saturantes de sustrato. En azul se muestran los
componentes de AG asociados a una enzima psicrofila y en rojo los correspondientes a

una enzima mesofila.
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Los menores AG* de activacién que presentan las enzimas psicrofilas, generalmente se
encuentran asociados, en términos cinéticos, a una menor afinidad de las enzimas por su
sustrato (complejo ES). Este hecho permite disminuir la barrera energética del estado de
transicién (complejo activado ESY), y de este modo obtener mayores velocidades de
reaccion (k..) a bajas temperaturas (Figura 3). Por ende, durante la evolucion para
lograr esta disminucién en el AGI, las enzimas psicréfilas optimizaron su constante k.,
en desmedro de su constante Kn. En particular, y de acuerdo a la ecuacién 3, la
estrategia adaptativa para vencer la escasa energia cinética de su medio de reaccion, fue
aumentar la dinamica del sitio activo, disminuyendo la cantidad de interacciones
estabilizantes de la estructura.

La relacién AG*= AH* -TAS? indica que el AG* de un proceso, se encuentra gobernado

por dos componentes: uno entalpico (AHY) y uno entrépico (TASY). Si reescribimos la

ecuacion 2 en términos de estos dos tltimos componentes se tiene que:

kgT ¥ -
kcat = -%e(AS /R) e (AH*/RT) 3)

La contribucién entilpica AH* al AG* de un proceso da cuenta del numero de
interacciones estabilizantes que deben ser vencidas para que la transicién desde el
complejo [ES] al complejo activado [ES*] suceda. Como es claro en la ecuacién 3, una
variacion en la contribucion entélpica serd mas gravitante que una entrpica a menores

temperaturas. Una disminucion en este pardmetro aumenta directamente los valores de
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kea: debido a que la contribucion entélpica, AHI, se encuentra directamente relacionada

con la energia de activacién segun la relacion:

E,= AH}*+RT  (4)

Esta contribucion entilpica es menor en enzimas psicréfilas debido a que en sus
estructuras estas enzimas presentan un menor nimero de interacciones estabilizantes del
tipo puentes de hidrégeno, Van der Waals y electrostaticas (Siddiqui & Cavicchioli
2006). Todas las enzimas psicréfilas estudiadas presentan menores valores de AH? y E,,
que sus homodlogos mesoéfilos, termdfilos e hipertermoéfilos (Siddiqui & Cavicchioli
2006; Siddiqui et al. 2013). Estos menores valores indican con claridad que las
reacciones que estas enzimas catalizan son menos dependientes de las variaciones de

temperatura.
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1.4. Relacién actividad-estabilidad en enzimas extremdéfilas

Segiin lo mencionado en las secciones anteriores, las enzimas psicrofilas presentan una
alta flexibilidad estructural, propiedad que les permite funcionar de manera 6ptima a
bajas temperaturas. Esta alta flexibilidad estructural es lograda a expensas de disminuir
su estabilidad térmica. En la Figura 4 se presenta un esquema general que describe la
relacion existente entre actividad a distintas temperaturas y el estado de plegamiento de
enzimas psicrofilas y meséfilas/ termoéfilas.

La principal diferencia en la relacion actividad-estabilidad entre enzimas extremofilas,
radica en que las enzimas psicrofilas se inactivan con el aumento de la temperatura antes
de comenzar un proceso de desplegamiento global, indicando que la inactivacién por
temperatura es dependiente de un proceso de desestructuracion sitio-especifica, la cual
debido a la alta dindmica y flexibilidad que presenta, se cree podria ser la region del sitio

activo de la enzima o subestructuras cercanas a éste (Siddiqui & Cavicchioli 2006).
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Figura 4. Inactivacion y desplegamiento de enzimas psicrofilas y mesofilas.

Psicrofilas (azul), mesofilas (negro). Tomado de Struvay 2012 (Struvay & Feller 2012).
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Para entender la dependencia de las actividades cataliticas de las enzimas con la
temperatura se han propuesto dos modelos; el modelo clésico y el modelo de equilibrio.
El modelo clasico (Daniel et al. 2001; Daniel & Danson 2010), establece que una
enzima se inactivard debido a que a la temperatura de inactivacion sufrira un proceso de
desplegamiento. Este modelo es satisfactorio para explicar la dependencia con la
temperatura de enzimas mesdfilas y termdfilas pero no explica lo indicado en la Figura
4, donde se muestra que la inactivacién catalitica en las enzimas psicrofilas es un
fendmeno desacoplado del fendémeno de desplegamiento. El modelo de equilibrio
planteado por Daniel y colaboradores (Daniel et al. 2001; Daniel & Danson 2010),
indica la existencia de un intermediario inactivo no desnaturado, que se encuentra en un
equilibrio rapido con la forma activa de la enzima a una temperatura determinada, en
donde superada esta temperatura, la forma inactiva de la enzima se desnatura de forma
irreversible, perdiendo su actividad a tales temperaturas. Este modelo resulta interesante
en términos de que se ajusta a lo visto en la Figura 4, en donde se puede apreciar que las
enzimas psicrofilas, se inactivan, aun manteniendo un estado conformacional plegado.

A pesar de lo anterior, ha sido dificil generalizar un mecanismo adaptativo comtin para
todas las enzimas extremofilas, mas aun en ausencia de informacion estructural. El
modelamiento por homologia ha sido una herramienta 1til para casos en que no se
cuenta con este tipo de informacion. La obtencion de modelos por homologia ha
permitido aplicar metodologias de dindmica molecular (Tiberti & Papaleo 2011; Papaleo
et al. 2014), las que han mostrado que las enzimas psicrofilas presentan una alta

flexibilidad local de elementos de estructura secundaria que se encuentran involucrados
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en la mayor termolabilidad presentada por estas enzimas durante el proceso de catalisis
enzimdtica (Kosugi & Hayashi 2012). El uso de estas metodologias computacionales,
junto a una variada gama de estrategias experimentales tales como mutaciones sitio-
dirigidas (Chandrayan & Guptasarma 2009; Dhaunta et al. 2013), permutaciones
circulares y utilizacién de enzimas quiméricas (Watanabe et al. 2005; Parravicini et al.
2013) han permitido dilucidar algunos determinantes estructurales responsables de la
baja estabilidad térmica de las enzimas psicrofilas.

Actualmente, la utilizacién de metodologias filogenéticas, se ha convertido en una
poderosa herramienta para el estudio de la evolucién de determinantes estructurales de
proteinas y enzimas extremoéfilas (Hart et al. 2016). La reconstruccion de secuencias
ancestrales (ASR por sus siglas en ingles ancestral sequence reconstruction), es una
metodologia ampliamente utilizada para estudiar la evolucién de secuencias y
estructuras que determinan la funcidn y propiedades de proteinas actuales, mediante la
inferencia de las secuencias de los nodos internos (i.e. ancestros) de un arbol
filogenético. Para una reconstruccioén filogenética a partir de un grupo de proteinas de
estructura conocida, un aspecto clave es que los integrantes del grupo de interés
presenten homologia estructural, dado que de esta forma se puede suponer un origen
ancestral comun (Boone, David R.; Castenholz 2001). Utilizando la reconstruccion de
secuencias ancestrales (Merkl & Sterner 2016) se han realizado estudios sobre
especificidad de sustratos, estabilidad térmica, dimerizacién y otros aspectos

regulatorios claves en vias metabolicas de procariontes y eucariontes.
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En este trabajo de tesis se utilizaron enzimas provenientes de arqueas extreméfilas
filogenéticamente relacionadas, con el fin de estudiar utilizando enzimas de una misma
familia, aspectos cinéticos y biofisicos concernientes a dilucidar las determinantes
estructurales que permiten que enzimas provenientes de arqueas psicrofilas realicen
procesos de catdlisis a bajas temperaturas. A continuacién se presenta una breve

descripcion de los modelos enzimaticos utilizados en este trabajo.

1.5. Modelos de estudio

Las arqueas han sido clasificadas en dos phylas principales: Crenarchaeota y
Euryarchaeota, aunque recientemente se han propuestos dos phylas adicionales, el
phylum Nanoarchaeota que comprende solo dos especies y el phylum Korarchaeota que
consta de unos pocos organismos no cultivables (Gribaldo & Brochier-Armanet 2006;
Martinko et al. 2004). La mayoria de las arqueas presentes en las phylas encontradas en
la actualidad corresponden a organismos extremdfilos. Dentro de éstos, la mayor
cantidad de biomasa encontrada sobre la biosfera ha sido de arqueas adaptadas a
ambientes frios (Feller & Gerday 2003). A pesar de lo anterior, dentro del dominio
arquea es posible encontrar caracteristicas celulares y metabdlicas generales. En
términos celulares, se puede destacar la composicion de las membranas lipidicas, las
cuales presentan cadenas laterales isoprenoides con enlaces éter en vez de enlaces
ésteres como en la mayoria de los demds sistemas bioldgicos, ademdis de carecer de
acido murdmico como constituyente de las paredes celulares, entre otras (Albers &

Meyer 2011). En relacién al metabolismo, el dominio Arguea presenta vias metabélicas
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propias respecto a las conocidas en los dominios Bacteria y Eukarya. Un ejemplo de
esto es la presencia de una via exclusiva para la formaciéon de metano, la cual estd
presente solo en ciertas arqueas metanogénicas. En arqueas también encontramos
modificaciones en las vias metabdlicas clasicas, especialmente en las vias del
metabolismo de hidratos de carbono. Estudios bioquimicos comparativos sobre el
metabolismo de hidratos de carbono en Arqueas indican que los organismos de este
dominio utilizan versiones modificadas de las rutas encargadas en la degradacién de
glucosa tanto en la via de Entner-Dudoroff (ED) como en la via de Embdem-Meyerhof
(EM) o glicdlisis. Ejemplo de estas modificaciones se presentan en miembros de los
6rdenes Thermoproteales, Thermoplasmatales y Sulfolobales. Los organismos de estos
o6rdenes utilizan una version modificada de la via de ED, donde la etapa de fosforilacion
se realiza a nivel de los metabolitos 2-ceto-3-deoxigluconato o glicerato, mientras que en
ciertos representantes del orden Thermococcales se puede observar que en su via
glicolitica (EM), solo cuatro de las diez enzimas responsables de la oxidacion de glucosa
a piruvato se encuentran conservadas, en relacién a lo descrito en organismos
bacterianos y eucariontes (Siebers et al. 1997). Los organismos perteneciente a los
6rdenes Methanococcales, Thermococcales y Pirococcales del phylum Euryarchaeota
presentan interesantes modificaciones de su via glicolitica, relacionadas con Ia
fosforilacién de glucosa y fructosa-6-fosfato. En organismos eucariontes y bacterias,
estas reacciones son llevadas a cabo por quinasas que utilizan ATP como nucleétido
dador del grupo fosforilo. En los 6rdenes de 4rquea nombrados anteriormente, las

quinasas responsables de la fosforilacién de glucosa a glucosa-6-fosfato y de fructosa-6-
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fosfato a fructosa-1,6-bifosfato utilizan ADP como nucleétido dador del grupo fosforilo

(Kengen et al. 1996; Verhees et al. 2003)

1.6. Superfamilia riboquinasa

Una de las etapas claves en las principales vias metabodlicas es la fosforilacion de
azlcares. Las enzimas conocidas como quinasas de azlicar son las responsables en
catalizar la transferencia de un grupo fosforilo a un azicar aceptor. Estas enzimas han
sido clasificadas principalmente bajo dos criterios: el primero basado en un criterio
estructural y el segundo basado en la presencia de motivos de secuencia conservados
(Park & Gupta 2008). Estos criterios llevaron a dividir a las quinasas conocidas en tres
grandes familias: hexoquinasas, galactoquinasa y riboquinasa. En el caso de la familia
riboquinasa, debido a la gran diversidad de representantes presentes en la familia, ésta
tuvo que ser renombrada como superfamilia riboquinasa. Sus miembros constituyentes
se clasificaron segtin el tipo de aceptor del grupo fosforilo que la quinasa utiliza (azicar
o vitaminas), al dador del grupo fosforilo (ADP o ATP) y de acuerdo a las caracteristicas
estructurales (Merino & Guixé 2008). Por los criterios mencionados anteriormente, la
superfamilia riboquinasa ha sido dividida en tres familias (Zhang et al. 2004). La
primera familia es conocida como familia de quinasas de vitaminas dependientes de
ATP. Estas quinasas catalizan la transferencia de un grupo fosforilo desde una molécula
de ATP hacia una molécula precursora de vitaminas como piridoxal o derivado de
pirimidina. La segunda familia, la familia de quinasa de aziicares dependientes de ATP,

sus miembros catalizan la transferencia de un grupo fosforilo desde una molécula de
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ATP hacia un azicar. La tltima familia es conocida como familia de quinasas de
aziicares dependientes de ADP. Estas quinasas catalizan la transferencia de un grupo
fosforilo desde una molécula de ADP hacia un azicar. Estructuralmente, en la familia de
quinasas de vitaminas todos sus representantes se encuentran constituidos por dos
dominios denominados dominio mayor, en el cual se encuentra el plegamiento tipo
Rossman y el dominio menor, el cual esta formado por una sdbana P, la que se encuentra
anclada, mediante una topologia reentrante, al dominio mayor por la regién del
plegamiento Rossman. En las quinasas de azticares dependientes de ADP, el sitio activo
se encuentra formado por ambos dominios, y se ha propuesto que el dominio menor
actuaria como una cubierta del sitio activo, la que mediante cambios conformacionales
inducidos por la unién de ligandos, se cierra sobre el dominio menor, permitiendo asi
que la catélisis se lleve a cabo (Ito et al. 2001; Ito et al. 2003; Tsuge et al. 2002; M. a.
Currie et al. 2009). Las quinasas de la superfamilia riboquinasa, ademas de exhibir un
plegamiento comun tipo riboquinasa (Rossman), presentan motivos de secuencia
conservados, implicados en el proceso de catalisis. Uno de estos motivos es el motivo
GXGD, en el cual se encuentra el residuo de acido aspartico (D) que ha sido propuesto
como la base catalitica del proceso de fosforilacion. Otro motivo conservado en la
secuencia es el motivo denominado NXXE, donde los residuos de 4cido glutdmico (E) y
de asparragina (N) aparecen conservados en todas las quinasas de aziicares dependientes
de ADP con actividad glucoquinasa (GK) (Guixé & Merino 2009) y que estd
implicado en la unién del complejo metal-nucledtido (Merino & Guixé 2011). En las

quinasas de azucares dependientes de ADP con actividad fosfofructoquinasa (PFK), el
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residuo asparragina (N) es reemplazado por un acido aspartico (D), por lo que el motivo
conservado en estas enzimas es el DXXE. Independiente que exista un cambio en un
residuo, este motivo cumple la misma funcién de unién del complejo metal-nucledtido.
Las quinasas de azticares dependientes de ADP pueden ser clasificadas segtin la funcién
que cumplan, denominando especificas PFK a las que solo fosforilan fructosa-6-fosfato,
especificas GK, si solo fosforilan glucosa, y bifuncionales si son capaces de fosforilar
ambas azicares. En el orden Thermoccocales se han descrito enzimas especificas tanto
PFK como GK (enzimas termoéfilas) mientras que en el orden Methanococcales se
encuentran enzimas bifuncionales (enzimas meséfilas y terméfilas). Este 1iltimo orden
tiene la caracteristica de presentar enzimas metanogénicas. En el orden ‘
Methanosarcinales donde también se encuentran organismos metanogénicos, se ha
|
descrito genes que han sido anotados como codificantes de quinasas de azicares
dependientes de ADP. En este orden, no existen organismos reportados como terméfilos 1
|
extremos o hipertermofilos, pudiendo encontrar aqui solo organismos mesoéfilos, uno
categorizado como termofilo moderado y un organismo psicréfilo. Estos organismos
presentan genes que codificarfan quinasas que han sido anotadas con actividlad GK
especifica y actividad PFK especifica. Lo interesante es que uno de estos genes, el que
codificaria la quinasa de azicar dependiente de ADP anotada con actividad GK de
Methanococcoides burtonii, el Unico organismo psicrofilo reportado hasta la fecha,
presenta una delecion en el gen, la cual se ubica en el extremo C-terminal de la quinasa,
donde se encuentra el motivo catalitico GXGD, lo cual indicaria que esta enzima es no

funcional. Es por esto que en nuestro grupo hipotetizamos que la tinica quinasa
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funcional, es decir, la anotada con actividad PFK seria capaz, ademas de fosforilar
fructosa-6-fosfato, de fosforilar glucosa, supliendo asi la no funcionalidad de la enzima
con actividad GK trunca. A la fecha, solo dos homoélogos con actividad dual han sido
caracterizados, ambos pertenecientes al orden de los Methanococcales; uno de ellos
corresponde a la quinasa terméfila con actividad dual PFK/GK dependiente de ADP del
organismo M. jannaschii (Sakuraba et al. 2002), mientras que la otra es la enzima
meso6fila con actividad dual PFK/GK dependiente de ADP de M. maripaludis (Castro-
Fernandez et al. 2014). Con el fin de establecer si esta actividad dual es un rasgo
exclusivo del orden Methanococcales o una caracteristica presente en otros ordenes
metanogénicos, en este trabajo de tesis se utilizaron como modelos para los estudios
cinéticos, biofisicos y computacionales la enzima mesdfila dependientes de ADP de
Methanococcus maripaludis y la enzima psicréfila de Methanococcoides burtonii
pertenecientes a los ordenes Methanococcales y Methanosarcinales, respectivamente.
Otra particularidad de la quinasa de azicar dependiente de ADP con actividad PFK de
M. burtonii es que proviene de un organismo psicroéfilo, lo que la diferencia de las otras
enzimas metanogénicas bifuncionales. Hasta la fecha, ningiin homologo psicréfilo de la
superfamilia riboquinasa ha sido caracterizado bioquimicamente y no existe informacion
respecto al efecto de la temperatura sobre las propiedades cinéticas de homélogos
extremdfilos de la superfamilia en la literatura. Otro aspecto a abordar en esta tesis es la
generacion de constructos que permitan un cambio en la estabilidad térmica de estas
enzimas para entender cdmo la rigidizacion estructural podria estar involucrada en los

cambios conformacionales necesarios para realizar el proceso de catalisis. Junto con
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esto, tampoco se han realizado estudios biofisicos en homoélogos extremoéfilos de la
superfamilia riboquinasa que asocien el estado de plegamiento con la actividad
enzimdtica que permitan confirmar si la capacidad de una enzima psicréfila para realizar
catalisis a bajas temperaturas es producto de un fendmeno de flexibilidad local o es

producto de un aumento en la flexibilidad global de la estructura.

27




2. HIPOTESIS
El desplazamiento de las curvas de actividad y las diferencias en los parametros
cinéticos (Km, ket V¥ Kuw/kea) entre una enzima psicrofila y una mesdfila
filogenéticamente cercanas (quinasas de azicares dependientes de ADP de M. burtonii y
M. maripaludis), estan asociados a cambios en la flexibilidad de segmentos especificos

que comprometen regiones del sitio activo o cercanos a éste.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

. Determinar las modificaciones estructurales que establecen las diferencias de
estabilidad, flexibilidad y pardmetros cinéticos entre una enzima psicréfila y una enzima

mesofila filogenéticamente relacionadas.

3.2.0bjetivos Especificos

. Caracterizacion cinética y biofisica a distintas temperaturas de la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y de la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis mediante estudios cinéticos en velocidad inicial, dicroismo circular y
espectrometria de masas.

. Evaluar la utilizacién diferencial de distintos metales divalentes (Me*?) y
nucledtidos difosforilados (NDP) en la catélisis a diferentes temperaturas en las enzima
psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis.

. Determinacion experimental e in silico de la permeabilidad y flexibilidad de la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis mediante espectroscopia de fluorescencia, espectrometria de masas y
metodologias de dindmica molecular.

. Construccién del arbol filogenético de la familia de quinasas de azicares
dependientes de ADP e inferencia de la secuencia del ultimo ancestro en comin entre

los 6rdenes Methanococcales y Methanosarcinales mediante inferencia bayesiana.
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. Sintesis, expresion y caracterizacion del dltimo ancestro en comin entre los
ordenes Methanococcales 'y Methanosarcinales, mediante estudios cinéticos en
velocidad inicial

. Sintesis, expresién y caracterizaciéon de una mutante de la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii con dos pares ib6nicos presentes en enzimas mesofilas y
termofilas, mediante estudios cinéticos en velocidad inicial, dicroismo circular y

espectrometria de masas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Cepas

Para los procedimientos de biologia molecular (subclonamientos) se utilizé la cepa de
E. coli DH50, 1a cual presenta un genotipo: F-80dlacZ M15 (lacZY A-argF) U169 recAl
endA1hsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl.

Para la sobreexpresion de proteinas se utilizé la cepa de E. coli BL21(D3), la cual
presenta un genotipo thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS A DE3 = A sBamHIo

AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5.

4.1.2. Medios de Cultivo

El medio Luria Bertani (LB) se prepar6 utilizando 10 g/L. de Bacto-triptona, 5 g/L de
extracto de levadura y 5 g/L. de NaCl. Luego, se ajusté a pH 7,0 con NaOH 5N y se
autoclavd. Las placas LB-agar se prepararon utilizando medio LB y agregando 15 g/L de
agar, luego se autoclavd, se enfri6 a 50 °C y se le adicionaron los antibidticos

esterilizados por filtracion.

4.1.3. Soluciones generales

TAE 10X: un litro de solucién contiene 48.4 g de Tris, 11,4 mL de acido acético glacial
y 20 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.
TG-SDS10X: un litro de solucion contiene 30,2 g de Tris, 144,0 g de glicinay 10,0 g de

dodecilsulfato de sodio (SDS), se ajusta a pH 8,4 a temperatura ambiente.
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4.1.4. Reactivos quimicos generales

Los reactivos quimicos generales, solucion tampon, sales y sustratos glucosa, fructosa-6-
fosfato y ADP utilizados para los ensayos enzimaticos fueron adquiridos a la compaiifa

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, Estados Unidos).
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4.2. Métodos

4.2.1. Sintesis de genes para enzimas ADP dependientes

Las secuencias aminoacidicas de la enzima ADP-PFK de M. burtonii (Codigo:
QI2WB9) y la enzima mesodfila ADP-PFK de M. maripaludis (Codigo: Q6LXQ3)
fueron obtenidas de la base de datos UniProt. La secuencia aminoacidica del ultimo
ancestro en comun entre los oOrdenes Methanosarcinales y Methanococcales fue
obtenida mediante inferencia bayesiana utilizando la metodologia de reconstruccion de
secuencias ancestrales. La secuencia de la mutante cuadruple de la enzima ADP-PFK de
M. burtonii fue generada modificando la secuencia de la enzima psicrofila silvestre
mediante disefio racional. Estas secuencias fueron transformadas a secuencias
nucleotidica 'y  enviadas a  sintetizar a la  compafiia  GenScript

(http://www.genscript.com/).

4.2.2. Expresidn vy purificacion de enzimas dependientes de ADP

Los genes sintetizados correspondientes a la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii,
y a la mesofila ADP-PFK de M. maripaludis, fueron enviados por GenScript en el vector
pUCS57, el cual presenta resistencia para el antibidtico ampicilina y un sitio de
clonamiento multiple. Los genes fueron subclonados en el vector pET-TEV (pET-28b
modificado), entre los sitios de restriccion Ndel y BamHI. La modificacion consiste en
el reemplazo de la secuencia nucleotidica que codifica el sitio de corte de la proteasa
trombina presente en el vector pET-28b por la secuencia nucleotidica que codifica el

sitio de corte de la proteasa del virus del tabaco (TEV). Para el subclonamiento de los
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genes desde el vector pUCS57 al vector pET-TEV se utiliz6 la cepa de E. coli DH5a.. Los
vectores purificados de esta cepa fueron utilizados para transformar la cepa de E. coli
BL21. En el caso de los genes del tltimo ancesiro en comiin entre el orden
Methanosarcinales y Methanococcales y la mutante cuddruple de la enzima psicrofila
ADP-PFK de M. burtonii, éstos fueron recibidos en el vector pEt-15b. Al momento de
enviar a sintetizar estos genes, a la secuencia nucleotidica de éstos, se les agregd un
epitope de histidina y un sitio de corte para la proteasa del virus del tabaco (TEV). Por
ser un vector de expresion el vector pET-15b, se utilizé directamente para transformar la
cepa de E. coli BL21. La expresion de las proteinas se realizé utilizando la cepa de E.
coli BL21. El producto de la transformacion fue crecido en 400 pL de medio LB a 37°C
por 1 hora y se sembr6 en placas de LB-Agar. Las colonias positivas fueron utilizadas
para la expresion de las proteinas de interés. Las bacterias transformadas fueron crecidas
en 1 L de medio LB con 35 mg/mL de kanamicina a 37°C hasta una ODggo de entre 0,8-
1,0 para de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, entre 0,4-0,6 para la enzima
mesofila ADP-PFK de M. maripaludis, entre 0,8-1,0 para la mutante cuddruple de la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, y entre 0,5-0,7 para el tiltimo ancestro en
comun entre el orden Methanosarcinales y Methanococcales. Para inducir la expresion
de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y de su mutante cuadruple, los cultivos
fueron llevados a la temperatura de induccioén (14°C). En este paso se adicioné el
inductor isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) considerando una concentracion
final 1 mM. La induccion fue realizada durante 14-16 horas a 14°C. Para inducir la

expresion de la enzima mesdfila ADP-PFK de M. maripaludis y del hltimo ancestro en
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comin entre el orden Methanosarcinales y Methanococcales, los cultivos fueron
llevados a la temperatura de induccién (30°C) y se agregd el inductor IPTG a una
concentracion final 1 mM. La induccidon fue realizada durante 14-16 horas a 37°C.
Todos los cultivos mencionados fueron centrifugados a 8.000 rpm durante 15 minutos.
Las bacterias fueron resuspendidas y somicadas en hielo utilizando una solucién
amortiguadora compuesta de Tris-HCl 50mM pH 7,8, NaCl 500 mM, MgCl, SmM e
Imidazol 20mM. Los lisados fueron centrifugados por 20 minutos a 18.000 rpm y la
fraccion soluble fue filtrada utilizando filtros de 20 pm.

El vector pET-TEV y el vector pET-15b modificado, adicionan en el extremo N-
terminal de la proteina 6 residuos de Histidinas (epitope de Histidina). Este epitope
permite la purificacién de las enzimas que lo contienen utilizando cromatografia de
afinidad por niquel. La fraccién soluble fue cargada en una columna de 5 mL de Niquel-
Sefarosa (HisTrap, Ge Healthcare), la cual previamente ha sido equilibrada con entre 5-
10 volimenes de columna, con la misma solucién amortiguadora con la que se realizé la
resuspension y el proceso de sonicado. Posteriormente, se realizé un lavado de la
columna con entre 5-10 volimenes de columna con la misma solucién amortignadora. A
continuacion se utilizé un gradiente de 75 mL con una solucién de imidazol entre 20
mM y 1 M para eluir la enzima. El epitope de histidina fue eliminado por corte
proteolitico utilizando la proteasa TEV y luego se realizé una segunda cromatografia de
afinidad por niquel. La proteasa TEV utilizada, también contiene el epitope de histidina,

por lo que la enzima de interés en este caso es colectada en el frente de la cromatografia.
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4.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las muestras se re-suspendieron en una solucién que contenia Tris-HCI pH 7,6 60 mM,
SDS al 10%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0,02%, y
fueron calentadas a 100 °C por 5 minutos. La electroforesis se realizd en geles de
poliacrilamida al 12% en presencia de solucion TG-SDS 1X, a una intensidad de
corriente constante de 30 mA. Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron
teflidos con azul de Coomassie al 0,1% y destefiidos con una mezcla de metanol 40%,

acido acético 10% y agua.

4.2.4. Cuantificacién de proteinas

Para los andlisis cinéticos las concentraciones de proteinas fueron determinadas
mediante el método de Bradford, empleando albimina de suero de bovino como
estdandar. Para los andlisis espectroscopicos la concentracion fue determinada a 280 nm
utilizando los coeficientes de extincion tedricos de las proteinas, obtenidos desde la

herramienta ProtParam de Expasy Proteomic Server.

4.2.5. Caracterizacién cinética

La caracterizacion cinética (K, kcar, kca/Km) de la actividad fosfofructoquinasa (PFK) y
la actividad glucoquinasa (GK) de las enzimas en estudio se realizo utilizando un ensayo
continuo con enzimas auxiliares. La actividad fosfofructoquinasa (PFK) se evalud
acoplando la produccion de fructosa-1,6-bifosfato a la produccion de NADH utilizando

como enzimas auxiliares del ensayo la enzima aldolasa y triosafosfato isomerasa de
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musculo de conejo (Kengen, 1994). Las condiciones en los que se desarrollaron los
ensayos enzimaticos fueron: amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5, NADH 0,16 mM,
MgCl, 5 mM, y concentraciones variables de fructosa-6-fosfato y Mg-ADP. La actividad
glucoquinasa (GK) se evalu6 acoplando la producciéon de glucosa-6-fosfato a la
produccién de NADH utilizando como enzima auxiliar para el ensayo la enzima
glucosa-6-P deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides. Las condiciones en los que
se desarrollaron los ensayo enzimatico fueron: amortiguador HEPES 25 mM pH 7,5,
NAD" 0,5 mM, MgCl, 5 mM, y concentraciones variables de glucosa y Mg-ADP. La
produccién y el consumo de NADH (actividad GK y actividad PFK respectivamente),
fueron seguidos por los cambios en la absorbancia a 340 nm.

Para la determinacion de especificidad por nucleétidos y metales, los ensayos fueron
realizados de forma continua tanto para la actividad PFK como para la actividad GK.
Para la evaluacion de los distintos nucledtidos, el nucledtido ADP fue sustituido en el
ensayo por IDP, UDP, CDP, TDP y GDP. La concentracién utilizada en todos los casos
fue 10 mM del nucleétido ensayado en presencia de MgCl, 15 mM. Para la actividad
PFK las condiciones en las que se desarrollaron los ensayos enzimaticos fueron:
amortignador PIPES 25 mM pH 6,5, NADH 0,16 mM, MgCl, 15 mM, 10 mM del
nucleétido evaluado y concentracion saturante de fructosa-6-fosfato.

Para la evaluacién de los distintos metales, el catién Mg' fue sustituido en el ensayo por
Co™, Ni*2, Mn*%, Zn*? 0 Ca*%. La concentracién utilizada en todos los casos fue de 2
mM del metal ensayado en presencia de ADP 1 mM. Para la actividad GK las

condiciones en los que se desarrollaron los ensayos enzimaticos fueron: amortiguador
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HEPES 25 mM pH 7.5, NAD" 0,5 mM, ImM ADP, catién divalente 2mM, y
concentracion saturante de glucosa. Las enzimas auxiliares utilizadas fueron las mismas
que se mencionaron para la caracterizacion cinética. La produccion y el consumo de
NADH (actividlad GK vy actividad PFK respectivamente) fueron seguidos
espectrofotométricamente por los cambios en la absorbancia a 340nm. Los ensayos de
especificidad de nucledtidos y metales fueron realizados a 10°C y 25°C.

Para la determinacién de especificidad de especificidad por azicares fueron realizados
de forma discontinua, midiendo el consumo de ADP. En todos los ensayos la
concentracion del azdcar fue 10 mM. Las condiciones en las que se desarrollaron los
ensayos enzimaticos fueron: amortiguador HEPES 25 mM pH 7,0, MgCl, 20 mM, ADP
25 mM vy del azficar evaluado 10 mM. El tiempo de reaccion escogido para realizar el
ensayo fue 3 minutos. Después de transcurrido este tiempo, la reaccion fue detenida
utilizando HCIO,4 3% final y la solucién neutralizada con NaHCO; 0,5 M final. Para
cuantificar el consumo de ADP, se tomd una alicuota de la mezcla de reaccién (20-50
uL) y se utilizd el ensayo piruvato quinasa-lactato deshidrogenasa, en el cual la enzima
piruvato quinasa, en presencia de fosfoenolpiruvato, convierte el ADP en piruvato y la
lactato deshidrogenasa convierte a su vez el piruvato en lactato, con el concomitante
consumo de NADH. Las condiciones en las que se desarrollo la cuantificacién de ADP
fueron: piruvato quinasa 0,8 U, lactato deshidrogenasa 2.4 U, fosfoenolpiruvato 0,3 mM,
KCl1 125 mM, Tris-HC1 25 mM pH 7,0, MgCL, 5 mM y NADH 0,2 mM. El volumen

final del ensayo fue 500 pL. El consumo de NADH fue seguido
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espectrofotométricamente por los cambios en la absorbancia a 340nm. Los ensayos de

especificidad por aziicares fueron realizados a 10°C y 25°C.

4.2.6. Caracterizacion estabilidad térmica

Para la obtencidn de las curvas de desplegamiento térmico de las enzimas dependientes
de ADP se utilizo la técnica de dicroismo circular. Los espectros de desplegamiento
inducido por calor fueron obtenidos en un espectropolarimetro JASCO J-1500 acoplado
a un sistema Peltier para el control de la temperatura, utilizando un flujo constante de
nitrégeno. Las mediciones se realizaron siguiendo la sefial dicroica a 222 nm, un ancho
de banda de Inm y un tiempo de integracion de 16 segundos. Las condiciones en las que
los espectros se obtuvieron fueron: amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5, MgCl, 5 mM y

NaCl 500 mM.

4.2.7. Caracterizacién permeabilidad estructural

Para evaluar la permeabilidad de las enzimas dependientes de ADP se utilizd
desactivacion dindmica de la fluorescencia intrinseca por acrilamida. Las longitudes de
onda de excitacion y emision utilizadas en los experimentos fueron de 295 nm y 350 nm
respectivamente. Adiciones consecutivas de pequefias cantidades de acrilamida fueron
agregadas a la solucién tampén que contenia la enzima de trabajo. Después de cada
adicion y previa estabilizacion de la sefial de fluorescencia, se registraron los espectros
de emisién de fluorescencia. Las constantes de Stern-Volmer fueron calculadas a partir
de la ecuacion de Stern-Volmer: Fo/F = 1 + K[Q] , donde Fo y F son las intensidades de

fluorescencia en ausencia y en presencia del apagador, respectivamente, K, es la
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constante de Stern-Volmer y [Q[ la concentracién del apagador. Las condiciones en las
que se desarrollaron los experimentos fueron: amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5 y

MgCl, 5mM.

4.2.8. Caracterizacion de la flexibilidad estructural

Para evaluar la flexibilidad de las enzimas dependientes de ADP se utiliz intercambio
hidrégeno-deuterio acoplado a espectrometria de masas. En primera instancia se
realizaron pruebas de digestion. Para la digestion, las enzimas fueron inyectadas en una
columna que contenia proteasa pepsina inmovilizada en agarosa. Para optimizar el
proceso de identificacion de péptidos, la concentracion utilizada fue 15 pM. Los
péptidos obtenidos fueron identificados utilizando el software ProteinLynx Global
SERVER PLGS 3.0 (Waters), considerando solo los péptidos que posefan un score
mayor a 7, una abundancia de al menos 3 ppm y que éstos pudieran ser identificables en
al menos dos de los tres experimentos realizados. Una vez identificados los péptidos se
procedi6 a realizar los experimentos de intercambio hidrégeno-deuterio. Para esto la
concentracion de enzima utilizada para todos los ensayos realizados fue 5 uM. En todos
los experimentos realizados, 5 uL de cada enzima fueron diluidos en 55 pL de agua
deuterada (D,0) en tiempos de incubacién de 0, 0,5, 1, 2, 5, 10 y 30 minutos a 10°C,
25°C y 40°C. Para detener las reacciones, un volumen equivalente al de la mezcla de
reaccién compuesta de cloruro de guanidinio (Gnd-HCI) 2 M y se agregd 1% de acido
férmico. Las muestras fueron entonces inyectadas en una columna que contenia proteasa

pepsina inmovilizada en agarosa y mantenidas en ésta durante 2 minutos a 1°C. Los
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péptidos resultantes de la proteolisis fueron separados por cromatografia utilizando una

fase movil de acido férmico 0,1% y un gradiente de 7% a 95% de acetonitrilo, durante 7

minutos. Entonces, los péptidos fueron ionizados e introducidos en el espectrémetro de
masas (Water, SYNAPT G2 QTOF: time-of-flight) mediante electrospray, para su
separacion y posterior identificacion utilizando el software PLGS (Waters). La
cuantificacion del intercambio hidrogeno-deuterio de cada péptido se realizé utilizando
el software DynamX 3.0 (Waters). Las unidades utilizadas para la cuantificacién fueron

Dalton (Da)

4.2.9. Reconstruccion filogenética e inferencia de la secuencia ancestral |

La reconstruccion del arbol filogenético por inferencia bayesiana y la reconstruccion de
la secuencia ancestral fue realizado por el método de Bayes jerarquico con el programa
MrBayes3.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001; Ronquist & Huelsenbeck 2003). Para la
reconstruccion del arbol filogenético se extrajeron todas las secuencias aminoacidicas no
redundantes disponibles en la base de datos de proteinas no redundantes (nr) mediante
PSI-BLAST, utilizando como plantilla las secuencias de la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. Luego, se realizé un
alineamiento estructural con las protefnas de la familia de quinasas de aziicares
dependientes de ADP a las que se les ha determinado su estructura tridimensional y
sobre este perfil se alinearon las secuencias obtenidas mediante PSI-Blast. Ademas, se
realiz6 un alineamiento basado en estructura en el servidor PROMALS-3D(Pei et al.

2008), analizidndose los resultados y editando manualmente las posiciones mal alineadas.
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Los analisis con MrBayes se realizaron con 10.000.000 de generaciones, con una

frecuencia de muestreo de 1000 y con un “burn-in” de 1000 muestras. La reconstruccion
de secuencias ancestrales por Bayes jerdrquico utilizando aminoacidos se realiz6 segin
lo descrito por Hall 2006 (Hall 2006; Hall 2008). Para los anélisis bayesianos basados en
el alineamiento de aminoécidos se utilizaron modelos de evolucién empiricos de acuerdo

a lo seleccionado por ProtTest (Abascal et al. 2005).

4.2.10. Caracterizacién in silico

Los modelos por homologia de las enzimas dependientes de ADP, fueron sometidos a
dindmica molecular clasica utilizando el software NAMD 2.9 (Phillips et al. 2005),
empleando el campo de fuerzas CHARMM 27 (MacKerell et al. 1998). Cada modelo
por homologia fue puesto en una caja de agua y el sistema neutralizado con NaCl 0,2 M.
Adicionalmente, se agregé MgCl, 5 mM. La minimizacién de energia del sistema se
realizé utilizando 20.000 iteraciones y sin imponer restricciones (Phillips et al. 2005).
Los sistemas fueron equilibrados por 10 ns, después de lo cual las simulaciones de
dindmica molecular fueron extendidas por 50 ns mas. El ensamble utilizado para llevar a
cabo las simulaciones de dindmica molecular fue NTP, fijando en 298K la temperatura
del sistema y en 1 atmoésfera la presion. El paso de tiempo empleado fue 2 fs.

Para identificar movimientos correlacionados de significado funcional se realizé un
andlisis de componentes principales (PCA). A partir de las trayectorias se generdé un
nuevo archivo que contenia solo las coordenadas de los carbonos-alfa (Cct) de cada

residuo para cada proteina. En cada uno de estos archivos todos los movimientos de
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rotacion y traslacion fueron removidos luego de la superposicion de cada frame de la
simulacién. Con esas nuevas trayectorias se realizd el andlisis de componentes
principales usando el programa Carma (Glykos 2006). El anilisis permite obtener un
conjunto de vectores y valores propios, de forma de disectar el espacio conformacional
explorado en la trayectoria en diferentes modos de movimientos o componentes
principales. Los vectores propios o componentes principales representan un
desplazamiento correlacionado de los residuos de la proteina y cada valor propio
representa la amplitud de dicho movimiento. Cada vector i)ropio es ordenado de acuerdo
a sus valores propios en orden decreciente describiendo los componentes principales de
los movimientos. Si solo unos pocos componentes principales son necesarios para
explicar gran parte de la varianza del sistema, los movimientos son altamente
correlacionados o colectivos, por el contrario, si se requieren muchos componentes
principales para describir la varianza total, es indicativo de que los movimientos son
aleatorios. El andlisis hecho en Carma permiti6 obtener el movimiento descrito por cada

vector propio en un archivo de trayectoria que fue visualizado y analizado en VMD.
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S. RESULTADOS

5.1. Filogenia de la familia de quinasas de aziicares dependientes de ADP

En la familia de quinasas de aztcares dependientes de ADP se han realizado muy pocos
estudios evolutivos. El objetivo fundamental de nuestro grupo de investigacién durante
los tltimos afios, ha sido entender como durante la evolucidn, las enzimas de esta
familia de quinasas han adquirido caracteristicas estructurales y funcionales que les han
permitido funcionar en una gran diversidad de ambientes fisicoquimicos extremos. Con
el objetivo de actualizar la informacion existente y poder identificar organismos
adaptados a vivir a bajas temperaturas (organismos psicrofilos), se reconstruyé la
filogenia de la familia de quinasas de azucares dependientes de ADP, mediante
inferencia bayesiana (ver Materiales y Métodos). Brevemente, se utilizaron todas las
secuencias no redundantes de proteinas disponibles en la base de datos de proteinas no
redundantes (nr) mediante PSI-Blast. Luego, con las estructuras cristalograficas
disponibles para enzimas de esta familia, se realiz6 un alineamiento estructural de éstas,
alineamiento contra el cual se alinearon las secuencias seleccionadas por PSI-Blast. El

arbol filogenético obtenido se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Arbol filogenético de la familia de quinasas de aziicares dependientes de
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ADP. El arbol filogenético fue obtenido mediante inferencia bayesiana.
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La reconstruccién del é4rbol filogenético de la familia de quinasas de aziicares
dependientes de ADP permitié corroborar que las enzimas de la familia se ordenan de
acuerdo a su especificidad por sustrato, es decir, aquellas especificas para fructosa-6-
fosfato (F6P), actividad PFK y para glucosa (Glc), actividad GK. En relacién a la
adaptacién a nichos ecoldgicos con diferentes amplitudes de la variacién de la
temperatura,, el 4arbol filogenético reconstruido, muestra que en el orden
Thermoccocales solo se encuentran organismos termofilos e hipertermofilos, mientras
que en el orden Methanococcales, se observa la presencia de organismos termdfilos e
hipertermofilos y también organismos mesofilos. A diferencia de los drdenes
mencionados anteriormente, en el orden Methanosarcinales no se encuentran
organismos adaptados a vivir a altas temperaturas. En este orden solo encontramos
organismos mes6filos y un termoéfilo moderado (M. evestigatum). A diferencia de todos
los demdas ordenes, en el orden Methanosarcinal podemos encontrar los tUnicos
organismos psicrofilos de la familia de quinasas de azficares dependientes de ADP.
Adicionalmente a esto, el uso de una gran cantidad de secuencias para la reconstruccién
del 4arbol filogenético (118 secuencias), permiti6 apreciar la aparicién de quinasas de
azicares dependientes de ADP en bacterias y proteobacterias, las que al igual que las
quinasas encontradas en organismos eucariontes, solo presentan actividad GK. También
el andlisis muestra la aparicién de un nuevo orden dentro del grupo arquea con este tipo
de enzimas (orden Halobacteria), hecho que a la fecha no ha sido reportado en
literatura. Los resultados descritos anteriormente permitieron constatar de manera clara

que las enzimas de la familia de quinasas de aziicares dependientes de ADP se
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encuentran presentes en los 3 reinos de la vida. El analisis del arbol filogenético
presentado en la Figura 5, mostrd la aparicién de una nueva enzima psicréfila en. la
familia (ADP-PFK de M. psychrophilus), no encontrada en estudios anteriores (Tesis
Victor Castro). Esta enzima, al igual que la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii
se encuentra en el orden Methanosarcinales, indicando que en este orden, se encuentran
principalmente enzimas que necesitarian de una alta flexibilidad estructural para realizar
sus procesos cataliticos Interesantemente, en este grupo también se encuentra a la
enzima haldfila ADP-PFK de M. evestigatum. La presencia de enzimas psicrofilas y
haléfilas en el mismo orden no es de extrafiar, en razén de que algunos autores han
indicado que una misma enzima puede ser psicrdfila y haldfila a la vez, pues para ambas
adaptaciones, la caracteristica principal seria una flexibilidad estructural aumentada en
comparacion a homoélogos termoestables (De Santi, 2016). No obstante la aparicién de
una nueva enzima psicrdfila, las enzimas seleccionadas para la realizacion de esta
trabajo de tesis fueron la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii perteneciente al
orden Methanosarcinales (MbPFK) y la enzima mesé6fila ADP-PFK de M. maripaludis

perteneciente al orden Methanococcales (MmPFK).
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5.2. Caracterizacion cinética de la enzima psicréfila ADP-GK de M. burtonii.

Utilizacion de glucosa v fructosa-6-P como sustratos

El orden Methanosarcinales contiene quinasas de azicares dependientes de ADP con
actividad glucoquinasa (GK) y fosfofructoquinasa (PFK) (Figura 5). Dentro de este
orden podemos encontrar al organismo Methanococcoides burtonii, organismo que
presenta los genes que codifican tanto la enzima con actividad GK como para la enzima
con actividlad PFK  (Uniprot-GK:QI12WC0 y  Uniprot-PFK:Q12WB9
respectivamente). El gen de la enzima GK presenta una remocién de parte de su
secuencia nucleotidica, la cual codifica parte del extremo C-terminal. Esta region se
presenta como fundamental para la actividad catalitica de la enzima, debido a que en ella
se encuentra el motivo GXGD, el cual posee el residuo aspartico que funciona como la
base catalitica en la reaccién de fosforilacion que catalizan estas quinasas. Considerando
esta informacién hemos hipotetizado que el gen no truncado con anotacién PFK,
codificaria una enzima bifuncional, es decir con actividad PFK y GK, capaz de realizar
el proceso catalitico utilizando tanto glucosa (Glc) como con fructosa-6-fosfato (F6P).
Para evaluar si el gen funcional PFK codifica efectivamente una enzima con rasgos
bifuncionales, se procedi6 a expresar, purificar y caracterizar la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii (ver Materiales y Métodos). La sobreexpresién de la enzima fue
llevada a cabo en células BL21 a 14°C y su purificacién se realizé a partir de un extracto
crudo de estas células mediante cromatografia de afinidad por niquel. El epitope de
histidina presente en el extremo amino-terminal de la enzima, por el cual la proteina es

capaz de unirse al niquel, fue removido mediante prote6lisis utilizando la proteasa TEV.

48




La proteasa TEV utilizada, también presenta un epitope de histidina, por lo que mediante
una segunda cromatografia de afinidad por niquel, la proteasa fue inmovilizada en la
matriz y la enzima de interés obtenida en el frente cromatografico. Para corroborar la
pureza de la enzima obtenida, se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes. La Figura 6 muestra el gel obtenido, en el cual se puede
apreciar que la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii fue purificada a
homogeneidad, con una pureza lo suficientemente alta como para realizar su

caracterizacion cinética y biofisica.
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Figura 6. Purificacion de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii. A)
Purificacion mediante cromatografia de afinidad por niquel. B) Electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE). Carril 1: Estdndar de peso
molecular, Carril 2: Enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii, Carril 3: Mutante

cuadruple de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii.
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La caracterizacion cinética de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii para las
actividades PFK y GK fueron realizados a 25°C en razén de que la temperatura dptima

de crecimiento de la arquea M. burtonii, de la cual proviene esta enzima, es 23°C (Noon,
2003). La Tabla 1 muestra un resumen de los pardmetros cinéticos obtenidos para la
actividad PFK y GK. Los valores de la Tabla 1 muestran que la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii es capaz de catalizar la reaccion de fosforilacién utilizando tanto
glucosa como fructosa-6-fosfato como moléculas aceptoras del grupo fosforilo. Si bien
la eficiencia catalitica es 4 ordenes de magnitud mayor para la actividad PFK, en
comparacion con la actividad GK, esta ultima presenta una eficiencia catalitica
significativa, por lo que se puede pensar que esta enzima presentaria actividad

bifuncional a nivel fisiolégico.
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Tabla 1. Parametros cinéticos de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii.

Actividad Km (mM) Fcar (s7) keadKn M) FOP Koo/ K (Ms™) Gle
PFK 0,023+£0.008  7,9+0.1 34%x10
GK 24+3 0,91 + 0.03 3,8x 10

Las medidas fueron realizadas a 25°C
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5.3. Actividad glucoquinasa redundante en el orden Methanosarcinales de arquea

Las enzimas termdfilas del orden Thermococcales son las mejor caracterizadas hasta la
fecha entre las quinasas de azticares dependientes de ADP. Estos organismos presentan
dos genes que codifican enzimas con alta especificidad de sustrato, ya sea glucoquinasa
(GK) o fosfofructoquinasa (PFK). En otros 6rdenes de la familia, como el orden
Methanococcales, también existen enzimas caracterizadas como bifuncionales, tales
como la enzima meséfila ADP-PFK/GK de Methanococcus maripaludis (Castro-
Fernandez et al. 2014)) y la enzima hiperterméfila ADP-PFK/GK de
Methanocaldococcus jannaschii (Sakuraba et al. 2002). Respecto a esta ultima, se
propuso que la bifuncionalidad de estas enzimas seria una caracteristica ancestral dentro
la familia. Sin embargo, un estudio filogenético realizado por Merino y col. (Guixé &
Merino 2009), mostr6é que esta caracteristica no era un estado ancestral, sino mas bien
un estado de transicién desde la actividad GK a la actividad PFK (Guixé & Merino
2009). Como se puede apreciar en la Tabla 1, la enzima psicréfila ADP-PFK de M,
burtonii se presenta como bifuncional. Al contrario de lo que ocurre en el orden
Thermococcales, en donde existen enzimas especificas para fosforilar glucosa o
fructosa-6-fosfato de forma independiente, y en el orden Methanococcales, en donde
solo existe un gen el cual codifica una \inica quinasa con actividad bifuncional, en el
orden Methanosarcinales todos los organismos presentan dos enzimas, una anotada con
actividad GK (trunca e inactiva en el caso de M. burtonii) y otra anotada con actividad

PFK. Sin embargo, esta tltima, ademés de catalizar la fosforilacién de fructosa-6-

fosfato, también puede catalizar la fosforilacion de glucosa (Tabla 1). Esta actividad
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redundante solo se presenta en este orden de arqueas. Para confirmar la actividad GK
redundante en otro miembro de este orden, caracterizamos la enzima termofila ADP-
PFK de Methanohalobium evestigatum. La Tabla 2 muestra un resumen de los
parametros cinéticos obtenidos para la caracterizacién de la actividad PFK y GK de esta
enzima. Los resultados confirman que los organismo del orden Methanosarcinal, aunque
poseen una enzima especifica para la fosforilacién de glucosa, presentan ademés una

enzima capaz de fosforilar tanto fructosa-6-fosfato como glucosa.
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Tabla 2. Pardmetros cinéticos de la enzima termoéfila ADP-PFK de M. evestigatum.

Actividad K (mM) Fear 5 kol Kn M'S)FOP koo K (M's™) Gle
PFK 0,034£0,003  9,5+1,0 2.79X10°
GK 109408  1,93+0,05 1,78 X10°

Las medidas fueron realizadas a 40°C
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5.4. Estudio de la variacién de los parimetros cinéticos Ky y k. de la enzima

psicréfila ADP-PFK de M. burtonii v de la enzima meséfila ADP-PFK de M.

maripaludis con la temperatura

Una de las principales caracteristicas reportadas sobre enzimas psicrofilas es la alta
dindmica y flexibilidad de su sitio activo. Debido a esto, un aumento de temperatura
debiera generar una mayor movilidad de los residuos responsables de la unién de los
sustratos, lo que por consiguiente provocaria un aumento de los valores de K,,. Existen
reportes de que los valores de Kpn para las enzimas psicrofilas aumentan
exponencialmente con la temperatura, en tanto que para las enzimas terméfilas y algunas
mesofilas los valores de Ky, disminuyen exponencialmente. En esta parte del trabajo,
ademas de la caracterizacién cinética a diferentes temperaturas de la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis, se realizé
la caracterizacién de la enzima hiperterméfila ADP-GK de T. litoralis a distintas
temperaturas. La inclusién de la enzima hipertermdfila responde al objetivo de observar
la variaci6n de los pardmetros cinéticos con la temperatura de tres enzimas provenientes
de organismos adaptados a nichos ecolgicos con temperaturas muy diferentes. La
enzima hiperterméfila ADP-GK de T. litoralis solo fue utilizada para este tipo de
experimentos debido a que por su alta rigidez estructural no pudo ser estudiada con las
técnicas biofisicas utilizadas en este trabajo de tesis. La Figura 7 muestra las curvas de
saturacion realizadas para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii a distintas
temperaturas para la actividad PFK y GK y la variacion de los valores de Ky, para ambos

sustratos. La Figura 8 muestra la comparacién de la variacién de los valores de K, de la
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enzima psicrofila con los obtenidos para la enzima mesofila ADP-PFK de M.

maripaludis y la enzima hiperterméfila ADP-GK de T. litoralis.

!
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Figura 7. Caracterizacién cinética de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii a distintas temperaturas. A) y C) Curvas de saturacién para la actividad PFK
y GK a distintas temperaturas (@: 10°C, O: 15°C, A: 20°C, A: 25°C, ®: 30°C, OI:

35°C, 4: 40°C). B) y D) Dependencia de la constante Ky, con la temperatura para la

actividad PFK y GK a distintas temperaturas.

58




80 80 100
A B
= gx 80+
S 60 60 "4
o2} T
-2 S <
& = 2 60
S
S 4 40 3 £
o ¥ < 404
s 2R
- 20 =
=<s 20 0 £ 301
® S
0 : . ; : 0 (i : . ; ;
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
60 2.0 100
g C = D
£ 3 80
= 1.5 @
401 s 8
2 o T 60
= 2 2
P 1.0 @ B
] 3 < 40
o %) - 40
S 201 = R
o 0.5 3 |
o E 20
X A
0 r : 0.0 0 4 : : :
0 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 8. Variacion de los parametros cinéticos Km y kcat con la temperatura de
enzimas ADP-dependientes adaptadas a distintas temperaturas. A) y C)
Dependencia de la constante Ky, con la temperatura para la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii (MbPFK) en azul, para la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis
(MmPFK) en negro y para la enzima hiperterméfila ADP-GK de T. litoralis (TIGK) en
rojo. B) y D) Dependencia de la constante k.., expresada como porcentaje de la actividad
maxima. En azul la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK), en negro la
enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis (MmPFK) y en rojo la enzima

hipertermofila ADP-GK de T. litoralis (TIGK).
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La caracterizacion de los tres modelos enziméticos analizados a diferentes temperaturas
muestra que al aumentar la temperatura del ensayo, los valores de K, para la enzima
psicréfila ADP-PFK de M. burtonii aumentan de forma exponencial. Estos resultados se
condicen con lo establecido para estas enzimas en literatura, esto es, que
estructuralmente las enzimas psicrofilas son mas flexibles que sus homologos
termoestables y que un aumento en la temperatura afectaria los contactos del sitio activo
con el sustrato o de regiones asociadas a éste involucradas en el proceso de catalisis.
Esta flexibilidad aumentada es atribuida a una menor cantidad de interacciones
estabilizantes en la estructura de este tipo de enzimas. Como el aumento de temperatura
afecta negativamente solo la unién del sustrato en la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii 'y no su constante catalitica, se podria hipotetizar que las regiones que presentan
un mayor grado de flexibilidad son las relacionadas con el sitio activo o con regiones
cercanas a éste. Los candidatos podrian ser los siguientes motivos, los cuales son
altamente conservados dentro de la familia: NXNXD, motivo asociado a la unién del
azicar; y los motivos HXE y (D)NXXE, asociados a la unién del complejo metal-
nucledtido. En esta familia de enzimas existe otro motivo denominado GXGD, el cual
presenta la base catalitica encargada de desprotonar el grupo hidroxilo ubicado en el C1
de la fructosa-6-fosfato o el C6 de la glucosa. Si analizamos los datos de la Figura 7B se
puede observar que si bien existen diferencias entre la actividad de la enzima psicrofila
y la enzima meséfila en el intervalo de temperaturas evaluadas, la mayor eficiencia de la
enzima psicréfila a bajas temperaturas estaria dada por la optimizacién de la constante

Km y no de la constante k.., como suele ser reportado para enzimas psicroéfilas (Tabla
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3). El aumento de los valores de K, con la temperatura es un fenémeno general para
todas las enzimas psicrofilas, pero no lo es el presentar valores de Ky, menores que sus
homologos termoestables. Lo interesante de la enzima psicrofila ADP-PFK de M.
burtonii es justamente esto, la optimizacion de sus valores de Ky, en comparacion con
los obtenidos para su homélogo, la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. La
gran mayoria de los reportes encontrados en literatura sobre enzimas psicréfilas indican
que los valores de Ky, para sus sustratos naturales son mayores que los de sus homé6logos
termoestables, pero siendo sus valores de k.., también mayores, logrando asi una mayor

eficiencia a bajas temperaturas (ver Discusion).
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Tabla 3. Pardmetros cinéticos de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii

(MbPFK), mesofila ADP-PFK de M. maripaludis (MmPFK) e hiperterméfila ADP-GK

de T. litoralis (TIGK).

Enzima T(CC) Kn@M) k(") koK MSHFP  keudKyp M7s™) Gle
5
10 13+£5 2,3+0,2 1,8x 10
"MbBPFK
25 23+38 7.9+0,1 34%10°
7
10 54+7 5105 9,4% 10
"MmPFK
25 62+10  13,0+0,8 21x10
3
10 1.502+247 6,802 45%10
‘TIGK
25  451%61 14,603 44% 10"

“Para las enzimas con actividad PFK, el valor de la constante K, hace referencia al sustrato fructosa-6-

fosfato (F6P). Para la enzima con actividad GK, el valor de la constante K,, hace referencia al sustrato

glucosa (Glc). Todos los experimentos fueron realizados en triplicado.
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En la Tabla 3 queda claramente establecido que la capacidad de realizar catlisis a bajas
temperaturas de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii es debido a que esta
enzima presenta una eficiencia catalitica (k../Kn) mayor que sus homdlogos
termoestables a bajas temperaturas. Los pardmetros cinéticos Ky, y k.. pueden ser
relacionados con los pardmetros cinéticos de activacion mediante la ecuacién de Eyring
(Ecuacion 2). El AG de una reaccion enzimatica puede ser desglosado en un AG de
activacion (AGY) asociado a la constante kg y aun AG de unidn asociado a la constante
K. Adicionalmente y segiin la relacién expresada en la Ecuacién 4, el AH* puede ser
obtenido si se conoce la energia de activacion del proceso enzimatico. Asi, con la parte
exponencial de las curvas de actividad de la Figura 8 (8a y 8¢) y realizando una gréifica
de Arrhenius, se procedid a calcular la energia de activacién (E,) del proceso de
fosforilacion para la enzima psicréfila, mesoéfila y la hipertermofila considerando solo su
actividad preferencial (PFK para las enzimas psicréfila y meséfila y GK para la enzima
hipertermofila). Con este valor se estimaron los pardmetros termodindmicos de
activacion para analizar si alguno de éstos daba indicios de diferencias en relacién a la
actividad a bajas temperaturas. En la Tabla 4 se muestran las energias de activacién
calculadas para el proceso de fosforilacion para la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii, la enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis y la enzima hiperterméfila

ADP-GK de T. litoralis.
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Tabla 4. Parametros termodindmicos de activacion para la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii (MbPFK), mesofila ADP-PFK de M. maripaludis (MmPFK) e

hiperterméfila ADP-GK de T. litoralis (TIGK).

Enzima E,(kcalmol”) T (°C) AG'(kcalmol®) AH'(kcal moI’) TAS' (keal mol)

10 16,0 9,7 -6,3

MbBPFK 10,3+ 0,2
25 16,2 9,7 -6,5
10 1556 959 _537

MmPFK 10,5+ 0,1
25 15,8 9,9 -5,9
10 15,4 12,4 -3,0

TIGK 13,0+ 0,2
25 15,8 12,4 -3,4

Los datos de energfa de activacién fueron calculados considerando los triplicados de &,
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Los resultados de la Tabla 4 muestran que la enzima hiperterméfila ADP-GK de T.
litoralis es la que presenta una mayor barrera de activacién para el proceso de
fosforilacién en comparacién con la enzima psicréfila y mesofila. La similitud en los
valores de energia de activacion y en los pardmetros cinéticos de activacién calculados
para estas dos enzimas (psicrofila y mesoéfila) sugieren que solo seria la ausencia de
algunas interacciones estabilizantes las que estarfan marcando la diferencia en la
capacidad de la enzima psicrofila en realizar de manera mas eficiente el proceso de
catdlisis a bajas temperaturas. Antes de estudiar en profundidad los determinantes
estructurales involucrados en la capacidad de la enzima psicréfila de catalizar
eficientemente el proceso de fosforilacién a bajas temperaturas, nos centraremos en el
efecto que tiene la temperatura sobre la especificidad de sustrato y cofactores en la

enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii.
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3.5. Estudio de la especificidad por nucleétidos y metales de la enzima psicréfila B

ADP-PFK de M. burtonii a distintas temperaturas

La reaccion de fosforilacién de aziicares llevada a cabo por las quinasas dependientes de
ADP, utiliza especificamente ADP como nucleétido dador del grupo fosforilo y Mg*

como cation estabilizador (Figura 9).
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Figura 9. Complejo Mg-ADP
Para evaluar si la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii utiliza ADP y Mg*™ de
forma especifica y explorar la posibilidad de que pueda utilizar otros nucleétidos y
metales dependiendo de la temperatura a la cual se realice el ensayo, se realizaron
ensayos de actividad con distintos nucle6tidos difosforilados y distintos cationes
divalentes a distintas temperaturas. Especificamente, los ensayos fueron realizados a dos
temperaturas (10°C y 25°C) para evaluar si la temperatura a la cual transcurre la

reaccion afectaba la selectividad de la enzima. Ambos ensayos son mostrados en la

Figura 10 (A-D)
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Figura 10. Dependencia de la actividad PFK y GK de la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii con distintos nucleétidos difosforilados y metales. A) y B)
Dependencia de la actividad PFK y GK de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii
con distintos nucleotidos difosforilados y MgCl, 15 mM. C) y D) Dependencia de la
actividad PFK y GK de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii con distintos
cationes divalentes y ADP. Los ensayos fueron realizados a 10 °C y 25 °C. Para el
ensayo con diferentes nucledtidos se utilizo una concentracion de nucledtido 10 mM en
cada caso. Para el ensayo con diferentes metales la concentracion utilizada fue 2 mM

con ADP 1 mM en el medio.
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Los resultados obtenidos para la utilizacién de nucleétidos difosforilados mostraron que
la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii es altamente selectiva por ADP, para las
dos actividades evaluadas (PFK y GK). También se pudo observar que la selectividad
por el nucleétido ADP no se ve afectada por la variacién de temperatura. A su vez, el
analisis de la utilizacién de cationes divalentes mostr6 que a 25°C, la enzima psicréfila
utiliza preferencialmente Mg'?, pudiendo también utilizar cationes como Co'?, Ni* y
Mn*? de forma significativa. Al disminuir la temperatura del ensayo de 25°C a 10°C, la
enzima psicrofila invierte su selectividad, utilizando preferentemente a esta temperatura
el catién Co*2 La utilizacién de metales divalentes en enzimas de la familia de quinasas
de azticares dependientes de ADP ha sido estudiada con anterioridad en modelos
mesofilos, termoéfilos e hipertermoéfilos (Castro-Fernindez, 2014., Merino, 2012). La
comparacion de los datos obtenidos para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii
con los reportados en literatura, muestra un patrén comtiin en la utilizacién de metales

divalentes (Figura 11).

Figura 11 (Pagina siguiente). Dependencia de la actividad PFK con distintos
metales divalentes para distintas enzimas de la familia de quinasas de aziicares
dependientes de ADP. A) Enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK). B)
Enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis (MmPFK). C) Enzima hiperterméfila
ADP-PFK de P. horikoshii (PhPFK). Los datos de B) y C) fueron adaptados de Castro-

Fernandez, 2014 y Merino, 2012 (Castro-Fernandez et al. 2014; Merino et al. 2012).
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La tendencia observada en la utilizacién de metales divalentes podria ser explicada
principalmente basdndonos en dos factores: radio iénico y geometria de coordinacién de
los metales evaluados. En nuestro grupo de investigacién hemos visto que para enzimas
de la familia de quinasas de azicares dependientes de ADP, la geometria de
coordinacién del complejo metal-nucleétido es octaédrica y que la afinidad por éste seria
independiente de la identidad del metal utilizado, en tanto que la naturaleza del metal
solo afectaria el proceso catalitico. La utilizacién preferencial de cobalto a 10°C por la
enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii no se plantea inusual desde una perspectiva
evolutiva, debido a que la utilizacién de este metal serfa un vestigio en las enzimas con
actividad transferasa, actividad que daria cuenta de la temprana vida en la tierra

(Waldron et al. 2009).
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5.6. Estudio de la especificidad por aziicares de la enzima psicréfila ADP-PFK de

M. burtonii

Si bien la caracterizacion inicial de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii indicé
que ésta es bifuncional, pudiendo fosforilar tanto fructosa-6-fosfato como glucosa,
también fue evaluada su capacidad de fosforilar otros aziicares. Para esto, se realizaron
ensayos con una amplia bateria de aziicares, los cuales inclufan monosaciridos y
disacaridos. El interés principal radicé en hacer esta evaluacién a dos temperaturas
(10°C y 25°C) para establecer si el aumento en la temperatura permitia aumentar la
flexibilidad conformacional y por ende, la utilizacion de otros aziicares (Figura 12).
Los resultados mostraron que un aumento en la temperatura del ensayo vuelve a la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii promiscua, pudiendo fosforilar tanto
monosacaridos como algunos disacéridos. Reportes al respecto han mostrado que las
enzimas psicrofilas se vuelven altamente promiscuas con un aumento en la temperatura
del medio, siendo capaces de albergar sustratos distintos al que catalizan de forma
natural, incluso si éstos presentan un tamafio mayor que su sustrato natural. Un ejemplo
de esto es la enzima psicrofila o-amilasa de 4. haloplanctis. Esta enzima muestra
promiscuidad por sustrato al aumentar la temperatura del ensayo de 10°C a 25°C

(D’ Amico et al. 2006).
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Figura 12. Uso de aziicares como sustrato de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii. Los ensayos se realizaron a 10°C y 25°C. La concentracion de aztcar utilizada

en todos los casos fue 10 mM.
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5.7. Caracterizacién biofisica de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii.

Estudio de relacién estabilidad-funcién entre la enzima psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii y 1a enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis

En la literatura ha sido descrito que las enzimas psicréfilas son menos termoestables
que su contraparte mesofila y termofila, inactivindose a menores temperaturas
(Siddiqui, 2006; cipolla), en un proceso no asociado con un proceso de desplegamiento
térmico global, sino que méis bien un proceso de desestructuracién local (Siddiqui,
2005). Este fenémeno de inactivacion es comunmente aceptado para este tipo de
enzimas y es diferente a lo observado en enzimas mesofilas y terméfilas, en las cuales se
ha visto que la inactivacién es producida por un proceso de desplegamiento térmico
global (Feller, 2010). Para evaluar la estabilidad térmica de la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii, se realiz6 una curva de desplegamiento para determinar la
temperatura de desplegamiento térmico (Tr). Como punto de comparacion se utilizé la
enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis. Junto con esto, se realizaron curvas de
actividad enzimaética para determinar si entre la enzima psicréfila y la enzima meséfila
existian diferencias en el estado de plegamiento al producirse la inactivacién por

temperatura. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Actividad y desplegamiento térmico de la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. Actividad, linea

solida; desplegamiento, linea punteada.
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Los resultados mostraron que los perfiles de actividad versus estabilidad térmica para
ambas enzimas fueron distintos. En el caso de la enzima psicrofila ADP-PFK de M.
burtonii, el proceso de desplegamiento térmico global ocurre a una temperatura mas alta
a la cual presenta la mayor actividad y la posterior inactivacion, pudiendo esto estar
dando cuenta de un fenémeno de desestructuracién local (Siddiqui, 2005). En el caso de
la enzima mesdfila ADP-PFK de M. maripaludis la inactivacién de la enzima es
producto de un fenémeno de desplegamiento global. Las Ty, obtenidas fueron 59°C y
64°C para la enzima psicréfila y meséfila respectivamente. Es interesante hacer notar
que esta diferencia de 5° C en las Ty, obtenidas, no es la misma que se presenta para las
actividades maximas registradas, obteniéndose a 40°C la mayor actividad para la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii'y a 60°C la de la enzima mesé6fila ADP-PFK de M.
maripaludis. Estos resultados nos permiten indicar que el sitio activo de la enzima
psicréfila es més termolabil que el de la enzima mesoéfila, pero que en términos de
termoestabilidad ambas enzimas presentan un comportamiento similar. Estas diferencias
nos permite hipotetizar que el sitio activo de la enzima psicréfila podria estar
desestructurado a la temperatura de inactivacién (> 40° C) o que regiones conectadas a
¢éste, con una flexibilidad mayor, se desestructuran inactivando la enzima. Para
comprobar esta hipétesis se evalué la permeabilidad de ambas enzimas a dos
temperaturas diferentes. Posteriormente, se realizaron experimentos de intercambio
hidrogeno-deuterio a tres temperaturas diferentes. Ambas metodologias se utilizaron con
el fin de establecer si el comportamiento estructural frente a la temperatura era similar

entre estas dos enzimas homologas.
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5.8. Estudio de permeabilidad estructural en la enzima psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii y la enzima mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis por apagamiento

dinidmico de la fluorescencia intrinseca y dispersion de rayos X de dngulo pequeiio

Para evaluar la permeabilidad de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la
enzima mes6fila ADP-PFK de M. maripaludis se realizaron estudios de apagamiento
de fluorescencia intrinseca con acrilamida. Debido a que la enzima mesé6fila ADP-PFK
de M. maripaludis no presenta triptéfanos que puedan ser utilizados como sondas para
sensar la permeabilidad estructural, se realizé una biisqueda dentro de la familia de
enzimas dependientes de ADP de un homélogo meséfilo que presentara el mismo
ntimero de triptéfanos y en la misma localizacion que los presentes en la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii. El homdlogo elegido fue la enzima meséfila ADP-
PFK de M. mazei. Los experimentos de apagamiento dindmico de fluorescencia han
sido utilizados para estudios comparativos de flexibilidad entre enzimas extreméfilas
homologas (D’amico, 2002; Aghajari, 2003; Cipolla, 2012). Una mayor permeabilidad
de una estructura proteica da cuenta de forma indirecta de un mayor grado de
flexibilidad de ésta (Feller, 2010). Para establecer si la estructura de la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii era méas permeable que su homélogo termoestable
y si esta permeabilidad aumentaba con la temperatura, experimentos de apagamiento
dindmico de fluorescencia fueron realizados. Las titulaciones con el apagador dindmico
acrilamida de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtoniiy la enzima meséfila ADP-
PFK de M. maripaludis se muestran en la Figura 14 y las constantes de Stern-Volmer

calculadas de estos experimentos se muestran en la Tabla 5.
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Figura 14. Apagamiento dindmico de fluorescencia intrinseca para la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima mesofila ADP-PFK de M. mazei.
Los experimentos fueron realizados a 10°C (A) y 25°C (B). C) Variacién del
apagamiento dindmico de fluorescencia intrinseca entre 10° C y 25° C. La longitud de

onda de excitacién utilizada fue 295 mm y la longitud de onda de emisién fue 334 nm.
La constante de Stern-Volmer es la pendiente de la recta Fo/F vs concentracion de

acrilamida.
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Tabla 5. Constantes de Stern-Volmer para los apagamientos dinamicos de fluorescencia
intrinseca de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK) y la enzima

mesoéfila ADP-PFK de M. mazei (MzPFK).

Enzima T (°C) Ksv (M™Y)
10 1,77+ 0,04
MBPFK
25 2,31+ 0,03
10 1,81+0,03
MmazPFK
25 1,78+ 0,03

Los experimentos fueron realizados en triplicado
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Los resultados muestran que un aumento en la temperatura provoca una perturbacién
estructural de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, lo que se ve reflejado en
una mayor permeabilidad estructural a 25°C. La enzima mesé6fila ADP-PFK de M.
mazei no presenta cambios significativos con el aumento de temperatura, lo que
concuerda con su mayor rigidez estructural. Para evaluar si las diferencias en
permeabilidad estructural son sinénimo de una expansién estructural de la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii, producto de un cambio en sus propiedades
hidrodinidmicas debido al aumento de temperatura, se realizaron experimentos de
dispersi6én de rayos X de dngulo pequefio. Esta técnica permite determinar de forma
gruesa la expansién que puede presentar una estructura debido al cambio en sus
propiedades hidrodindmicas. Esta expansion estructural, fue medida en términos de
distancia (Radio de giro, R,). Una mayor permeabilidad estructural debido a un
aumento de temperatura podria ser producto de un aumento en tamafio (R,) debido a Ia
mayor flexibilidad estructural descrita para este tipo de enzimas. Como punto de
comparacion, las enzimas meséfilas ADP-PFK de M. mazei y M. maripaludis fueron

utilizadas en el estudio. La Tabla 6 muestra los R, obtenidos.
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Tabla 6. Radios de giro para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK), la

enzima meséfila ADP-PFK de M. mazei (MzPFK) y la enzima meséfila ADP-PFK de M.

maripaludis.
Enzima T (C) *R, (nm)
MbPFK 25 2.77+0.05
MzZPFK 25 2.62+0.05
MmPFK 25 2.66 +0.06

*Los Rg se calcularon a partir de las curvas de probabilidad de distancias interatémicas

utilizando la aproximacién de Porod.
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El radio de giro calculado para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii es mayor
que el calculado para las dos enzimas mesofilas (ADP-PFK de M. mazei y ADP-PFK
de M. maripaludis). Esto datos podrian estar dando cuenta de que la estructura de la
enzima psicréfila a 25°C, ademas de ser mas permeable, se encontraria un poco mas
expandida que las estructuras de sus homologos mesoéfilos. Para confirmar si esta
mayor permeabilidad y expansién estructural es producto de una mayor flexibilidad
estructural, y ver si la variacién de los pardmetros cinéticos con la temperatura es
producto de un fenémeno de flexibilidad local o global de la enzima psicrofila ADP-
PFK de M. burtonii, se realizaron experimentos de intercambio hidrogeno-deuterio

acoplado a espectrometria de masas.
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5.9. Estudio de la flexibilidad estructural de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii mediante intercambio hidrégeno-deuterio acoplado a espectrometria de

masas

Como se menciond anteriormente, la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la
enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis presentan un comportamiento térmico
(estructural) diferente (Figura 13). Junto con esto, los datos cinéticos indican que
existen diferencias en el comportamiento de los sitio activo de las enzimas durante la
catélisis a diferentes temperaturas. La enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii se ve
altamente afectada por un aumento en la temperatura, lo que se ve reflejado en un
aumento exponencial de sus valores de Ky, con el aumento de la temperatura (Figura
13 y Figura 14). Este fenémeno estarfa asociado a una mayor flexibilidad del sitio
activo o de regiones cercanas a éste. Para determinar si existen diferencias de
flexibilidad en regiones del sitio activo o asociadas a éste, se realizaron estudios de
intercambio hidrégeno-deuterio acoplado a espectrometria de masa. Los experimentos
se realizaron para ambas enzimas (psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y meséfila
ADP-PFK de M. maripaludis) a 10°C, 25°C y 40°C a tiempos de intercambio de 0, 0.5,
1,25, 10 y 30 minutos (ver Materiales y Métodos). Con esta estrategia se quiso
explorar el comportamiento estructural de estas enzimas en un amplio intervalo de
temperaturas. En la Figura 15 se muestra el mapa de cobertura logrado para ambas
enzimas en codigo de colores, donde las zonas de menor intercambio se muestran de

color azul y las zonas de méximo intercambio se muestran de color rojo.
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Figura 15. (Pagina anterior). Mapa de cobertura de intercambio relativo
hidrégeno-deuterio para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima
mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis Panel superior, ADP-PFK de M. burtonii, panel
inferior ADP-PFK de M. maripaludis Los intercambios mostrados corresponden al

experimento realizado a 25°C con un tiempo méximo de intercambio de 30 min.

Para ambas enzimas se obtuvo una cobertura suficiente para los analisis posteriores,
alcanzéndose un 93,7% para la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y un 86,6%
para la enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis. Si bien estas enzimas son
homoélogos estructurales, su identidad de secuencia no supera el 35%, por lo que
después de la protedlisis con pepsina, no se obtuvo exactamente el mismo patrén de
péptidos para ambas enzimas. Por ende, para realizar el anilisis se seleccionaron
péptidos homologos en ambas estructuras, para asf poder comparar las mismas regiones
de intercambio en ambas estructura.

Cabe destacar que todos los péptidos seleccionados pudieron ser identificados en las
distintas temperaturas en que se desarrollaron los experimentos. Los péptidos
seleccionados para ambas enzimas son mostrados en la Figura 15 y los intercambios
relativos H-D obtenidos para ellos, a las 3 temperaturas en que se evaluaron las

enzimas, son mostrados en la Figura 16 y la Figura 17.
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Figura 16. Intercambio relativo H-D para distintos péptidos de la enzima psicroéfila
ADP-PFK de M. burtonii. Los péptidos se identificaron por espectroscopia de masas y
el experimento se realizé a 3 temperaturas diferentes (10°C, barras azules; 25°C, barras
negras; 40°C, barras rojas). Los resultados son mapeados sobre los modelos por
homologia de ambas enzimas acorde al codigo de color indicado, azul para péptidos que
presentan un valor menor a una desviacion estandar del promedio, rojo para péptidos
que presentan un valor mayor a una desviacion estandar del promedio y blanco para
péptidos que presentan un valor dentro del promedio. Los datos muestran los resultados

obtenidos utilizando el maximo tiempo de intercambio.
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Figura 17. Intercambio relativo H-D para distintos péptidos de la enzima mesofila
ADP-PFK de M. maripaludis. Los péptidos se identificaron por espectroscopia de
masas y el experimento se realizé6 a 3 temperaturas diferentes (10°C, barras azules;
25°C, barras negras; 40°C, barras rojas). Los resultados son mapeados sobre los modelos
por homologia de ambas enzimas acorde al codigo de color indicado, azul para péptidos
que presentan un valor menor a una desviacion estandar del promedio, rojo para
péptidos que presentan un valor mayor a una desviacion estandar del promedio y blanco
para péptidos que presentan un valor dentro del promedio. Los datos muestran los

resultados obtenidos utilizando el maximo tiempo de intercambio.
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La Figura 16 muestra que la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii presenta zonas
de alta tasa de intercambio a lo largo de toda su estructura (Péptidos 3, 5, 9, 12, 18, 20,
22,26 y 27), mientras que la Figura 17 muestra que la enzima meséfila ADP-PFK de
M. maripaludis presenta solo presenta una zona de alta tasa de intercambio ubicada en el
extremo C-terminal de su estructura (Péptidos 22, 27 y 28). El anilisis de los
intercambios relativos H-D de los péptidos de la enzima psicrofila ADP-PFK de M.
burtonii muestra que si bien los péptidos donde se encuentran los motivos conservados
involucrados en el proceso de catalisis, (NXNXD péptido 2, HXE péptido 19, (D)NXXE
péptido 21) no presentan un alto grado de intercambio, los péptidos que flanquean a
estos motivos si presentan una alta movilidad y por ende una alta tasa de intercambio
(Péptido 18, 20 y 22). Esto explicaria el por qué un aumento en la temperatura en los
ensayos cinéticos provoca un aumento exponencial de los valores de Ky en la enzima
psicrdfila. Para corroborar si la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii, ademas de
presentar una mayor flexibilidad en los péptidos asociados al sitio activo que los
presentes en la enzima mesdfila ADP-PFK de M. maripaludis, también presenta una
mayor flexibilidad estructural global, se procedi6 a graficar los valores promedio de
intercambio de todos los péptidos muestreados para ambas enzimas (Figura 18a); los
péptidos que presentaron un intercambio relativo de 1 desviacion estandar por sobre el
promedio de intercambio de la enzima (Figura 18b) y los péptidos que presentaron un
intercambio relativo de 1 desviacién estindar bajo el promedio de intercambio de 1la
enzima (Figura 18c). La ubicacion de los péptidos con mayor tasa de intercambio se

muestra en la Figura 19.
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Figura 18. Intercambio relativo promedio H-D para la enzima psicrofila ADP-
PFK de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis a 3
temperaturas diferentes (10°C, 25°C y 40°C). A) Intercambio relativo H-D promedio
de todos los péptidos mostrados en la Figura 15. B) Intercambio relativo H-D promedio
de todos los péptidos que presentan un valor mayor a una desviacion estandar del

promedio. C) Intercambio relativo H-D promedio de todos los péptidos que presentan un

valor menor a una desviacion estandar del promedio.
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Figura 19. Ubicaciéon de los péptidos con mayor tasa de intercambio en la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y en la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis. A) Enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii. B) Enzima meso6fila ADP-
PFK de M. maripaludis. Los péptidos de mayor intercambio se muestran en amarillo en

ambas estructuras.
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La literatura indica que una de las principales diferencias estructurales entre enzimas
psicrofilas y mesofilas es la presencia de puentes salinos estabilizantes (Saunders, 2003;
Siddiqui, 2006).

Al realizar una inspeccion visual de los modelos por homologia de la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii'y la enzima mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis y comparar
las zonas de mayor intercambio relativo H-D en ambas enzimas (Figura 19), se pudo
apreciar que algunas de las regiones alrededor del sitio activo que presentan una mayor
tasa de intercambio en la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, no presentan los
dos pares idnicos que si se encuentran presentes en la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis (Figura 22). Estos dos pares i6nicos se encuentran conservados en las
enzimas ADP-PFK mesofilas, termodfilas e hipertermdfila de los o6rdenes
Methanococcales y Thermococcales, pero no en el orden Methanosarcinales, orden al
cual pertenece la enzima psicréfila en estudio.

El primer par iénico presente en la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis
corresponde al par LYS322-ASP325. En la posicién equivalente, la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii presenta el par ALA336-SER339. Si comparamos los péptidos
obtenidos en los experimentos de intercambio hidrégeno-deuterio que presentan estos
residuos (para ambas enzimas el péptido 22), podemos apreciar que la ausencia de este
par i6nico en la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii permitiria una mayor tasa de
intercambio relativo H-D de este segmento (intercambio relativo: 9,6 Da), en contraste
con la estabilizacion que presenta esa misma zona en la enzima meséfila ADP-PFK de

M. maripaludis (intercambio relativo: 9,6 Da). El segundo par iénico presente en la
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enzima mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis corresponde al par GLU99-LYS436. Esta
interaccion i6nica se encontraria estabilizando dos péptidos no continuos en la secuencia
(péptido 6 y péptido 28). La ausencia de esta interaccion en la enzima psicrofila ADP-
PFK de M. burtonii (ASN110-VALA463) se ve reflejada en que el péptido 5. Este péptido
es adyacente a la region donde se encuentra esta interaccion en la enzima meséfila ADP-
PFK de M. maripaludis y presenta una alta tasa de intercambio. El primer par i6nico
descrito es ejemplo de una estabilizacién intra-dominio (péptido 22) y el segundo par
iénico es ejemplo de una estabilizacion inter-dominio (péptido 6 y péptido 28). Para
evaluar si estas modificaciones estructurales aparecieron o desaparecieron durante la
evolucién se procedid a reconstruir el tltimo ancestro en comun entre la enzima

psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis.
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5.10. Estudio evolutivo y reconstruccion secuencias ancestrales. Reconstruccion del

tnltimo ancestro en comiin entre el orden Methanosarcinales v Methanococcales

para la familia de quinasas de azicares dependientes de ADP

Con el fin de evaluar si la ausencia de los pares i6nicos es un rasgo conservado o una
novedad evolutiva en la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, se reconstruyé el
ultimo ancestro en comiin entre esta enzima y la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis. Para esto se utilizé el alineamiento de secuencias aminoacidicas con el
cual se reconstruyé el arbol filogenético de la familia de quinasas de azicares
dependientes de ADP. La reconstruccion de proteinas ancestrales se realizé utilizando el
software MrBayes (ver Materiales y Métodos).

A partir del alineamiento y considerando la topologia del 4rbol filogenético obtenido
para la familia de quinasas de azuicares dependientes de ADP (Figura 5), todas las
secuencias que se encontraban conectadas por medio del nodo interno correspondiente al
ultimo ancestro en comun entre el orden Methanosarcinales y Methanococcales, fueron
seleccionadas para la hacer la inferencia bayesiana. En la Figura 20 se muestra el
soporte estadistico de la secuencia ancestral inferida. En la Figura 20.b se indican las
probabilidades posteriores de los residuo asignado a cada una de las posiciones de la
secuencia primaria del ultimo ancestro en comiin entre el orden Methanosarcinales y
Methanococcales y en la Figura 20.c, el histograma con la distribucion de éstas

probabilidades.
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La reconstruccién del 1iltimo ancestro en comiin entre los ordenes Methanosarcinales y
Methanococcales (Anc MMT), mostré un soporte estadistico robusto respecto al
residuo més probable, obteniéndose un promedio de probabilidades posteriores de 0,76 +
0.25 con una media de 0,86. Al alinear la secuencia del ancestro MMT con el
alineamiento utilizado para la reconstruccién del 4rbol filogenético de la familia de
quinasas dependientes de ADP (fosfofructoquinasas), el anélisis mostré que el tltimo
ancestro en comun entre los érdenes Methanococcales y Methanosarcinales no presenta
los 2 pares i6nicos presentes en el modelo meso6filo y ausentes en el modelo psicréfilo
determinados. La ausencia de estas interacciones estabilizantes en el ancestro MMT y en
las enzimas del orden Methanosarcinales junto con su presencia en las enzimas
mesofilas y (hiper)terméfilas del orden Methanococcales, permiten sugerir que la
presencia de estas modificaciones podria ser una novedad evolutiva. Esto redundaria en
un aumento de la estabilidad estructural de estas enzimas, en tanto que su ausencia en el
orden Methanosarcinales podria ser la clave para explicar la alta flexibilidad local del
sitio activo de la enzima psicréfila observada mediante experimentos de intercambio
hidrégeno-deuterio. Para establecer si la ausencia de estas interacciones en el ancestro
provoca el mismo efecto que en la enzima psicréfila, se procedié a realizar la
caracterizacion cinética de esta enzima ancestral. ¢
Antes de proceder con la caracterizacién cinética del ancestro MMT, la secuencia
inferida fue analizada en primera instancia en términos de establecer que todos los

residuos cataliticamente relevantes, estos son, los residuos de los motivos de unién al

aziicar (NXNXD), de unién del complejo metal-nucledtido (D)NXXE) y el motivo que
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presenta la base catalitica (GXGD), ademas de otros residuos considerados claves para
la actividad, estuvieran presentes y presentaran una alta probabilidad posterior. La Tabla
7 muestra la comparacién entre los residuos de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii, 1a mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis y del tiltimo ancestro en comtn entre

los ordenes Methanosarcinales y Methanococcales.
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Tabla 7. Probabilidad posterior (PP) para los residuos del sitio activo del ultimo
ancestro en comun entre el orden Methanosarcinales y Methanococcales (Anc MMT).
En azul, rojo y verde se muestran los residuos correspondientes a los motivos NXNXD,

GXGD y (D) NXXE respectivamente.

MbPFK MmPFK Anc MMT PP
N32 N20 N18 1,00
N34 N22 N20 1,00
D36 D24 D22 1,00

G467 G440 G437 1,00
G469 G442 G439 1,00
D470 D443 G440 1,00
N180 N169 N167 1,00
D309 D297 D294 1,00
E312 E300 E297 1,00
R205 R194 R192 1,00
R211 R200 R198 1,00
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5.11. Caracterizacion cinética del tdltimo ancestro en comun entre los érdenes

Methanosarcinales y Methanococcales (Anc MMT). Utilizacién de glucosa y

fructosa-6-fosfato como sustratos

Una vez que el dltimo ancestro en comin entre el orden Methanosarcinales y
Methanococcales fue sintetizado y purificado a homogeneidad, se procedi6 a realizar su
caracterizacion cinética. Los objetivos fueron establecer si al igual que las enzimas
actuales, el ancestro presentaba bifuncionalidad y una preferencia por la utilizacién de
fructosa-6-fosfato. Ademas se queria evaluar si la ausencia de los pares i6nicos en la
estructura del ancestro MMT, provocaba que los pardmetros cinéticos de esta enzima
tendieran a ser més similares a los determinados para la enzima psicréfila. En la Tabla 8

se presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 8. Pardmetros cinéticos para el ultimo ancestro en comin entre los 6érdenes

Methanosarcinales y Methanococcales (Anc MMT).

Actividad K, (mM) ke ) Kead Ky (TS F6P Ko/ Ky (M5 ) Gle

PFK 0,54+004  79+13 15x10°

GK 9.8+1.1 45+14

0,5 x 10"




La caracterizacién cinética del ancestro MMT permiti6 establecer que este ancestro era
una enzima bifuncional, pudiendo catalizar tanto la fosforilacién de fructosa-6-fosfato
como de glucosa. Este resultado muestra que la bifuncionalidad encontrada en las
enzimas con anotacién PFK del orden Methanococcales y del orden Methanosarcinales,
es un rasgo que se ha mantenido a través de la evolucién y que la novedad evolutiva
dentro de las fosfofructoquinasas dependientes de ADP es la aparicién de quinasas
especificas por F6P. Para el ancestro MMT el valor de la constante Ky, para fructosa-6P
es 542 uM y para glucosa es de 9,8 mM. Al comparar estos valores con los reportados
para otras fosfofructoquinasas caracterizadas de la familia, estos muestran que durante la
evolucion, la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-
PFK de M. maripaludis han sido capaces de optimizar su sitio activo para la unién de
fructosa-6P y no para glucosa, pues el valor de la constante K., para este altimo sustrato
no muestra una variacién significativa entre el ancestro MMT y las enzimas actuales
caracterizadas en este estudio.

En cuanto a los pares iénicos, la secuencia inferida para el tiltimo ancestro en comtin
entre los ordenes Methanococcales y Methanosarcinales no mostré la presencia de los
aminodcidos involucrados en las interacciones idnicas encontradas en el modelo
mesofilo actual. Para evaluar si los pares i6nicos realmente son una novedad evolutiva
en el orden Methanococcales, se utilizaron ancestros de la familia de quinasas de
azicares dependientes de ADP previamente reconstruidos en el laboratorio para mapear
estas interacciones idnicas a lo largo de la evolucién de la familia. Los ancestros

utilizados se indican en la Figura 21.
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Fosfofructoquinasas dependientes de ADP de Arqueas

Methanohalobiales Methanosarcinales Methanococcales Thermococcales
ADP-PFK ADP-PFK ADP-PFK ADP-PFK
4 f’!"x Anc MMT
O NLLAnc MT
Anc MS Anc M

Figura 21. Ancestros utilizados para realizar el estudio evolutivo de los pares
ionicos en la familia de quinasas de aziicares dependientes de ADP. Anc MMT:
Nodo del dltimo ancestro en comun entre el orden Methanosarcinales y
Methanococcales, Anc MT: Nodo del ultimo ancestro en comun entre el orden
Methanococcales y Thermococcales, Anc M: Nodo del ultimo ancestro en comun del
orden Methanococcales, Anc MS: Nodo del ultimo ancestro en comun del orden
Methanosarcinales. En azul se indica la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la

enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis
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Figura 22. Mapeo de los pares ionicos implicados en la estabilidad térmica de las
enzimas mesofilas y terméfilas de la familia de quinasas dependientes de ADP. Anc
MMT: Nodo del dltimo ancestro en comun entre el orden Methanosarcinales y
Methanococcales, Anc MT: Nodo del ultimo ancestro en comun entre el orden
Methanococcales y Thermococcales, Anc M: Nodo del tltimo ancestro en comun del
orden Methanococcales, Anc MS: Nodo del ultimo ancestro en comun del orden
Methanosarcinales, MmPFK: enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis, MbPFK:

enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii.
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La Figura 22 muestra que los pares iénicos encontrados en la enzima mesé6fila ADP-
PFK de M. maripaludis son una novedad evolutiva, apareciendo consecutivamente
durante la evolucién en los ancestro MT, M y en la enzima mesofila actual ADP-PFK de
M. maripaludis, a partir de un nodo interno (ancestro MMT) que no poseia tales
interacciones. Por el contrario, el iinico ancestro entre la enzima psicréfila actual de M.
burtonii 'y el ancestro MMT, representado por el ancestro en comtin del orden
Methanosarcinales (ancestro MS), no presenta estas interacciones, lo que sugiere que la
ausencia de estas interacciones seria crucial para el mantenimiento de la dinamica del
sitio activo en las enzimas de este orden. La ausencia de estas interacciones iénicas en
las estructuras de las quinasas de aziicares dependientes de ADP con actividad PFK del
orden Methanosarcinales estd de acuerdo con el hecho de que en este orden casi no se
encuentran organismos adaptados a vivir a temperaturas elevadas. La mayoria de los
organismos del orden Methanosarcinales son meso6filos. La tinica quinasa de azticares
dependiente de ADP con actividad PFK procedente de un organismo terméfilo del orden
Methanosarcinales encontrada en el arbol filogenético reconstruido de la familia, es la
enzima termofila ADP-PFK de M. evestigatum. Si bien este organismo puede ser
considerado un terméfilo moderado, hay que tener claridad en que este organismo
también se clasifica como un organismo haléfilo. En la enzima terméfila ADP-PFK de
M. evestigatum, la ausencia de las interacciones i6nicas puede ser entendida en razén de
que los sitios activos de este tipo de enzimas necesitan presentar una alta flexibilidad
estructural al igual que el de las enzimas psicréfilas. Por lo tanto, para saber si estas

interacciones idnicas capaces de rigidizar el sitio activo son capaces también de aportar
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en la estabilidad térmica global de la enzima, se procedid a insertar estas interacciones

i6nicas, en la estructura de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii.
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5.12. Efecto de la insercion de pares i6nicos en la estabilidad térmica de la enzima

psicréfila ADP-PFK de M. burtonii.. Caracterizacion biofisica de Ia mutante

cuadruple

Con el fin de ver si la insercion de dos pares i6nicos afectaba la estabilidad térmica de la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, se generé la mutante cuddruple
(MutMbPFK) (ver Materiales y Métodos). En las posiciones 336 y 339 de la secuencia,
la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii presenta una residuo de alanina (ALA) y
uno de serina (SER), respectivamente. Estos dos residuos aminoacidicos fueron
cambiados por una lisina (LYS) y un 4cido aspértico (ASP), debido a que son estos
residuos los que forman uno de los pares i6nicos presentes en la enzima meséfila ADP-
PFK de M. maripaludis. Los otros dos residuos modificados en la enzima psicrofila
fueron la asparragina (ASN) ubicada en la posicion 110 y una valina ubicada en la
posicién 463. Estos dos residuos aminoacidicos fueron cambiados por un &cido
glutdmico y una lisina respectivamente. La evaluacién de la estabilidad térmica de la
mutante cuadruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii se realizé mediante
curvas de desplegamiento por temperatura, para determinar si la temperatura de
desplegamiento térmico (Ty,) aumentaba con la incorporacién de los dos pares i6nicos.
Como punto de comparacién se utilizé la enzima silvestre psicréfila ADP-PFK de M.

burtonii. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Curvas de desplegamiento térmico de la enzima psicréfila ADP-PFK de
M. burtonii y 1a mutante cuadruple de la enzima meso6fila ADP-PFK de M. burtonii.
Las curvas de desplegamiento se construyeron usando los valores de dicroismo circular

medidos a 222nm.
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La mutante cuddruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii no vio afectada
su temperatura media de desplegamiento, registrando una T, de 58°C, esto es, un grado
menos que el de la enzima silvestre. Si bien la estabilidad global de la enzima no se vio
afectada por la insercién de los dos pares i6nicos, la cooperatividad del proceso si. De
forma interesante, la cooperatividad del proceso de desplegamiento térmico de la
mutante cuddruple de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii pasé a ser similar a
la mostrada por la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. Este cambio de
cooperatividad del proceso de desplegamiento podria tener relacién con la rigidizacién
del sitio activo o zonas aledafias debido a la insercién de los pares i6nicos.

Considerando que la estabilidad global de la mutante cuédruple de la enzima psicréfila
ADP-PFK de M. burtonii no se vio afectada, el objetivo siguiente consistié en evaluar la
flexibilidad de la mutante mediante experimentos de hidrégeno-deuterio acoplado a
espectrometria de masas. En particular, nos interesé confirmar si los péptidos que
conforman el sitio activo de la enzima psicréfila, que presentaban un alto grado de
intercambio relativo en comparacién con la misma regién en la enzima meséfila, habfan

disminuido su movilidad.
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5.13. Estudio de la flexibilidad estructural de la mutante cuddruple de la enzima

psicréfila ADP-PFK de M. burtonii mediante intercambio hidrégeno-deuterio

acoplado a espectrometria de masas

Del mismo modo en que se realizaron los estudios de flexibilidad estructural para la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, se realizaron los experimentos para la
mutante cuddruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii. En este caso, los
experimentos se realizaron a 25°C y se evalud si la insercién de los dos pares idnicos en
la enzima psicroéfila ADP-PFK de M. burtonii provocaba la rigidizacién del sitio activo o
regiones cercanas a éste. Para poder comparar esta mutante con la enzima psicréfila
silvestre, se seleccionaron los mismos péptidos de la enzima psicrofila silvestre
mostrados en la Figura 15. En los casos en que no existieran péptidos de la misma
longitud, se consideraron dos péptidos contiguos como uno. En la Figura 24 se muestra
el mapa de cobertura tanto para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la
mutante cuadruple de la enzima psicréfila en cédigo de colores, donde las zonas de
menor intercambio son de color azul y las de maximo intercambio son de color rojo.

Figura 24 (Pagina siguiente). Mapa de cobertura de intercambio relativo
hidrégeno-deuterio para la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la mutante
cuddruple de la enzima meséfila ADP-PFK de M. burtonii. Panel superior, ADP-PFK
de M. burtonii, panel inferior mutante cuddruple ADP-PFK de M. burtonii Los
intercambios mostrados corresponden al experimento realizado a 25°C con un tiempo

maximo de intercambio de 30 min.
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Para la mutante cuddruple de enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii se obtuvo una
cobertura suficiente para los anélisis posteriores, alcanzandose 94.4% de cobertura.
Considerando que la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y la mutante cuadruple
son idénticas, salvo en los residuos ASN110, VAL463, ALA336 y SER339, en donde la
mutante cuadruple presenta los residuos GLU110, LYS463, LYS336 y ASP339, se
seleccionaron péptidos homologos en ambas estructuras. En la Figura 25 se muestran

los intercambios relativos H-D obtenidos para cada péptido.
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1 MutMbPFK Promedio: 3,83 SD: 0,51

Intercambio relativo H-D (Da)

Numero de péptido

Figura 25. Intercambio relativo H-D para distintos péptidos de la enzima psicrofila
ADP-PFK de M. burtonii y 1a mutante cuadruple de la enzima meséfila ADP-PFK
de M. burtonii. Los intercambio relativo H-D para la enzima psicrofila ADP-PFK de M.
burtonii (MbPFK, barras azules) y la mutante cuadruple de enzima psicrofila ADP-PFK
de M. burtonii (MutMbPFK, barras grises) fueron obtenidos por espectroscopia de masa.

Los experimentos fueron realizados a 0, 0.5, 1, 2, 5, 10 y30mina 25°C.
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La Figura 25 muestra que la insercion de los pares iénicos en la estructura de la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii rigidiza el sitio activo de la enzima, logrando
disminuir la movilidad y por ende el intercambio relativo H-D de los péptidos 18, 20 y
22, los cuales flaquean los motivos conservados encargados de la unién del complejo
metal- nucledtido y azlicar (motivo NXNXD: péptide 2, motivo HXE: péptido 19,
motivo (D)NXXE péptido 21). Las interacciones iénicas introducidas no provocan
ninguna variacién en la tasa de intercambio relativo H-D de los motivos conservados,
por lo que se podria suponer que la flexibilidad local aumentada del sitio activo de la
enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii podria deberse principalmente a los péptidos
18, 20 y 22. Debido a que las interacciones idnicas introducidas en la enzima psicréfila
provocaron una rigidizacién del sitio activo, se procedid a caracterizar la mutante
cuddruple de enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii a diferentes temperaturas y ver
si la rigidizacién de su sitio activo mostraba un comportamiento cinético (variacién de

las Ki), similar a la de la enzima meso6fila ADP-PFK de M. maripaludis.
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3.14. Estudio de la variacién del parimetro cinético K,, con la temperatura de la

enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii v de la mutante cuadruple

(MutMbPFK)

La enzima psicréfila silvestre mostré durante el desarrollo de este trabajo de tesis que un

aumento en la temperatura a las cuales se realizaban las curvas de saturacién, provocaba
un aumento exponencial de los valores de K, para el azticar F6P. Para evaluar si la
rigidizacion del sitio activo provocada por la insercién de los 2 pares i6nicos (Lys336-
ASP339 y GLU110-LYS463) generaba un cambio en la tendencia de este parametro, se
procedi6 a caracterizar cinéticamente a la mutante cuadruple (MutMbPFK) en el mismo
intervalo de temperatura que se usé para la enzima silvestre . Para tales efectos, se
considerd la actividad PFK, pues es la actividad preferencial de la enzima psicroéfila
silvestre.

La Figura 26 muestra las curvas de saturacién para la actividad PFK de la mutante
cuadruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii a distintas temperaturas y la
variacién de los valores de Ky, para el sustrato fructosa-6-fosfato. La Figura 27 muestra
la comparacién de la variacién de los valores de K., de la mutante cuadruple de la
enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii con los obtenidos para la enzima psicrofila

de M. burtonii y para la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis.
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Figura 26. Caracterizacién cinética de la mutante cuddruple de la enzima psicréfila

ADP-PFK de M. burtonii a distintas temperaturas. A) Curvas de saturacién de la

actividad PFK de la mutante cuddruple a distintas temperaturas (A : 20°C, A: 25°C, @
30°C, [: 35°C, #: 40°C). B) Variacion de la constante Ky, con la temperatura para la

mutante cuadruple de la enzima psicréfila de M. burtonii.
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Figura 27. Variacién del parametro cinético Km con la temperatura para la enzima
psicrofila, meséfila y la mutante cuadruple. En azul se muestra la enzima psicrofila
ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK), en negro la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis (MmPFK) y en gris la mutante cuadruple de la enzima psicréfila ADP-PFK

de M. burtonii (MutMbPFK).
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Los resultados de la Figura 27 muestran que al aumentar la temperatura los valores de
K, para la mutante cuédruple de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii no varian
exponencialmente al aumentar la temperatura, sino que tienden a parecerse a la
tendencia de la enzima mesdfila ADP-PFK de M. maripaludis. El aumento de los
valores de Ky, se correlaciona con los resultados de los experimentos de intercambio
hidrégeno-deuterio, debido a que la rigidizacion del sitio activo de la mutante vista en
estos experimentos, seria la responsable del cambio observado en la variacién de Ky, con
la temperatura. La pérdida de flexibilidad del sitio activo debido a las interacciones
i6nicas adicionadas a la enzima, reducirian la capacidad de ésta para alojar el aziicar y
catalizar su fosforilacién de forma adecuada. Si bien las interacciones i6nicas no logran
por si solas cambiar totalmente el comportamiento cinético de la enzima psicréfila en el
intervalo de temperaturas evaluadas, si generan un cambio significativo que permite
establecer que el disefio racional utilizado para generar la mutante fue el adecuado,
afectando solo la flexibilidad local del sitio activo, permitiendo de esta manera modificar

la tendencia de los valores de Ky, de la enzima psicréfila por el aztcar.
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5.15. Estudio de la dindmica conformacional de la enzima psicréfila ADP-PFK de

M. burtonii mediante simulaciones de dindmica molecular

Hemos visto que la insercion de dos pares idnicos en la estructura de la enzima
psicréfila ADP-PFK de M. burtonii no afecta la estabilidad térmica de la estructura y
que estos solo modifican la flexibilidad del sitio activo. Pero nada sabemos sobre los
efectos de estas modificaciones sobre los cambios conformacionales involucrados en el
proceso de catalisis. En la enzima terméfila ADP-GK de T. litoralis, el mecanismo
cinético ha sido establecido como secuencial-ordenado, ingresando primero el
complejo metal-nucledtido (ADPMg) y posteriormente el azicar (glucosa). Un
movimiento de semi-cierre del dominio menor es producido por la unién del primer co-
sustrato ADP-Mg. Un segundo movimiento, dependiente de la unién del azicar (en
este caso glucosa), termina el cierre del dominio menor sobre el dominio mayor,
permitiendo que la catélisis ocurra. Si bien este cambio conformacional de apertura y
cierre es aceptado para las enzimas de esta familia de enzimas, nada se sabe en relacién
a la dindmica de este cambio conformacional. En esta seccién, el objetivo file
comparar, mediante simulaciones de dindmica molecular, los cambios
conformacionales de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii y la enzima
mesofila ADP-PFK de M. maripaludis. Como segundo objetivo se quiso evaluar si los
2 pares i6nicos introducidos en la estructura de la enzima psicréfila, eran capaces de
modificar la dindmica de esta enzima. Esto para comprobar si la variacién de los
valores de K, producidos por la rigidizacion del sitio activo, tenian relacién con una

modificacion en el tipo de cambio conformacional.
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Como punto de partida para el estudio de la dindmica de la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii y la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis, se realizaron
simulaciones de dindmica molecular clasicas. Las dindmicas fueron realizadas durante
60 ns para cada una de las enzimas. Los analisis que se presentan solo consideran 50 ns,
pues se removieron 10 ns correspondientes al tiempo de equilibrado del sistema. Durante
el tiempo de simulacién la enzima psicréfila mostré un cambio conformacional de
apertura y cierre de ambos dominios tipo “breathing”, movimiento que se caracterizd
por realizarse siempre sobre un mismo eje, variando solo el angulo entre los dominios.
Por el contrario, durante el tiempo de simulacion la enzima mes6fila: mostré un cambio
conformacional de apertura y cierre de ambos dominios tipo “fwist”, movimiento que se
caracteriz6 por no encontrarse centrado en el eje central. Estas diferencias en la forma en
que la enzima psicrofila y mesoéfila realizan sus cambios conformacionales, nunca ha
sido descrito para este tipo de enzimas. Al analizar la simulacién de la mutante
cuddruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, pudimos constatar
visualmente que la insercién de los dos pares i6nicos cambi6 drasticamente la dindmica
conformacional de la enzima psicréfila. La mutante cuadruple de la ADP-PFK de M.
burtonii presentd un cambio conformacional mixto, tendiendo a parecerse visualmente
mas al presentado por la enzima meséfila. Més alld de este anélisis visual, es sabido que
los cambios conformacionales de proteinas y enzimas son gobernados por el aporte
individual de diversos movimientos. Para evaluar estadisticamente el aporte de cada uno
de estos componentes dindmicos, se realizé un analisis de componente principal (PCA,

por sus siglas en ingles Principal Component Analysis). Este analisis permite estimar
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estadisticamente el aporte de los principales movimientos que componen las trayectorias
obtenidas durante las simulaciones de dindmica molecular. De esta forma se determiné
el aporte de los componentes mayoritarios para cada una de las dindmicas realizadas. La
Figura 28 da cuenta de los movimientos obtenidos para la enzima psicréfila, la enzima

mesdfila y la mutante cuddruple.
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Figura 28. Anilisis de componentes principales para la enzima psicréfila ADP-PFK
de M. burtonii enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis y la mutante
cuadruple de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii (MbPFK). Para cada una
de las enzimas estudiadas se muestra el aporte de los mayores 10 componentes
principales calculados (barras azules, enzima psicréfila MbPFK; barras negras, enzima

mesofila MmPFK; barras grises, mutante enzima psicréfila MutMhPFK).
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El andlisis de componentes principales mostré que el primer y segundo componente
principal obtenido de la simulacién de dindmica molecular de la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii aportan con un 59% y un 7% a la varianza total del sistema
respectivamente, correspondiendo el primer componente principal al cambio
conformacional de apertura y cierre tipo “breathing”. Para la enzima meséfila ADP-
PFK de M. maripaludis, el anélisis de componentes principales mostré que el primer y
segundo componente principal obtenido de la simulacién de dinidmica molecular
aportaron un 48% y un 10% a la varianza total del sistema respectivamente,
correspondiendo el primer componente principal al cambio conformacional de apertura
y cierre tipo “twist”. Al realizar el analisis de componentes principales para la mutante
cuddruple de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii efectivamente los resultados
indican un cambio en la dindmica de la enzima mutante en relacién a la silvestre. Si
bien, el primer componente principal corresponde a un cambio conformacional de
apertura y cierre tipo “breathing”, su aporte a la varianza total del sistema disminuyd
drasticamente, desde un 59% en la enzima psicréfila silvestre a un 36% en la enzima
psicréfila mutada. Junto con esto, el aporte del segundo componente principal, el cual
corresponde a un cambio conformacional de apertura y cierre tipo “fwist”, aumento
desde un 7% en la enzima psicrofila silvestre a un 18% en la enzima psicréfila mutada.
Estos resultados confirman que la insercién de los dos pares i6nicos en la estructura de
la enzima psicroéfila, modifica el comportamiento de esta enzima, en este caso variando

su dindmica conformacional.
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6. DISCUSION

6.1. Actividad redundante glucoquinasa (GK) en el orden Methanosarcinal

En la familia de quinasas de azicares dependientes de ADP existen enzimas especificas
por fructosa-6-fosfato, especificas por glucosa y enzimas que presentan actividad
bifuncional. En este trabajo de tesis hemos podido constatar que las enzimas anotadas
con actividad PFK del orden Methanosarcinales, ademéas de poder fosforilar fructosa-6-
fosfato, también son capaces de catalizar la fosforilaciéon glucosa. Estos resultados
indican que la bifuncionalidad no es un rasgo exclusivo del orden Methanococcales, sino
que podria ser entendido como una caracteristica propia de las quinasas de azficares
dependientes de ADP presentes en organismos metanogénicos, como los presentes en el
orden Methanosarcinales. En arqueas, en el orden Thermococcales, un orden no
metanogeénico, han sido caracterizadas solo quinasas de aziicares dependientes de ADP
especificas, ya sea por fructosa-6-fosfato (Tuininga et al. 1999; Ronimus et al. 1999;
Hansen & Schoénheit 2004; M. a. Currie et al. 2009) o glucosa (Rivas-Pardo et al. 2013;
Kengen et al. 1996; Koga et al. 2000; Labes & Schonheit 2003). Ademéas de encontrarse
presentes en el dominio arquea, las quinasas de aziicares dependientes de ADP, también
pueden ser identificadas en bacterias y eucariontes. En eucariontes solo podemos
encontrar glucoquinasas especificas dependientes de ADP (Richter et al. 2016; Ronimus
& Morgan 2004). Sin bien en bacterias podemos encontrar los genes codificantes para
este tipo de enzimas (Figura 1), ninguna quinasa de azicar dependiente de ADP de este
dominio ha sido caracterizada a la fecha. Junto con esto, el analisis del 4rbol filogenético

reconstruido para la superfamilia riboquinasa (Figura 1), muestra que los tinicos
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miembros que presentan los genes por separado para quinasas de aziicares dependientes
de ADP con actividad PFK y GK son los organismos de los érdenes Thermococcales y
Mhetanosarcinales en arqueas. Anlisis estructurales basados en alineamientos de
secuencias sobre la especificidad de sustratos en la familia de quinasas de aztcares
dependientes de ADP realizados en nuestro grupo de laboratorio, han establecido que la
principal determinante estructural que dicta que una enzima sea especifica o bifuncional
es la presencia de ciertos residuos conservados (Castro-Ferndndez V., 2015).
Considerando la numeracién de la secuencia de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii estos motivos son: motivo 1: 86G—K—(P/A)—X-(E/_A) 90? motivo 2: "P(I/V)-
OV/ED"-(Y/R)-I-(F/Y)-E"™ vy motivo 3: 2R-F-I-X-X-X(R/D). Las enzimas
bifuncionales con actividad PFK y GK como las presentes en el orden Methanococcales
(M. maripaludis) 'y Methanosarcinales (M. burtonii y M. evestigatum) pueden ser
reconocidas por la presencia en la secuencia de los residuos E*°, N**° y R?® mientras las
enzimas especificas PFK y GK presentan los residuos A%, N*¥ y R20° y B, H'® y D%
respectivamente . Estos estudios estructurales y de secuencia corroboran y sustentan los
resultados experimentales de caracterizacién cinética y de reconstruccién filogenética
realizados en este trabajo de tesis, los cuales muestran que solo los organismos
metanogénicos de arquea presentan bifuncionalidad y que la redundancia de la actividad
GK es exclusiva del orden Methanosarcinales. Aunque presentan actividad
glucoquinasa, la actividad preferente de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii y
de la enzima terméfila ADP-PFK de M. evestigatum es la actividad PFK, presentando

valores de Kr, para el sustrato fructosa-6-fosfato en el orden uM. Para el sustrato glucosa
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los valores de Ky, para ambas enzimas se encuentran en el orden mM. Las eficiencias
cataliticas para la actividad PFK son aproximadamente 3.000 y 4.000 veces mayores que
las eficiencias cataliticas obtenidas para la actividad GK en la enzima psicrofila ADP-
PFK de M. burtonii y la enzima terméfila ADP-PFK de M. evestigatum respectivamente
(Tabla 1y Tabla 2). A pesar de esto, los valores de eficiencia catalitica para el proceso
de fosforilacién de glucosa a glucosa-6-fosfato de ambas enzimas tendrian significado
fisiologico debido a las concentraciones intracelulares de glucosa en estos organismos.
Las tnicas dos quinasas de azicares dependientes de ADP bifuncionales descritas
pertenecen al orden Methanococcales y presentan valores de Ky, para glucosa en el
orden mM, siendo 40 mM para la enzima meséfila ADP-PFK/GK de M. maripaludis
(Castro-Fernandez, 2014) y 1,6 mM para la enzima hiperterméfila ADP-PFK/GK de M.

Jannaschii (Sakuraba, 2002).

6.2. Especificidad por nucleétidos, metales v aziicares

Independiente de la actividad que las quinasas de azicares dependientes de ADP
presenten (especifica PFK, especifica GK, bifuncional PFK/GK), para realizar el
proceso de fosforilacién del azicar todas utilizan ADP y Mg*™. Los resultados sobre
especificidad de nucleétidos mostraron que la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii solo es capaza de utilizar el nucleétido ADP, no pudiendo catalizar el proceso
de fosforilacion con ningin otro nucleétido, ya sean estos mono-, di- o tri-fosforilados
(Figura 10). Estas quinasas generalmente presentan alta especificidad por ADP,

reportandose en algunos casos la capacidad de utilizar otros nucle6tidos di-fosforilados
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como GDP y CDP (Guixé, 2009). Actualmente, en nuestro grupo de laboratorio nos
encontramos estudiando las determinantes estructurales que impiden el uso de ATP a las
quinasas dependientes de ADP, hecho que no ha sido esclarecido experimentalmente
hasta el momento. Aunque la identidad de secuencia dentro de la familia riboquinasa es
baja si se comparan homélogos ADP dependientes y ATP dependientes, el sitio activo
de estas quinasas presentan los mismos motivos conservados para realizar el proceso de
fosforilacion del azticar (D)NXXE y GXGD), presentando entonces las quinasas de
azucares dependientes de ADP la hipotética opcién de fosforilar ATP. Sin embargo, los
estudios bioinforméticos preliminares realizados en nuestro laboratorio utilizando
modelos por homologia de estas enzimas en presencia de ATP, indicaron que debido a
su grupo fosforilo extra, esta molécula queda desacomodada en el sitio activo, no
orientando de forma adecuada el grupo fosforilo a la base catalitica, imposibilitando asi
la ruptura del enlace fosfodiéster.

En cuanto a la utilizacién de metales, las quinasas de azilicares dependientes de ADP
muestran la capacidad de usar distintos cationes divalentes con una alta eficiencia
(Figura 10). Esto puede ser entendido desde un punto de vista geométrico. Co™?, Ni*2,
Mn*? y Zn™ como el Mg"?, presentan un niimero de coordinacién 6 y se encuentran
unidos a 6 moléculas de agua (Me(t,0)s’, Me = Co™, Ni'?, Mn*?, Zn'?) con una
geometrfa octaédrica (Oy), mientras que solo Ca* presenta un nimero de coordinacién 8
y una geometria cuadrado antiprisma (Daq). Las distancias de enlace entre los metales y
el 4tomo de oxigeno de la molécula de agua son: 2,08 A Co-0, 2,05 A Ni-O, 2,20 A Mn-

0, 2,10 A Mg-0, 2,46 A Ca-0 y 2,08 A Zn-O (Persson 2010). Similares propiedades de
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distancia de enlaces presentarian los metales en el complejo Me-ADP, en donde dos
moléculas de agua del complejo metal-agua (posicion ecuatorial), son liberadas para
estas posiciones ser ocupadas por los dtomos de oxigeno presentes en el nucledtido,
manteniendo la misma geometria. El sustrato real de las quinasas de azicares
dependientes de ADP es el complejo metal-nucleétido, por lo que un cambio de
geometria podria afectar la catélisis. Es el caso del complejo Ca-ADP, el cual no
presenta una geometria octaédrica y ademas presenta la mayor distancia de enlace, lo
cual repercutiria en el porcentaje de actividad mostrado por la enzima psicréfila ADP-
PFK de M. burtonii. En el caso de del complejo Zn-ADP, el cual no present6 actividad
detectable en el ensayo enzimético, la razén podria estar dada por la baja solubilidad de
este complejo. Co*?, Ni*? y Mn*? presentaron los mayores porcentajes de actividad. Esto
se explicaria en razén que las distancias de enlace del complejo y la geometria de éstos
serian las mismas, pudiendo la enzima acomodar estos complejos metal-nucledtido. Si se
analizan los radios iénicos de los metales ensayados, Ca* presenta el mayor radio i6nico
(1,12A) en comparacién con el presentado por Mg*? (0,76 A). Esto afectaria la densidad
de carga del metal, pudiéndose afectar la formacién del complejo metal-nucleétido.
Co*?, Ni** y Mn*? presentan radios i6nicos similares a los que presenta Mg, siendo
Co™? el més similar (0,74 A), seguido por Ni*? (0.72 A) y Mn*? (0,86 A) (Persson 2010).
Estos andlisis concuerdan con los resultados experimentales obtenidos en esta tesis,
donde sin considerar la actividad lograda con Mg*?, las mayores actividades registradas
fueron en forma decreciente Co*?, Ni? y Mn*?. La utilizacién de otros metales,

adicionales al metal ocupado tradicionalmente por la enzima es una caracteristica comtin
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en enzimas de arqueas (Keppetipola & Shuman 2005; Ownby et al. 2005; Morales et al.
2011). Algunas de estas enzimas incluso presentan mayores actividades que las
obtenidas con el metal canénico (Mura et al. 2003; Morales et al. 2011). Este fue el caso
de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii. Al realizar los ensayos a 25°C, la
enzima psicréfila mostré preferencia por la utilizacién de Mg™, pero al disminuir la
temperatura del ensayo la enzima mostré preferencia por la utilizacién de Co**.Como se
dijo en la seccién resultados, el que enzimas actuales puedan utilizar una gran diversidad
de metales, como cofactores de las reacciones que catalizan (principalmente metales de
transicién), es una caracteristica que ha sido atribuida a un rasgo ancestral de las
primeras transferasas, las cuales en la tierra primordial, contaban con mayores
concentraciones de metales de transicion (Waldron et al. 2009). Esta promiscuidad por
el uso de distintos cofactores metdlicos también ha sido reportada para el uso de
distintos azicares como susiratos, siendo estos azicares distintos al sustrato natural.
Ejemplo de esto es la glucosa deshidrogenasa presente en las arqueas Thermoplasma
acidophilum (Smith et al. 1989), Thermoproteus tenax (Siebers et al. 1997) y Haloferax
mediterranei (Bonete et al. 1996), las cuales son capaces de oxidar otros azlicares
ademads de su sustrato natural glucosa. La promiscuidad en enzimas ha sido establecida
como una fuente de nuevas actividades, siendo una caracteristica relacionada a estadios
tempranos de evolucion (O’Brien & Herschlag 1999; Khersonsky & Tawfik 2010).
Actualmente, existe controversia si la promiscuidad es efectivamente una caracteristica
propia de enzimas de rutas metabolicas primitivas o como ha sido planteado por algunos

autores, una adaptacién a ambientes extremos (Lamble et al. 2003; Martinez-Nufiez &

126



l

s

Pérez-Rueda 2016). Generalmente las enzimas provenientes de organismos extremoéfilos
han sido caracterizadas como enzimas promiscuas en donde las condiciones
fisicoquimicas extremas del nicho ecologico estarian influenciando la trayectoria
evolutiva de estas enzimas. En este sentido, la enzima 4DP-PFK de M. burtonii presenta
caracteristicas promiscuas al mostrar una amplia utilizacion de sustratos azicares a 25°C
(Figura 12). Si bien, a 10°C la enzima es capaz de fosforilar solo fructosa-6-fosfato y
glucosa, con un aumento en la temperatura del ensayo, esta enzima presente en un
organismo psicrofilo muestra la capacidad de fosforilar diferentes azficares,
caracteristica no presente en la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis (Castro-
Fernandez et al. 2014). Esta promiscuidad por la utilizacién de diferentes sustratos
dependiente de un aumento de la temperatura, también ha sido vista en la enzima
psicrofila a-amilasa de Pseudoalteromonas haloplanktis (D’amico, 2006). Esta enzima
utiliza como sustrato natural el polisacirido almidén, y promueve su degradacién
mediante la hidrolisis de los enlaces o (1,4) presentes en fracciones de amilosa,
amilopectina y dextrina que componen el almidén. Estudios realizados sobre la
capacidad de esta enzima de usar otros polisacaridos con menor y mayor tamafio y la
comparacién de este uso con el de su homologo mesoéfilo (la enzima c-amilasa de
cerdo), mostraron que la enzima psicréfila presenta mayores actividades de degradacién
de almidén a bajas temperaturas y que un aumento de ésta promueve la utilizacién de
sustratos de mayor tamafio (D’Amico et al. 2002; Siddiqui & Cavicchioli 2006). Esta

promiscuidad por sustrato fue atribuida a la mayor flexibilidad del sito activo de la
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enzima psicrofila, propiedad que le permite acomodar de mejor forma sustratos de

mayor tamafio (Feller 2010).

6.3. Variacion diferencial de los parametros cinéticos con la temperatura

La variacién que presenten los pardmetros cinéticos de una enzima con la temperatura
dependerd del grado de flexibilidad estructural que presente la enzima en estudio
(Siddiqui & Cavicchioli 2006). Es generalmente aceptado que la velocidad de una
reaccion aumentard exponencialmente con un aumento en la temperatura. En el caso de -
una reaccion catalizada por una enzima, la k., deberia aumentar exponencialmente con
la temperatura. Existen algunas enzimas en que el aumento de la k., no sigue un
comportamiento exponencial sino méas bien lineal con el aumento de la temperatura. Es
el caso por ejemplo de la enzima termdfila 3-fosfoglicerato quinasa de
Thermoanaerobacter, de la hipertermofila B-glucosidasa de Pyrococcus furiosus y la
hiperterméfila enolasa de Thermotoga maritima. No obstante, la gran mayoria de
enzimas caracterizadas a la fecha, si presentan un aumento exponencial de su k. Este
es por ejemplo el caso de enzimas como la glucoquinasa y glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa de Zymomonas mobilis, la lactato deshidrogenasa de Bacillus

megaterios, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Themotoga maritima (Wrba et
al. 1990) y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de una arqueobacteria (AN1)

perteneciente al orden Thermococcales (Hudson et al. 1993) por nombrar algunas. Este

es también el caso tanto para la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, la meséfila

L ADP-PFK de M. maripaludis y de la enzima hiperterméfila ADP-PFK de T. litoralis,
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caracterizadas en este trabajo. En relacién a la variacién del valor de K., con la
temperatura, en la gran mayoria de las enzimas terméfilas y meséfilas caracterizadas a la
fecha, se ha visto que la constante K; aumentan con la temperatura y que este aumento
presenta un comportamiento exponencial, aunque este comportamiento no siempre sigue
los mismos patrones. Un ejemplo de esto es la enzima terméfila 3-fosfoglicerato quinasa
de Thermoanaerobacter sp. Rt8.G4, la cual presenta su maximo de actividad alrededor
de los 70°C (Thomas & Scopes 1998). Al evaluar en esta enzima la variacién de la Ky,
con la temperatura entre 40°C y 65°C, ésta no presenta mayores alteraciones,
manteniéndose los valores practicamente constante. Pero al sondear la variacién por
sobre la temperatura de actividad méxima, la variacién de la Ky, se torna exponencial
(Thomas & Scopes 1998). El mismo patron de variacién fue visto en la enzima meséfila
3-fosfoglicerato quinasa de Zymomonas mobilis. Esta enzima presenta su méximo de
actividad alrededor de los 60°C. La variaciéon de su K, es practicamente minima,
manteniéndose constante el valor hasta esta temperatura. A partir de esta temperatura la
variacion se torna exponencial con la temperatura (Thomas & Scopes 1998). Otro patrén
de variacién es encontrar un decaimiento exponencial en los valores de K., al aumentar
la temperatura. La enzima meséfila quitibiasa de Serratia marcescens cataliza la
hidrdlisis quitobiosa, un disacdrido de la N-acetilglucosamina (Lonhienne, 2001). Al
realizar curvas de saturacién a diferentes temperaturas se pudo observar una disminucién
exponencial en los valores de Ky de esta enzima para quitobiosa. Este hecho fue
atribuido a una mayor cantidad de interacciones hidrofébicas de la enzima con el

sustrato en el sitio activo, las que se ven favorecidas por un aumento de temperatura.
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Aqui, el aumento de temperatura estabilizaria las interacciones hidrofébicas entre el
sustrato y los residuos involucrados en la unién de éste (Lonhienne et al. 2001). Por otro
lado, la enzima quitibiasa psicréfila muestra un aumento de sus valores de K., con la
temperatura. Esto se explica en razén de que en su sitio activo, a diferencia de su
homologo mesobfilo, esta enzima psicrofila reemplazo algunas interacciones hidrofdbicas
claves para la unién del sustrato por interacciones iénicas. En este caso, este tipo de
interacciones se ven favorecidas con una disminucién de la temperatura, lo que le
permitiria a esta enzima psicréfila presentar menores valores de Ky, a bajas temperaturas,
catalizando asi de mejor forma la hidrélisis del polisacérido a estas temperaturas. En las
enzimas caracterizadas en este trabajo, los valores de K en los tres modelos
enziméticos utilizados variaron diferencialmente con la temperatura. La enzima
hipertermo6fila de T. /itoralis presenté un decaimiento exponencial de sus valores de Ky,
la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis no presenté variacién y la enzima
psicrofila ADP-PFK de M. burtonii presentd un aumento exponencial de sus valores de
K. La variacion de la K de la enzima hiperterméfila ADP-GK. de T. litoralis se
Justificarfa por ser la enzima en estudio con una menor cantidad de residuos hidrofébicos
en su sitio activo expuestos al solvente, lo que le permitiria poder contar con un mayor
niumero de residuos hidrofébicos para interaccionar con el sustrato, interacciones que se
verian favorecidas con el aumento de temperatura (Lonhienne, 2001). Adicionalmente,
un aumento de la temperatura de reaccién podria estar aumentando la flexibilidad
estructural de la enzima, optimizando quizds de esta forma una configuracién de unién

del sustrato, permitiendo esto una disminucién de los valores de K,,. La variacién casi
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nula de los valores de K, determinados para la enzima meséfila ADP-PFK de M.
maripaludis, podria estar indicando que en el intervalo de temperaturas ensayados (10°C
- 40°C), la estructura del sitio activo no estaria presentando mayores modificaciones
para la unién de sustrato. Sin embargo, podria existir la posibilidad de que al igual que
en la enzima mesoéfila 3-fosfoglicerato quinasa de Zymomonas mobilis y la enzima
termofila 3-fosfoglicerato quinasa de Thermoanaerobacter sp. Ri8.G4, la enzima
mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis presente un aumento exponencial de sus valores
de Ky, a temperaturas cercanas o sobre la temperatura a la que alcanza su méxima
actividad (60°C). El aumento exponencial de los valores de K, determinados para la
enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii (Figura 7, Figura 8), podria ser explicado
en primera instancia por presentar una menor cantidad de residuos hidrofébicos
disponibles en el sitio activo interaccionando con el sustrato (Lonhienne et al. 2001).
Esta menor disponibilidad de residuos hidrofébicos se basa en que las enzimas
psicrofilas provenientes de arqueas, evolucionaron hacia estructuras mdas flexibles,
principalmente disminuyendo los residuos cargados presentes en superficie y en sus
centro hidrofébico (Arg, Lys, Glu), asi como también aumentando la exposicién de
residuos hidrofébicos del sitio activo al solvente (Saunders et al. 2003). La disminucién
de residuos de arginina conlleva una disminucién en la cantidad de interacciones tipo
puentes de hidrégeno que pueden ser formados con el solvente, contribuyendo esto a la
flexibilizacién estructural. Varios estudios han mostrado que para compensar la pérdida
de cargas en supetficie y evitar fendmenos de agregacion debidos a la alta viscosidad del

medio intracelular a bajas temperaturas, las enzimas de arqueas psicréfilas reemplazaron
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estos aminoécidos cargados por una mayor proporcién de aminoicidos polares no
cargados como Gln y Thr (Saunders et al. 2003). La disminucién de residuos cargados
conlleva una disminucion en los pares idnicos estabilizantes, favoreciendo también esto
una mayor flexibilidad estructural. Adicionalmente, las enzimas psicréfilas de arquea
muestran una mayor exposicion al solvente de los centros hidrofébicos de sus enzimas.
Estas modificaciones estructurales han sido indicadas como fundamentales para
disminuir la energia de activacion del estado de transicién enzima-sustrato en este tipo
de enzimas y por ende, son relacionadas al aumento de la eficiencia catalitica a bajas
temperaturas de estas enzimas. Si bien se han reportado otras modificaciones
estructurales para enzimas psicrofilas de bacterias y organismos eucariontes, no existen
los suficientes estudios para asociar estas modificaciones a las enzimas psicréfilas de
arqueas. Un ejemplo de esto es que el mecanismo cinético adaptativo general planteado
para enzimas psicroéfilas es la optimizacion de sus k.. en desmedro de su K, (Feller
2010). Si bien esto es ampliamente aceptado, la gran mayoria de los estudios que
permiten establecer esto, han sido realizados en enzimas psicréfilas provenientes de
bacterias, no pudiendo de esta forma generalizar este mecanismo adaptativo a enzimas
psicrofilas de arqueas. En segunda instancia, los experimentos de intercambio
hidrégeno-deuterio realizados en este trabajo de tesis, mostraron que los péptidos que
flanquean a los motivos conservados encargados de la unién del complejo ADP-Mg, los
peptidos 18, 20 y 22, presentan un mayor grado de flexibilidad en la enzima psicréfila
que en la enzima meséfila. La mayor movilidad de estos péptidos estaria condicionando

la estabilidad del complejo enzima-sustrato con un aumento en la temperatura. Es un
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hecho establecido en la literatura que las enzimas psicrofilas generalmente presentan una
mayor movilidad de componentes del sitio activo. La enzima psicréfila alcohol
deshidrogenasa de Moraxella sp.TAE123, al igual que la enzima psicréfila caracterizada
en este trabajo de tesis, presenta un mayor grado de flexibilidad global que su homélogo
termoestable. Sin embargo esto responde a un fenémeno de flexibilidad local,
puntualmente una mayor movilidad de segmentos asociados al sitio activo, los que
permiten paliar la falta de energia cinética a bajas temperaturas, uniendo al sustrato sin
necesidad de realizar grandes cambios conformacionales dependientes de temperatura
(Liang et al. 2004). Para la enzima psicréfila 3-Isopropilmalato deshidrogenasa, los
estudios de intercambio hidrégeno-deuterio también apuntan hacia que una mayor
flexibilidad del sitio activo seria la caracteristica responsable de una mayor eficiencia

catalitica a bajas temperaturas en esta enzima (Svingor et al. 2001).

6.4. Rigidizacion sitio activo y cambios en la dindimica conformacional

El analisis de las secuencids aminoacidicas utilizadas para la reconstruccién filogenética
mostré que los motivos encargados de unir el complejo metal-nucleétido (D)NXXE), el
aziicar (NXNXD) y el motivo catalitico (GXGD) son conservados en arqueas y solo
presenta algunas modificaciones en las enzimas ADP-GK de eucariontes. La
reconstruccion del dltimo ancestro en comiin entre el orden Methanosarcinales y
Methanococcales y el anilisis de los demds ancestros utilizados en este trabajo de tesis
indic6 que estos motivos se encuentran conservados a lo largo de toda la historia

evolutiva de la familia. Su conservacion en las enzimas actuales y en los ancestros
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relacionados de Ordenes con caracteristicas termoéfilas, mesofilas y psicrofilas
(Thermococcales, Methanococcales y Methanosarcinales) indica que la adaptacién de
estas enzimas a nichos ecoldgicos con diferentes temperaturas no involucra directamente
modificaciones de los motivos. Al realizar el alineamiento de la enzima psicrofila ADP-
PFK de M. burtonii, la enzima meso6fila ADP-PFK de M. maripaludis y los ancestros
indicados en la Figura 21, se pudo establecer la presencia de dos pares iénicos altamente
conservados en €l orden meséfilo (Methanococcales) y terméfilo (Thermococcales), los
que no se encontraron presentes en el orden Methanosarciinales. Si bien estas
interacciones i6nicas no se encuentran presentes en el sitio activo de la enzima (primera
capa de coordinacion), existen reportes que puntualizan el efecto cinético-estructural
que tienen modificaciones estructurales presentes en una segunda esfera de coordinacién
(Andreini et al. 2009; Shook & Borovik 2010). La introduccién de estos dos pares
i6nicos en la estructura de la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii (A336K y
S339D) no vari6 la estabilidad térmica global de la enzima mutante, pero si rigidizé el
sitio activo, disminuyendo la flexibilidad de éste. Los experimentos de intercambio
hidrégeno-deuterio realizados con la enzima psicréfila mutante mostraron que los pares
i6nicos introducidos rigidizaron la estructura del sitio activo, disminuyendo la tasa de
intercambio de los péptidos que flaqueaban el motivo conservado (D)NXXE. Si bien
esta rigidizacion estructural no logro invertir completamente las tasas de intercambio de
estos péptidos en la enzima psicréfila mutante, desde lo observado para los mismos
péptidos en la enzima psicrofila silvestre ADP-PFK de M. burtonii a lo determinado

para la enzima mesoéfila ADP-PFK de M. maripaludis, la disminucioén en flexibilidad
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tuvo un efecto directo en la variacién de los valores de K, en la enzima mutante. Los
valores de K, tendieron a aumentar en todas las temperaturas evaluadas, mostrando una
tendencia intermedia entre la enzima psicréfila silvestre ADP-PFK de M. burtonii y la
enzima mesofila ADP-PFK de M. maripaludis. Por lo tanto, los pares iénicos
introducidos en la estructura de la enzima psicréfila, solo tuvieron un impacto local,
variando la flexibilidad del sitio activo e indicando que las determinantes estructurales
que modularian la adaptacion termal de las enzimas presentes en la familia de quinasas
de azucares dependientes de ADP se encontrarian en la segunda esfera de coordinacién
de estas enzimas y no tendria relacién con cambio de residuos en la primera esfera de.
coordinacion (sitio activo). Estas tipo de modificaciones estructurales, ademas de poder
afectar los pardmetros cinéticos, han sido descritos afectar la dindmica conformacional
de algunas enzimas (Liu et al. 2016). Las simulaciones de dindmica molecular junto con
los andlisis de componentes principales, indicaron que la introduccién de los pares
iénicos (A336K y S339D), revirtieron los cambios conformacionales involucrados en el
proceso de catélisis. En las enzimas de la familia de quinasas de azucares dependientes
de ADP, ha sido establecido que un cambio conformacional de apertura y cierre es
inducido sobre la unién de ligandos, y que este cambio conformacional seria necesario
para que el proceso de catélisis pueda ocurrir (Ito et al. 2003; M. A. Currie et al. 2009;
Rivas-Pardo et al. 2013). Estas aproximaciones experimentales estructurales dieron
cuenta del fenémeno de apertura y cierre pero de manera estitica, no abordando la
dindmica del proceso. Estudios de intercambio hidrogeno-deuterio acoplados a

resonancia magnética nuclear realizados en un homélogo estructural de la superfamilia
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riboquinasa, la adenosina quinasa abordaron la dindmica del proceso e indicaron que
estos movimientos son dependientes de la temperatura (Wolf-Watz et al. 2004;
Krishnamurthy et al. 2009). Aun esto, ninguna publicacién ha hecho referencia ni ha
puntualizado si enzimas de una misma familia, pero adaptadas a nichos de con diferentes
temperaturas, presentaran los mismos tipos de movimientos conformacionales. En este
trabajo de tesis se establecié que el movimiento principal encontrado en la enzima
psicréfila ADP-PFK de M. burtonii fue un cambio conformacional de apertura y cierre
tipo “breathing”. Al introducir los pares i6nicos, este movimiento vario a un cambio
conformacional de apertura y cierre tipo “fwist”, mismo movimiento que presento la
enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. En el futuro, se espera poder ampliar
este estudio utilizando otros modelos enziméticos, para establecer si el movimiento tipo
“breathing” es caracteristico de las enzimas psicrofilas de esta familia o una
caracteristica de las enzimas presentes en el orden Methanosarcinales, y también poder
establecer otfras determinantes estructurales claves en la adaptacién estructural a

diferentes temperaturas.
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7. CONCLUSIONES

La bifuncionalidad en la familia de quinasas de aziicares dependientes de ADP es
una propiedad solo encontrada en los ordenes de arqueas metanogénicos
(Methanococcales y Methanosarcinales), las que aunque presentan actividad PFK y
GK, presentan una actividad preferente PFK. La bifuncionalidad se encuentra
ausente en las quinasas de aziicares dependientes de ADP de los érdenes de arqueas
no metanogénicos (7hermococcales) y en las enzimas de organismos de bacterias y
eucariontes, las cuales solo presentan enzimas con actividad especifica PFK o GK.
Aunque existen diferencias en las actividades enzimaticas a bajas temperaturas entre
la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii (orden Methanosarcinales) y la
enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis (orden Methanococcales), la energia
de activacién para el proceso de fosforilacion de fructosa-6-fosfato (actividad PFK)
es similar para ambas enzimas. La mayor eficiencia para catalizar la fosforilacion de
fructosa-6-fosfato de la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii radica en la
optimizaci6n de los valores de Ky, para este sustrato a estas temperaturas.

Los menores valores de K, determinados para la enzima psicrofila ADP-PFK de M.
burtonii, ademas de la variacion exponencial de este parametro cinético con la un
aumento de la temperatura, son debido a una mayor flexibilidad local del sitio
activo, especificamente de los segmentos que flanquean el motivo conservados de
unién del complejo metal-nucledtido ((D)NXXE). Adicionalmente, se pudo
observar que la enzima psicrofila ADP-PFK de M. burtonii presenta a lo largo de

toda su estructura, una mayor tasa de intercambio hidrégeno-deuterio en
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comparacioén con la enzima meséfila ADP-PFK de M. maripaludis. Esta tiltima solo
presenta un alto grado de intercambio en el extremo C-terminal de la estructura, lo
cual serfa explicado como una compensacion entrépica a la mayor rigidez presente
en las demas regiones de la estructura.

La mayor flexibilidad del sitio activo de la enzima psicréfila ADP-PFK de M.
burtonii seria producto de la ausencia de dos interacciones i6nicas en la segunda
esfera de coordinacion de esta enzima. Estas interacciones se encuentran ausentes en
el ultimo ancestro en comun del orden Methanosarcinales y en el iltimo ancestro en
comun entre el orden Methanosarcinales y el orden Methanococcales, por lo que la
flexibilidad del sitio activo seria un rasgo conservado a través de la evolucién y la
rigidizacién del sitio activo una novedad evolutiva en la enzima meséfila ADP-PFK
de M. maripaludis y en las demds enzimas meséfilas y terméfilas del orden
Methanococcales.

La insercién de dos pares idnicos en la enzima psicréfila ADP-PFK de M. burtonii
no varfa la estabilidad térmica de esta enzima sino que afecta puntualmente la
flexibilidad del sitio activo. Adicionalmente su insercién en la estructura cambia la
dindmica conformacional de la psicréfila ADP-PFK de M. burtonii, desde un

movimiento de apertura y cierre tipo “breathing” a uno tipo “twist”.
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