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Resumen

1. RESUMEN

Numerosas evidencias experimentales demostrarorelgpencipal paso regulador en la
sintesis de glucdgeno en bacterias y de almidgnianas corresponde a la formacion de
ADP-Glc, reaccion catalizada por la enzima ADP-BlRasa. Esta enzima cataliza la
formacion de ADP-Glc y PPi a partir de Glc1P y Af¥Pequiere como cofactor esencial
un i6n metélico divalente, preferentemente®Md.a mayoria de las ADP-Glc PPasas
bacterianas y de plantas caracterizadas hastamaknto estan reguladas alostéricamente
por moduladores que comparten la caracteristiceedetermediarios de la ruta principal
de asimilacién del carbono en la célula consider&mabase a la especificidad por los
reguladores alostéricos, las ADP-Glc PPasas hanctigificadas, hasta el momento, en
nueve grupos diferentes y cabe destacar que alglenalas muestran sensibilidad a mas
de un modulador positivo o negativo. El conocinpede las interrelaciones entre los
distintos efectores es necesario para comprenaengiol de la actividad de esta enzima y

en consecuencia la derivacion del carbono dispemilbh sintesis de polisacaridos.

Esta tesis tiene como objetivo principal conocemetanismo molecular de la regulacion
alostérica de las ADP-GIc PPasas y de ampliarramiento de las interrelaciones entre

los distintos efectores. Las enzimas estudiadasridas deE. coliy A. tumefaciens.

En relacion a los mecanismos moleculares y losluesiimplicados en la activacion de la
enzima dek. coli surgié una hipotesis de trabajo a partir de redafiabbtenidos con una
mutante de insercion que mostraron, como cambidafimental, la insensibilidad a la
activacion por FBP. La secuencia de insercion salilid en urloop adyacente a otros dos
loops que contienen los residuos conservados’‘Gin Trp™'® respectivamente. El
comportamiento de las enzimas mutantes sitio daigcorrespondientes, Q74A y W113A,
fue similar ya que mostraron una falta de sendinilitanto a la activacion por FBP como
al efecto inhibitorio que ejerce el AMP en presande este activador. Los resultados
obtenidos por electroforesis capilar de afinidagtmason que la ausencia de activacion no
se debe a fallas en la union ya que las enzimaantast unen FBP y PLP (analogo de la
FBP y activador de la enzima). Mas aun, el calefiectuado de las constantes de
disociacion aparentes para la FBP, arrojé valotés 3 veces superiores respecto de la
enzima salvaje. Por otro lado, la determinacion m@nero de moléculas unidas de



Resumen

activador por molécula de enzima, reforzé lo pestalacerca de que la FBP y el PLP se
estarian uniendo al mismo sitio, 0 a sitios esjraeiate muy cercanos en la estructura. En
base a estos resultados se construyd un modelocuteietridimensional para la
ADP-Glc PPasa dE. coli, en el que se muestran las conformaciones queaadtmsloops
que contienen a los residuos Gliy Trp**® en presencia y ausencia del activador. El
modelo sugiere que las interacciones entre estyss/fundamentalmente de tipo puente
hidrogeno, juegan un papel critico para la prop@gade la activacion alostérica desde el

lugar de unién de la FBP al sitio activo.

Se estudiaron también las mutantes Q67A y W106Aadenzima deA. tumefaciens
homologas a las Q74A y W113A de la enzimaEdeoli. La activacion por F6P se vio
afectada en ambas enzimas mutantes, lo que noggreinferir que, de manera analoga a
lo que sucede en la activacién por FBP para lamenzieE. coli, tanto la GIA’ como el

Trp106

estarian involucrados en la transmision de lalseflacida porla F6P sobre esta
enzima. La activacion por Pyr también se vio afdtaegativamente por esas mutaciones,
pero de manera diferente segin sea 1&'@lel Trp®el residuo mutado. Estos resultados
sugieren que esta respuesta diferencial de lagnaszinutantes se deberia entonces a
diferencias en los mecanismos de activacion ente y otro efector, que utilizarian

diferentes vias de transmision de la senal alast@tisitio activo.

Para profundizar en el conocimiento del mecanisrotecular de regulacion se disefiaron
dobles mutantes de la enzimalklecoli, las que combinan en su secuencia una mutacion
qgue aisladamente les confiere preactivaciéon, jumtona mutacién que les confiere
insensibilidad frente al activador. Nuevamente \d@deacid la relevancia de los residuos
GIn™ y Trp™® para que se produzca, en forma importante, tantaciivacién por FBP
como la inhibicion que ejerce el AMP en presenaasta. Ademas se puso en evidencia
gue los mecanismos de activacion que operan emudsntes preactivadas estudiadas, la
N-A15 y la G336D, son diferentes.

El Mg?* es un activador esencial de las ADP-Glc PPasassgedesconocia qué residuos
eran importantes para su union. En base al modetedecular de la enzima d& coliy
superposicion con las estructuras tridimensionales otras nucleotidil-transferasas

co-cristalizadas con metal, se puso en evidenci tqnto el Asp”? como el Asp™
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ocupaban posiciones homologas a los residuos agigmmteraccionaban con el metal en
las estructuras cristalinas. Para investigar essible rol del Asp’® con el Mdg*, se
practicaron cortes oxidativos con iones metalicwe la enzima salvaje y el analisis por
SDS-PAGE mostr6 la aparicionde dos fragmentos principales. Experiencias de
modificacion oxidativa realizadas sobre las enzimasantes D276N y D276E sumado al
hecho de que tanto el agregado de Mg-ATP como d& Mg altas concentraciones
protege a la enzima del corte, confirmbn importancia del residuo ASf en la

coordinacion del metal.

Con relacién a la enzima d& tumefaciensun aspecto a dilucidar era la existencia de
posibles efectos entre los dos activadores prifespl F6P y el Pyr. Al estudiarse la

activacion simultanea de la enzima se observd gseattivadores presentaron efectos
cooperativos positivos mutuos en la etapa de ugid@fectos no aditivos en la etapa
catalitica. Resulté interesante que a elevadaseotraciones de ambos activadores, la
velocidad limite alcanzada fue la correspondiergeabtenida solo en presencia de Pyr; lo
que sugiere un fenomeno de dominancia de la coafém y/o del camino de activacion

inducidos por este activador. A pesar de que elaBtva un nimero menor de veces que
la F6P, nuestros resultados indican que, en prieséiecambos activadores, el Pyr es el
activador principal. Se puede hipotetizar que esteportamiento observada vitro

ocurre tambiérn vivo.

Estudios previos indicaron la relevancia de resdubicados en el surco comprendido
entre los dominios N- y C- terminal, tanto paraatdivacion por FBP en la enzima de
E. coli como por F6P en la dA.tumefaciens Entre esos residuos importantes se
encuentra el AspP® en la enzima deA. tumefaciensCon el objetivo de verificar la
relevancia de este residuo y analizar el rol desudlogo erE. coli, el Asp™, se realiz6

la mutagénesis sitio-dirigida en ambas enzimasenidhdose las mutantes D378A y
D385A, respectivamente. El efecto de las mutaciemedos residuos homologos fue
distinto entre ambas enzimagigl analisis de las estructuras tridimensionalepostuld
que esto se deberia a diferencias en los puentiesssgue se forman entre residuos

pertenecientes a cada uno de los dominios, eneraii®@a.

Se encontraron nuevos efectores de la ADP-Glc P&aga tumefaciensentre ellos la
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R5P que produce un efecto activadmportante, mientragjue los compuestos PEP y
3PGA producen un efecto de inhibicién sobre lareaziRelacionando el hallazgo de estos
nuevos efectores con el metabolismo de la bacseripuede concluir que la regulacion
alostérica de la ADP-Glc PPasa detumefaciens enzima clave en la sintesis de
glucégeno, estaria gobernada por los niveles denietdiarios de la via glucolitica de

Entner-Doudoroff en conexion con la ruta de lagqesas fosfato.
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2. ABSTRACT

Experimental evidence showed that the major regujattep in the synthesis of glycogen
in bacteria and starch in plants corresponds tddimeation of ADP-Glc, catalyzed by the
ADP-GIc PPase enzyme. This enzyme catalyzes timeatoyn of ADP-Glc and PPi from
Glcl1P and ATP. The enzymatic reaction is carriediouhe presence of a divalent metal
ion, mainly Md¢"*. Bacterial and plants ADP-Glc PPases are all@styi regulated by
modulators that share the characteristic of bemerimediates of the main path of carbon
assimilation in the cell considered. The ADP-GlaB¢s are classified in nine different
groups, based on the allosteric regulators spégifand some of them show sensitivity to
more than one positive or negative modulator. Dresriimg the interrelationships between
the effectors is necessary to understand the doofrthe enzyme activity and hence

conditions leading to polysaccharide synthesis.

This thesis was conceived with the aim of expandivey knowledge of the interactions
between the different effectors as well as to ustded the molecular mechanism of
allosteric regulation of ADP-Glc PPases. The swidiere performed on two bacterial

enzymes, th&. coliandA. tumefacien&DP-Glc PPases.

Regarding the molecular mechanisms and the resitwe$sed in the activation of the
E. coli enzyme, a working hypothesis arose from the resulitained from an insertion
mutant, in whichthe insertion relapsed in a loop adjacent to tv@iotoops containing the
conserved residues Gfnand Trpg®, respectively. The main effect of the insertionswa
conferring insensitivity to FBP activation. Similgr the corresponding site-directed
mutant enzymes, Q74A and W113A, showed a lack méigeity to activation by FBP and
to the inhibitory effect exerted by AMP in the pease of this activator. The results
obtained by affinity capillary electrophoresis stealathat the failure in activation was not
due to lack of FBP binding. The mutant enzymes B#P and PLP (FBP analog and
enzyme activator) with apparent dissociation caristéor FBP only 3 times higher than
the observed for the wild type enzyme. On the otkide, the estimated number of
activators boungermolecule of enzyme reinforced the idea that FBP RIn bind to the

same site or to very close sites in the enzymetstre.
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Based on these results we built a tridimensionaleoutar model for theE. coli
ADP-GIc PPase, showing the conformations adoptethbyloops containig the residues
GIn™ and Trg*® in presence and absence of the activator. The Insdgests that the
interactions between the mentioned loops, mainbrden bond type, play a critical role
in the propagation of allosteric activation fromH-Binding site to the active site.

We also studied theéA. tumefaciensmutants of ADP-Glc PPase, Q67A and W106A
respectively homologous to the coli mutants Q74A and W113A. F6P activation was
affected in both enzymes which allow us to infeattranalogous to what happens in the
FBP activation folE. coli enzyme, both residues, the Tfpand GI” would be involved

in the transmission of the F6P induced signal aa émzyme. Pyr activation was also
negatively affected by these mutations, but infeedint way depending on whether &ln
or Trp® was the mutated residue. Then, we propose thatifiesential response of the
mutant enzymes can be atributted to differenceienmechanisms of activation of each
effector, which probably utilize different routesr fallosteric signal transmission to the

active site.

To better understand the molecular mechanism aflaggn, double mutants froi. coli
enzyme were designed, combining in their sequemeces mutation which induces a
pre-activated state with another mutation that emnfnsensitivity to the activator. Once
more, the results obtained after the kinetic charaation showed the relevance of
residues GIff and Trg*® in FBP activation and AMP inhibition in the presenof this
activator. It also revealed that the activation haisms operating in pre-activated
mutants (NA15 and G336D) are different.

Mg®* is an essential activator for the ADP-Glc PPasesthe key residues for the metal
binding were still unknown. Based on molecular niodeof E. coli ADP-Glc PPase and
its overlap with the three-dimensional structures ather nucleotidyl-transferases
co-crystallized with metal, it became clear tha fsp*? and Asp’® were in homologous
positions to the acidic residues that interactetth whe metal in the crystal structures. To
investigate the possible role of A&pin Mg?* binding, oxidative cleavage with metal ions
was performed on the wild type enzyme and SDS-PAfBElysis showed two major
fragments. High concentrations of #Mand the addition of Mg-ATP to the preincubation
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mix protected the enzyme from this cleavage. Theselts, along with those obtained by
oxidative modification of the mutant enzymes D27&MN D276E, support the importance

of residue Asp’®in metal coordination.

Regards theA. tumefacienenzyme, the existence of coupled effects betwaentwo
major activators, F6P and Pyr was an interestirsyeisto clarify. We studied the
simultaneous activation of the enzyme and obseitvatdactivators showed mutual positive
cooperative effects in the binding step and nontagdeffects in the catalytic step. At
high concentrations of both activators, the lingtirate reached was the corresponding to
that obtained in the presence of only Pyr, sugggséi dominance phenomenon of the
conformation or the activation pathway induced by. espite Pyr activation fold is
smaller than the corresponding to F6P, when botivadors are present, our results
indicate that Pyr is the main activator. It carhlgpothesized that this behavior obserired

vitro, also occurfn vivo.

Previous studies showed the relevance of residoestdd in the groove between the
N- and the C-terminal domains in the activationh&E. colienzyme by FBP as well as in
the activation of theA. tumefaciensenzyme by F6P. One of those residues in the
A. tumefaciensnzyme is Asg® To verify the relevance of this Asp and its hoogalus in

the E. coli enzyme, Asp™, the corresponding site-directed mutants, D3784 BBS5A,
were obtained and characterized. The results shtveedhe mutations of the homologous
residues affected each enzyme in a different waymRhe analysis of the tridimentional
structure we postulated that the different behavioay arise from differences in the salt
bridges that are possible form between the residues belonging to each onéhef

domains of each of the enzymes.

A characterization of theéA. tumefaciensADP-Glc PPase enzyme regulation by new
effectors was performed. The results showed th& P®duced a significant activating
effect whereas PEP and 3PGA produced an inhibiffiect on the enzyme. Correlating
the discovery of these novel effectors with theahetism of the bacteria, we can say that
the allosteric regulation of the ADP-Glc PPasa frAmumefaciensthe key enzyme in
glycogen synthesis, would be governed by the levels intermediates of the
Entner-Doudoroff glycolytic pathway in connectioritivthe pentose- phosphate route.
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3. INTRODUCCION

3.1.Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono o sacéaridos son componestexiales de todos los organismos
vivos y, de hecho, constituyen la clase mas abuadinmoléculas bioldgicas presentes en
la Tierra. La palabra sacéarido deriva del grieggkcharon,que significa azucar. La
expresion literal “hidrato de carbono” surge decemposicion quimica que en términos
generales es (GA), (Voet y Voet, 2006). Quimicamente son polihidrédédidos o
polihidroxicetonas o sustancias que al hidrolizdiberan estos compuestos. Algunos
contienen ademas nitrégeno, fésforo o azufre (Melgocol.,, 2004). Una de las
caracteristicas principales de los hidratos deorarpasociada con la funcionalidad de los
mismos, es la de poder formar polimeros unidoseptaces glucosidicos. Segun su grado
de complejidad, los hidratos de carbono puedenificease en sacaridos simples
(monosacéridos) y en sacéaridos complejos (disazsiridligosacaridos y polisacaridos)
(Voet y Voet, 2006).

Los monosacaridos son unidades monoméricas deidas;aconstituidos por cadenas
lineales de 3 a 7 carbonos. Dentro los mas impmgafiguran la glucosa (Glc) y la
fructosa (Fru). A menudo, son sus derivados fdsfdos, los que intervienen en los pasos
de sintesis y metabolismo. La fosforilacion actalamonosacarido para una posterior
transformacion quimica y lo atrapa dentro de lalaélLa glucosa-1-fosfato (GIclP), la
glucosa-6-fosfato (Glc6P), el 3-fosfoglicerato (FHG la dihidroxiacetona-fosfato son

ejemplos de monosacaridos esenciales en el metatmtielular.

Los disacaridos consisten en dos monosacarido®siradvalentemente por un enlace
O-glicosidico, cuando un grupo hidroxilo de uno elos reacciona con el carbono
anomerico del otro, 0 ambos carbonos anoméricaxim®an entre si. La oxidacion del
carbono anomérico del azucar por un ion cupricérocb (reaccion que define un azucar
reductor) se produce soélo con la forma lineal, existe en equilibrio con la forma ciclica.
Por lo tanto, un disacéarido en el cual los carb@msnéricos de ambos mondmeros estén
involucrados en el enlace glicosidico, sera unazao reductor, ya que no dispone de un

grupo aldehido libre (Nelson y col, 2004). La sasa (Glca-1,2$-Fru),
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conocida como azUcar de mesa, es un disacaridepgeial importancia. Se la encuentra
en el mundo vegetal, siendo uno de los productectdis de la fotosintesis que estos
realizan, constituyendo la principal forma de tporge de azlcares desde las hojas hacia
otras partes de la planta. Otros disacaridos deriapcia son la maltosa (Giei,4-Glc),
que proviene principalmente de la degradacion ld@ban por accion de Ig-amilasa, y la
lactosa (GapB-1,4-Glc), que se encuentra naturalmente en leelédehmamiferos (Berg y
col., 2002; Nelson y col., 2004). Particular inteh& despertado el disacarido no reductor
trehalosa (Gla+-1,10-Glc), llamada “el azucar de la resurreccion” (Vialeela A vy
Valenzuela S, 2009). Este disacarido se encuemésepte en organismos tan variados
como bacterias, algas, levaduras, hongos y algiumeertebrados. Muchas de estas
especies pueden sobrevivir en condiciones advesgsaparticular ante la falta de agua o
anhidrobiosis, y se sabe que dicha capacidad egaok®, en gran parte, por la trehalosa.
Este disacéarido preserva las biomoléculas mediantaptacion de moléculas de agua en
la superficie de las mismas. Cuando el medio exymria deshidratacion, el disacéarido
resguarda la estructura tridimensional de proteigasnembranas, manteniéndolas
funcionales hasta que nuevamente entren en comtactagua. Ademas, la trehalosa posee
propiedades quimicas Utiles como para ser utilizadao conservador de alimentos, pues
no produce oscurecimiento ni afecta el sabor denismos (Valenzuela A y Valenzuela S,
2009).

Los oligosacaridos consisten de cadenas cortasidaas de monosacaridos, que poseen
entre tres y veinte unidades. En las células, Ilgomparte de estos compuestos no se
encuentra como entidades libres sino unidas a mlakde lipidos o proteinas, a través de
enlaces O- o N-glicosidicos, formando los glicoogados. Entre sus principales
funciones se mencionan la de ser parte constitay@gmtreceptores celulares y participar
del reconocimiento y transferencia de informaciotreecélulas (Berg y col., 2002; Voet y
Voet, 2006).

Los polisacaridos son polimeros que contienen nea20d unidades de monosacaridos,
pudiendo llegar a contener cientos o miles de .ellifieren entre si en el tipo de
monosacarido constituyente, en la longitud de swemas, en el tipo de union y en el
grado de ramificacién. Segun la homogeneidad delosecarido constituyente, se los

puede clasificar en homo o heteropolisacaridose{yo/oet, 2006).
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Los homopolisacéridos de la D-Glc, denominados aglas, son los polisacaridos mas
abundantes en la naturaleza; siendo el glucégehoalneidon y la celulosa los

cuantitativamente mas importantes. A pesar de estestituidos por las mismas unidades
monosacaridas, los distintos enlaces glucosidicms pgesentan, determinan diferencias
estructurales biolégicamente importantes. El gleodgy el almidon, con enlaces tipo
a-glucosidicos, adquieren una estructura tridimerai@n forma de hélice. A modo de
ejemplo, en la Figura 3.1 se muestra la confornmab#icoidal que adquiere la amilosa,
uno de los constituyentes del almidon. Esta cordorém es muy util para la funcion de
almacenaje de carbono y energia que éstos desaempefiadetalla mas abajo, en la
Seccién 3.2.1). En tanto que los enlaces delfiighucosidicos de la celulosa le permiten
formar cadenas lineales paralelas que interacci@rdare si a través de puentes de
hidrégeno (Figura 3.2). Esta conformacion resufitinde para la construccion de fibras
con alta resistencia a la traccion y de esta mararesser la celulosa el principal

componente de las paredes celulares de plantagag, abuede proporcionar sostén

mecanico y proteccion frente a los fendmenos osw®tilesfavorables.

Otro homopolisacéarido cuantitativamente importa#tda quitina, constituida por residuos

de N-acetilglucosamina unidos por enlafek4. Es el componente estructural principal
del exoesqueleto de invertebrados tales como cewmta insectos y arafias y un

componente importante de las paredes celularesatepgrte de los hongos y de las algas
(Voet y Voet, 2006).

Dentro de los heteropolisacaridos de importanciaeseuentra la mureina (también
llamado peptidoglicano), formada por unidades itpa$t de acido N-acetil muramico y
N-acetil glucosamina, entrecruzadas por peptido®sgoconstituyendo las paredes rigidas
de las bacterias. Otros, como el acido hialuréréoostituido por unidades alternantes de
acido glucurénico y N-acetilglucosamina, actla couaricante en el liquido sinovial
presente en las articulaciones y forma parte dea#riz extracelular de cartilagos y
tendones (Nelson y col., 2004).

10
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Figura 3.1. Estructura déa amilosaa): posicidn relativa que adquieren dos unidades cotisas
de Glc unidas por enlacesl,4 (b): conformacion tipo hélice determinada por las uesanrl,4.

Figura adaptada de (Nelson y col., 2004)
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Figura 3.2. Estructura de la celulosg): posicidn relativa que adoptan dos unidades deufitias
por enlace$-1,4. (b): interacciones que se establecen entre dos calieeales paralelas. Tanto
en (a) como en (b) se muestran las interaccionestpude hidrogeno. Figura modificada de

(Nelson y col., 2004).
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3.2.Polisacaridos de reserva

3.2.1.Estructura y funcion

La mayoria de los organismos vivos acumulan resetieacarbono y energia para hacer
frente a condiciones temporalmente adversas enediongue los rodea (Preiss, 1984;
Iglesias y Preiss, 1992). Estas reservas estan titodsess principalmente por

a-1,4-poliglucanos. Los animales, hongos y bactématuyendo las cianobacterias) y las
arqueobacterias acumulan glucogeno; mientras gaégan verdes y plantas el almidon es

el principal polisacarido de reserva (Ballicoragy., 2004).

La estructura del glucégeno bacteriano ha sido mestudiada que la de los mamiferos,
pero los datos disponibles apuntan a la similituiteeellos (Melendez y col., 1998; Preiss,
2006). El glucégeno es un homopolimero de alta masiacular (16-10° Da), formado
por residuos dea-D-Glc, unidos por enlacesn-1,4 glucosidicos, que presenta
ramificacionesa-1,6 glucosidicas cada ocho a doce unidades dgl@&sias y Preiss,
1992). La molécula de este compuesto altamentdicanim, posee una forma casi esférica
(Figura 3.3), con sus cadenas organizadas en capagéntricas (Melendez y col., 1997).
Debido a que cada ramificacion termina en un exirerm reductor, la molécula de
glucégeno tiene tantos extremos no reductores aammificaciones haya, pero sélo un
extremo reductor. Cuando el glucogeno se utilizaacduente de carbono y energia, las
unidades de Glc son separadas a partir de estesned no reductores. De este modo, las
enzimas degradativas que actian solo sobre losneadr no reductores, pueden procesar
simultaneamente varias ramas, acelerando la waiifimadel polimero (Nelson y col.,
2004). Lo mismo ocurre en la sintesis del polisdoaya que la enzima glucdégeno sintasa
produce la elongacion de las cadenas formando esia+l,4 en los extremos no

reductores.

12
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Figura 3.3. Estructura del glucogendA): esquema de la molécula de glucdégeno, con forma
circular y una disposicion en capas (en linea @maatg de las cuales sdélo se representan cinco de
ellas; R: simboliza la molécula de Glc con el cadb@nomérico libre (extremo reductor del
glucégeno)B): corte de la molécula de glucégeno, nétese quetreneo reductor se localiza en el
centro, mientras que los extremos no reductoresiniates de la Gltima capa forman una superficie
sobre la cual pueden actuar las enzimas. Figuraptadhs de: (A), (Melendez y col., 1998);
(B), (Melendez y col., 1999).

El rol preciso del glucogeno en bacterias no elstaamente definido. Se postula que su
presencia sirve para la preservacion de aquellogopentes celulares que se degradan
para obtener energia durante periodos de carencidamentalmente durante la fase
estacionaria (Preiss, 2006). Esto se basa en erp&s realizadas en condiciones de
escasez, donde bacterias cdm@oliy Enterobacter aerogenggque contienen glucdégeno,
no degradan su ARN ni sus componentes proteicosoaia, tal como lo hacen aquellas
células que no lo contienen (Ribbons y Dawes, 1962nge, 1968). En algunas bacterias
la acumulacion de glucégeno se produce cuandoeginsiento se atenlla o cesa por
carencia de nutrientes esenciales como fosforopgeho o azufre (Preiss, 2006)
combinado con la presencia de una fuente de caromxceso. Por esto, la acumulacién
de glucégeno en bacterias se produciria principaieneen la fase estacionaria de
crecimiento (Preiss, 1984, Iglesias y Preiss, 18licora y col., 2003a). Sin embargo,
en Streptococcus mitis(Gibbons y Kapsimalis, 1963)Mycobacterium smegmatis
(Belanger y Hatfull, 1999) yRhodopseudomonas capsuldtdels y Preiss, 1970), se

13
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observé que los niveles 6ptimos de acumulaciongtieglégeno se producen en la fase

exponencial del crecimiento

En Bacillus subtilis la sintesis de glucogeno ha sido asociada con par@acion,
suministrando los recursos necesarios para conduaidiferenciacion (Kiel y col., 1994).
En Streptococcus mutanse ha observado que un polisacarido intracelutailas al
glucdgeno juega un rol central en la capacidadgénica de la bacteria (Spatafora y col.,
1995). EnSalmonella enteriditisesha informado sobre una relacion entre la sintésis
glucdgeno vy la formacién daiofilmsy virulencia de esta cepa. (Bonafonte y col., 2000
Mas recientemente, edycobacterium tuberculosise ha demostrado que la sintesis de
poliglucanosu-1,4 ramificados es esencial para la supervivetkeita bacteria (Sambou y
col., 2008). Este microorganismo posee dos genes cpdifican para enzimas
a-1,4 glucosiltransferasas, que intervienen en rigesis de estos poliglucanos, entre los
qgue se encuentra el glucégeno. Los autores obsengue, como consecuencia de la
anulacion de estos dos genes, mediante la técrat&nbckout por recombinacion
homologa, no se recuperaron células viables. Lanmiscurrié al hacer edknockoutdel
genglgB que codifica para la enzima ramificante. Basandosestas experiencias, los
autores del trabajo afirman que la produccién degjlpcanoso-1,4 de cadena ramificada,

es un requerimiento fisioldgico esencial del battiloerculoso.

El almidon esta presente en plantas, en muchoagdegdos y érganos tales como hojas,
frutos, granos, brotes, raices y tallos (IglesiaBrgiss, 1992). Esta constituido por dos
tipos de polimeros de Glc, la amilosa y la amildépec Ambas moléculas estan
compuestas de unidades polimerizadas mediante esionl,4. La amilosa es
esencialmente una cadena lineal con pocas unigs mientras que la amilopectina se
encuentra altamente ramificada mediante uniomds6é cada 25-30 residuos de Glc
(Figura 3.4). Como se mencion0d anteriormente, adehbidjue las uniones son de tipo
ambas adquieren una estructura helicoidal. En @&ujo de almidén, se encuentran
distribuidas radialmente, de forma tal que suseexts reductores se orientan hacia el
centro, mientras que los extremos no reductoregjelocurre la sintesis y la degradacion,

guedan orientados hacia afuera. (lglesias y PrE3g)

14
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Figura 3.4.(a): pequefio segmento de la cadena de amilosa dotsesa el tipo de unidnl,4
que se establece entre las moléculas de D{B)c.enlacesu-1,6 presentes en la amilopectina
(c): esquema donde se muestra la estructura que tegidalanidon. La amilopectina (en rojo)
adquiere una estructura helicoidal, interaccionacatsigo misma y con la hélice de amilosa (en
azul). Figura adaptada de (Nelson y col., 2004).

Los procesos biosintéticos del almidon se realdemtro de los plastidos, cloroplastos en
los tejidos que realizan fotosintesis y amiloplasn los tejidos de reserva. En las hojas, la
sintesis se realiza durante el dia a partir de ameg&d® provenientes de la fijacion
fotosintética del carbono y la acumulacion del gadarido es transitoria. La degradacion
se produce en oscuridad, obteniéndose productgsequsu mayoria, se utilizan para la
sintesis de sacarosa (Ballicora y col., 2004).dsrdrganos de almacenamiento, tales como
frutos o semillas, la sintesis de almidon se prediurante el desarrollo (Sivak y Preiss,
1998). En el momento de la germinacion de las $&snil tubérculos, o de maduraciéon de
los frutos, el almidon es degradado y utilizado cdaoente de carbono y energia. En estos
tejidos de almacenamiento los procesos de biosntedegradacion del almidén guardan
una separacion temporal mayor que la que ocurtesetejidos fotosintéticos (Ballicora y
col., 2004). Los granulos de almidon en los tejidesalmacenamiento pueden variar en
forma, tamafio y composicion dependiendo de la gldet origen, pudiéndossbservar
diferencias entre los distintos tejidos de una raiphanta (Ballicora y col., 2004) .

15



Introduccion

El camulo de polisacaridos como reserva presentaelastaja de afectar de modo
insignificante la presion osmotica interna celuabido a sus elevados pesos moleculares
(Iglesias y Preiss, 1992). Un ejemplo extraidoNiggon y col., 2004) es ilustrativo acerca
de las ventajas de almacenar Glc en forma polimé8e ha calculado que los hepatocitos
almacenan glucogeno equivalente a una concentranM de Glc, en cambio, la
concentracion de glucégeno es de aproximadamediep. Esto ultimo, sumado a que
el glucogeno es relativamente menos soluble, haeesgq acumulacion apenas contribuya
a la osmolaridad del citosol. Si en el citosol leudi0,4 M de Glc, la osmolaridad seria tan
elevada que provocaria una entrada masiva de bggag llevaria a la lisis celular. Por
otro lado, la concentracion de Glc en el exterigular en sangre de mamiferos es de
aproximadamente 5 mM, por lo que, el cambio degéadibre necesario para ingresar Glc

a la célula en contra de este gradiente elevada, gehibitivo.

3.2.2.Biosintesis dax-1,4 poliglucanos.

Las rutas metabdlicas involucradas en la biossi#sipolisacaridos se dilucidaron luego
del descubrimiento de los nucleésido-difosfo-azeéisgmor L.F. Leloir y colaboradores, en
la década de 1950 (Leloir, 1971). Se demostré gueth de sintesis utilizaba una forma
activada de Glc y se establecio claramente queidainbesis y la degradacion del
glucégeno en mamiferos ocurrian por caminos difesenEn estudios realizados con
extractos de higado de mamiferos se determin6aguU®P-Glc era el donante de grupos
glucosilo para la sintesis del glucégeno (LeloilGgldemberg, 1960). En un primer
momento, a partir de extractos de plantas, senrdajue la incorporacion de los residuos
glucosilo al almidon también se producia utilizatdldP-Glc (Leloir y col., 1961); pero
estudios posteriores (Recondo y Leloir, 1961) deramm que la ADP-Glc era un mejor
sustrato para esta sintesis. Posteriormente, IsefddP-Glc a partir de extractos de maiz
(Recondo y col., 1963) y se identific por primeea la enzima involucrada en su sintesis,
la ADP-Glc pirofosforilasa (ADP-Glc PPasa) (Espati262). Otros trabajos (Sigal y col.,
1964), al estudiar cepas mutantesEdeoli que presentaban una deficiencia en la sintesis
de UDP-GIc pero niveles normales de glucégeno, rermmn grandes cantidades de la

enzima glucogeno sintasa especifica para ADP-@kp enzima ADP-Glc PPasa.

16



Introduccion

En funcion de lo expuesto, se pudo establecerajgitesis de polisacaridos de reserva en
bacterias y plantas (glucogeno y almidén, respactente) ocurre principalmente,
mediante la utilizacion de ADP-Glc como dador dadeos glucosilo para la elongacion
de una cadena-1,4 preformada (Ballicora y col., 2003a; , 20C#yiferencia de lo que
ocurre en las células animales, hongos y organigmoariotas heterotroficos que utilizan
UDP-Glc (Iglesias y Preiss, 1992; Ballicora y cabp3a).

3.2.2.1.Biosintesis den-1,4 polisacaridos en bacterias y plantas
La biosintesis de glucdgeno bacteriano y de almigldrvegetales, que utiliza ADP-Glc

como donante glucosidico, comprende las siguieritgms:

(1) sintesis de la molécula de Glc activada, dangartir de una molécula de azucar-P se
obtiene el nucledsido difosfo-Glc (NDP-GIc).
(2) transferencia del grupo glucosilo desde la md& de NDP-Glc hacia el

a-1,4 polisacéarido preformado.
(3) remodelado de la estructura del polisacaridn,la produccion de las ramificaciones.

La secuencia de reacciones metabdlicas involucextasproceso es

ATP +a- Glc1P <— DR-GIc + PPi (3.1)
ADP-Glc + @-1,4-glucang) <—> (a-1,4-glucano).+1+ ADP (3.2)
(a-1,4-glucang)lineal ——> (0-1,4-0-1,6-glucang)ramificado (3.3)

Las enzimas que catalizan los distintos pasos son:
(3.1) ADP-Glc PPasa [ATR:-D-GIc1P adenililtransferasa; EC 2.7.7.27]

(3.2) Glucégeno/almidon sintasa [ADP-Glc: t4-glucano-4e-D-glucosiltransferasa;
EC 2.4.1.21].

(3.3) Enzima ramificante [1,d-D-glucégeno: 1,4+-D-glucogeno-6a-1,4-a-D-glucdégeno

transferasa; EC 2.4.1.18].
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La regulacion de la sintesis de glucogeno se pmodrc distintos niveles, segun el

organismo. En mamiferos y eucariotas heterotrdbgegulacion ocurre a nivel de la

glucdgeno sintasa, mediante fosforilacion/desfdsimon y regulacion alostérica (Preiss y
Romeo, 1989; Voet y Voet, 2006). En cambio, endr&d y plantas, el paso regulatorio es
la produccién de ADP-Glc, a nivel de la reacciotakizada por la enzima ADP-Glc PPasa

y ocurre principalmente por regulacion alostéricadimda por metabolitos relacionados
con la via principal de utilizacién del carbonoetrmespectivo organismo (Sivak y Preiss,
1998).

La glucégeno sintasa de bacterias y la almidomasantlie plantas catalizan la segunda etapa
en la biosintesis del respectivo polisacarido derka, que consiste en transferir la Glc
activada hacia el extremo no reductor de una miaétei poliglucano en crecimiento. Son
enzimas no reguladas, que utilizan ADP-Glc commagypeal donante glucosidicd al
como se detalld en la Seccion 3.2.2, la reacciofaddmidén sintasa fue descripta por
primera vez utilizando UDP-GIc como dador de grughgosilo (Leloir y col., 1961),
pero poco después se demostro que la ADP-Glc absuster mas eficiente en términos de
Vmax ¥ Km (Recondo y Leloir, 1961). Ambas glucosiltransfesasconservan la

configuracion del carbono anomérico de la molédel&lc que transfieren.

La enzima ramificante cataliza el ultimo paso erbilasintesis del glucégeno y de la
amilopectina. La reaccion que cataliza consta deadapas: la primera es el corte de la
unién o-1,4 glucosidica para luego transferir el oligosacay establecer la uniom-1,6
responsable de que estos polisacaridos presentdficeeiones en su estructura. Se ha
informado la presencia de un solo gglgB) en bacterias y mas de dos genes en plantas
superiores (Sivak y Preiss, 1998). Como se menciam&riormente,el glucégeno
bacteriano presenta un patrén de ramificacion elifier al de la amilopectina. Mientras que
en el glucégeno las ramificaciones son mas cortdasyunionesa-1,6 representan
alrededor del 10% del total de enlaces glucosidiensla amilopectina estos enlaces
representan aproximadamente un 5% del total denesi@Sivak y Preiss, 1998). Estas
diferencias pueden atribuirse al hecho de que @menramificante presente diferente
especificidad con respecto a la cadena a transteal tipo de interaccién que establece
con la glucdégeno/almidén sintasa respectiva de caganismo Estudios realizados con
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enzimas bacterianas truncas en el extremo N-telrsimgieren que esta region estaria
involucrada en la determinacion del tamafio de tiewa a transferir (Devillers y col.,
2003).

3.3.ADP-Glc PPasa

Numerosas evidencias experimentales demostrarorelgpencipal paso regulador en la
sintesis de glucdgeno en bacterias y de almidgnanas corresponde a la formacion de
ADP-GIlc. Como se menciond previamente, esta reace catalizada por la enzima
ADP-Glc PPasa (Preiss, 1984; Iglesias y Preiss2;1Bgeiss y Romeo, 1994; Ballicora y
col., 2004) siendo descripta por primera vez emtpode soja (Espada, 1962). Preiss y
colaboradores describieron el requerimiento dedumietélico, fisiolégicamente el Mg

asi como su reversibilidad vitro, con una constante de equilibrio cercana a 1gPnei
col., 1966). Sin embargan vivg la utilizacion del nucleotido-azucar para la e$ig del
polisacéarido y la hidrdlisis del PPi, debida afdesencia de pirofosfatasas inorganicas en la
célula, desplazan el equilibrio hacia la sintess ADP-Glc (lglesias y Preiss, 1992;
Ballicora y col., 2003a; , 2004).

3.3.1. Clasificacion segun sus propiedades estructuralgsegulatorias

La mayoria de las ADP-GIc PPasas caracterizada® leghsmomento estan reguladas
alostéricamente por moduladores que compartenrigcteaistica de ser intermediarios de
la ruta principal de asimilacion del carbono ercédula considerada (Iglesias y Preiss,
1992). Los activadores de la ADP-Glc PPasa generdbn son metabolitos que
representan sefales de alto contenido de carbarerngia dentro de la célula. Con los
inhibidores ocurre lo opuesto, ya que son interargmi que indican bajos niveles de
energia metabdlica. Estas propiedades reguladerksahzima, junto con el hecho de que
el ATP es uno de los sustratos de la reacciénemiuna adecuada utilizacién de la
energia, indicando que la sintesis de polisacari@oseserva en bacterias y plantas sera
maxima cuando la energia y el carbono celular estéexceso, y viceversa (lglesias y
Preiss, 1992; Ballicora y col., 2003a; , 2004).
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La especificidad hacia los metabolitos que se caotapocomo reguladores alostéricos
sirvib como base para la clasificacion de las ADOP®¥Pasas en 9 grupos o clases
diferentes (Ballicora y col., 2003a). En la Tabla Buede apreciarse la clasificacion mas
reciente, incluyendo los activadores e inhibidodasprincipal via de asimilacion del
carbono para cada célula y también la estructuatemaria reportada para cada enzima.
Las enzimas incluidas en la clase | pertenecerctetias que realizan glucolisis clasica (de
Embden-Meyerhof) (enterobacterias conib coli y Salmonella enterica serovar
typhimurium) reguladas principalmente por fructosa-1,6-bisfas{&BP) como activador

y adenosina-5"-monofosfato (AMP) como inhibidor (Bsey col., 1966). Estan codificadas
por un solo gen, lo que da lugar a un homotetranf@sy con una masa molecular
aproximada de 200 kDa (Ballicora y col., 2003aj$2re2006). Otras bacterias que realizan
glucdlisis poseen ADP-Glc PPasas que pueden seivadas por FBP vy
fructosa-6-fosfato (F6P) e inhibidas por ADP y ANtiRase Il) o que son insensibles a los
activadores pero inhibidas por AMP (clase lll) (Ralra y col., 2003a).

Las enzimas incluidas en la clase IV son aqueltasgmientes de bacterias cuya ruta
principal de utilizaciéon del carbono es la de Enfdeudoroff, como en el caso de
Agrobacterium tumefacieng,que son principalmente activadas por F6P y piau{Pyr) e
inhibidas por ADP y AMP (Ballicora y col., 2003a)apla 3.1). Los organismos de esta
clase carecen de fosfofructoquinasa, por lo queBR no es un metabolito importante en
la asimilacion de las hexosas. Es interesante astme aquellas enzimas que provienen
de bacterias capaces de utilizar tanto la via debdemMeyerhof como la de
Entner-Doudoroff son reguladas por los tres actvest FBP, F6P y Pyr (clase V)
(Ballicora y col., 2003a).

Como se muestra en la Tabla 3.1, la clase VI congigrenzimas de bacterias anaerobicas,
capaces de crecer bajo condiciones heterotréficasseuridad o en forma autotréfica en
condiciones de luz (mediante fotosintesis anox@@niEstos organismos no pueden
catabolizar la Glc pero crecen muy bien con Pytroscacidos tricarboxilicos como fuente
de carbono y dadores de electrones para realizdotésintesis. Estas enzimas son

especificamente reguladas por Pyr (Ballicora y, 26I03b).
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Agrupadas dentro de la clase VII estan aquellas-&iPPPasas provenientes de bacterias
capaces de esporular, como las del géBaxallus (Tabla 3.). Estos microorganismos
sintetizan glucégeno durante las etapas tempraeassplorulacion, un proceso que les
permite sobrevivir cuando las condiciones del mesdio hostiles (Takata y col., 1997).
Bajo estas condiciones, la ruta principal paratilizacion del carbono es el ciclo de los
acidos tricarboxilicos. Las enzimas Bacillus stearothermophilugrakata y col., 1996) y
Bacillus subtilis(Kiel y col., 1994) pertenecen a este grufe las considera un grupo
especial de enzimas, dado que no serian reguladasgbabolitos y, ademas, por presentar
una estructura heterotetramérica del tipsy producto de la expresion de dos gemnpggQ

y glgD, respectivamente) (Ballicora y col., 2003&s importante resaltar que esta

subunidad es diferente a la subunidfencontrada en eucariotas fotosintéticos.

El altimo grupo de ADP-Glc PPashacterianas (clase VIlI) son aquellas proveniedies
cianobacterias, procariotas que realizan una fuiesis oxigénica, proceso semejante al
que ocurre en plantas (Tabla 3.1). Estas enzimssepaoal 3PGA y al Pi como principales
efectores, activador e inhibidor, respectivame@the destacar que esta especificidad de
las enzimas de cianobacterias es idéntica a lapgesentan las ADP-Glc PPasas de
eucariotas fotosintéticos, tales como algas veyd@antas superiores, también agrupadas
en la clase VIII. Todos estos organismos utilizdncielo de Benson-Calvin para
fotoasimilar el CQ@ atmosférico, donde el 3PGA es el primer productermediario. En
general, las ADP-GIc PPasas de la clase VIl sgunlaglas por la relacion 3PGA/Pi en
condiciones fisiolégicas, permitiendo que la enzest preferentemente activada durante
el dia e inhibida durante la noche (lglesias y 93tel992; Ballicora y col., 2004). En
tejidos no fotosintéticos, pueden distinguirse tifess de enzimas. La enzima de tubérculo
de papa es una de las mas estudiadas y al seadatpor 3PGA e inhibida por Pi
pertenece al grupo VIII (lglesias y col., 1993; IRaka y col., 1995). En cambio, las
ADP-Glc PPasas provenientes de tejidos de resercargales se agrupan en la clase 1X

(Tabla 3.1), ya que exhiben propiedades regulataiiterentes (Plaxton y Preiss, 1987;
Kleczkowski y col., 1993a; Gomez-Casati y Iglesid®02). La caracterizacion de la
ADP-GIc PPasa de endosperma de trigo (Gomez-Cadgtesias, 2002) mostré que la
enzima es alostéricamente inhibida por Pi, ADP Y BBque esta inhibicién podia ser
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revertida por 3PGA y F6P, aunque en ausencia deidianes estos ultimos metabolitos no

tienen efecto sobre la actividad de la enzima.

La enzima nativa de plantas y algas verdes, formaheterotetrdmeroaff3;), que
comprende dos tipos de subunidades que difieresusnmasas moleculares y en la
secuencia de sus aminoacidos (Iglesias y Prei82, Ballicora y col., 2003a; , 2004). La
subunidad denominada pequefiamall 50-54 kDa) se encuentra altamente conservada
(85 a 95% de identidad) y posee un rol esenciaknestialitico. La subunidad grandeq
large, de 51-60 kDa) esta menos conservada (50 a 60ftedadad) atribuyéndosele, en
un principio, un rol modulatorio sobre la subunidaPreiss y col., 1991). En general, en
plantas superiores, existe un solo gen que codifica la subunidad pequefia y mas de uno
gue codifica para la subunidad grande. Se ha irddongue erArabidopsis thaliana
(Crevillen y col., 2003; Crevillen y col., 2005)stintas subunidades grandes se expresan
de manera diferencial en la planta y su asociactimla subunidad pequefia da origen a
heterotetrameros con distintas propiedades ciretigaregulatorias, acordes a las

necesidades de sintesis de almidon.

La similitud entre subunidad pequefa y grande (~88%alentidad) sugiere un ancestro en
comun para las mismas. Estudios realizados combansdad grande de la enzima de
tubérculo de papa demostraron que ésta es capr tlesucitada”, o sea, de recuperar su
capacidad catalitica, al mutarse solamente dosluesi(Ly$* y Thr* por Arg y Lys
respectivamente). Esto sugiere que, muy probablemdarivan de un ancestro catalitico
comun, donde las subunidades grandes han manténidoquitectura del sitio activo
incluyendo el sitio de unidn a sustratos pero exhibna inhabilidad de llevar a cabo la
catalisis debido a mutaciones de aminoacidos esencpara tal fin (Ballicora y col.,
2005). En un estudio reciente (Ventriglia y coDQ8) se demostré que dos subunidades
grandes deA. thaliana son cataliticamente activas (APL1 y APL2), ya oestas
subunidades poseen naturalmente los residuos dg Ayg necesarios para la actividad
catalitica como se demostré en el estudio de moési® de la subunidad grande de
tubérculo de papa (Ballicora y col., 2005). En studio mas reciente(Kuhn y col., 2009),
se informo que la subunidad grande del &g#&reococcus tautambién presenta actividad
catalitica Ademas en este trabajo los autores demuestranequed, heterotetramero, la
contribucién de la subunidad grarelelo que respecta a actividad catalitica, es mayer

el aporte de la subunidad pequenia.
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Tabla 3.1.Relacién entre el metabolismo del carbono y lapipdades estructurales y regulatorias
de las ADP-GIc PPasas de diferentes organismosa &dhptada de (Ballicora y col., 2003a).

ADP-Glc PPasas

Principal via
] de utilizacion Regulador alostérico Estructura
Organismo Clase 8
del carbono Activador/es  Inhibidor/es  cuaternaria
Acumulan glucégeno
Procariotas
Heterotroficos
Escherichia coli Via de Embden-Meyerhof | FBP AMP Homotetramero
Salmonella enterica serovar (glucdlisis clasica) (@)
typhimurium
Enterobacter aerogenes
Aeromonas formicans Glucdlisis clasica I FBP AMP
Micrococcus luteus F6P ADP
Mycobacterium smegmatis
Serratia marcescens Glucolisis clasica 11 Ninguno AMP Homotetramero
Enterobacter hafniae (04)
Clostridium pasteurianum
Agrobacterium tumefaciens Via de Entner-Doudoroff I\ Pyr AMP Homotetramero
Arthrobacter viscosus F6P ADP, Pi (o)
Fotosintesis anoxigénica
Chromatium vinosum Via de Entner-Doudoroff \Y, Pyr AMP Homotetramero
Rhodobacter capsulata F6P ADP (o)
Rhodomicrobium vannielii
Rhodobacter gelatinosa Glucdlisis y via de Entner-Doudoroff VvV Pyr AMP Homotetramero
Rhodobacter globiformis F6P Pi (o)
Rhodobacter sphaeroides FBP
Rhodocyclus purpureus
Rhodospirillum rubrum Ciclo de los acidos tricarboxilicos VI Pyr Ninguno Homotetramero
Rhodospirillum tenue y ciclo reductivo de los acidos (o)
tricarboxilicos
Heterotroficos
Bacillus subtilis Ciclo de los acidos tricarboxilicos VIl Ninguno Ninguno Heterotetramero
Bacillus stearothermophilus durante [a esporlacion (0207)
Fotosintesis oxigénica
Cianobacterias
Synechococcu8CC 6301 VIl 3PGA Pi Homotetramero
SynechocystiBCC 6803 Ciclo de Calvin (aq)

Anabaena?CC 7120
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ADP-Glc PPasas

Principal via
Organismo de utilizacion Regulador alostérico
Clase Estructura_l
del carbono Activadorfes _ Inhibidorfes  cudternana
Acumulan almidén
Eucariotas
Fotosintesis oxigénica
Algas verdes
Chlorella fusca Ciclo de Calvin Vil 3PGA Pi Heterotetramero
Chlorella vulgaris (02B32)
Chlamydomonas reinhardtii
Tejidos fotosintéticos Ciclo de Calvin VIl 3PGA Pi Heterotetramero
Hojas de espinaca, trigha thaliana (02B2)
maiz y arroz
Células heterotroéficas
Tejidos no fotosintéticos
Tubérculo de papa Catabolismo de la sacarosa VIl 3PGA Pi Heterotetramero
proveniente de tejidos fotosintéticos
(02B2)
Endosperma de maiz, cebada y trigo IX Ninguno Pi Heterotetramero
directamente.
ADP (02B2)
3PGA y F6P
revierten FBP
inhibicion

Ademas de los metabolitos que se indican en laaT8d, se ha demostrado que la
ADP-GIc PPasa de tubérculo de papa es reguladaupanecanismo redox. Tanto el
ditiotreitol como las tiorredoxindsy m de hojas de espinaca, activan la enzima debido a |
reduccion de un puente disulfuro que se estableire ks subunidades pequefias a través
de residuos de Cys N-terminales (Fu y col., 19%dlidra y col., 2000). Es interesante
destacar que esta regulacion se da también enesfpasies, ya que se ha encontrado que
la ADP-GIc PPasa dérabidopsistambién puede ser activada por agentes reductayes y
esto tiene funcionalidad vivo (Hendriks y col., 2003)

3.3.2.Cinética de la reaccion catalizada

La reaccion catalizada por la ADP-Glc PPasa transq@or un mecanismo cinético de tipo
bisustrato (bi-bi) secuencial ordenado. Paule ysPmn la década de 1970 (Paule y Preiss,

1971) fueron los primeros en describir este meoamispara la enzima de
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Rhodospirillum rubrumPosteriormente, los estudios de unién realizatdse la enzima
deE. colipor Haugen y Preiss apoyaron este modelo, mostrandelpiEP y la ADP-Glc

se unian a la forma libre de la enzima y que ld Bloo era capaz de unirse a la enzima, a
menos que hubiera ATP y Mgen el medio (Haugen y Preiss, 1979). También se
destacaron las propiedades cooperativas de edtaaegdas interacciones heterotropicas
entre sustrato€ntre ellas, cabe mencionar que estos estudioganmstque el ATP se
une a la mitad de los sitios disponibles paraitalgero presenta una ocupacion total en
presencia de GlclP. Mas tarde, se publicaron leglteelos obtenidos con la enzima de
hojas de cebad&leczkowski y col., 1993b). EI modelo cinético pteesto se corresponde
con el modelo secuencial ordenado, pero en este ela8TP y la ADP-GIc se unen a
formas diferentes de la enzima libre, que experiarémun proceso de isomerizacion. Esto
podria estar reflejando diferentes estados confdonales y/o de agregacién de esta
proteina heterotetramérica de plantas, fendmenonguse observa en la enzima de
Rhodospirillum rubrundebido probablemente a su estructura cuaternaesncompleja.
Este mecanismo propuesto coincide con el desqogia otras nucleotidilil difosfo-aztcar
pirofosforilasas (NDP-azucar PPasas), tal como etalld mas adelante en la Seccion
6.1.3.1).

3.3.3.Residuos relevantes para la unidén de sustratos y gzala catalisis.

Estudios de modificacién quimica efectuados sold®A&lc PPasas de diversos origenes
han permitido identificar residuos relevantes pareatalisis y para la unidon de sustratos y
efectores. El advenimiento de la era informatical yanalisis de secuencias proteicas
permitidé localizar posibles aminoacidos blanco, asuyoles, en su mayoria, han sido

confirmados por mutagénesis sitio-dirigida.

Antes de que se conociera la estructura tridimeasiale la ADP-Glc PPasa de
S. tuberosumestudios de andlisis de regiones hidrofébiebaifophobic cluster analygis

y de prediccion de estructura secundaria, aplicadas gran numero de ADP-Glc PPasas
de diversos origenes y representantes de las midsrelases, dieron como resultado el
modelo estructural que se muestra en la Figural&5acuerdo al modelo se postuld que
existe un patron de plegamiento comun entre las -SRFPPasas, mas alld de sus
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diferentes estructuras cuaternariasgn bacterias y,3; en plantas) y especificidades por

los reguladores alostéricos (Ballicora y col., 20032004).

En la ADP-Glc PPasa d& coli, la Tyr'** (Figura 3.5) resulté modificada por analogos de
fotoafinidad del ATP y de la ADP-Glc: 8-azido ATP3yazido ADP-GIc respectivamente
(Lee y col., 1986; Lee y Preiss, 198Bpsteriormente, la mutagénesis sitio-dirigida de es
residuo generd una enzima mutante que exhibié waraada disminucién en la afinidad
por el ATP (Kumar y col., 1988). Esto indicaria geste residuo esta implicado en la

interaccion con el anillo de adenina presente sslistratos ATP y ADP-Glc.

El piridoxal-5"-fosfato(PLP) es un reactivo capaz de formar bases déf $ohiresiduos de
Lys, union covalente que se estabiliza con unaepostreducciéon con NaBHYa que el
PLP puede ser considerado un analogo estructurkd B8P y del 3PGA (en efecto, se
comporta como activador de las enzimagdeoli, de Anabaend?CC7120 y de hojas de
espinaca) (Preiss, 1996), lo hace muy util paratifiear residuos ubicados en los sitios de
unién de aquellos activadores. En la ADP-Glc PReda. coli, (Parsons y Preiss, 1978a;
1978b) el PLP se unié a dos residuos de Lys difeserobservandose que el sustrato
ADP-Glc protegia uno de esos sitios de union (PargdPreiss, 1978b), siendo éste uno de
los primeros trabajos que demostraron la imporéadeiun residuo de Lys en la union del
componente glucosidico. La mutagénesis sitio-digigie la LyS” (Figura 3.5) confirmé

el rol especifico que posee este residuo en lanudé@la GlclP, dado que las enzimas
mutantes presentaron un aumento de 100 a 10.0@8 eecels, 5 para la GIc1P, en tanto
que las constantes cinéticas para ATP?>'MgFBP resultaron similares a las de la enzima

salvaje (Hill y col., 1991; Ballicora y col., 2007)
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Figura 3.5. Modelo estructural comun de las ADP-Glc PPasasde se muestra la distribucion de
estructuras secundarias y de dominios. Las estagctsecundarias se muestran como cilindros
(hélicesa), flechas (laminag), estando interconectadas entre si por secueaciamacidicas de
ordenamiento al azaloppg representados mediante lineas. Se muestran algletos residuos
seflalados como importantes en la interaccion cetmagas y activadores. Los triangulos indican
zonas de hidrdlisis (en algunos casos parcialexjugidos por proteasas sobre las enzimas de
E. coliy deAnabaenaEl dominio catalitico estaria formado por lasioegs 1, 2, 3 y 4, mientras
que la regién ubicada luego debp largo seria importante para la regulacion alastérrigura
obtenida de (Ballicora y col., 2003a).

La mutagénesis sitio dirigida de los residuos hagds en la ADP-Glc PPasa de tubérculo
de papa (Ly5® en la subunidad pequefia y £¥§sen la subunidad grande) confirmé un
papel semejante para el residuo de la subunidagepagpero no para el de la subunidad
grande. Las mutaciones de la t¥=n la subunidad disminuyeron la afinidad aparente
por GlclP entre 135 y 550 veces; mientras que lagciones de la LyS en la
subunidad tuvieron efectos minimos en la afinidad por Gl¢BRllicora y col., 2007).

Esto concuerda con la idea de que, en la enzinta tidberosunta subunidad grande no
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posee actividad catalitica, sino que ejerce unt@femdulatorio (Ballicora y col., 1995;
Ballicora y col., 2003a; , 2004). Es importantetdear que este residuo esta conservado en

la mayoria de las nucleotidilil-transferasas (Blamfeldt y col., 2000).

Estudios posteriores realizados sobre la enzim&.amli posibilitaron una descripcion
detallada de la arquitectura del sitio de unioad&Ic1P (Bejar y col., 2006b). Entre los
aminoécidos estudiados por mutagénesis sitio-daigistan: Git1*, Sef*? Tyr**® Asp™°,
Phe®® Trp*"*y Asp?’®. Las mutaciones de estos aminoacidos por Ala arastren todos
los casos una disminuciéon de la afinidad por GldEP1 o 2 6rdenes de magnitud,
indicando que los mismos estan involucrados, eromaynenor medida, en la interaccion

con este sustrato.

Por otra parte, el aminoacido A%pde la enzima deE. coli (Figura 3.5), residuo
conservado dentro de las ADP-Glc PPasas de diesr@nganismos, fue identificado como
un residuo fundamental en la catalisis enzimatiaa.enzimas mutantes D142A y D142N,
mostraron una disminucién en la actividad catalitte cuatro 6rdenes de magnitud,
mientras que los demas parametros cinéticos naanostcambios significativos (Frueauf

y col.,, 2001). Resultados equivalentes se obturvietomutar el residuo homélogo, el
Asp™®, de la subunidad pequefia de la enzima de tubédeupmpa (Frueauf y col., 2003),
pero no al mutar el residuo correspondiente enbarsidad grande, lo que era de esperarse

debido a la carencia de actividad catalitica de @$ima.

Analizando las secuencias de diferentes ADP-Gls&Pde bacterias y de las subunidades
pequefia y grande de plantas, se observo que agaebanidades con actividad catalitica
poseian ciertos residuos que no se encuentran rgades en las subunidades no
cataliticas (Ballicora y col., 2005). Como se disa@rmas arriba, se logro recuperar el rol
catalitico de la subunidad grande de la ADP-GlcsBRke tubérculo de papa mutando los
residuos Ly&' y Thr* por Arg y Lys, respectivamente (Ballicora y cA&005). Estos
resultados establecen claramente la importanciapqaeen estos dos residuos (Aryg

Lys*? en la enzima dE. coli) en la catélisis.
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3.3.4.Residuos importantes para la regulaciéon por efectas

Como ya se menciond en el inciso anterior, los dgssude modificacion quimica
realizados sobre la enzima Becoli (Parsons y Preiss, 1978a; 1978b) demostraronique e
PLP, andlogo de la FBP y activador de la enzimajréa principalmente a dos sitios
diferentes de la proteina: ¥jsy Lys'®> Esta modificacién sobre la Ls(Figura 3.5),
curiosamente era protegida por la FBP y por eh&y@nediol bisfosfato, siendo también
este ultimo un activador de la enzima. Posteriotejese demostro que la mutacion de este
residuo disminuia, de manera notable, la afinidzatente por la FBP, confirmandose la
importancia de este residuo en la interaccion ¢@etevador (Gardiol y Preiss, 1990). En
las cercanias de la 3shay predominio de residuos basicos, como los uesidrgininas
29, 32 y 40 y lisinas 34, 39 y 42, lo que impliceedhay cargas positivas suficientes como
para unir grupos fosfatos, carboxilatos o aldeh{dotavés de la formacion de base de
Schiff). Los activadores més efectivos de la AD-BPasa dE. coli generalmente tienen
dos residuos fosfato, como la FBP, 1,6-hexanedgbbdfato, NADPH o una molécula
conteniendo un grupo fosfato y uno aldehido, comelecaso del PLP, o conteniendo un
fosfato mas un carboxilato como en el caso del PEPfosfo-glicerato y acido
4-piridoxico-5P(Preiss y Romeo, 1989). La idea de que estos diserstivadores se unen
al mismo sitio (0 en las cercanias) ha sitio awalpdr estudios cinéticos (Preiss y col.,

1966; Gentner y col., 1969) y estudios de equdilde union (Haugen y Preiss, 1979).

Como el PLP es capaz de activar a las ADP-Glc BRPds#&nabaenay de hojas de
espinaca, también se lo utilizé para identificasidaeos de Lys localizados en el sitio de
unién del 3PGA. En la enzima d&nabaena se unié a los residuos 138y Lys*®
(Figura 3.5), cuya participacion en la union dehacor fue confirmada por mutagénesis
sitio-dirigida (Charng y col., 1994; Sheng y cdl996). Las mutaciones de estos residuos
en la enzima de tubérculo de papa demostraronaqubién formarian parte del sitio de
union del 3PGA y que la contribucion de estos ressda la unidn del activador es aditiva.
Sin embargo, las mutaciones de estos residuos enblanidad pequefia resultaron en
enzimas con menor afinidad por el 3PGA que sus megahomologas en la subunidad

441
S

grande. Esto indica que la Y8y la Lys"! de la subunidad pequefia de la enzima de

tubérculo de papa (homodlogas a las 5y Lys **° de la enzima deAnabaena,

29



Introduccion

respectivamente) son mas importantes que sus éguiies en la subunidad grande
(Ballicora y col., 1998). Esto sugiere que los daes relevantes para la activacion se
encuentran en la subunidad pequefia de la ADP-Gils&P&e tubérculo de papa y que la
subunidad grande contribuye a la activacion enioadior hacer mas eficiente la union
del efector a los sitios ya presentes en la subdneequeia, antes que aportando nuevos
sitios de unidén al 3PGA. En estudios similares tefedos con la enzima de hojas de
espinaca, el PLP se unié a la 4sle la subunidad pequefia (muy cercana al C-terninal
a otras tres Lys de la subunidad grande. La piiig@ci®n de estas Lys fue evitada por el
3PGA, indicando gue las mismas se encuentran cercas#®ale union de este activador
0 estan directamente involucradas en dicha unicaréMy col., 1988; Ball y Preiss,
1994).

En algunas ADP-Glc PPasas se han identificado uesidde Arg funcionalmente
importantes. La mutagénesis de las argininas dm#ma deAnabaenamostré que el
residuo Arg®* conservado en las enzimas pertenecientes a plgntinobacterias, esta
involucrado en la selectividdthcia el inhibidor de la enzima, el Pi (Sheng yid2e1997;
Frueauf y col.,, 2002). Mediante técnicas de moaodaién quimica y mutagénesis
exploratoria con Alsse demostrd la importancia de ciertos residuos medél extremo
N-terminal de la enzima d&. tumefacieny su participacion diferencial en la union y/o
accion de los activadores de la enzima: la F6PByel(Gomez-Casati y col., 2001). Por
ejemplo, la mutante R32A posee afinidad reducida @ F6P, pero con respecto a la
activacion por Pyr, se comporta de manera muy sereja la enzima salvaje. Las
mutantes R33A y R45A presentan mayor actividadneatica, en ausencia de activadores,
que la enzima salvaje, pero exhiben escasa adiivaar Pyr, ninguna respuesta a la F6P

y desensibilizacion a la inhibicién por Pi.

Estudios de mutagénesis al azar permitieron ideatifl residuo Asf3® de la subunidad
pequefia de papa como importante para la activpddB8PGA (Greene y col., 1996). En
la secuencia aminoacidica, este Asp es el aminb&cidtiguo a la Ly®* implicada en la
union del activador 3PGA (Ballicora y col., 1998).
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3.3.5.Caracterizacién de dominios involucrados en la redaciéon

Segun los estudios analizados en el inciso antgramria interpretarse que los sitios de
union de los activadores alostéricos estarian ilamds en dominios diferentes en las
enzimas de organismos heterétrofos (bacterias)respecto a los autdtrofos (plantas y
cianobacterias). En bacterias heterotroficas, c&mooli y A. tumefaciensestos sitios

estarian localizados mayormente en el extremo iibed (Ballicora y col., 2003a; , 2004)

En los organismos autotrofos, aquellos residuoslimvados en la regulacion alostérica,
en su mayoria Lys y Arg, pertenecen al extremor@iteal. Ademas otros estudios han
demostrado que cambios en los aminoacidos del do@Herminal de enzimas de plantas
provocan un viraje en la preferencia por el activadiesde 3PGA hacia F6P o FBP

(Salamone y col., 2002).

Sin embargo, un estudio realizado por (Ballicoraol,, 2002), donde se construyeron
enzimas quimeéricas, hibridas entre las proteinds deliy A. tumefaciensdemostré que,
aungue hay residuos importantes para la activadeémtificados en el extremo N-terminal
de estas dos enzimas, el dominio C-terminal eermadgtante de la afinidad y especificidad
por el activador. En consecuencia, los resultadidenidos con las enzimas quiméricas
pusieron en evidencia la importancia de la intaéecentre ambos dominios en la
determinacion de la especificidad hacia el efecdolemas, cuando se co-expresaron los
dominios N-y C-terminales de la enzima Hecoli se observd que existe una fuerte
interaccion entre ellos, importante para las pdgpies alostéricas y la estabilidad
estructural de la misma (Bejar y col., 2004).

La longitud del dominio N-terminal es importantelemegulacion alostérica. Dos enzimas
mutantes deE. coli, truncas en el extremid-terminal (N-A11 y N-A15) exhibieron, en

ausencia de FBP, una actividad especifica mayor lgude la enzima salvaje, y no
mostraron activacion considerable por este activadotampoco respondieron a la
inhibicién por AMP (Bejar y col., 2006a). En plastadambién el extremo N-terminal

estaria involucrado en la regulacién. Tal es eba#es la enzima de tubérculo de papa,
donde la falta de 10 aminoacidos en este dominidadsubunidad pequefia, al ser
expresada junto con la subunidad grande, aumerifinidad aparente de la enzima por el

3PGA, siendo menos sensible a la inhibicién pgBRllicora y col., 1995).
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Al truncar 17 aminoacidos de la subunidad grandeltstevieron resultados similares
respecto del Pi, pero una mayor afinidad apareote respecto al 3PGA, indicando
asimismo que este dominio tendria una injerencigoman la regulacion alostérica de

estas enzimas (Laughlin y col., 1998).

Con respecto al dominio C-terminal de la enzimabdeterias, hay evidencias de que
también seria responsable de la activacion aloatéya que en la enzima &e coli se
caracterizaron dos mutantes del extremo C-termP285S y G336D (Figura 3.5), que
presentaban mayor afinidad por el activador (Mgyeol., 1998a; Meyer y col., 1998b).
Esto indica que estos residuos no estarian directEminvolucrados en la unién del
activador (ya que en dicho caso la afinidad debsgfamenor) pero igualmente sugiere

que, cambios en este dominio C-terminal afectaedpuesta de la enzima a los efectores.

Se puede afirmar entonces que, mientras la regémrat de estas enzimas estaria
involucrada en la union de sustratos y en la cgalserian los dominios N- y C-terminales
los responsables de la regulacion alostérica denlesnas, residiendo en ellos la
especificidad hacia los distintos efectores deddsrentes clases de ADP-Glc PPasas
(Ballicora y col., 2003a) y siendo indispensableapial fin la existencia de un arreglo

combinado entre ambos.

3.3.6.Prediccion de la estructura tridimensional de la emsima ADP-Glc PPasa

Tal como se comentd en la Seccion 3.3.3, mediasitalies de prediccion de estructura
secundaria y de regiones hidrofébicas se logré odefo estructural comun para las
ADP-GIc PPasas. ElI modelo, mostrado en la Figubka Bwestra una zona tipica de
proteinas que unen nucledtidos. La region 1 prasema lamina plegadi seguida de un
looprico en glicinas semejante a losltp’ (del inglés:phosphate binding logpresente
en proteinquinasas o en sitios de union a nuclest{&araste y col., 1990). La regién 2
posee un arreglo de 3 laminas plegdtlgs3 hélicesy, conformacion compatible con el
plegamiento de Rossman (Rossman 1974). Ademasr&* Tyesiduo involucrado en la
union del ATP (Lee y col., 1986; Lee y Preiss, I38émar y col., 1988), se encuentra en

esta zona. Esto sugiere, que las zonas 1 y 2 sdwiamios o subdominios de unién del
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ATP (Ballicora y col., 2003a). Es importante deataque la mayor parte de aquellos

residuos conservados entre las ADP-Glc PPasagyapezn roles especificos en la union

14y Lys'™), en la catélisis (efE. coli Asp*?) y en la

382
S

de sustratos (et. coli, Tyr
regulacién alostérica (eE. coli Lys*®; en Anabaena Lys**? y Lys"'%) se encuentran
ubicados en zonas predichas colmops. Igualmente, los residuos Bfoy Gly**® que
cumplen una funcion importante en la regulacionladenzima deE. coli, también se

posicionan emoops(Meyer y col., 1998a; Meyer y col., 1998b).

Cabe destacar que este modelo estructural conguendauanto a la distribuciéon de
estructuras secundarias, con las estructuras @s OtDP-azucar PPasas cristalizadas,
sugiriendo que, si bien la identidad de secuereiastas enzimas es baja en comparacion a
la que presentan entre si las ADP-Glc PPasas, tlss poseen un dominio catalitico
comun (Ballicora y col., 2004). En el afio 2005 eaacio la estructura cristalina de la
ADP-GIc PPasa de tubérculo de papa (Jin y col.5R00en el 2007 la dA. tumefaciens
(Cupp-Vickery y col., 2008), las cuales aportangioimacion mas detallada, pero siempre

en concordancia con este modelo.

3.3.7.Estructura cristalina de la ADP-Glc PPasa de tubérnalo de papa.

La estructura obtenida de la ADP-Glc PPasa de dulzérde papa presenta ciertas
limitaciones. Por un lado, fue cristalizada commbtetramerod,) que posee propiedades
cinéticas propias, como una menor afinidad porR&A, el cual resulta esencial para su
actividad y una mayor sensibilidad a la inhibicgpr Pi que el heterotetramemmff,) que
conforma a la enzima nativa. Sin embaroafinidad por los sustratos y el Kiges
esencialmente la misma para ambas estructurasic@ally col., 1995). Ademas la
cristalizacion se realizé en presencia de elevadasentraciones de sulfato de amonio v,
siendo éste un inhibidor de la enzima por su afalegtructural con el Pi, la estructura

corresponde a una forma alostéricamente inhibiday(dol., 2005).

El monomero de la subunidad cristalizada de ADPRFasa de tubérculo de pagsta
constituido por un dominio catalitico N-terminalupy dominio C-terminal, conectados

entre si por ufoop interdominio (Figura 3.6-A). El dominio catalitiesta compuesto por
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siete ldminas plegadfisrodeadas de hélicas El loop que conecta ambos dominios
comprende los aminoacidos 300 al 320 y estableoeerosas interacciones conlebp
equivalente de otra subunidad. Uno de los maygredes de esta estructura cristalina fue
acerca de la conformacion del dominio C-terminabstrando que adopta una forma de
hélice de laminag} paralelas con giro hacia la izquierda y al intei@tar con el
C-terminal de otro mondmero, la enzima adquierestado oligomérico distintivo que se
muestra en la Figura 3.6-B. Este dominio C-termitake encuentra en otras PPasas o, si
esta presente, como en el caso de la N-acetil@nuosa-1P uridilil-transferasa de coli
(Brown y col., 1999), su conformacion con respeaitdominio N-terminal es totalmente
diferente (Jin y col., 2005) (ver también Seccih3.

Esta estructura cristalina brindé importante infacian con respecto a la estructura
cuaternaria de la enzima. Tal como se observa eRigara 3.6-B, los mondmeros
denominados A y B interaccionan mediante sus dammifi-terminales y a través de los
loopsinterdominios ya mencionados. Entre los mondmees®uhinados Ay A" (B 'y B)

se establece un puente disulfuro entre lasCsiendo ésta la Unica interaccién establecida
entre ellos. Como esta Cyse encuentra presente en las subunidadesrfo en lasf),
este puente disulfuro sugiere que la posicion ivelatle las subunidades:)(en el
heterotetramero seria equivalente a la que ocupandénominadas A y A" en el
homotetramero. Como se detal la Seccion 3.5.1, este puente disulfuro seria el
responsable de la regulacion redox que preserdazdema (Fu y col., 1998; Ballicora y
col., 2000). Esta Cys no se encuentra conservadaseenzimas de bacterias conocidas
hasta el presente, por lo que este enlace intear&te no se establece entre las

ADP-GIc PPasas bacterianas.

Junto a la enzima cristalizan iones sulfato (FiguaA). Como la mayoria de los residuos
gue interaccionan con estos iones se encuentraerfuente conservados entre enzimas de
plantas y bacterias, se ha sugerido que estos stidan relevantes para la union de
efectores metabdlicos de carga negativa, comolsg@A y Pi de las enzimas de plantas
(Jin y col., 2005). Es importante mencionar querksduos que interaccionan con los
aniones sulfato se encuentran tanto en el dominicolho en el C-terminal, confirmando

estudios previos que muestran la importancia deoantmminios en las propiedades
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regulatorias de las ADP-GIc PPasas (Ballicora y, @l02; Bejar y col., 2004; Jin y col.,
2005).

lones sulfato

ADP-Glc r ) .

(A) (B)

Figura 3.6. (A). Estructura cristalina del monémeng ¢e la ADP-Glc PPasa @& tuberosunson

el sustrato ADP-GIc y los iones sulfato. En amarillominio N-terminal, en rojo: dominio
C-terminal, ADP-Glc y sulfatos se muestran seguipelde atomo: carbono, verde; oxigeno, rojo;
nitrdgeno, azul; fésforo, magenta y azufre, narafifqp Estructura cristalina del homotetramero
(0g), donde se indica el puente disulfuro que se kstakentre las subunidades A y A". Figuras
adaptadas de (Jin y col., 2005). Las coordenadda dstructura (1YP4) estan disponibles en el
servidor Protein Data Bank.

El sitio activo de la ADP-Glc PPasa consiste en larga hendidura, recubierta por
residuos aminoacidicos conservados en otras nidilédtansferasas. La estructura
cristalina muestra que sélo las subunidades A yi®en ATP, lo que concuerda con los
resultados hallados por métodos de equilibrio d®rurfHaugen y Preiss, 1979)a
molécula de ATP se ubica en el sitio activo en eorgormacion completamente diferente
de la observada en otros complejos NTP/azUcar-dtistePPasa, ya que los fosfafog y
ocupan parcialmente el sitio de union de la GlcdiEndo entonces esta conformacion
incompetente para la catalisiEn ambas subunidades que unen el ATP los cambios

observados son idénticos y los mas significativmgren en eloop rico en glicinas, cuya
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secuencia, muy conservada en nucleotidilil-tramasfes, es: GGXGXRL, (Sivaraman y
col., 2002; Jin y col., 2005) (en la enzimakElecoli corresponde a los residuos 27 al 33,
cuya secuencia es: GGRGTRL) y eroalp de los residuos 106 al 119 (el cual contiene a
la Phé'’, homéloga a la Tyt* de la enzima dé&. coli). Ademas, la estructura cristalina
muestra la presencia de interacciones entre sudnegdya que la union del ATP a las

subunidades A y A" produce cambios conformacionatelas subunidades By B".

En lo que respecta a la union de la ADP-Glc ersteuetura cristalina, este sustrato se une
a tres subunidades, pero sélo en una de ellaslicota esta bien posicionada, adoptando
conformaciones semejantes a aquellas vistas ers atommplejos estructurales de
NDP-azlcar PPasas. Entre las interacciones mastanpes se encuentran los puentes de
hidrégeno entre la molécula de Glc y los residube®G Sef?°y Asp® y el puente salino
que establece la LY¥ con el fosfato de la Glc1P. (Jin y col., 2005)slautores de este
trabajo afirman que los residuos &fuy Lys'®® juegan un papel importantisimo en la
union de la molécula de Glc1P, siendo ambos partendnotivo conservado, presente en

varias NDP-azucar PPasas.

3.3.8.Estructura tridimensional de la ADP-Glc PPasa deéA. tumefaciens

En un trabajo reciente se logro cristalizar la AGE-PPasa dA. tumefaciengn su forma
tetramérica (Cupp-Vickery y col., 2008), siendoaés& primera estructura cristalina
obtenida para una enzima de origen bacterianonsaitnte a esta familia. Los cristales
fueron obtenidos utilizando sulfato de litio com@@pitante, dando lugar a una forma
alostéricamente inhibida de la enzima. Los domirgsgucturales que conforman la
proteina resultaron ser casi idénticos a los otbbsnipara la enzima cristalizada de
tubérculo de papa, un dominio N-terminal que c@uese a una protein@f y uno
C-terminal en forma de hélice de lamirfaparalelas. Mediante mutagénesis sitio-dirigida
se demostrd la importancia debp de las Gly, tanto en la uniéon del ATP como en la
catalisis, cuyo cambio de conformacion al unirge sastrato a la enzima &e tuberosum
ya habia sido descripto (Jin y col., 2005). Se rwotee F6P, principal activador de la

enzima, en la region de interfase entre los domsiNioy C-terminales, ya que en esta zona
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se unen iones sulfato, inhibidores competitivosedte activador. Basandose en este
modelo y en analisis de alineamiento de secuensgaspnstruyeron enzimas mutantes de
la His*® que resultaron ser activadas por FBP, quedandblesida la importancia de esta

zona de interfase en la especificidad por estatats.

3.3.9.Similitudes y diferencias entre la ADP-Glc PPasa gtras NDP-azucar PPasas.

La comparacion de las estructuras tridimensionaleslas ADP-Glc PPasas con las
estructuras que presentan varias NDP-azucar PPagasno las enzimas
N-acetilglucosaminalP uridilil transferasa dE&. coli, GlIclP timidilil transferasa de
Pseudomonas aeruginosa de E. coli y GIc1P uridilil transferasa d€orynebacterium
glutamicum entre otras, muestra que estas enzimas posedominio PPasa comun con
un plegamiento similar, que se asemeja al de tggsRann de unién a nucleétido (Brown
y col., 1999; Blankenfeldt y col., 2000; Sivaramacol., 2002; Jin y col., 2005; Thoden y
Holden, 2007b). El alineamiento de secuencias daa#uidos de estas enzimas muestra
un patron de residuos conservados y coherenteacatcion similar que catalizan. Estos
residuos, ya mencionados previamente en distig@asanes, se encuentran en el dominio

pirofosforilasa que presentan en comun y correspoadas siguientes zonas o residuos:

- El looprico en glicinas presente en el extremo N-termilgala proteina que forma parte
del sitio de union al nucleétido. (Preiss, 1996;\col., 2005; Cupp-Vickery y col., 2008).
En las NDP-azucar PPasas dicha region se compohemdévo (G)GXGXR(L)
(Blankenfeldt y col., 2000; Sivaraman y col., 2002)

- Los residuos Asf® y Asp?’® de la enzima deE. coli presentes en todas las
ADP-GIc PPasas y muy conservados en diferentesotidil transferasas (Blankenfeldt y
col., 2000; Thoden y Holden, 2007b). Ambos son @sées para la catalisis y se ha
propuesto que interactiian con el catién divalentg*NFrueauf y col., 2001; Jin y col.,
2005).

- ElI motivo EKP (aminoacidos 194 al 196 en la eride E. coli)), conservado en las
ADP-GIc PPasas y la mayoria de las NDP-azucar BBasayos residuos contiguos, EK,
estan involucrados en la union del sustrato azBg@lankenfeldt y col., 2000; Jin y col.,
2005; Bejar y col., 2006b).
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El plegamiento comun del dominio pirofosforilaséoy residuos conservados ubicados en
el mismo, sugieren que las NDP-azucar PPasas ctanparmismo mecanismo basico de
catalisis, (Haugen y Preiss, 1979; Blankenfeldbly, 000).

La principal diferencia entre las ADP-Glc PPasagrgs NDP-azlcar PPasas radica en el
dominio C-terminal que poseen las primeras. La meaziN-acetilglucosaminalP
uridilil transferasa d&. coli posee también un dominio C-terminal con estrualeraélice
compuesta por laminas plegadfs pero tanto la orientacion respecto del dominio
N-terminal, como la funcién, son diferentes (Balte y col., 2003a; Jin y col., 2005).
Mediante diversos estudios, se ha demostrado qaemsinio C-terminal se encuentra,
directa o indirectamente, involucrado en las pragies reguladoras alostéricas de las
ADP-GIc PPasas de diferentes fuentes (Ballicoraly 2003a; , 2004), lo que sugiere que
la falta de regulacion alostérica en las demas dPRar PPasas puede deberse a la falta
de tal dominio modulador de la actividad enzimatiEatas similitudes y diferencias
encontradas entre las diferentes NDP-azucar PBpsdasn indicios acerca del mecanismo
evolutivo de la familia de las PPasas. A la vez goaservan dominios y residuos
esenciales para su actividad, difieren en otrosimiomestructurales y en las propiedades
regulatorias, posiblemente debido a la adaptace&ad enzimas a las diferentes rutas

biosintéticas a las que pertenecen (Ballicora y 20004).
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4. OBJETIVOS.

El presente Trabajo de Tesis tiene como objetiveege profundizar el conocimiento de

las relaciones estructura-funcién de la enzima ARPPasa (EC 2.7.7.27). Se propone
estudiar las propiedades cinéticas, regulatoriagstructurales de la enzima, para
caracterizar la union y cambios conformacionalesdpecidos por sustratos, cationes
divalentes (que actian como activadores esencialejuladores alostéricos y establecer

posibles interacciones entre los mismos.

De acuerdo a lo antes mencionado, se plantear@igoientes objetivos particulares:

a. Disefar, construir, producir y purificar mutanggso dirigidas, truncadas y de insercion
para avanzar en el estudio del mecanismo de regnlatostérica de las ADP-Glc PPasas,

en particular las dE. coliy A. tumefaciens

b. Caracterizar la interaccién de los diferentestefes con la ADP-Glc PPasa, ya sea
sobre la enzima nativa o modificada, por medio stedtos cinéticos y de equilibrio de
union utilizando métodos de electroforesis capikspectroscopia de fluorescencia y

dicroismo circular

c. Estudiar el efecto simultaneo de los dos activadgrencipales de la enzima de
A. tumefaciensla F6P y el Pyr. Plantear y evaluar un posible anetno cinético de

reaccion que permita explicar este comportamiento.

d. Utilizar herramientas informaticas de modelade germitan establecer correlaciones
de los datos experimentales con la estructurartadsional de las secuencias en estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Vectores utilizados

Los vectores que se emplearon en esta tesis soadies de la familia pET.

- pETEC: vector derivado del pET24a que posee elgigh que codifica para la enzima
ADP-GIc PPasade E. coli subclonado entre los sitios de restriccifidd y Sad,
(Ballicora y col., 2002).

- pETAT: plasmido derivado del pET24a que poseesdauencia del geglgC de
A. tumefacienssubclonado entre los sitios de restriccddd y Sad (Ballicora y col.,
2002).

5.2.Cepas bacterianas

En el clonado y expresién de las proteinas recoanibés se emplearon las siguientes cepas
deE. coli

a. Escherichia coliTOP10 (Invitrogen).

b. Escherichia colBL21(DE3) (Invitrogen).

5.3.Medios de cultivo

a. Luria-Bertani (LB): triptona 10 g/l, extracto devéelura 5 g/l, NaCl 5 g/I.
b. LB-agar: medio LB adicionado de 1,6% (p/v) de agar.

c. LB-Glc: medio LB con el agregado de Glc al 2,0%])p/

5.4. Antibioticos utilizados

Se utiliz6 Kanamicina (Kan) en una concentracidalfide 50ug/ml, ya que los vectores

PETEC y pETAT confieren resistencia hacia estebaittco.
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5.5.Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de ADN se separaron electroforéticmam geles de agarosa al 1% (p/v)
preparados conbuffer TAE [Tris 40 mM, &cido acético 40 mM, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, pH: 8,0] celnagregado de bromuro de etidio en
una concentracion final de 0;@/ml. Las muestras se acondicionaron con glice#ol 3
(v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v) antes de lima la siembra. Las corridas

electroforéticas se realizaron a voltaje constdh@® V) por 30 min aproximadamente.
Para visualizar las bandas se utilizé un transihachdor UV a 302 nm (DyNA Light,

LabNet International Inc.). Como marcador de tamdgolos fragmentos de ADN se

utilizé el bacteriofagd (Promega) digerido con las enzinta=oR y Hindlll.

Para la extraccion de ADN a partir de geles deasgase utilizd el sistema QIAquick®

PCR Purification Kit (Qiagen) de acuerdo a las¢adiones del fabricante.

5.6. Mutagénesis sitio dirigida.

Se utilizo la técnica dQuikChange(Stratagene). Este procedimiento utiliza un par de
oligonucleotidos portadores de la mutacion, complaarios a una misma secuencia de
ADN en cuya region central se encuentra el resalawutar. Mediante la técnica de PCR
se extienden ambas cadenas del ADN molde (plasmidego, la muestra se somete a
digestion con la enzima de restriccibpnl que hidroliza el ADN usado como templado.
El ADN plasmidico sintetizado en la reaccién de PsgRutiliza para transformar células
E. coli TOP10. La busqueda de clones que contengan la idwitae realiza mediante

secuenciacion.

5.7.0btencion de células competentes

5.7.1.Método del CaCb

Se utilizé un cultivo saturado de la cepaEleoli correspondiente, para inocular medio
LB fresco, en una dilucién 1/20. Cuando el cultbaxteriano alcanz6 una [ ~0,4, las
células se fraccionaron en alicuotas de 1 ml yes&ritugaron a 5000 x g durante 5 min a
temperatura ambiente. Se resuspendieron epl5®ST1 (MOPS-NaOH 10 mM; KCI
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10 mM; pH 7,0). Luego de centrifugar nuevamenteckdslas en las mismas condiciones
que el paso anterior, se resuspendieron enyb@@ ST2 (MOPS-NaOH 100 mM; KCI
10 mM; CaC} 50 mM; pH 6,5) y se incubaron 15 min en hielo; dékulas se separaron
mediante una nueva centrifugacion y se resuspeamder 10Qul de ST2 y se procedi6 a la
transformacion mediante tratamiemgomico (Seccion 5.8).

5.8. Transformacion de células competentes

Para transformar las células competentes, a urnzotdi de 10Ql se le adicionaron de 2 a
4 ul de ADN plasmidico o mezcla de ligacion, segunresponda (~100 ng). Esta mezcla
se conservo en hielo durante 1 h para luego solmetem pulso térmico de 45 s a 42 °C.
La recuperacion de las células se realizé en meBiglIc durante 1 h a 37 °C para
posteriormente sembrarlas en medio LB-agar supliemen con el antibibtico
correspondiente. Estas placas se incubaron dufdta 18 h a 37 °C. Se prepararon
ademas, los controles habituales de competenaasikslidad al antibiotico de seleccion

de las células utilizadas.

5.9.Extraccion de ADN plasmidico a partir de células tansformadas

Las células d&. colitransformadas se repicaron en medio LB liquiddesupntado con el
antibiotico correspondiente y se cultivaron a 37d¥€ante 16 a 18 horas. Las células se
cosecharon por centrifugaciéon y se extrajo el ADIsmidico utilizando el equipo
comercialWizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systgifromega). La obtencién
del ADN plasmidico se corroboro por electroforesis gel de agarosa y el plasmido

recuperado se almacend a -20 °C.

5.10.Precipitacion del ADN

Para concentrar muestras de ADN, o para aconditasneentre dos digestiones
enzimaticas sucesivas, se realizo una precipitagdagando etanol al 67% (v/v) y acetato

de sodio 0,1 M. Para favorecer el proceso, la mauest mantuvo a -20 °C durante 16 a
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18 h y posteriormente se la centrifugé a 150@0durante 15 min a 4 °C. Finalmente, el

ADN se resuspendio en agMBlliQ® esterilizada por filtracian

5.11.Ligacion de los fragmentos de ADN

La ligaciones de los fragmentos de ADN se realizauwilizando T4 ADN ligasa
(Promega), segun las indicaciones del fabricargs.ligaciones se incubaron toda la noche

a 16 °C y luego se utilizaron para transformarlaéluompetentes. coli Top 10.

5.12.0btencién del genglgC deE. coli con dos mutaciones.

La estrategia fue la misma en todos los casoseem® producir una segunda mutacion en
la mutante simple, el gen con las dos mutacionesbsene a partir de combinar los
fragmentos de los genes que posean las mutaciomgdes. Los plasmidos cuyas
mutaciones quieren combinarse se digieren con lamas dos enzimas de restriccion
convenientemente elegidas tal que, luego de lastiige una de las mutaciones quede
unida al resto del vector mientras que la regioriadm proveniente del otro plasmido,
gueda localizada en el fragmento que se separasteldel vector. Luego de una adecuada
purificaciéon a partir de geles de agarosa y pastdigacion, se logra reconstruir en el

plasmido, el gen con ambas mutaciones presentes.

En una primera instancia se transformaron céliasoli TOP10 con los siguientes
plasmidos: [pETEC/N15], [pETEC/G336D], [pPETEC/Q74A] y [pPETEC/W113A]am
luego proceder a la extraccion y asi disponer dedgs cantidades de los mismos.

En la construccion del gen con dos mutaciones a@aiy del gen mutante [pETEQYNG],

los vectores correspondientes a las simples mtdié5, Q74A y W113A, se trataron
consecutivamente con las enzimas de restriddanmH y Sal (Promega) (Figura 5.1). Al
digerir de esta manera el vector [pETEGLS], el extremo del gen que codifica para el
N-terminal de la proteina, truncado en este cammn@nece unido al vector y puede ligarse
a los fragmentos que poseen la mutacion Q74A o W/]1pBvenientes de los vectores
[PETEC/Q74A] y [PETEC/W113A], respectivamente, diges con las mismas enzimas.
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Para lograr los otros genes mutados se procedi@ adeisma manera, utilizandose las

enzimas que se indican en la Figura 5.1.

BamHL [ oz4n 1 [ wirsa G336D
Ndel \ | 220112 | 337/819 Kpnl | 10067 Sall

b | |

195 837

glgC E. coli (1296pb)

Figura 5.1 El genglgC de E. coli en pETEC. Se muestra el sitio de corte de lasr&wide
restriccion y se indica numeracion de las basesespondientes al codon que codifica para los
residuos mutados. Para obtener las dobles mutaNt@sl5+Q74A, NA15+W113A vy
N-A15+G336D, los plasmidos con la mutacion simple espondiente fueron digeridos con
BamH y Sal. Para construir las mutantes Q74A+G336D y W11383€&D se trabajo con las
enzimas\dd y Kpnl.

Todas las digestiones enzimaticas se realizarovidugimente, siguiendo las indicaciones
del fabricante y, entre una y otra, se realizépmeaipitacion del ADN (Seccion 5.10). Los
fragmentos deseados, previa separacion electrafarée purificaron a partir de geles de
agarosa y para la reaccion de ligacion se utibzénzima 7 ADN ligasa (Promega). Con

la mezcla de ligacion se transformaron célulagdeoli TOP10. La presencia de ambas

mutaciones en el gen fue confirmada por secuedcidblacrogen, Corea del Sur).

5.13.Expresion de las proteinas recombinantes

Las células dée. coli BL21(DES3) transformadas con los plasmidos corredgmtes, se
cultivaron durante toda la noche en medio LB-KaB7&C y en agitacion. A este cultivo
se lo diluyé 1/100 en medio LB-Kan y las célulascteron a 37 °C en agitador orbital a
200 rpm hasta alcanzar una §6€-~0,6. La expresion se indujo con el agregado d&IP
0,2 mM a los cultivos, manteniéndolos durante 2@ kina temperatura de 28 °C en
condiciones de agitacion. Las células se cosechlmypuentrifugacion a 5000 «durante

15 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso.
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5.14 .Purificacion de las ADP-Glc PPasas

Algunos procesos de purificacion fueron comunesdad las ADP-Glc PPasas, como es el
caso de la obtencion del extracto crudo, fraccioearm salino y cromatografia de

intercambio idnico. A continuacién se detalla casedlevaron a cabo.

Las células que expresaban las proteinas recontbinage resuspendieron Buffer A
[MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0, Mggl5 mM, EDTA 0,1 mM, sacarosa 5% (p/v)] y se
procedio a su disrupcion por sonicacion. Se cempifa 10.000 xy durante 15 min a 4 °C
y la fraccion soluble se sometié a un fraccionamsiesalino con sulfato de amonio al 30%
de saturacién de la misma sal, descartandose @ppaelo. El sobrenadante se ajusto al
80% de saturacion; el precipitado obtenido se pEwdidé enBuffer Ay fue desalado
utilizando columnas de 10 ml d®iogel Fast Desalting P-6DGBiorad). La muestra
desalada se sembré en una columna de DE&gharos€Sigma) previamente equilibrada
con Buffer A La resina se lavo con edteffery la elucién de las proteinas retenidas se
realizd con un gradiente lineal de NaCl (0,1 a l[)5en Buffer A Las fracciones que
contenian actividad de ADP-GIc PPasa se juntaratesalaron mediante columnas de
Biogel Fast Desalting P-6D@Biorad) equilibradas eBuffer Ay fueron sometidas a un
nuevo proceso de purificacion cromatografico, zaiido alternativamente las

cromatografias que se describen a continuacion:

A)-Cromatografia hidrofobica

La resina utilizada fue uri@henyl-SepharoséGE Healthcare). Tanto la muestra como la
columna fueron previamente equilibradas Baoiffer B(Buffer A+ sulfato de amonio 1 M).
Luego de sembrar la muestra, la columna se lav@Bodier By las proteinas retenidas se

eluyeron al aplicar un gradiente de sulfato de amde 1 a 0 M eBuffer A

B)- Cromatografia en resinas de seudoafinidad ptorantes y afinidad por analogo de

sustrato

La muestra, erBuffer A, se sembré6 en una columna reen A (Amicon) o de
2’5" ADP-Sepharos€GE Healthcare)previamente equilibradas en estgffer. Luego de
los correspondientes lavados dduaffer A,la elucion de las proteinas se realiz6 con un
gradiente de NaCl de 0,1 a 1M Baffer A
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En lo que respecta a la conservacion y almacensmilenlas muestras, las fracciones que
contenian actividad enzimatica se reunieron y l&stra resultante se desalo en resinas
Biogel Fast Desalting P-6DG(Biorad) equilibradas previamente coBuffer A
Posteriormente, las muestran se concentraron y osesep/aron convenientemente
fraccionadas a -80 °C hasta su uso. En estas comelcla actividad de las enzimas se

mantuvo estable durante, al menos, 10 meses.

5.15.Ultrafiltracion

Este proceso se utilizd para concentrar y eventratienreacondicionar las fracciones que
contenian las enzimas. Se utilizaron dispositivmgentradores (Amicon) con un MWCO
de 10 kDa.

5.16.Contenido proteico

La concentracion proteica se determind por el nwetde Bradford (Bradford, 1976),
basado en la interaccion del colorante Coomasie @oomasie Brilliant Blue §con las
proteinas y se utilizd6 BSA como estandar. Las niaaés se realizaron a 595 nm en un
espectrofotometro 325 BD (Metrolab).

5.17.Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliaoida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo la técnica destiyutr Laemmli (Laemmli, 1970). Se
empled el equipo Mini Protean Il (Bio-Rad) utiliziose como soporte geles discontinuos
con diferente concentracion de acrilamida. La cotraeion del gel de apilamiento fue de
4% (p/v), mientras que la concentracion del gedejgaracion oscilo entre el 10% y el 15%
(p/v), dependiendo de la masa molecular de laseirag a separar. Las muestras se
diluyeron con buffer de siembra 4X [Tris-HCI 12,5%v), pH 6,8, glicerol 10% (v/v),
SDS 2% (p/v)B-mercaptoetanol 5% (v/v), Azul de Bromofenol 0,3%v]] e incubadas en

bafio de 100 °C durante 8 min. La tincion de loegysk realiz6 coG@oomassie® Brilliant
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Blue R-250 al 0,1% (p/v) en una mezcla de metanol:4eidético:agua en proporcion
40:10:50. Para la decoloracion de los geles se ws® solucion compuesta por
metanol:acido acético:agua en una relacién 5:7,5:8Mn cada experiencia se utilizaron

proteinas de masa molecular conocida como marcadore

5.18.Estimacion de la masa molecular de las proteinas @stado nativo

Para estimar la masa molecular de las proteinasnignantes en su estado nativo, las
muestras se sometieron a cromatografia de filtnapay geles. Para ello, se equilibré una
columna deSuperdex200 HR 10/30 (GE Healthcare) c®uffer G [Tris-HCI 25 mM
pH 8,0, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM]. Para calibrardalumna, se utilizaron proteinas
de masa molecular conocida: anhidrasa carbonica§a® ovoalbumina (43 kDa), BSA
(67 kDa), 1gG de suero equino (140 kDa) y ADP-GRaBa deE. coli recombinante
(200 kDa).

5.19.Medida de actividad de ADP-Glc PPasa

Una unidad (U) de actividad enzimatica es igual @arol de producto (ADP-GIc),

formado por minuto, bajo las condiciones espedaifisaen cada ensayo.

5.19.1.Ensayo A: método colorimétrico

Este método se basa en la cuantificacion de Pimgalio de una reaccién de color con el
complejo Verde de Malaquita-molibdato de amonios@fuy col., 2006). El Pi se genera
por hidrdlisis enzimatica del producto de la redeciel PPi, llevada a cabo por una

pirofosfatasa inorganica. Las reacciones acopldeiasiétodo son:
GlclP + ATP— ADP-Glc + PPi
PPi— 2Pi

Se prepara una mezcla previa de reaccion estangarcantiene, salvo indicacion en
contrario, MOPS-NaOH 100 mM pH 8,0, MgClr mM, BSA 0,2 mg/ml, 0,025 U de

pirofosfatasa inorganica (Sigma), y alternativareembs sustratos ATP 1 mM o

47



Materiales y Métodos

GlclP 1,5 mM y la muestra en una dilucidon adecu@danicia la reaccién con el agregado
del sustrato faltante, alcanzando en este momentmlumen final de reaccién de 50 ul.
Se deja transcurrir la reaccion a 37 °C por 10 tuggo de los cuales se finaliza mediante
el agregado de 375 pl de reactivo de color (Vea&ldlaquita en molibdato de amonio).
Se adicionan 50 pl de citrato de sodio 34% (p/va @stabilizar el color desarrollado. La
lectura de la absorbancia de cada muestra se mi@&) nm en un lector de microplacas
(Multiskan Ascent, Thermo Electron Corporation).tdss valores de absorbancia se
convirtieron en U/mg utilizando el factor de corsién obtenido mediante una curva de

calibrado con testigos de Pi procesados de la nisamera que las muestras.

5.19.2.Ensayo B: método radioquimico

Alternativamente, se utilizé un método radioactiue utiliza f*C]GIc1P y que permite la
cuantificacion def'C]glucégeno (Yep y col., 2004). La reaccién sedlevcabo durante
10 min a 37 °C en una mezcla que contiene Hepem®OpH 8,0, MgC} 7 mM,
[**C]GIc1P 0,5 mM (800 a 1000 cpm/nmol), ATP 1,5 mNtpfosfatasa 0,0015 U/ul y
BSA 0,2 mg/ml con el agregado de cantidad convémida la muestra a analizar en un
volumen total de 100 pl. La reaccion enzimaticalseivo por calentamiento a 100 °C
durante 1 min. La'fCJADPGIc formada fue convertida enC]glucégeno utilizando
glucogeno sintasa de&. coli y glucogeno no radioactivo. El glucogeno formado s
precipitd con una solucion de KCI 1% (p/v) en meta 75% (v/v), se lavo con la misma

solucién y la radiacién se midié en un contadocelgelleo.

5.20.Andlisis cinético

En todos los casos se determinaron velocidadealgsgmenos del 10 % de conversion de
sustrato en producto). Como en la mayoria de lgsereencias el objetivo fue la

caracterizacion cinética de efectores, las medidagelocidad se realizaron en presencia
de concentraciones saturantes o condiciones est@ada todos los componentes de la

mezcla de reaccidon mientras se variaba la con@édrrdel efector en estudio.

La determinacion de parametros cinéticos se efestubase a un ajuste no lineal de los

datos a las ecuaciones de velocidades inicialegsmondientes, utilizando el programa
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Origin™ 7.0. En general, para el ajuste de datosutieas de velocidad en funcién de la
concentracién, se utilizaron ecuaciones sencikatipth efecto medio de la dosis-respuesta,
tales como la ecuacion de Hill (Dahlquist, 1978&3e1993; Bisswanger, 2002):

V = Vmax C™(Cos™ + C™) (5.1)

Otra ecuacion utilizada fue la ecuacion de Hill ifiodda, para aquellos casos en los que
se considerd la presencia de un efector distiriteudrato:

V=Vo + (Vim— Vo) C™/(Cos™ +C™) (5.2)

En ambas ecuacioneg,esla velocidad inicial que se obtiene para cada aunaeion

inicial de sustrato o efectony es el coeficiente de Hill que representa el grado d
cooperatividad que existe en la unién del ligandl enzima (en algunos sistemas también
puede estar representando el grado de heterogdraadas sitios ) (Segel, 1993), C es la

concentracion de sustrato o efector utilizada eia experiencia.

En la ecuacion (5.1),Vmax corresponde a la velocidad méxima de reaccion a
concentraciones saturantes del ligando consideya@ss es la concentracion de ligando

necesaria para alcanzar un 50 % 0é.}3.

En la ecuacion (5.2 es la velocidad sin efector preserig, es la velocidad limite
alcanzada en presencia de concentraciones satudglt@fector. Este efector puede ser
alternativamente un activador (A) o un inhibidoy, donde Vim - Vo)/Vo representa las
veces “netas” de activacion (o inhibicion) maximgsAgs (0 los) representala
concentracion de activador (o inhibidor) necesgaa obtener una activacion (o

inhibicidn) igual a la mitad de ese valor, respestiente.

Para el caso particular de los inhibidores la déua®.2) resulta:

Vi= Vo + (Vim— Vo) 1 ™ /(los™ +1™) (5.3)
luego,
VilVo= 1+ Mim Vo— 1) 1™ (15 ™ +1™) (5.4)

donde Yi/vo) representa la actividaehziméaticaremanente para cada concentracion de
inhibidor.
Los valores de las constantes cinéticas se detaromren base al resultado de al menos

dos determinaciones independientes, con una vaniacenor a + 10%.
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5.21.Electroforesis capilar

El equipo de electroforesis capilar utilizado fue 8pectraPHORESIS 100 (Thermo
Separation Products). Se usaron capilares recabiedn grupos sulfonicos (CE100-SA,
Zero EOF Microsolv) que tienen la particularidad de no préaeflujo electrosmatico. Su
diametro interno es de 1Q@0n y su longitud total de 100 cm, siendo de 45 cuiiséancia
desde el lugar de ingreso de la muestra hastana del capilar donde se produce la
deteccion de los compuestos por absorcion UV. labssdfueron registrados y procesados

con el programa RIAC-Procesar V 2.0, con una vdbatide adquisicion de 10 datos/s.

El marcador de corrida utilizado fue el acido haifeico [acido
3,4-dihidroxifenilpropiénico (Sigma)], que a pH 8iEne carga negativa y ademas
presenta un grupo fenilo, con elevada absorbarsgacéfica a 220 nm. Conauffer de
corrida electroforética se utilizo6 MOPS-NaOH 100 raNH 8,0, solo o con la adicion del
ligando correspondiente a una dada concentraciénaalierdo a la experiencia. Las
soluciones de las enzimas estudiadasA@e, de GIclP y de acido hidrocafeico fueron
preparadas en bufferde corrida correspondiente. Para todas las solegisa utilizé6 agua
calidadMilliQ . Previo a su uso, las soluciones proteicas fueeotrifugadas a 10.000 x g
durante 10 min mientras que las demas solucioresriufiltradas (filtros de 0,22 um) y
desgasificadas por sonicacién un equipo Cole-Palmer modelo 8891. La conceantrac
de proteina utilizada en las distintas experienfigs de 0,3 mg/ml. Las condiciones
utilizadas en electroforesis capilar fueron lasiiggtes: polaridad negativa, o sea, el anodo
conectado al lugar de salida de la muestra, voli&j&V, deteccion a 220 nm, temperatura
25° C. Previo a cada corrida, se realiz6, un lavadd aen con aguilliQ seguido de las
siguientes etapas, todas realizadas cdanu#érde corrida correspondiente: un lavado de 5
min, migracion electroforética por 10 min y finaime un lavado de 3 min. Las
inyecciones de siembra se realizaron por vacio.uzé un método de siembra
escalonado (Varenne y col., 2003), intercalabdéfer de corrida entre el marcador de
variacion de campo eléctrico y la muestra, partaepiosibles interacciones entre ellos. Se
procedié de la siguiente manera: primero se inyettharcador (1 s), luego buffer de
corrida (1 s) y finalmente la enzima correspondi€mts).
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5.21.1.Determinacion de la constante de disociacion de #igdos por electroforesis

capilar de afinidad

La electroforesis capilar de afinidad (ECA) se ba&sa los cambios de movilidad
electroforética que experimenta una proteina al unmicompuesto cargado (Heegaard y
col., 1998). Se utilizé en el modo de equilibrio&thico, en el que se mide la movilidad de
la proteina ainteraccionar con un ligando que esta presentd ere@o de corrida, a una

dada concentracion (Heegaard y col., 1998; Vargrow., 2003).

El calculo de la constante de disociacip’| se efectud ajustando los datos a la isoterma
directa (Heegaard y col., 1998; Varenne y col.,30a®n una modificacion, en lugar de
ajustar los datos a una hipérbola rectangular sestampn a la ecuacion de Hill

(ecuacion 5.1) utilizando el programa Origin™ 7egQ:
Apel = (el - pel’)= Apel max. ()™ /[(L)™ + (ko)™ ] (5.5)

DondeApel es la diferenciantre la movilidad de la proteina a una conceriradada del
ligando L y la movilidad en ausencia de mismel{) y (uels’), respectivamente. De
forma semejante, &pel,ax corresponde a la diferencia entre la movilidadaderoteina a

concentraciones saturantesligando y la movilidad de la proteina en ausenelantismo.

Como el capilar utilizado en nuestro trabajo nosenga flujo electrosmaético, no se
necesita corregir la movilidad por este efectogya los desplazamientos son sélo debidos
a la movilidad electroforética de los compuestoal ycampo aplicado, por lo que la

expresion de la movilidad electroforética seria:
uel =vel/ E = (Lv/tm) / (V/Lt) (5.6)

Siendo, \el: velocidad electroforética, E y V campo elécrig voltaje aplicados
respectivamente; Lv: longitud desde el lugar denbr@a hasta la ventana de deteccion,

tm: tiempo que tarda el compuesto en recorrer bvMohgitud total del capilar.

Para corregir las posibles variaciones en los teEme migracion que pudieran producirse
en cada corrida, no atribuibles al fendmeno especifle union, se sembré como

referencia, junto con la proteina, un marcadoraaga negativa al pH de trabajo.
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Los valores deApel obtenidos para cada concentracion de ligandoorfuealculados

corrigiendo los tiempos de migracion con la sigteeatuacion:

Apel = (peleC - pele)=[(1/ tmpe” ).(tmu© / tmu®) = (1/ tm")] LV/E (5.7)

Donde tm’ y tme~ corresponden respectivamente a los tiempos deacidgr de la
proteina en ausencia y presencia de una determgumatzntracion de ligando. De igual
modo, tm,° y tmy® son, respectivamente, los tiempos correspondiaitesarcador en

ambas condiciones.

5.21.2.Estimacion del numero de moléculas de FBP y PLP wias a la enzima

Para estimar el numero de moléculas unidas seddi ecuacion de Henry (Tanford,
1961):

pel = @. f (K.R) / 6mR (1+K.R) (5.8)

Siendo @: carga de la proteina; K: constante de Debye-Eliickie depende de la fuerza
ionica; R: radio hidrodinamicay: viscosidad del medio; f(K.R): funcion de Henryeq

depende de la fuerza ionica a través de K y déb tadrodinamico.
Ademas @- zp.e, donde, z valencia de la proteina y e: carga elementatigeltron.

Si se considera que el radio hidrodinAmico de lacramolécula no cambia
significativamente luego de la interaccion no ceuté con ligandos cargados, (Gao y col.,
1994), y que también las restantes condiciones a#iemen constantes, el cociente de
movilidades de la proteina entre una dada conagétrale ligando(el=°) y su ausencia
(Lels?), resulta proporcional a la relacién de las cangspectivas o directamente a la

relacion de las valencias entre uno y otro casignaéndose la siguiente ecuacion,
uele” / pels’ = Qo° / Q” = (z+A2)/2zp) = ((zo+.2.)/2p) (5.9)

SiendoAz variacion (en este caso incremento) de valerslgdd a la unidén de ligandos,

n: N° de ligandos unidos/molécula de proteina:walencia del ligando.
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La relacion entre la movilidad que presenta laraazen presencia del ligando cargado con

respecto a la movilidad que posee en ausencia idetanse calculd con los tiempos de
migracion obtenidos en las diferentes condiciongse@mentadas, teniéndose en cuenta

las correcciones por efectos no especificos, skegsiguiente expresion:

peleC / pels’ = (tmy©/ tme°) . (tme’/ tmy°) (5.10)

La valencia de la enzima en ausencia de liganga(pH de trabajo, se calculé utilizando
el programa EMBL WWW Gateway to Isoelectric  Point ensce
(http://www.embl-heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.plpl pH del buffer de corrida, la
subunidad presenta una valencia calculada de -18),89que representa una valencia de

-43,9652 por tetramero de enzin@@MOAz = n.7, para determinar el numero de ligandos
unidos por molécula de enzima (n), se le asignovatencia (z) de (-4) para FBP, y de

(-2) para el PLP (suponiendo constantes de disoaiae los fosfatos semejantes a las del

acido orto-fosforico).

5.22.Modificacion quimica de las enzimas con PLP (fosfpiridoxilacién reductiva).

La enzima salvaje y las mutantes W113A y Q74A seeti@ron a una fosfo-piridoxilacion
reductiva, que se realiz0 a temperatura ambieetgjrstécnica descripta en (Parsons y
Preiss, 1978a), excepto que se utilizo6 PLP no cHd@a Las enzimas, en una
concentracién aproximada de 50 pg/ml, se incubaroEPES-NaOH 50 mM pH 8,0,
con PLP 10 uM en presencia de 2,5 mM de ADP-Glegbude 30 min de incubacién se
agregd NaBH hasta una concentracion final de 2 mM. Se dejistnarrir esta reduccion
por 30 min, luego de los cuales, las muestras fueomcentradas (equipos Centricon) y
reacondicionadas en el buffer correspondiepira posteriores analisis de contenido

proteico, actividad y movilidad en electroforesapitar.
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5.23.Medidas espectrofluorimétricas

Se realizaron medidas de fluorescencia intrinskoa. espectros se registraron en un
espectrofluorimetro HITACHI F-2000. La longitud deda de excitacidn{y) fue de 290
nm, con una ventana de 5 nm para la excitacionrg [@emision. En general, salvo
aclaracién en contrario, el espectro de emisiomdauirio entre 300 y 400 nm a una
velocidad de 120 nm/min.

La concentracion de enzima utilizada en las dessiixperiencias fue de 0,1 mg/ml (5 uM
en tetramero), el volumen minimo necesario parkedtura fue de 350 pl, con cubeta
termostatizada a 26 °C de 1 cm de paso de luzdlasiones de proteina se prepararon en
MOPS-NaOH 100 mM pH 8,0; con el agregado de glicard0 %. Los distintos efectores
se prepararon en MOPS-NaOH 100 mM pH 8,0.

Los espectros se normalizaron, se corrigieron pocidn y se graficaron con el programa
Origin 7.0. Previo a su analisis, utilizando este misnagama, se realizd0 ismoothing

de las curvas (suavizado), considerando un rand® geintos.

Cuando las medidas se efectuaron en presencigateltis que presentaban absorcion de
luz a las longitudes de onda de trabajo, se efemtuaorrecciones de intensidad de

fluorescencia de acuerdo a:
Fe = Fops 1005 (POemistDOwexcit (Lakowicz, 1999) (5.11)

Siendo E la fluorescencia corregidaggsla fluorescencia medida, D@his Y DOjexcit 1as
densidades o6pticas que presenta el compuestd.aléaemision y a la de excitacion
respectivamente. Para estudios comparativos dectespedonde todos presentaban el

compuesto a la misma concentracion, no se consmbEgsaria la correccion.

5.24 Estudios de dicroismo circular

Las medidas de dicroismo circular se realizaronreespectropolarimetro Jasco-810 con
muestras termostatizadas a 25°C. La concentraeida ehzima salvaje y las mutantes fue
de 0,23 mg/ml, en MOPS 20 mM pH 8,0. Las mediciam®eeealizaron a una velocidad de

100 nm/min, considerandose el espectro promediocutseta tenia un paso de luz de
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0,2 cm. Cada espectro se corrigié por sustracadespectro blanco correspondiente y en
las experiencias de titulacion por efectores, lspeetros se corrigieron también por
dilucién. Para graficarlos se calcula la elipticidaolar media ), (en grado.cffidmol),

de la siguiente forma:
(6),= (6.0,1. MRW)/ (C.L) (5.15)

Siendo: 0, el dato que informa el espectropolarimetro (etignados); MRW, la masa
molar promedio de cada residuo para esa proteinao@centracion de proteina (en

mg/ml); L, paso de luz (en cm).

5.25.0btencién de los polipéptidos provenientes del catcon metal y reductores

Las soluciones de Cugldel &cido ascorbico y de,8, fueron preparadas en el momento
previo a su utilizacion. Antes de realizar las egreias de corte, las enzimas se desalaron
utilizando resinas deéBiogel Fast Desalting P-6DG@Biorad) equilibradas comuffer
MOPS-NaOH 100 mM pH 8,0. Se ensayaron diferenteslicmnes de incubacion de la
enzima con el metal en lo que respecta a tempagttiempos y concentraciones de
reactivos. En base a los resultados obtenidostaklesié que las mejores condiciones son
las siguientes (agregando los reactivos en estenpruffer MOPS-NaOH 100 mM
pH 8,0; cd* 40 uM, enzima 0,4 mg/ml, acido ascorbico 40 mM,Gd 1 mM. Incubar 4
min a temperatura ambiente. Detener la reacciorEt®hA 25 mM pH: 8,0 y conservar a

0 °C hasta su procesamiento.

El andlisis electroforético de los fragmentos sdizé por SDS-PAGE. Para determinar la
influencia del M@* o del ATP sobre la aparicién de estos fragmemt@syio a la adicién
del metal y reductores, se incubé la enzima sal@feestos sustratos, a concentraciones

variables, durante 5 min.
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5.25.1. Estudio cinético de la inactivacién enzimatica deCu®** y de la proteccién
ejercida por el ATP y el M¢*

Se enfrento la enzima a soluciones de concentra@diable de CuG| adicionadas de
ascorbato 20 mM y ded®, 1mM, a 25 °C y ebuffer MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0. Para
seguir el progreso de la inactivacion se ensay@clividad enzimatica en alicuotas
extraidas de la muestra principal, inhibidas comER25 mM en los intervalos de tiempo
indicados. Las soluciones utilizadas se prepararoal momento de usar. Pangestigar
la influencia del M§" o ATP, antes de realizar la experiencia de inactén, se incubd la

enzima 5 min a 25 °C, con cada uno de estos corngsues

5.26.Modelado molecular.

Se generaron modelos estructurales de la ADP-Gis#@BeE. coli salvaje (residuos 9 al
428) mediante el programa Modeller 9v@ttp://salilab.org/modellex/(Sali y Blundell,
1993). Se utilizaron como templado las coordenadémicas de la ADP-Glc PPasa de
S. tuberosumg¢adena A de la subunidad pequefia, en ausenciagyaledtis (PDB code
1YP2) o en complejo con el ATP (PDB code 1YP3) (dicol., 2005) y las de la enzima
ADP-GIc PPasa dégrobacterium tumefacienl®DB code 3BRK) (Cupp-Vickery y col.,
2008). El alineamiento de las secuencias se reatifibando el programa Bioedit v7.0.8
(IbisBioscience 2007) y también en forma manualpsaerando aquellos residuos
conservados funcionalmente y la prediccion de efstras secundarias. Las estructuras
generadas fueron evaluadas empleando el prograomline Verify 3D
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3PD/Bowie y col., 1991; Luthy y col.,, 1992;

Eisenberg y col., 1997) y su visualizacion se réation el programa Deep view/Swiss

PDB  viewer v4.0 (www.expasy.org/spgbv (Guex y  Peitsch, 1997).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Capitulo I: Estudios realizados sobre la enzima ADI5Ic PPasa deE. coli

6.1.1.Caracterizacion del mecanismo de regulacion alostéa que ejerce laFBP

6.1.1.1.Introduccién

Aunque se dispone de abundante informacion de dipético y estructural sobre las
ADP-Glc PPasas, se desconoce hasta el momento délononecanistico, a nivel
molecular, de su regulacién alostérica. En padicuh enzima dé&. coli presenta como
activador principal a la FBP, metabolito intermeidiade la glucdlisis por la via de
Embden-Meyerhof. Se han individualizado distint@siduos que participan de esta
regulacion alostérica, particularmente la¥ysvolucrada en la unién del activador FBP y
su analogo PLP (Parsons y Preiss, 1978a; 1978bljabgrPreiss, 1990). Sumados a esta
localizacion primaria de un residuo especifico logmado en la union de la FBP (Parsons
y Preiss, 1978a; 1978b; Gardiol y Preiss, 199Q0)dés$ posteriores demostraron que la
regulacion es consecuencia de la interaccion dddosnios N- y C-terminal (Ballicora y
col., 2002; Bejar y col., 2004). Este ultimo dominies caracteristico de las
ADP-GIc PPasas reguladas, tal como lo muestraaichde que estas enzimas son mas
grandes, en su extremo C-terminal, que otras Nleaaz’Pasas que no estan sujetas a
regulacion (Ballicora y col., 2003a).

Otros estudios sobre residuos involucrados, commugagénesis de Alay de Hig®
generd enzimas con baja afinidad por el activatbeyér y col., 1993; Hill y Preiss,
1998), mientras que el reemplazo de los residug& Gl Pr&®, principalmente por Asp,
gener6 mutantes preactivadas y con mayor afinigedeate por FBP (Meyer y col.,
1998a; Meyer y col., 1998b). Ademas, la Rry la Arg?® se alinean con dos Arg
importantes para la activacién en la enzimaAdeumefacienpor F6P (Gomez-Casati y
col., 2001). En un trabajo reciente, (Ballicora gl..c 2007) ubicaron los residuos
mencionados en el modelo tridimensional de la AD®RPasa dé. coli obtenido por
homologia, y encontraron que todos se encuentrda ererfase comprendida entre los
dominios N- y C-terminalFigura 6.1). Este hallazgo refuerza la hipétesisqde esta

interfase juega un rol fundamental en la interataél activador con la enzima. En el
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trabajo de (Ballicora y col., 2007), utilizando utégnica exploratoria de mutagénesis al
azar de insercion de un pentapéptido, se enconteduga de las mutantes obtenidas,
denominada “de insercién 8” (Ec-ins8) presentabaamportamiento muy peculiar con
respecto al activador. Asi, esta enzima mutantéi@éa capacidad de ser activada por FBP
cuando la insercién que presentaba se producia grresiduos Leét? y Prd® que
corresponden dbop donde se encuentra la T¥ residuo identificado como involucrado
en la union del ATP (Kumar y col., 1988). A pesarqiie esta insercidon no se producia en
el sitio de union del activador, las caracteristicanéticas particulares de esta mutante
sugieren que esta region esté relacionada de alganara con la regulacion alostérica
(Ballicora y col., 2007).

Figura 6.1. Modelo de la ADP-Glc PPasa d& coli obtenido por homologia a partir de la
estructura cristalina del homotetramero de la eazieS. tuberosuny de A. tumefacien§Seccion
5.25) donde se indicdns residuos involucrados en la activacion, loealas a lo largo del surco
que separa los dominios N-y C- terminales. En evesel muestran las laminfis en rosado las
hélicesa y losloopsen gris. Figura obtenida con el programa Déepi/Swiss PDB viewer v4.0.
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6.1.1.2.Resultados

Estudios de modelado molecular de la enzima ADPRBlasa d&. coli mostraron que en

el dominio N-terminal hay treops vecinos dirigidos hacia la zona de unién del ATP
Uno de ellos est& directamente involucrado endalagion alostérica, ya que contiene a la
Lys*. Otro es eloop donde se produce la insercién de la mutante &3jmue contiene a
la Tyr'**y, finalmente, hay un tercéoop, intermedio y adyacente a ambos dos (Figura
6.2). A partir de este escenario derivado del namtteimolecular se planted una hipotesis
de trabajo que permitiera explicar por qué la eazimutante Ec-ins8 es insensible a la
activacion por FBP, pese a que la mutacion estlitacla distante del sitio de unién del
activador alostérico (Ballicora y col., 2007). Ead hipotesis se plantea que hay una
interaccion entre los trdsops adyacentes que estaria involucrada en el mecaniemo
regulacion alostérica de la FBP. Al realizar umedimiento de secuencias entre las
ADP-GIc PPasas de distintas bacterias y plantagbservé que en estos dos ultimos
loops los residuos W3y Q" (numeracion para la enzima Hecol) estaban altamente
conservados entre las ADP-Glc PPasas de bacteripngas, en uno y otréoop,
respectivamente (Figura 6.3), por lo que talesdues podrian ser criticos en el
mecanismo regulatorio segun el modelo hipotétientelado.

La hipdtesis de trabajo se ve, en principio, s@uatpor los modelos estructurales
tridimensionales de la ADP-Glc PPasaEdeoli obtenidos a partir de las estructuras de las
enzimas deS. tuberosuny A. tumefaciensmostrados en la Figura 6.4. En esta figura se
observan dos estructuras: una forma abierta, sstrasa (Figura 6.4-A), y una forma
cerrada, modelada a partir de la estructura queepd§ P unido (Figura 6.4-B). Estos
modelos estructurales difieren principalmente amd¢gdn que incluye dbop que contiene

a la Lys® (involucrada en la unién del activador) y en logps adyacentes donde estan
localizados la GIff y el Trp'*®, respectivamente. En el modelo de la forma cerratia
grupo amida de la Gifestablece uniones tipo puente hidrégeno con grdpda cadena
peptidica de la Ag y Trp'*® (Figura 6.4-B). La Ar§f forma parte deloop rico en Gly
propuesto como parte del sitio activo (Cupp-Vickerycol., 2008). Estas uniones se
interrumpen al producirse el cambio conformacionak lleva a la forma abierta
(Figura 6.4-A).
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Figura 6.2. Arreglo tridimensional del extremo N-terminal d@ ADP-Glc PPasa de&. coli.
Representacion tipeartoon del modelo correspondiente a la primera mitad dehidio tipo
Rossman (150 residuos). Los amino&cidos involusratola interaccion con ATP (TYY) y con
FBP (Lys*) se destacan en verde y en rojo respectivamehsitidEde la insercion en la mutante
Ec-ins8 se destaca en naranja. Los residuos altarsenservados THg y GIn' localizados en
regiones déoopsse muestran en azul y amarillo respectivamente.
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Figura 6.3. Alineamiento de secuencias de las ADP-Glc PPasativérsos origenes. Se muestra
la zona donde se encuentran los residuos’GInTrp*® (numeracion de la enzima d& colj
indicados con flechas, conservados en todas eseserxias peptidicas. Las estructuras
secundarias se muestran por encima de las secsiepcise indican como: H: hélices;

S: laminag. Estrellas azules: residuos que interaccionan AIDR-GIc; estrellas rojas: residuos
que interaccionan con ATP. Figura adaptada dey(doi., 2005).
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Figura 6.4. Modelos que muestran el arreglo tridimensionalogéodopsestudiadogn este trabajo

y reconocidos como criticos para la regulaciontétas (dominio N-terminal)A): modelo de la
enzima ADP-Glc PPasa de coli sola(B): modelo de la enzima con el sustrato ATP unido (en
rojo representados los radios de Van der Waalsin&sstran las uniones puente hidrégeno que se
establecen en esta forma “cerrada” de la enzimee dos residuos clave para la regulacion
alostérica.(C): estructura cristalina de la ADP-Glc PPasa de mapa&omplejo con ATP. Las
interacciones que se observan en la Figura 6.4ABién se establecen en la estructura cristalina de

la enzima de tubérculo de papa. Los modelos sdrogason tal como se describe en Materiales y
Métodos (Seccion 5.26).
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Las distancias entre los atomos involucrados easeshiones hidrogeno en la forma
cerrada, aumentan de 3,2 a 6,2 y de 2,6 ai?r@spectivamente, en la forma abierta. Por
lo tanto, estos modelos proveen de informacioruestral relevante a favor de la hipotesis
por la cual el principal efecto del activador adoisto FBP se ejerceria favoreciendo y/o
estabilizando la forma cerrada de la enzima incaltieuin cambio conformacional desde la
forma abierta. Segin esta hipétesis la’Gdomunica urloop importante para la catalisis

con unloop importante para la regulacion.

Para investigar esta hipotesis se construyeroprédeinas mutantes W113A y Q74A de la
ADP-Glc PPasa deE. coli. Los plasmidos correspondientes a estas mutantes,
[PETEC/W113A] y [PETEC/Q74A], se expresaron en BdudeE. coli BL21(DE3). Las
proteinas mutantes obtenidas se purificaron en domgimilar a la enzima salvaje,
realizando, consecutivamente, cromatografias @ecambio ionico (DEAESepharosgy

de afinidad por colorante&(een A (Seccion 5.14.1.2). El grado de pureza alcanhaelo

en ambos casos, superior al 90 % (Figura 6.5).

1 2 3
94.0 kDa==
67,0 kDa=> W
. Enzimas
43,0 kDa=> 7 mutantes
30,0 kDa—=

20,1 kDa== W&

Figura 6.5. Andlisis de las enzimas mutantes por electroferesi gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). CalMdcadores de masa molecular
(GE Healthcare). Calle 2: enzima mutante W113AleCal enzima mutante Q74A.
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Se determinaron las propiedades cinéticas de imarsalvaje y las enzimas mutantes con
respecto al activador FBP. La Figura 6.6 muestra lgs enzimas mutantes resultan
practicamente insensibles a la activacion por FBRndo, por consiguiente, su
comportamiento cinético similar al informado pasanutante Ec-ins8 (Ballicora y col.,
2007). Mientras las enzimas mutantes no muesttaraai®n por parte de la FBP (sélo 1,5
veces), este efector aumentaMa.x de la enzima salvaje aproximadamente 55 veces
(Figura 6.6).
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Figura 6.6. Falta de sensibilidad a la activacién por FBPadeeinzimas ADP-Glc PPasas mutantes
W113A y Q74A. Curvas de saturacion por FBP obtenidara la enzima salvaje)( mutante
Q74A (A) y mutante W113AK). Las experiencias se realizaron utilizando elalfaB descripto
en Materiales y Métodos (Secciéon 5.19.1.2).

Ambas enzimas se caracterizaron con respecto suBigatos en ausencia y en presencia
del activador FBPLa Tabla 6.1muestra que la Unica diferencia cinética signiiuzat
exhibida por las mutantes, fue la insensibilidadctivador alostérico FBP. Los parametros
cinéticos de la enzima salvaje hacia los sustrateon afectados por la FBP, ya que la
presencia del activador aumenta la afinidad poGlelP ~5veces y hacia el ATP

~35 veces. Para las enzimas mutantes los valor&s;@ara los sustratos no disminuyeron
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significativamente y hasta en algunos casos aummnligeramente en presencia de FBP.
En su totalidad, los resultados de la Tabla 6.1stnale que los parametros cinéticos para
los sustratos de ambas enzimas mutantes son séesefaos de la enzima salvaje en

ausencia del regulador alostérico.

Tabla 6.1. Parametros cinéticos obtenidos para la enzima ARARPBasa dd. coli salvaje y
mutantes W113A y Q74A. Las reacciones se realizaegun el Ensayo B. Los datos son el
promedio de al menos tres experiencias idénticadependientes + la diferencia promedio de los
triplicados.

EBP ATP GlclP Mg*
Enzima
(mM) S,5(MM) Ny S,5(MM) Ny S,5(MM) Ny
Enzima 0 11,2440 1,3 0,21+0,05 0,6 5,020,5 2.0
salvaje 2 0,32+0,02 2.3 0,040,011 1,1 2.4+0,1. 3,6
0 5,8+1,2 1,1 0,33%0,07 1,3 4,8+0.7 2.2
W113A
2 2.5+0,26 1,5 0,41+0,04 1,0 3.7+0.6 2.5
0 7.642.1 1,0 0,41+0,08 1,2 3,0+0,3 2.4
Q74A
2 9.8+4.0 1,1 0,47+0,07 1,0 4.040.1 2.3

Para investigar la importancia funcional de lasci@risticas fisicoquimicas de la cadena
lateral de las posiciones 113 y 74, se reemplaZo@l® por Leu o Tyr y a la Gif por
Glu o Asn. La enzima mutante W113L fue activad® Sleces por FBP; sin embargo la
mutacién del Trp® por Tyr dio como resultado una mutante que se activ
aproximadamente 15 veces (Figura 6.7), valor m&sipio a las 55 veces de activacion de
la enzima salvaje (Tabla 6.2). Ademas el valoAglepara la FBP de la mutante W113Y
no fue significativamente diferente al de la enzisadvaje (Tabla 6.2). Esto sugiere la
importancia que reviste la presencia de un res@haonatico en la posicion 113. La
mutante Q74E fue insensible a la FBP de manerajaptaa la enzima Q74A. En cambio,
la enzima mutante Q74N se activd 35 veces, lo gdiea que un grupo amida en esta

posicion es mas importante para la regulacion dteneario del residuo (Figura 6.7). El
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valor de Aps de esta mutante es apenas superior al que prelsergazima salvaje
(Tabla 6.2).

& &5 & 3

N
o
T

Actividad (U/mg)

0_ K

0 50 1000 1500 2000
FBP (UM)

Figura 6.7. Diferente respuesta a la activacion por FBP detasimas ADP-Glc PPasa e coli
salvaje y mutantes. La activacion por FBP fue aadh para la enzima salvagg,(W113L @),
W113Y (v), Q74E ¢k ) y Q74N £). La actividad de las enzimas se determiné utitizeel ensayo
B.

Tabla 6.2. ParAmetros cinéticos para la FBP de la enzita®li salvaje y mutantes W113Y y
Q74N. Las “veces de activacion” se calcularon ceinoociente entre la actividad enzimatica con
FBP a concentracion saturante y la actividad erten&in FBP. Los datos se obtuvieron de las
curvas mostradas en la Figura 6.7 y son el prondalidos experiencias idénticas e independientes
* la diferencia promedio de los duplicados.

Aos (LM) Ny Activacion (veces)
Enzima salvaje 60+9 15 55
W113Y 6015 1,4 15
Q74N 8919 1,2 35
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También se analiz6 el comportamiento de las muamEl3A y Q74A en lo que respecta
a la regulacion por AMP, el principal inhibidor tkeeenzima ADP-Glc PPasa de coli

Distintos estudios han demostrado la existenciandeinteraccion entre este inhibidor y la
activacion producida por la FBP, ya que el AMP @genna mayor inhibicién cuando el
activador esta presente (Haugen y col., 1976; GhaydPreiss, 1990; Sivak y Preiss, 1998;
Ballicora y col., 2003a; , 2004; Bejar y col., 20®&jar y col., 2006a). En la Tabla 6.3 se
observa que, en ausencia del activador, el AMPacana inhibicibn semejante sobre la
enzima salvaje y las mutantes. Por otro lado, mlesuio del efecto inhibitorio en presencia
de FBP se observé claramente en la enzima sahaje po en las mutantes. Por
consiguiente, seria esta falta de activacion loeymicaria el escaso efecto del inhibidor

sobre las enzimas mutantes W113A y Q74A.

Tabla 6.3 Efecto del AMP y de la FBP sobre la actividadlaeenzima deE. coli salvaje y
mutantes. La actividad se determiné en sentiddrdesss de ADP-Glc, a concentraciones optimas
de sustrato con o sin el agregado de AMP, FBP mayan las concentraciones indicadas.

Actividad enzimatica (U/mg)

Efector
Enzima salvaje W113A Q74A
Ausencia 1,08 0,12 1,45 +0,05 1,93+0,01
AMP 0,5 mM 0,7240,11 0,63+0,05 1,05+0,08
FBP 2,5 mM 47,6+1,30 1,12+0,09 1,60+0,08
AMP 0,5 mM+ FBP 2,5 mM 3,6040,18 0,61+0,03 0,82#0,0

En funcion de los resultados obtenidos, que muesina falta de respuesta de las enzimas
mutantes W113A y Q74A al activador principal FBB,®nsiderd necesario evaluar si
este comportamiento se debia a que las mutaciomedian la unién del activador a las
enzimas correspondientes. Para tal fin, se realizastudios de union de la FBP a las
enzimas ADP-Glc PPasa salvaje y mutantes W113A 4AQxilizandose un método de
electroforesis capilar de afinidad (ECA) (Kaddisol., 2004; Li y col., 2004). Se ha
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demostrado la utilidad de esta técnica en el estddi interacciones moleculares entre
proteinas y sus ligandos (Varenne y col.,, 2003ptemas y metales (Rasmussen y
Bjerrum, 2003), proteinas y anticuerpos (Li y c8D04), entre otros. De las variantes de
ECA que se conocen, se utilizé un método de equalibdinamico para investigar
interacciones de unién, donde la macromoléculasgmte en la muestra sembrada,
interacciona con su ligando, presente ebudfer de corrida, con el que se ha equilibrado
previamente el capilar. Como consecuencia de &dotion entre ambos, se observa una
variacion en el tiempo de migracion de la proteiya,que la unidbn de moléculas de
ligando cargadas cambia la relacibn carga/masa ppesentaba originalmente la

macromolécula.

En un primer momento se utilizaron capilares dessflundida, pero al comprobarse que
los mismos presentaban elevada adsorcién protgcpensé en distintas estrategias para
minimizar este efecto. Sin embargo, no habia mucheables que pudieran modificarse.
El pH delbuffe era el adecuado, ya que al ser un pH superipurato isoeléctrico de la
proteina, ésta presentaba carga negativa, lo goeefzeria la repulsion electrostatica entre
la macromolécula y las paredes cargadas negativandeh capilar de silica. La fuerza
ionica delbuffer de corrida era relativamente elevada (100 mMyue minimizaria las
posibles fuerzas atractivas entre el capilar y dasgas puntuales positivas de la
macromolécula. Se evaluo la influencia de una dianla putrescina, como recubrimiento
dindmico (Verzola y col., 2000) agregada en comeeittnes variables al sistema, ya sea
junto con elbuffer de corrida o sembrandola junto con la muestraobi@niéndose
resultados satisfactorios. Ademas convenia ewatamttoducciéon de compuestos extrafios
que pudieran interferir en el equilibrio estudiadRkmr este motivo, se decidié utilizar
capilares recubiertos con grupos sulfénicos, datdiejo electrosmaotico es nulo y donde
la adsorcién proteica es minima, a pesar de na$aescripto su uso en ECA. Como los
compuestos migran por su propia carga, los tiemdpamigracion son mucho mayores que
para la electroforesis capilar convencional, doladgelocidad de migracién es elevada
debido al potente flujo electrosmédtico. Como consecia de este mayor tiempo de
migracion, se produce un ensanchamiento de barglaejtraduce en picos mas anchos
gue los obtenidos con capilares de silica. Par@gomposibles variaciones de la movilidad
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entre corridas, debidas a fendmenos no especifieostiliz6 como compuesto indicador
acido hidrocafeico (AHC).

Se utilizaron testigos de union especifica a lainemzADP Glc PPasa salvaje. Como
testigo positivo de union se utilizo el sustratoPApara el cual sgéeterminé una constante
de disociacién aparent&q’), en ausencia de Mg de 100 uM. En estudios previos
realizados por equilibrio de dialisis (Haugen yi§5e£1979), se informé para esta enzima
unaKp  para el ATP de 182 pM, obtenida en presencia @é" M FBP. Como estos
investigadores encontraron que el ATP se une adan@ en igual proporcion, tanto en
ausencia como en presencia de ambos efectoresnpsddirmar que |&p" obtenida por
ECA fue concordante con los datos publicados coeriandad. Como testigo negativo de
union se utilizdé GlclP, no observandose modificaesoen los tiempos de migracion
electroforética de la enzima. Esto concuerda coneglanismo propuesto para esta enzima,
secuencial ordenado (Haugen y Preiss, 1979), gyasao de ATP como primer sustrato.

La Figura 6.8 muestra los electroferogramas regles al enfrentar la ADP-Glc PPasa
salvaje a concentraciones variables de FBP, obséogé que los tiempos de migracion de
la enzima son menores a medida que aumenta la rdomcién del activador. Esto
concuerda con el hecho de que la unién de la FBPeazima produce un cambio hacia
una carga mas negativa del complejo enzima-activ&repitié este procedimiento con
las enzimas mutantes. Por simplicidad, en la Figu®ase muestra solo la modificacion
“neta” (en ausencia y en presencia de una concéirasaturante de FBP), que
experimentan los tiempos de migracidn para lasemegnas. En esta figura se observa que
ambas mutantes poseen perfiles semejantes erdse yelton la enzima salvaje, lo que
indica que todas unen FBP.

Los resultados obtenidos por ECA permitieron caraar la interaccion de las enzimas
con la FBP, determindndose las constantes de diooi aparentes. Los valores g’
calculados para la enzima salvaje y mutantes W1y 3374A fueron 25 uMry=1,0),

71 uM (y =1,1) y 80 uM iy =1,2), respectivamente. Las ecuaciones utilizgdaa el

calculo, se muestran en la Seccion 5.21.1.
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Figura 6.8. Electroferogramas obtenidos para la ADP-Glc PPask. doli salvaje en equilibrio
con distintas concentraciones de FBP. El pico nefgigfio con menor tiempo de migracién, en
todos los casos, corresponde al marcador (AHC)mé&d grandea la enzima. Condiciones de
corrida: polaridad negativa (el anodo conectadfinal del capilar), voltaje: 15 kV, deteccion a
220 nm, temperatura 26. La concentracion de la enzima fue de 0,4 mg/ml.
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Figura 6.9. Electroferogramas obtenidos para la ADP-Glc PR&sE. coli salvaje (1); mutante
W113A (2) y mutante Q74A (3). El pico con menomtm de migracién, en todos los casos,
corresponde al marcador (AHC) y los picos mas altosesponden a las enzimas indicadas. En
color negro se muestran los electroferogramas senaia de FBP, y en color azul, los resultados
en presencia de una concentracién saturante de(EBAnM). Las condiciones de las corridas
electroforéticas son las mismas que para la Fig@.a

Podriamos decir entonces que, el efecto mas di@rdtiservado en las enzimas mutantes
W113A y Q74A es la falta de activacion por FBP. iGsmmente, el efector alostérico se
sigue uniendo a las enzimas mutantes y con unaafirde unién que es sélo 3 veces
inferior respecto a lo observado para la ADP-GladaPsalvaje. De acuerdo al modelo
concertado de alosterismo (Monod y col.,, 1965) esedperar que estas mutaciones
modifiquen apenas el valor de g  por el activador, incluso si la Unica funcion lde
residuos mutados fuera desencadenar la activaammra interaccion directa con el
ligando. Esto es porque cuando se desencadendiVlacamn, el cambio conformacional
desplaza el equilibrio hacia la forma cerrada (Rekemodelo concertado). Para explicar
este comportamiento se desarrollé un esquema $icadiben el cual el activador se une a
la forma cerrada (R) para formar un complejo (RAambién a la forma abierta (T) para
formar el complejo correspondiente (TA) pero corchaumenor afinidad (Esquema 6.1).
La constante experimental de disociacion para Ihmen salvaje estaria determinada por
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todas las especies unidas (complejos TA y RA).eGibargo, en nuestro modelo, para las
enzimas mutantes donde la activacion es inefici@staria interrumpida la transiciéon de T

a R) laKp™ estaria determinada solamente por la union distaaor a la forma T.

Esquema 6.1.Mecanismo propuesto para la unién de la FBP aD&-&lc PPasa dE. coli. El
activador (A) se une a la forma relajada (R) y dolana rigida (T) de la enzima para dar los
complejos RA y TA, respectivamente [nomenclaturgiseel modelo concertado de alosterismo
(Monod y col., 1965)]Kar ¥ Kar SonN las constantes de disociacion del activadar lpa formas T

y R, respectivamente. La constante de disociacpareate para la enzima salvajéy() esta
determinada por todas las especies unidas (compldjoy RA) mientras que en las mutantes la
Ko~ esta solo determinada por la forma TA. El codemttre |aKp™ de las mutantes y la enzima
salvaje estaria dado por 1it1/dondel” es la constante de equilibrio entre las formas/TRA.

TA _— RA

L=[T]/[R] (6.1)
L' = [TA]/ [RA] (6.2)
Kar = [A] [T]/[TA] (6.3)
Kar = [A] [R]/ [RA] (6.4)

Kp = [A] [especies enzimaticas libres]/ [especiesraticas con FBP unida]

o seaKp = [A] ([T] + [R]) / ([TA] + [RA]) (6.5)
Reemplazando [A] en la ecuacién (6.5) segun ecod6i3)

Ko'=Kar [TA] ([T] + [R]) / [T] (ITA] + [RA]) = Kar (1+ [R]/[T])/ (1+ [RA]/[TA]) (6.6)

Reemplazando [R]/[T] y [RA]/[TA] en la ecuaciéon §.segun ecuaciones (6.1) y (6.2) y

reordenando:
Ko'= Kar (1+1L) / (1+1L7) (6.7)
Kar/ Kp'= (1+11L,) / (1+1L) (6.8)

SiL >> 1, (suposicion razonable para enzimas activalbssericamente).
Kat/ Kp'= (1+1L") (6.9)
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Entonces, la relacion entre ldg” de las mutantes y de la enzima salvaje estada plr:
1+1L° (ecuacién 6.9). La relacion observada, que fuelgralores d&p” de 71y 80 uM
para W113A y Q74A, respectivamente y 25 uM paranaima salvaje) se corresponde
con un valor deL'~0,5 lo que implicaria que las formas cerrada yerth a

concentraciones saturantes del activador, aunastn equilibrio dinamico.

También se evalud la respuesta de las ADP-Glc BPA&HL3A y Q74A hacia otro
activador de la enzima salvaje, el PLP, analogauetstral de la FBP (Seccién 3.3.3). Tal
como se habia informado previamente (Haugen y £®7.6), cuando el PLP esta presente
en el medio de reaccion, activa a la enzima sabmjena proporcion semejante a la FBP y
con afinidad aun mayor. Sin embargo, no produjoefacto sobre la actividad de las
enzimas W113A y Q74A (Figura 6.10). A bajas con@abnes, el PLP puede unirse
covalentemente por reduccién con NaBhhodificando un residuo que interviene en la
unién del activador, la Ly$(Parsons y Preiss, 1978a; 1978b). En este trabajooslific
covalentemente con PLP a la enzima salvaje y amlatantes W113A y Q74A, en
presencia del sustrato ADP-Glc, que protege dé&ildogilacion a otra Lys (ésta esencial),
la Lys'®® para que el residuo mayormente modificado sday$d’ (Seccién 3.3.4). Los
resultados de actividad enzimética para la enzialgajg (Tabla 6.4) muestran, en
concordancia a estudios anteriores (Parsons ysP38a; 1978b), que la enzima estaba
en una forma mas activa y menos sensible a uneaergostactivacion por FBP.
Nuevamente, las enzimas mutantes W113A y Q74A mxastrno ser activadas por la
piridoxilacion ni por una posterior exposicion afFBrabla 6.4).

Para investigar si las enzimas mutantes podian ainiPLP en forma covalente, se
realizaron experiencias de ECA con las enzimas sdasea fosfo-piridoxilacion. Se
observé que la enzima salvaje fosfo-piridoxiladayndia una velocidad mayor que la
enzima sin modificar (Figura 6.11-A), debido a mmayor carga negativa por haber unido
al PLP. Curiosamente, las enzimas mutantes luedp fdefo-piridoxilacion reductiva,
migraron también mas rapido en ECA (Figuras 6.1¢-B.11-C), lo que indica que
también unieron PLP en forma covalente, a pesanalédaber mostrado diferencias
significativas en la actividad enzimatica. Estautados apoyan firmemente el modelo en

el cual las enzimas mutantes tienen alterada &atién de la sefial regulatoria, ya que
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pueden ser modificadas covalentementeRbR en la Ly¥ pero esta unién es ineficiente
en términos de activacion.

Para la enzima salvaje, si consideramos la acfimaconjunta del PLP (8,6 veces) y
posterior activacién de la FBP (4,1 veces) sobrenleima fosfo-piridoxilada, obtenemos
un total aproximado de 35 veces de activacion. e, aunque ligeramente inferior a la
activacion total producidpor la FBP,argumentaria a favor de que la unién de este
activador a los sitios residuales, completariaataracion de esos sitios. Paralelamente, se
observé en experiencias de ECA, que la enzima jeafeafo-piridoxilada modificd su
tiempo de migraciorl ser enfrentada a la FBP (Tabla 6.4), indicaedogoncordancia a
los resultados de actividad enzimatica, que larudiél PLP al sitio que comparte con la
FBP no seria completa. En cambio, la mutante nuadii W113A experimentd una
pequefia modificacion en los tiempos de migracidgufla 6.11-B) en presencia de FBP,
mientras que la mutante piridoxilada Q74A no sufmédificacion en su movilidad.
(Figura 6.11-C).
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Figura 6.10. Diferente respuesta frente a la activacion por EeHa ADP-Glc PPasa salvaje y
mutantes. Las experiencias de actividad se reafizatilizando el ensayo B, con adicién de PLP a
la enzima salvajes(), mutante W113Ax) y mutante Q74A4).
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Tabla 6.4. Actividad enzimatica y respuesta a la FBP de I&PAEIc PPas&. coli salvaje y sus
mutantes W113A y Q74A antes y después de la fasifbepilacion reductiva. La actividad
enzimatica se midié en el sentido de sintesis ¢ané&odo Verde de Malaquita, ensayo A de
Materiales y Métodos (Seccion 5.19.1.1). Las coimaeiones de sustrato utilizadas fueron,
GlclP: 1,5 mM; ATP: 1,5 mM; MgGl7 mM. Las “veces de activacién” se calcularon cogh
cociente entre la actividad enzimatica con FBPraentracién saturante y la actividad enziméatica

sin FBP.
Modificacion
Actividad (U/mg)
) Actividad+FBP
Ninguna
(U/mg)

Activacion (veces)

Actividad (U/mg)

Fosfo-piridoxilacion
Actividad+FBP

Reductiva (UImg)

Activacion (veces)

Enzima salvaje

14+05

63+ 10

44

12+ 2

49 +£5

4,1

W113A

12+0,3

1,9+0,3

1,6

0,87+ 0,02

1,2+£0,5

1,4

Q74A
31+0,5

3,8+0,5

1,2

1,61+
0,10

1,7+£0,2

11
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Figura 6.11. Electroferogramas obtenidos para la ADP-Glc PR&da. coli salvaje y mutantes,
antes y después de la fosfo-piridoxilacion redagttanto en ausencia como en presencia de FBP.
Referencias{A): enzima salvajgB): mutante W113A(C): mutante Q74A. En las tres figuras, los
electroferogramas corresponden a corridas elecétitas realizadas en los siguientes condiciones
de equilibrado: € ): enzima erbuffer MOPS, (—); enzima ybuffer MOPS-FBP (): enzima
fosfo-piridoxilada en MOPS, -£): enzima fosfo-piridoxilada en MOPS-FBP. Las dsma
condiciones de corrida electroforética son idésticéas de la Figura 6.8.
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Este comportamiento pudo ser explicado cuandazanitlo las ecuaciones descriptas en
Seccién 5.21.2, se estim6 el numero de moléculd3Lékey FBP unidas por molécula de
proteina a partir del aumento relativo de movilidddctroforética. En la Tabla 6.5 se
observa que se unen dos moléculas de FBP/moléewazima, tanto para la salvaje como
para las mutantes. Este mismo valor se habia iafdonpreviamente para la enzima
salvaje, por método de equilibrio de dialisis eespncia de Mg (Haugen y Preiss, 1979).
En lo que respecta al PLP, la enzima salvaje umidpromedio de 2 moléculas de
PLP/molécula de proteina, mientras que las enzimdaantes resultaron modificadas en un
n=3-4 moléculas de PLP/tetrdmero. El valor obtepida la enzima salvaje era inferior al
esperado, ya que (Parsons y Preiss, 1978b) detsonimjue se unen 1,01 molécula de
PLP por subunidad, lo que representa 4 molécul&d_Bepor tetramero. Al ser equilibrada
con FBP la enzima salvaje fosfo-piridoxilada uniaunolécula adicional de FBP. Esto
concuerda con los resultados de actividad enzim@tie se muestran en la Tabla 6.4, en
los que se observl que la enzima salvaje modifipadd@LP era adicionalmente activada
en presencia de FBP, indicando que no se logroabeima modificacion con PLP de la
enzima. En cambio, las mutantes modificadas no rarost una union adicional al
equilibrarlas con FBP, ya que previamente habiatiowma mayor cantidad de moléculas
de PLP.

Tabla 6.5. Variacion de la valenciaAg) producida por la union de ligandos, para cadanmeny
condicion ensayada y niumero de moléculas unidagdé)FBP, de PLP y totales) por mol de
enzima, calculados mediante experiencias de PCAson las diferencias de valencia con respecto
a la proteina sin tratar (sin FBP ni PLR).:nimero total de ligandos

Tratamiento sin modificacion fosfo-piridoxilacion odffo-piridoxilaciéon
bufferECA MOPS-FBP MOPS MOPS-FBP
Az Nesp Az NLp Az N
E. coli 3
_ -8,6 2 -4,4 2 -8,7
salvaje (2PLP+1FBP)
3-4
W113A -7,5+ 2 -7,5 3-4 -7,5
(3-4 PLP)
Q74A -7,5 2 -10,9 5 -10,6
(5PLP)
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La determinacion del numero de moléculas de efstdécula de enzima, mediante la

utilizacién de ecuaciones sencillas, resulta nosedga que en la mayoria de los trabajos
publicados, solo se determinan las constantessibeidcion. En base a estos célculos, del
comportamiento de las enzimas mutantes se dedeceiga vez unido el maximo namero

de moléculas de PLP/molécula de enzima, no se mmodéculas de FBP adicionales. Esto

refuerza lo postulado (Parsons y Preiss, 1978a8H)%4cerca de que la FBP y el PLP se
estarian uniendo al mismo sitio o0 a sitios espax@ate muy cercanos en la estructura, tal
gue exista un impedimento estérico con respecto union de ambos efectores. Para el
caso de la enzima salvaje, al no modificarse canalimo nimero de moléculas de PLP,

fue capaz de unir una molécula adicional de FBP.

Por otro lado, se realizaron estudios de especdpisae fluorescencia con el objetivo de
analizar si existian diferencias conformacionaleseovables entre la enzima salvaje y las
enzimas mutantes y, particularmente, si la unionsdstratos y/o efectores producia

cambios conformacionales diferenciales entre efjas,pudieran evidenciarse por cambios
en las sefiales, ya sea de intensidad de fluoreacermrrimientos en las longitudes de

onda de méxima emision.

Se registraron los espectros de emision en ausdec&fectores de la enzima salvaje y
mutantes, graficandose la intensidad de fluoresge(i en unidades arbitrarias (ua)
(Figura 6.12). Al realizar estas experiencias seenl que la mutante Q74A posee un
espectro muy similar al de la enzima salvaje, prt@selo ambos la misma longitud de
onda para la cual la intensidad de emision es ma&XiEma.=334 nm). En cambio, el
espectro de emision de la mutante W113A difierestas dos, presentando Ugaax de
332 nm (Tabla 6.6). Aunque el cambioidg.xes de 2 nm, esta variacion se repitio todas

las veces que se realizo la experiencia en loglt@smetros en los que se trabajo.

Si se tiene en cuenta que el espectro completanilgiém de la proteina resulta de la
contribucién de todos sus Trp, el corrimiento hadiazul en la mutante W113A, como
resultado de una disminucién de la fluorescendidnseca de la proteina en esa zona
estarfa indicando que el Ffp emitiria a una longitud mayor que el promedio dg |
restantes en la enzima salvaje. Por lo tanto eingiento de 2 nanémetros hacia el azul en
la W113A concuerda con la estructura tridimensionatielada para la enzima Hecoli,

donde se observa que el Friseria el que estaria mas expuesto al solvente.
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Figura 6.12. Espectros de emisién de fluorescencia para lasnaszZADP-Glc PPasa dg. coli
salvaje y mutantes W113A y Q74A. La longitud deadd excitacion\z) fue 290 nm. Notese el
corrimiento hacia el azul de M. del espectro de la mutante W1134 concentracion de las
enzimas fue de 0,1 mg/ml (demas condiciones eni@eéc23). En general, salvo aclaracién en
contrario, el espectro de emision se adquirio ey 400 nm a una velocidad de 60 nm/min.

Se registraron también los espectros de emisidludeescencia de la enzima salvaje y las
mutantes en presencia de sustratos y efectores soém distintas combinaciones. Las
concentraciones utilizadas se eligieron teniendousmta los valores d& s y Agsde los
mismos. Las concentraciones de?Meyaluadas oscilaron entre 0,5y 10 mM o entre 0,5 y
20 mM, ya sea en presencia o0 ausencia de FBP ctegpeente. La FBP se ensayd hasta
2 mM y el ATP hasta una concentracion 1 mM. Norsagaron mayores concentraciones
debido a que el ATP posee absorcion en el rangoediéda de emision, por tal motivo, los

espectros de las experiencias que involucran al gET€orrigieron segun ecuacion (5.11).

De todos los espectros obtenidos, s6lo en el casla @nzima salvaje en presencia de
FBP+ATP+Md"* se observé un corrimiento deMamas €N este caso particular, de 2 nm
hacia el azul (Tabla 6.6). Este cambio se prodopependientemente del orden de

agregado, pero era necesaria la presencia deelpdra que se dé el corrimiento. Esta
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modificacion no se observd en ninguna de las erzimatantes, en las cualesNgnax
permanecié invariable. Este cambio se produce endama salvaje cuando el sustrato y el
cofactor esencial (ATP+Mg, pero no ATP solo, o M{ solo) se unen a la enzima en
presencia de FBP. Se postula entonces que estvatiéa indicaria el cambio necesario
para lograr la conformacion mas activa (o sea la ef&tiente) de ese complejo. No se
puede identificar cuales serian los residuos atlioost fundamentalmente Trp, que
estarian cambiando su entorno en relacion al quiriten cuando el complejo se forma en
ausencia de FBP. De los seis residuos Trp presemela enzima, hay dos que se
encuentran mas préximos al sitio activo, *fiy Trp*’* y de los restantes, otros dos estan
en sitios estratégicos, como el Tmue se encuentra en la interfase entre el dorhinip

C- terminal y el Trp”* que se encuentra dentro debp largo que interconecta ambos
dominios.Si suponemos que el Tfges el principal responsable de la modificaciénaen |
Aemax €N la mutante W113A no se observaria el cambigumno esta presente; y aun
estando presente, como en la mutante Q74A, al rdificeyse su entorno en la misma
magnitud que la enzima salvaje, no se observarcarabio que ésta experimenta. Esto
serfa una nueva evidencia de que ambos residudsy'ély la GIn', son necesarios para

que la FBP realice su accion.

Tabla 6.6. Longitudes de onda maximas de emisidrladenzima salvaje y mutantes W113A y
Q74A en ausencia y en presencia de ATP*MdBP. La concentracion de las enzimas fue de 0,1
mg/ml. Las condiciones en que se recogieron losasys fueron idénticas a las de la Figura 6.12.

AEmax (NM)
Efectores E. colisalvaje W113A Q74A
ninguno 334 332 334
ATP+Mg* 334 332 334
FBP+ATP+Md" 332 332 334
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6.1.1.3.Discusién

Estudios pioneros realizados sobre ADP-Glc PPasadistintas fuentes permitieron
establecer importantes correlaciones de estrucufancion. Se identificaron distintos
dominios involucrados en la union de sustratos (. &reiss, 1986; Kumar y col., 1988;
Bejar y col., 2006b), activadores alostéricos (Hegwg col., 1976; Parsons y Preiss, 1978a;
1978b; Gardiol y Preiss, 1990; Gomez-Casati y @0I01) asi como residuos criticos para
la catalisis (Frueauf y col., 2001; Bejar y col.008b). La reciente resolucion
cristalografica de las estructuras de las ADP-Gladas homotetraméricas de tubérculo de
papa (Jin y col., 2005) y d&. tumefaciengCupp-Vickery y col., 2008) permitié conocer
la estructura en detalle y corroborar, en partmsesstudios. Sin embargo, no han sido
descriptas las interacciones interdominio espexfaque determinan el efecto alostérico.

Los resultados presentados en este capitulo permiliéatificar un mecanismo dinamico
para la regulacion alostérica de la ADP-Glc PPada. @oli; en el cual la propagacion de
la sefal involucra treops adyacentes, segun la estructura tridimensiondd émzima.
Teniendo en cuenta los modelos obtenidos paraZenandeE. coli, se postulé que la
union del activador en uloop situado cerca del N-terminal estabiliza una canémion
mas activa facilitando el movimiento relativo deodbop desde una conformacion abierta
hacia una conformacién cerrada. El prirf@op es el que comprende a la EYssitio de
unién del activador (Parsons y Preiss, 1978a; 1:9Gadiol y Preiss, 1990), y también a
una Arg importante para la regulacion (Gomez-Cagatiol., 2001); mientras que el
segunddoop es el que comprende a la (Lee y Preiss, 1986; Kumar y col., 1988)
involucrada en la unién del ATP. El terdepp, el que contiene a la Gfh facilitaria la
comunicacion entre los otros da®psa traveés de uniones puente hidrogeno. Por lo tanto
la regulacion de la enzima estaria determinadaep@osicionamiento relativo de estos
loops, donde el cambio conformacional inducido por sostratos y facilitado por el
activador haria que la forma abierta pase hacidamaa cerrada mas activa. Este tipo de
mecanismo se ha observado en otras enzimas, darateeglo cerrado deopsaproxima

los sustratos y los residuos cataliticos, confittenn entorno apropiado para una catélisis
productiva (Raboni y col., 2005; Datta y col., 2008l Sol y col., 2009).

Para comprobar esta hipotesis se realizaron muwgagesitio-dirigida. El reemplazo de la
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GIn’ por Ala, cuya cadena lateral no puede formar gubitrégeno, dio como resultado
una enzima completamente insensible a la activagidemas, la baja afinidad por al ATP
de esta mutante es similar a la que posee la engitvaje en ausencia del activador.
Como la unién de la FBP fue confirmada por ECApsgpone que es la comunicacion
entre losloops la que resulta interrumpida. De hecho, la impaitarde los puentes de
hidrégeno fue confirmada cuando se reemplazé 14*®lor Asn, ya que esta mutante, a
diferencia de la Q74A, fue sensible a la activaciinresiduo de Asn posee un metileno
menos que la GIn, pero aun asi es capaz de fowsgrukntes de hidrogeno. Por otro lado,
la mutacién hacia Glu, que puede aceptar pero adeser donador de puente hidrogeno a
pH neutro, resultd en una enzima insensible a famion El nitrogeno de la cadena
lateral de la GIff actuaria como donador de puente hidrégeno hacixigeno de la
cadena principal del altamente conservado'*frfEl reemplazo de la cadena lateral en
posicion 113 no deberia interferir en la formadi@h puente hidrégeno, ya que el aceptor
es un atomo de la cadena principal. Sin embargonugacion del Trp® hacia Ala
convierte a la enzima mutante en insensible hdcactevador. Un residuo hidrofébico
voluminoso como la Leu no es capaz de reemplazanateera efectiva al Trp, pero un
residuo aromatico como la Tyr puede reemplazarlmaeera parcial. Por consiguiente, la
importancia del Trp estaria en relacién a su anillo aromatico. Seupsntonces, que el
rol de este Trp seria el de mantener a kegip en una conformacion tal que la cadena
principal pueda interaccionar con la GIrEn otras enzimas tetraméricas se ha propuesto
que la transicién de la forma abierta a la cerramladlo induce un aumento en la actividad
enzimatica de una subunidad sino que también paadigcir una sefial inter-subunidad
que estabilice un estado activado general de togdrémero (Raboni y col., 2005; del Sol
y col., 2009; Smock y Gierasch, 2009). En la estmaccristalina de la ADP-Glc PPasa de
tubérculo de papa se observé qudéoep que contiene al residuo homélogo al Ffse
encuentra cercano a la interface entre subunidditey col., 2005), lo que haria posible

gue esta sefial alostérica se propague a travéstidghero completo.

Los estudios de fluorescencia intrinseca sugieren lg enzima nativa en presencia de
ATP y FBP, a diferencia de las mutantes W113A y Q7adquiere una estructura mas
cerrada, mas compacta, avalando la hipotesis pldate
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Los roles de los cambios conformacionales y movitog que ocurren en las proteinas,
estan cobrando impulso debido a la relevancia ignen para la catalisis enzimatica y la
regulacion alostérica (Gutteridge y Thornton, 2002005; Raboni y col., 2005; Swain y
Gierasch, 2006; Lee y Craik, 2009; Smock y Giera8009; Tokuriki y Tawfik, 2009). La
vision actual es que las proteinas estan en cdastawvimiento (Vinson, 2009) y que las
propiedades dinamicas intrinsecas son responseblda transmision de sefales y del
alosterismo (Swain y Gierasch, 2006; Smock y Garag009).La dinamica de proteinas
incluye cambios conformacionales que ocurren, fpalmente, segin dos procesos:
movimientos de dominios (donde dos dominios rigidmsdos por una bisagra flexible, se
mueven uno con respecto al otro), y movimientoslabgps (cuandoloops flexibles,
generalmente presentes en la superficie de la mabdéoula, cambian su conformacion)
(Gutteridge y Thornton, 2005). Estos cambios canémionales son desencadenados por
unién de sustratos o efectores alostéricos y des@ampdiversos roles en el proceso
catalitico, principalmente en la orientacion depga para favorecer la unién y/o el
posicionamiento de sustratos, asi como tambiém etirhinacion de agua o estabilizando
intermediarios activados (Gutteridge y ThorntonQ20Raboni y col., 2005; Lee y Craik,
2009; Tokuriki y Tawfik, 2009). El trabajo realizadobre la ADP-Glc PPasa &e coli
permite proponer un mecanismo regulatorio seguoual la interaccion del activador
alostérico con la enzima comunica la sefial regu#t@or medio de cambios
conformacionales de ldsops que contienen a los residuos *fpy GIn"®. Este es un
dominio estructural conservado en todas las ADPRBlasas, aun en aquellas con
diferentes propiedades alostéricas y baja identiftadecuencia. Por esta razon, se puede
pensar que esta familia de enzimas tendrian uamidpr alostérico comun, en el cual, un
sitio catalitico conservado interactia con un s#lostérico divergente. Este seria un

mecanismo evolutivo muy efectivo para activar m@iabmente diversas enzimas.
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6.1.2.Estudio comparativo de la activacion por FBP e inldicion por AMP de la
enzima ADP-GIc PPasa dé. coli salvaje frente a enzimas con mutaciones simples o
dobles: G336D, Q74A, W113Ay M15.

6.1.2.1.Introduccion

Se ha demostrado que en la regulacion alostéritasd®DP-Glc PPasas bacterianas estan
involucrados tanto el dominio N- como el C-termipdh zona de interaccion entre ambos
(ver Seccion 3.3.5). La importancia de la regioneNninal de la ADP-Glc PPasa de
E. coli salvaje en la regulacion alostérica se puso nuewtemen evidencia con la
caracterizacion de enzimas truncadas en dichoreat(Bejar y col., 2006a). Aquellas que
carecian de 3 y 7 aminoacidos AS-y N-A7, respectivamente), no cambiaron sus
parametros cinéticos con respecto a la enzimajealka cambio, las mutantesAN-1 y
N-A15 presentaban elevada actividad en ausencia tebddar FBP. En particular, la
enzima NA15 mostré6 una mayor afinidad aparente por la FB® lguenzima salvaje,
siendo, menos sensible que esta ultima a la ragulatostérica ejercida por la FBP vy el
AMP. En las estructuras cristalinas de la ADP-G¥aga dé&. tuberosunilin y col., 2005)

y de A. tumefaciengCupp-Vickery y col., 2008ho se lograron modelar, respectivamente,
los primeroslO y 6 residuos del segmento N-terminal. Por etashepoco se pudo efectuar
su modelado por homologia en la enzimaEleoli. Sin embargo, se cree que estos
efectos, causados por un extremo N-terminal méa®,cpodrian responder a cambios
conformacionales que favorecerian una regulapmsitiva, mas que a una disrupcion de

los sitios de unidn de los efectores alostéricagaBy col., 2006a).

Con respecto al extremo C-terminal, al estudiaas®DP-Glc PPasa de una cepaedeoli
mutante que presentaba mayores velocidades de Emidmude glucégeno que la cepa
salvaje, se observd que esta caracteristica sa delai mutacién de un solo residuo, la
Gly**® que estaba cambiada por un Asp (Leung y col., 1988&jteriormente, se obtuvo la
enzima mutante G336D por mutagénesis sitio-dirigit¥eyer y col., 1998a) y se
comprob6 que presentaba las mismas caracterigtieak® enzima nativa obtenida a partir
de la cepa mutante. La proteina mutante G336D mi@peopiedades cinéticas diferentes a
las de la enzima salvaje, ya que posee mayor dativen ausencia del activador FBP,
mayor afinidad aparente por la FBP y los sustratogenor afinidad aparente por el AMP

en presencia del activador (Meyer y col., 1998a).
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Por otro lado, se ha demostrado que las mutantdé& @ AWW113A presentan diferencias
importantes a las mutantes arriba descriptas, ganguresponden al activador principal
FBP. Esto implica que el activador no provoca nnmule los dos efectos que si se
observan en la enzima salvaje: un aumento deralafl por los sustratos y un incremento
de la constante catalitica. Los resultados obtenidediante ECA permiten afirmar que
ambas mutantes unen FBP, por lo que se asume das essiduos no estarian

directamente involucrados en la uniéon del activador

6.1.2.2.0bjetivos y mutantes elegidas para este estudio.

Para lograr una mayor comprension de los mecanistaaactivacion e inhibicion de la
enzima ADP-GIc PPasa de coli se propuso analizar los efectos reciprocos cordbfa
de mutaciones que actian de manera aparentemeag®rica en relacion a la capacidad
de adquirir una conformacion estructural mas actjva la de la enzima salvajeara
profundizar en el conocimiento de estos distintstadns conformacionales se disefiaron
dobles mutantes que combinan en su secuencia uaaigruque aisladamente les confiere
preactivacion junto a otra mutacion que les coefiesensibilidad frente al activador. Las
enzimas preactivadas elegidas para este estudionflees mencionadas N5 y G336D,
considerando que sus caracteristicas diferenc@lasrespecto a la enzima salvaje se
atribuyen a diferentes dominios (extremos N- y Kateal, respectivamente)Como
enzimas que no responden al activador se utiliZz@omutantes Q74A y W113A. Aunque
ambas presentan un comportamiento cinético sereegegun nuestro modelo, pertenecen
aloopsdiferentes, por lo que su comportamiento podrigeroel mismo en presencia de
otra mutacion. También se considerd de utilidactmdat una doble mutante combinando
las dos mutantes preactivadas. En la Figura 6.bdusstra la localizacion relativa de estas

mutaciones en el mondmero modelado de la enzima@@BPPasa dE. coli.
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Figura 6.14. Modelo del monémero de la enzima ADP-Glc PPasaEdeoli obtenido por
homologia a partir de la estructura cristalinatdehotetramero de la enzima Setuberosuny del
monomero de la enzima dke tumefaciensSe indica el extremo N-terminal sin los 15 primeros
residuos (N-15), el residuo de &8(en amarillo para una mejor visualizacigrps residuos Gt

y Trp**® cuyos 4tomos se colorean segun su tipo: O: rojbla®co, N: azul. Figura obtenida con el
programa Deepiew/Swiss PDB viewer v4.0.

6.1.2.3.Estudios conformacionales realizados con las mutaed simples

Se efectuaron estudios espectroscopicos de DC dazina salvaje y de las mutantes
simples. Los estudios realizados mostraron que samh#antes preactivadas presentan
diferencias conformacionales con la enzima salyagen las mutantes simples Q74A y
W113A (Figura 6.15). Esta diferencia se visualiza en\élddrcano, que practicamente no
exhibe bandas en la enzima salvaje, Q74A y W11&#g pue presenta una banda ancha
de elipticidad positiva en las mutantes preactisagdgo mas angosta en la G336D,
sugiriendo que estas enzimas mutampeesentan cambios conformacionales importantes

con respecto a la enzima salvaje, a nivel de fa@sta terciaria y/o cuaternaria.
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Figura 6.15.Espectros de dicroismo circular obtenidos paré&RB-Glc PPasas de. colisalvaje

y mutantes simples. Las enzimas, en una concebratz 0,25 mg/ml ebuffer MOPS-NaOH
20 mM pH 8,0; termostatizadas a 25 °C, se analizafbveces a una velocidad de 100 nm/min
considerandose el espectro promedio. Referenciedna salvaje i), N-A15 (), G336D @),
W113A (m) y Q74A ).

6.1.2.4.0btencidn, expresién y purificacién de las enzima8DP-Glc PPasa deE. coli

dobles mutantes.

La construccion de las dobles mutantes se reatiz@qgrte, con enzimas de restriccion, de
los vectores correspondientes que contenian catkciii simple y posterior ligacién de
los fragmentos (Seccion 5.12). Mediante secueria@utomatica se confirmd la
identidad de las construcciones que codificabaa fes enzimas dE. coli que poseian
respectivamente las mutaciones: Q74A+G336D, WI11386DB, NA15+Q74A,
N-A15+W113A y NA15+G336D. Estas enzimas, asi como las mutantedesimpe les
dieron origen y la enzima salvaje, fueron expresada células BL21(DE3)La
purificacion se realiz6 mediante fraccionamientdinea seguido del correspondiente
desalado y posterior cromatografia en resinas dé\HX&epharose Por Ultimo se
purificaron por cromatografia en columna de 2'5PABepharos€éGE Healthcare)

(Seccion 5.14). En todos los casos, las enzimasb&esieron con un grado de pureza
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superior al 90%, segun el andlisis de las mismasSp&-PAGE. A modo de ejemplo, en
la Figura 6.16 se muestra el analisis electrofométtorrespondiente a las fracciones
obtenidas en las sucesivas etapas de purifica@da doble mutante G336D+W113A, el

gue fue similar a lo obtenido para el resto def@smas mutantes.

~—94,0 kDa

e — -:_:-67,0 kDa
— —_— -
L —

= 30,0 kDa

k < — 20,1 kDa

Figura 6.16. Andlisis de la purificacion de la enzima mutant®PAGIc PPasa dée. coli
G336D+W113A por SDS-PAGE alle 1: extracto crudo, calle 2: fraccidon preeigd con sulfato
de amonio seguida de desalado; calle 3: fraccigifigada por cromatografia en columna de
DEAE-Sepharosecalles 4 y 5 fracciones provenientes de cromafégen 2'5° ADPSepharosge
siendo respectivamente la fraccion no reteniday(48 fraccion eluida con gradiente de NacCl,
donde se obtiene la enzima en estudio (5); caleacadores de masa molecular (GE Healthcare).

6.1.2.5.Caracterizacion cinética de la activacion ejercidgor la FBP

Las experiencias se realizaron, para todas la esziem el sentido de sintesis de ADP-Glc,
con el método Verde de Malaquita (Seccidon 5.19.149 concentraciones usadas en todos
los casos fueron: ATP 1,5 mM; ¥fg7 mM y GIclP 1,5 mMLos valores obtenidos se
ajustaron a la ecuacion de Hill modificada (ecua&i®).

Al estudiar el comportamiento cinético de la enzisadvaje y de las mutantes frente a
concentraciones variables de FBP se observO quegusencia de FBP, la segunda
mutacion altera muy poco la actividad enzimaticaadaellas mutantes derivadas de la
G336D (Figura 6.17 y Tabla 6.8), ya que en promeéigminuyen 1,5 veces su actividad
especifica. En cambio, aquellas derivadas de B1B-disminuyen mas su actividad,
aproximadamente 3 veces, no observandose difesesigjaificativas segun esta segunda
mutacion sea sobre el Ffpo la GIn* (Figura 6.18 y Tabla 6.8). Estos resultados sagier
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gue el estado preactivado de la enzima G336D edemdn al introducir la segunda
mutaciénen los residuos Gif o Trp'*®, mientras que esto no sucederia con la enzima
mutante NA15. Por otro lado, la doble mutante derivada de ambasmas preactivadas,

la mutante NA15+G336D, presenta un valor de actividad enzimafit@rmedio
comparado con las demas dobles mutantes, pero reianfprior a las mutantes de las
cuales proviene (Tabla 6.8); lo gseria indicativo de que ambas mutaciones no opgran

forma sinérgica .

i /-

40
U/mg

30-
20-
10- 7 - :
0_ T T T T T T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

FBP(mM)

Figura 6.17. Respuesta al activador FBP de las ADP-Glc PPasds. deli salvaje y mutantes
G336D y sus derivadas. Referencias: enzima salw@jenutante G336Du(), Q74A+G336D &) y
W113A+G336D #).

40+
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00 02 04 06 08 10
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Figura 6.18. Curvas de saturacion con FBP de las ADP-Glc PR#ssBs coli salvaje y mutantes
con el extremo N-terminal truncado. Referenciaszirea salvaje &), mutantes NA15 (m),

N-A15+Q74A @) y N-A15+W113A ).
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Tabla 6.8. Parametros cinéticos de activacién por FBP pasaela&zimas salvaje y mutantes
(simples y dobles), en sentido de sintesis, métmide de Malaquita. Los valores Wgay Aos Y

ny se calcularon segun la ecuaciéon de Hill modificgatauacion 5.2). Las veces de activacion se
determinaron como la relacion entre Mg.,x en presencia y en ausencia de FBP. n.d.: no
determinado, algunos valores Adgs no se determinaron porque las veces de activasoson
significativas

Enzima Ay s FBP (mM) Ny Vmar(U/mO) Activacion
sin FBP con FBP | (veces)
E. colisalvaje 0,251+ 0,032 20 1,2 46 38,0
N-A15 0,025 + 0,002 11 11 47 4,3
G336D 0,044+0,003 1,3 15 40 2,7
W113A n.d. n.d. 2,0 2,3 11
Q74A n.d. n.d. 2,3 2,7 1,2
N-A15+W113A 0,054+ 0,002 19 3,9 7,5 19
N-A15+Q74A 0,110+ 0,009 1,8 3,2 5,7 1,8
G336D+W113A 0,031+ 0,002 15 9 11 1,2
G336D+Q74A 0,079+ 0,005 2,2 11 13 1,2
N-A15+G336D 0,022+ 0,002 1,6 5 9 1,7

En lo que respecta a las veces de activacion, 2anansalvaje es la que presenta una
mayor respuesta; mientras que en masgtantes preactivadas, debido a su condicion,
muestran una menor respuegtar otra parte, las dobles mutantes resultan essnsibles

a la activacion, en forma semejante al comportaimige las mutantes Q74A y W113A.
Las actividades enzimaticas alcanzadas por lassglabltantes en presencia de FBP, si
bien fueron superiores a las de las simples mgaW&l3A o Q74A, en ningun caso
alcanzaron los valores de actividad de las enzipnesactivadas o de la enzima salvaje,
obteniéndose valores intermedios entre las preatd/ y las insensibles al activador. Por
lo expuesto, es muy importante destacar que, al igue las simples mutantes Q74A y
W113A, el efecto que produce el activador sobredtddes mutantes es muy baj,que

reafirma la importancia de la presencia del*frp de la GIf* para que la sefial inducida
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por el activador provoque el efecto favorable esitsh activo. Los valores d&, s de las
dobles mutantes resultan significativamente menardes de la enzima salvaje y en
general, ligeramente mayores a los de las enzimgses preactivadas, lo que indicaria

que la segunda mutacion no altera la capacidadactetador de unirse con elevada

afinidad aparente.

6.1.2.6.Caracterizacion cinética de la inhibicion por AMP

Un aspecto interesante de la regulacion de laidativde la ADP-Glc PPasa @e coli
salvaje es la respuesta diferencial con respetaardibicion ejercida por el AMP segln
esté presente o no la FBP (Seccion 6.1.1.2). 8diasin entonces los efectos que el AMP
ejerce sobre lasnzimas mutantes simplgslobles, en forma aislada y en forma conjunta
con el activador FBP (Tabla 6.9).

Tabla 6.9. Valores de actividad remanente (%) (calculados ceimecociente entre la actividad
enzimética en presencia de AMP 2 mM con respedw actividad enzimética en ausencia del
inhibidor, multiplicado por 100) obtenidos para &awimas deE coli salvaje y simples y dobles
mutantes, en ausencia y presencia de 1,5 mM de MBRxdo utilizado: Verde de Malaquita,

sentido de sintesis.

Actividad remanente (%)
a2 mM de AMP

Enzima
ausencia FBP FBP 1,5 mM

E. colisalvaje 5843 4+0,2
N-A15 6214 51+4
G336D 3712 21+1
W113A 7915 38+2
Q74A 704 42+4
N-A15+W113A 9414 55+4
N-A15+Q74A 794 45+3
G336D+W113A 6513 51+3
G336D+Q74A 7013 39+2
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En lo que respecta a las simples mutantes, loftades de la Tabla 6.9 muestran que, en
ausencia del activador, la enzima salvaje y laplgsnmutantes, a excepcion de la G336D,
son muy poco inhibidas ya que ninguna de ellasraugle50% de inhibicion. Se observa
también que las dobles mutantes que poseen lasiondga Q74A o W113A son muy poco
sensibles al AMP, aun aquellas derivadas de la mat&336D. Comparando los
resultados hallados en ausencia y en presenci@Bgede observa que todas las mutantes,
son mas sensibles al inhibidor en presencia deaalctr, a semejanza de lo que ocurre con
la enzima salvaje, pero esta sensibilidad al idoibes, en todos los casos, inferior a la que

posee la enzima salvaje.

6.1.2.7.Discusiéon

Los resultados obtenidos con las enzimas doblesntag mostraron nuevamente la

relevancia de los residuos Gliy Trp™?

para que se produzca, en forma importante, tanto
la activacion por FBP como la inhibicion por AMP B que respecta a la activacion, esta
afirmacion estd basada en que, al igual que loredde para la enzima salvaje, la
introduccién de estas mutaciones en las enzimastradas disminuye la sensibilidad a
dicho activador. Es interesante destacar que, ti@stanutantes preactivadas como sus
dobles mutantes, muestran una mayor afinidad ajgapem la FBP que la enzima salvaje,
independientemente de las veces de activaciontaetes. O sea que en ambos casos, la
segunda mutacion no altera la capacidad del actinael unirse con alta afinidad pero si la

de producir una mayor activacion.

Respecto a la inhibicion por AMP, en ausencia dévador las dobles mutantes se
comportaron en forma semejante a la enzima sammagrando una inhibicion maxima
inferior al 50%. En cambio, en presencia del adiivaa diferencia de lo que ocurre con la
enzima salvaje y en forma semejante a lo obsergadas mutantes simples, la FBP solo
aumenté ligeramente la inhibicion de las doblesamigs, ain aquellas derivadas de la
enzima G336D, la Unica enzima mutante que sufranimbicién importante en presencia
de FBP. O sea que nuevamente la ausencia de aralqie estos dos residuos en las
dobles mutantes las torna mas insensibles al ohinipcon respecto a la sensibilidad que
posee la enzima mutante G336D. La escasa modditag la inhibicion en presencia del
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activador se deberia a que esos residuos son enpest para lograr el cambio
conformacional “local, en el sitio activoque produce la FBP, por lo tanto, para estas
mutantes las conformaciones que tienen unida FBREos®ortarian practicamente en
forma semejante a las que no la tienen y el etpotocausa el inhibidor es similar, tanto en

presencia como en ausencia de activador.

Los resultados obtenidos por DC muestran difereneratre las conformaciones de las
enzimas preactivadas y las enzimas salvaje y megdMl113A y Q74A. O sea que es
valido plantear como hipotesis que un efecto stdseestructuras terciaria y cuaternaria
ocurre en las mutantes preactivadas y que podrfaspmnder a una relajaciéon de estas
estructurasLa mayor flexibilizacion de estas interaccionegeiominios y subunidades
permitiria una mayor flexibilidad en el sitio adivacilitando la adaptacién del entorno a
los sustratos y los movimientos de apertura yeierr el ciclo catalitico. Por otro lado, los
resultados ponen en evidencia que los mecanismoactiacion que operan en las
mutantes preactivadas son diferentes, ya que si bre ambos casos las segundas
mutaciones las tornaron menos sensibles al activda® actividades especificas en su
ausencia se vieron afectadas en distinta magrlitu@&nzima mutante M415 se vio mas
afectada en su actividad especifica indicando ¢umeeanismo por el cual adquiere ese
preactivacion seria mas dependiente de la presdaasos residuos. Para el caso de esta
enzima mutante podria postularse que la mutacitwrada tanto en forma directa, sobre el
sitio de unidn de sustratos, como afectando tanlbiéreraccion entre subunidades por la
zona del dominio N-terminal. (Bejar y col., 2006&)stularon el caracter flexible del
extremo N-terminal, y sugirieron un rol regulatopara esta zona, que actuaria como un
“interruptor alostérico”, ya que, probablementeextremo N-terminal mas corto permite
un reacomodamiento de zonas que estan a contimjaoiportantes para la catalisis.
Ademas se ha demostrado que la ADP-Glc PPasa dectild de papa es regulada por un
mecanismo redox, segun el cual, la enzima se actiaado ocurre la reduccion de un
puente disulfuro que se establece entre las suldesdpequefias a través de residuos de
Cys pertenecientes al extremo N-terminal (Fu y, d898; Ballicora y col., 2000). Asi que,
muy probablemente, en la enzimalklecoli, aunque carece de estas Cys, se establezcan
también interacciones entre subunidades a travks dgxtremos N-terminal.
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En lo que respecta a la enzima G336D, al introdwtér segunda mutacién en los residuos
GIn™ o Trp™® las dobles mutantes resultantes conservan eficegieeactivado. Esto
indicaria que la activacion encontrada en la mat&B836D tiene un componente que
escaparia al acomodamiento de llmsps que se habia puesto en evidencia al estudiar las
mutantes Q74A y W113A. En esta enzima, la mutas@sitia en un dominio diferente al
del sitio activo, en el extremo C-terminal, el geegun el modelo tridimensional obtenido,
establece una fuerte interaccion con la subunidedigua, a través de esta region de
B hélice (Jin y col.,, 2005). También se ha demostragde se establecen fuertes
interacciones entre ambos dominios de la enzima-BPPPasa dé&. coli entre si, ya
que luego de la co-expresion de los dominios N-tgr@inal, éstos se mantuvieron unidos
a través de interacciones no covalentes, dando ceswitado una enzima activa y
regulable alostéricamente (Bejar y col., 2004)oEsinduce a postular que la presencia de
una carga negativa adicional, debida al reemplagouda Gly por un Asp, muy
probablemente modifique las interacciones eledtigsis, tanto entre ambas subunidades,
como entre los dominios C- y N-terminal de la misswbunidad. Entonces, este
reacomodamiento debido a la carga, daria comotagsulina conformacion mas activa,
cuyo mecanismo de preactivacion es relativamemtependiente de la sefial transmitida
por losloopsdonde se encuentran los residuos™rp GIn™, siendo ésta una caracteristica
diferencial importante entre las enzimas preactisaque surge de analizar las dobles

mutantes derivadas de ambas enzimas.

Aunque previamente se postulé que las mutaciondsseresiduos Trj® y GIn" actdan
esencialmente sobre la propagacion de la sefial BBFP hacial sitio activo, tal como se
muestra en la Figuras 6.4-A y 6.4-B, esto no extlgye puedan también producirse
cambios conformacionales a nivel de la estrucen@dria y cuaternaria conducentes a una
mayor relajacion de las interacciones entre losidias N- y C- terminales y/o entre las
subunidades.
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6.1.3.Caracterizacion de la interacciéon de la enzima coel cofactor esencial, el ion

magnesio. Importancia del residuo acido aspartico’s

6.1.3.1.Introduccion

Se ha demostrado que las ADP-GIc PPasas de divergasismos requieren de un ion
metélico, generalmente Nig para realizar su funcién catalitica (Iglesiasrgi$s, 1992;
Ballicora y col., 2003a; , 2004). Hasta el momemmguna de las ADP-Glc PPasas
cristalizadas ha sido obtenida en presencia deasteos investigadores (Jin y col., 2005)
compararon el dominio catalitico de la enzima detculo de papa con el de otras PPasas
cristalizadas anteriormente y observaron que dstalmente eran semejantes. Ademas, al
realizar un alineamiento estructural de los siticivos sefialaron que los residuos acidicos
Asp**y Asp™® en la enzima de tubérculo de papa, estaban ebpenia cercanos a los
residuos que unen el metal en las enzimas commarada correspondientes residuos
homélogos en la enzima de coli son los Asp*? y Asp?’®. La relevancia de este primer
Asp como residuo catalitico habia sido confirmada gstudios de mutagénesis dirigida,
ya que la mutacion por Asn del A8py del Asg*? en la enzima de tubérculo de papa y de
E. coli, respectivementeaesultd en una disminucion de cuatro 6rdenes denitualgen la
actividad catalitica (Frueauf y col., 2001; , 2003)

Con motivo de analizar la relevancia de estos wesicde decidié comparar la estructura
tridimensional del modelo de la enzima ADP-Glc RP#eE. coli obtenido por homologia
(inciso 5.26)con las de algunas nucleotidil transferasas cdsidhs en presencia de iones.
Se observé en todas ellas la presencia de un Asplbgo al Asp* (Tabla 6.10). En
muchas de estas enzimas se observé un residuooksidgo al Asp’®, como es el caso
de las enzimas GIclP timidilil transferasa &ecoli (Tabla 6.10 y Figura 6.19);
Glc1P citidilil transferasa deSalmonella typhiy UDP-Glc PPasa de&orynebacterium
glutamicum En otras, en cambio, se encontr6 una Asn coardmaon el metal en
posicion similar al Asg® como es el caso de las enzimas N-acetilglucosdiRin
uridilil transferasa deStreptococcus pneumoniae de E. coli. También se analizaron
estructuras tridimensionales de enzimas que noofuetristalizadas con metal,
observandose que hay uno o dos residuos acidiccanos a los oxigenos de los grupos

fosfato o y/o B de los nucleotidos di- o tri-fosfato. Uno de elles un Asp, presente
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invariablemente en la misma posicién que ocupasgt‘Aen el modelo de la enzima de
E. coli. El otro residuo acidico, que seria el homélogasaf’®, se presenta como tal en las
estructuras de las enzimas ADP-Glc PPasA.demefaciengTabla 6.11 y Figura 6.19),
Glc1P timidilil transferasa dé&. coli y de Pseudomonas aeruginogacomo Asn en la

N-acetilglucosaminalP uridilil transferasali@emophilus influenza@abla 6.11).

D142/D108/

NN

Figura 6.19. Superposicion estructural de aminoacidos en eb sié union del Mg en tres
NDP-Glc PPasasSe muestra el ion Mg(esfera en blanco) y el dTTP que co-cristalizaron la
enzima Glc1P timidilil transferasa dé. coli (c6digo PDB: 1MC3). En esta enzima el g
interacciona con el oxigeno del fosfatocon dos residuos Asp (ASpy Asp®®, que se muestran
en celeste, completando la esfera de coordina@énuaa molécula de agua (Sivaraman y col.,
2002). Se muestran los residuos homoélogos, 10$*Asp\sp’® en el modelo de la ADP-Glc PPasa
de E. coli (C: blanco, O: rojoy Asp™y Asp® en la ADP-Glc PPasa d& tumefaciengcodigo
PDB: 3BRK) que se muestan en violeta. Los atomda deolécula de dTTP se colorean segun su
tipo, O: rojo, C: blanco, N: azul, y P: amarilldg&ra obtenida con el programa Deep view/Swiss
PDB viewer v4.0.
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Tabla 6.10.Residuos homélogos estructurales a los'&spAsp’’® de la enzima ADP-Glc PPasa

de E. coli, identificados como tal al superponer estructutadimensionales de enzimas

nucleotidil transferasas cristalizadas en comptejo el ion metalico. Se utilizé el programa Swiss
PDB Viewer.® como en la estructura cristalina aparecen dosid@’, en la tabla se considera

el que esta ubicado en posicidbn homoéloga al deédass enzimas cristalizadas con un solo ion.

Residuo Residuo
Enzima homalogo al homalogo al Referencia
Aspl42 Asp276
Glc1P timidilil transferasa de 108 23 (Sivaraman y col.,
E. coli Asp Aspf 2002)
Glc1P citidilil transferasa de 131 36 (Koropatkin y col.,
Salmonella typht) Asp Aspf 2005)

N-acetilglucosaminalP

uridilil transferasa de Asp Asr??’ (Kostrewa 'y col,

Streptococcus pneumoniae 2001)

Glc1P uridilil transferasa de Agpi42 Asp?® (Thoden y Holden.
Corynebacterium glutamicu P 2007a)
N-acetilglucosaminalP 105 27 (Olsen y Roderick.
uridilil transferasa d&. coli Asp Asit 2001)

Tabla 6.11.Residuos homologos a los ASfy Asp’’® de la enzima dE. coli, identificados como

tal al superponer alineamientos y estructuras denas nucleotidil transferasas cristalizadas sin el
ion metdlico. El criterio que se tomo en este dasda ubicacion de los residuos en una posicién
tal, que podrian estar interaccionando con el *Mgodelado a partir de otras
nucleotidil transferasas.

Residuo Residuo
Enzima homalogo al homalogo al Referencia
Aspl42 Asp276
ADP-Glc PPasa de 135 69 (Cupp-Vickery vy col.,
A. tumefaciens Asp Aspf 2008)
Glc1P timidilil transferasa 111 26 .
deE. coli Asp Asp (Zuccotti y col., 2001)
Glc1P timidilil transferasa Aspi® Asp?? (Blankenfeldt y col.,

dePseudomonas aeruginosa 2000)

N-acetilglucosaminalP
uridilil transferasa de Asp™® Asrt?’
Haemophilus influenzae

(Mochalkin 'y col.,
2007)
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Al observar las Tablas 6.10 y 6.11 podemos supguerambos residuos, ASpy Asp?’®,
estarfan involucrados en la unién del metal. Eniquaar, el Asp*? se conserva en una
posicion homologa invariante en las enzimas arddizacoordinando con el metal o
cuando éste estd ausente, en posicion favorableideel ion, interaccionando con los
oxigenos de los grupos fosfato del nucleétido. leasicarP nucleotidil transferasas
analizadas presentan funciones similares, susttaio®logos, residuos conservados, el
plegamiento del sitio activo es semejante y ademésstran un absoluto requerimiento de
cationes divalentes para realizar la catdlisis,particular el Mg*, lo que sugiere un
mecanismo catalitico comudn (Sivaraman y col., 20@3tudios previos sobre el
mecanismo cinético de la enzima ADP-Glc PPas&Rkedospirillum rubrum(Paule y
Preiss, 1971) vy trabajos mas recientes con las maszi relacionadas
Glc1P timidilil transferasa dE. coli (Zuccotti y col., 2001; Sivaraman y col., 2002)le/
Salmonella entericgBarton y col., 2001) han demostrado, mediantdiaa&inético y
cristalografico, que la reaccion transcurre pometanismo secuencial de sustitucion tipo
Ss2. En el caso particular de la ADP-Glc PPasa elamismo es secuencial ordenado
bi-bi, entrando primero el nucledtido en ambos idestde la reaccion (Paule y Preiss,
1971; Haugen y Preiss, 1979).

En las enzimas que poseen funciones de transfelasasyoria de los iones metalicos
actian como estabilizadores electrostaticos y giaath en la activacion de sustratos
mediante el aumento de la electrofilicidad del grdpsfato escindible del nucledtido
(Andreini y col., 2008). En concordancia con esto,las estructuras tridimensionales de
las azucarlP nucleotidil transferasas, se obsemalgmetal coordina con los oxigenos de
los grupos fosfatos y/o B del nucleétido. (Sivaraman y col., 2002) propone @n las
nucleotidil transferasas, el Kfg aumenta la catalisis por una combinacién de
neutralizacion de cargas de los sustratos, disndinuide la electronegatividad del grupo
a-fosforilo y correcto posicionamiento del grupoféde del segundo sustrato.

Por lo expuesto, como los residuos equivalentdsgf’® en cuanto a posicién y/o funcién
de coordinacién no estan tan conservados comodwsspondientes al ASP, nuestro
objetivo fue evaluar la relevancia de este ultinsp Aomo un segundo ligando de ¥1gn
la ADP-GIc PPasa dg. coli.
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6.1.3.2.Cortes oxidativos de la cadena peptidica medianta Utilizacion de metales

Con el objetivo de investigar la importancia depZ8en la unién del Mg, se practicaron
cortes oxidativos con iones metalicos sobre laneazalvaje y sobre enzimas mutantes. La
modificacion que sufren las proteinas debida aamtahes catalizadas por metales es un
fendmeno bien conocido (Stadtman y Berlett, 19%94dtgan, 1993). La especificidad y el
rendimiento de estos productos de oxidacién pemidtentificar el sitio de unién, ya que
los residuos cercanos al sitio de unién del metarslos blancos mas probables de estas
oxidacionesLos sitios de unién del Mg a distintas enzimalsan sido identificados por
cortes oxidativos utilizando Ee(Farber y Levine, 1986; Wei y col., 1994; Godsocoj/,
2000) o Ca@" (Chou y col., 1995; Tang y col., 1996). El mecarisque proponen algunos
autores (Chou y col., 1995; Tang y col., 1996) paraaso del Ci, seria el que a

continuacion se esquematiza:

CU (ascorbato) cutt

Cu'+ O, ———— CUd" + Ope-
200 +2H ——> b0,
Cu*+ H,0, — CUi+ OHe + OH

En un primer momento, el €use une a la enzima en el sitio de unién det'Mguego, el
compuesto reductor (ascorbato) reduce € @Cd”, el cual, en presencia de moléculas
de Q disuelto, genera especies reactivas del oxigetmavasde la llamada reaccion de
Fenton (Fenton 1984). Estos radicales interaccioc@m los residuos aminoacidicos
susceptibles, cercanos al sitio de union, causamatdivacion enzimatica. Se considera
que el principal causante de esta inactivacion esdecal hidroxilo (OHe), y debido a su
alta reactividad, no difundira demasiado lejos siib de generacion. Finalmente, la
enzima modificada sufre una ruptura de su cadeptidien, generando fragmentos. Este
corte estaria ocurriendo en residuos cercanostial d@ generacién de estos radicales
libres, por lo que la posterior identificacion des Iresiduos involucrados en este corte

permite asignarles un rol en la unién del cation.

Esta reacciones oxidativas son estimuladas pordeal®s sub-estequiométricas de varios
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guelantes, como es el caso del EDTAcambio, si se agregan en cantidades mayores a
las estequiométricas provocan inhibicion. (StadtpaBerlett, 1991). Por esta razéam

vitro, estas reacciones generalmente se detienen egreglado de EDTA.

Primeramente se establecieron las condiciones agtie ruptura para la ADP-Glc PPasa
de E. coli con el sistema Cirascorbato. Las concentraciones, tiempos y tempesat

seleccionados fueron los siguientes:

-CU?": 40 pM, concentraciones menores producian mermpopcion de fragmentos y

concentraciones mayores producian agregados mretéécelevada masa molecular.
-ascorbato: 40 mM, aunque su concentracién noréreac

-H,O,: 1 mM, concentraciones mayores producian desafauie las bandas proteicas del
gel de poliacrialamida, probablemente debido a ani@hes mas enérgicas seguidas de

numerosas fragmentaciones de la proteina.

-tiempo de reaccion: 4 mirtiempos mas prolongados no aumentaban la proporcién
fragmentos peptidicos/proteina sin cortar. Parapgas de incubacion superiores a 15 min
en la imagen del SDS-PAGE se tornaban, cada vepsnésibles, tanto los fragmentos
mayoritarios, como la banda correspondiente al mmamd. Esto podria deberse a
posteriores oxidaciones y fragmentaciones de lasseia peptidica.

-temperatura de incubacion: 25 °C.

-buffer MOPS-NaOH 100 m M pH: 8,0 ya que es el buffer aleservacion de la enzima y
el utilizado para la determinacion de actividadimdtica.

-EDTA: una concentracion 25 mM fue suficiente pdetener la reaccion.

Luego de enfrentar la enzima salvaje al sistenfd-8scorbato, el analisis por SDS-PAGE
mostro la apariciorde dos fragmentos principales, de masas molecuk®es 21 kDa,

respectivamente, junto con algunas bandas proteicagitarias (Figura 6.20).
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Enzima sin ‘

modficar > WD S S <49 kDa
Fragmento |
((Banda superior) = < 29 kDa
Fragmentoll > < 21 kDa

(Banda inferior)

1 2 3 4

Figura 6.20. Andlisis por SDS-PAGE de la ADP-Glc PPasaE&oli salvaje. Influencia de la
concentracién de Cly los tiempos de incubacién en el corte de lareaziCarril (1): control no
tratado Carril (2-4): bandas obtenidas luego de esema la enzima al tratamiento con
Cu**-ascorbato. (2): Cli = 10 uM, tiempo de incubacion 4 min; (3) €u= 40 uM, tiempo de
incubacion 4min; (4) Ci= 40 uM la reaccion se inhibi6 a las 24 horas. Condicomerffer
MOPS-NaOH 100 mM pH 8,0, enzima 0,4 mg/ml, ascarb® mM, HO, 1 mM. Todas las
incubaciones fueron a 25 °C. La reaccion se detovoEDTA 25 mM pH 8,0. Las muestras se
conservaron a 0 °C hasta su procesamiento.

La suma de las masas moleculares aparentes dadmsentos principales se encuentra en
el orden de la masa molecular del monémero (49 kBairiendo que provienen de un
anico corte principal Cabe aclarar que las masas moleculares que se anancel
monomero y de los fragmentos fueron calculadas anéglipatrones segun las imagenes
del SDS- PAGE. Si la divisién se produjemael Asp’® se obtendrian dos polipéptidds
31,15 y 17,54 kDa, lo que coincide, aproximadameot® la masa molecular de los

fragmentos.

Como se observa en la Figura 6.20, la proporciétosldragmentos aument6 cuando la
concentracién de Glutilizada se incrementé de 10 a 40 pM. A tiempesmtubacion

mas prolongados, muy probablemente la enzima seedprogresivamente en mas de un
sitio, dando fragmentos mas pequefios que no salizian en el gel. Esto se deduce por la
desaparicién de las bandas correspondientes aalgsiéntos y por la disminucion en la
intensidad de la banda de monéméFiura 6.20, carril 4). En ausencia de’Ca de

ascorbato en la mezcla de incubacion no se pramujes cortes, indicando que existe

cierta especificidad en la fragmentacion (resukattm mostrados). Se observé también que
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los iones magnesio en altas concentraciones y elAMg protegen a la enzima
(Figura 6.21), lo que sugiere que este sitio deurapesta en las cercanias del sitio de
unién del Mg-ATP. El C# posee una mayor versatilidad en cuanto a nimero de
coordinacién, geometrias posibles y preferenciadoleantes y es capaz de establecer
interacciones de esfera interna mas fuertes g\l Esto explicaria que la enzima esté

protegida de la escisién por €s6lo a altas concentraciones de’fg

N — — — < 0 D

< 29 kDa

< 21 kDa

1 2 3 4

Figura 6.21. Proteccion del corte oxidativo por parte del 2My del Mg-ATP sobre la
ADP-Glc PPasa dé&. coli. Carril (1): enzima control, Carriles (2-4): corben C3d* 40 uM,
tiempos de incubacién 4 min; (3): con agregado ¢& ¥D mM (4): adicion de 40 mM de Mgy
10 mM de ATP. Las demas condiciones son idénti¢as de la Figura 6.20.

Con el fin de identificar el punto de divisiébn, @m primer momento, se realizaron
experiencias de modificacion oxidativa sobre engimgae presentaban alguna mutacion,
como la mutante de insercion Ec-ins117 (Bejar y, @04) y las mutantes puntuales del
Asp’’® las ADP-Glc PPasas D276E y D276N (Bejar y cd@Q6b). La enzima Ec-ins117

es una mutante activa, derivada de la co-expredtos polipéptidos que comprenden los
residuos 1-323 (de masa molecular~37 kDa) y 328{#%dsa molecular~12 kDa) de la
ADP-GIc PPasaE. coli, respectivamente, migrando como bandas separadasl e

SDS-PAGE (Figura 6.22, carril 5). El andlisis de nutante tratada con el sistema
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Cu**-ascorbato mostré la aparicion de un polipéptido28ekDa que, aparentemente,
proviene de un corte del fragmento de 37 kDa (Rigu22, carril 2). Como el fragmento de
mayor masa molecular de la enzima salvaje tratadaCef* migra a la misma distancia
qgue esta tercera banda que aparece en la enzinaatmuse asume que este péptido, de
masa molecular aparente de 29 kDa, corresponda aanuencia entre los residuos 1-323.
Esto sugiere ademas que la banda inferior de makscutar aparente de 21 kDa observada
en la enzima salvaomprende el resto de la secuencia, comenzandoaeregion cercana

al ultimo tramo del dominio N-terminal. Esto es quo#, si esta banda inferior fuese el
resultado de un nuevo corte a partir del fragmenfmerior (del de 29 kDa), se deberia
observar también en la enzima mutante. En concoi@amn esto, en la Figura 6.22 se
observa, en el carril correspondiente al analisisadmutante después de la escisidon, una
ampliacion de la banda de ~12 kDa hacia la zoneneleor masa molecular (carril 2 en
comparacion con el carril 5), debida probablemani@ co-migracion de uftagmento de

~8 kDa que junto con el de ~29 kDa, resultariaadestision del polipéptido de ~37 kDa.

29 kD4 > — —— < 37 kDa
21 kDa>
<12 kDa
1 2 3 4 5 6 7

Figure 6.22. SDS-PAGE de la enzima de& coli ADP-Glc PPasa salvaje y mutantes luego del
tratamiento oxidativo con el sistema “Gascorbato. Carril (1-4): enzimas tratadas con
Cu**-ascorbato. Carril (5-7): enzimas no tratadas. €Hivaje; (2) y (5):Ec ins-117; (3) y
(6): mutanteD276N; (4) y (7): D276E. Las demas condicionesidénticas a las de la Figura 6.20
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El analisis mediante SDS-PAGE de la mutante D276Nea tratada con el sistema
Cu?*-ascorbatano mostré fragmentos de corte visibles, atin con inciobes a tiempos
mayores a 4 min (Figura 6.22). Tampoco se obseismiducion en la intensidad de la
banda que corresponde a la enzima intacta, confadmgue no se produce corte de la
cadena peptidica, de manera apreciable. La figuugstra que la enzima D276E
experimenta una ruptura, pero la proporcion denfiagos obtenidos es visiblemente
menor que en el caso de la enzima salvaje. Logpterde incubacion para que este corte
sea visible son mayores que los de la enzima sa(@amin de incubacién en vez de 4).
Estos resultados confirman la importandé residuo Asfi® en la coordinacién del metal,
tanto en cuanto a la presencia de la carga negatwso a la longitud de la cadena lateral

de este residuo.

Al estudiarse el efecto del sistema“Gascorbato sobre la actividad enziméatica de la
ADP-GIc PPasa dE. coli salvaje, se observo que la enzima se inactivalagpnte. La
velocidad de inactivacion dependia del tiempo aeibacion y de la concentracion del

cation (Figura 6.23).

100+
80
60 ~

40

20+

o

% Actividad remanente

tiempo(min)

Figura 6.23. Inactivacion de la ADP-Glc PPasa Hecoli salvaje por Cti-ascorbato a distintos
tiempos y concentraciones de CuCla mezcla de incubacion contenia: acido L-ascor@D mM,
H,0, 1 mM, MOPS-NaOH 50 mM, pH 8,0. Temperatura de liamion: 25°C. La concentracion de
la enzima fue de 0,4 mg/ml. La reaccién contmlge incub6 en ausencia de’Cmientras que en
los otros casos, se adiciond CuCh la mezcla de incubacién en la concentraciOncautdi:
CU#'5uM @), C/¥* 10 pM @) y CU* 15 pM ).
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Por otra parte, se observo que la presencia deeXl® medio de incubacion ejerce un
efecto protector importante sobre la inactivacidientras que no se observa proteccion al
adicionar M@" (Figura 6.24). Si el Cii posee una capacidad de unién (afinidad) mucho
mayor que el Mg (por las caracteristicas antes descriptas deat&@n del C&) el
primero va a competir con mayor afinidad que elsdg. Todo esto contribuiria a que no
se evidencie una proteccién de la actividad enzimdtor parte del Mg, aunque ambos

iones posean el mismo sitio de unién

100
801
601
401

20

% Actividad remanente

tiempo (min)

Figura 6.24. Efecto sobre la actividad de la ADP-Glc PPasa poadicion de ATP 6 Mg al
medio de incubacién con &ascorbato. La mezcla de incubacion es la quedsesiren la Figura
6.23, en presencia de una concentracion 20 uM de IGuactividad enzimatica se determind, con
adicion, alternativamente, de ATP 3 mM) f/ de Mgd* 5 mM (m) en la mezcla de incubacién y sin
ningtn agregadaa]. Ensayo control sin Gli(m).

Los productos de corte de la enzima ADP-Glc PPada. doli salvaje se analizaron por
técnicas de espectrometria de masas para identficitio de corte. Como se muestra en
la Figura 6.25, en ninguno de los dos fragmentogonitarios se lograron identificar todos
los residuos, pero los del fragmento de mayor rmpesg@necen al extremo N-terminal y los

identificados en el de menor masa, al C-terminal.

Los resultados de este andlisis fueron coherewptedos obtenidos a partir de la mutante

de insercion Ec-ins117 en relacién a que el fragonda mayor masa molecular (29 kDa)
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pertenece al extremo N-terminal; pero, como serit@s@ continuacién, no resultan
concordantes con un unico corte de la cadena pegptiple dé como resultado los dos
fragmentos mayoritarios obtenidos como productas, que hay péptidos comunes

identificados en ambos fragmentos. En el fragmedet@1 kDa, representando un 26% de

la secuencia de la enzima salvaje, la secuencigtifidada comienza en el ASj (el

aminoacido anterior es una Arg, sitio de corteadigipsina) y finaliza en el residuo 423.

51
101
151
201
251
301
351
401
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401

MVSLEENDHL
FRIIDFALSH
LLPAQOQRMKG
RMLIDHVEKG
SMPHDPSKSL
AGLAYAHPFP
DRHWPIRTYN
FSRVRVNSFC
EEDARRFYRS

MVSLEKNDHL
FRIIDFALSN
LLPAQQRMKG
RMLIDHVEKG
SMPNDPSKSL
AGLAYAHPFP
DRNWPIRTYN
FSRVRVHSFC
EEDARRFYRS

MLARQLPLKS
CINSGIRRMG
ENWYRGTADA
ARCTVACHMPV
ASHGIYVFDA
LSCVQSDPDA
ESLPPLEFVQ
NIDSAVLLPE
EEGIVLVTRE

MLARQLPLES
CINSGIRRMG
ENUYRGTADA
ARCTVACHMPV
ASMGIYVFDA
LSCVQSDPDA
ESLPPAKFVQ
NIDSAVLLPE
EEGIVLVTRE

VALILAGGRG
VITQY(QSHTL
VTQHLDIIRR
PIEEASLFGV
DYLYELLEED
EPYURDVGTL
DRSGSHGMTL
VWVGRSCRLR
MLRKLGHKQE

(A)

VALILAGGRG
VITQYQSHTL
VTQNLDIIRR
PIEEASAFGV
DYLYELLEED
EPYWRDVGTL
DRSGSHGMTL
VWVGRSCRLR
MLRKLGHKQE

(B)

TRLEDLTNKR
VQHIQRGWSF
YKAEYVVILA
MAVDENDKII
DRDENSSHDF
EAYWKANLDL
NSLVSGGCVI
RCVIDRACVI
R

TRLKDLTNKR
VOQHIQRGWSF
YKAEYVVILA
MAVDENDKII
DRDENSSHDF
EAYWKANLDL
NSLVSGGCVI
RCVIDRACVI
R

LEPALVHFGGE
FHNEEMHEFVD
GDHIYK(QDYS
EFVEKPANPP
GEDLIPKITE
ASVVPELDMY
SGIVVVQSVL
PEGMVIGENA

AKPAVHFGGK
FNEEMNEFVD
GDHIYKQDYS
EFVEKPANPP
GKDLIPKITE
ASVVPELDMY
SGSVVV(SVL
PEGMVIGENA

Figura 6.25. Secuencias pertenecientes a la ADP-Glc PPasaE.dmli identificadas por
espectrometria de masas correspondientes a ladgeede 29 kD4A) y de 21 kD4B), obtenidos
por corte oxidativo. En rojo se muestran los ressdidentificados en relacién a la secuencia
completa de la enzima.

La secuencia a continuacién (hasta finalizar erresiduo 431) presenta numerosos
residuos de corte para la tripsina, lo que redaltam péptidos cortos luego de la digestion
con ésta. Curiosamente, aparece adenmapeptido correspondiente al N-terminal que
abarca los residuos 131-146 que incluyen af&spor su parte, el anélisis del fragmento
de 29 kDa lo ubic4, en su mayoria, como pertengziaal extremo N-terminal,

constituyendo, los péptidos identificados, un 40&ocla secuencia total de la enzima
salvaje. Se identific6 desde el residuo 7 a pdeirN-terminal, hasta el 208 (incluido el

Asp**? dentro del fragmento 131-146). Nuevamente, llamaatencién que en este
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fragmento se logr6 identificar una secuencia pediemte al C-terminal que contiene al
Asp”’® (desde el aminoacido 276 al 307), que tambiéneapagn el fragmento de 21 kDa.
Es decir que, por alguna razén, hay dos péptidesegtn presentes en ambas bandas
mayoritarias obtenidas como productos: una que pemde al Asp* (aminoacidos 131 al
146) y la otra comienza en el ASpy continGia hasta el residuo 307. Para interpesttos
resultados se recurrio al modelo tridimensionaépigo para la ADP-Glc PPasaecoli,

en el cualse colorearon respectivamente con rojo y azusdéasiencias identificadas en la
banda de 29 y 21 kDa y en amarillo las secuenaiasoein que aparecen en ambas
bandas (Figura 6.26). Estos resultados podrianirsaggumentando a favor de que el
cation divalente (ya sea el Kfgo el C§") se une a los dos Asp, ambos localizados en la
region en amarillo de la estructura tridimensioha.razén por la cual ambos péptidos
marcados en amarillo aparecen unidos alternativeememesiduos pertenecientes al N- o
C-terminal podria obedecer a que, al producirseni®n del CG" a esos dos &cidos
aspartico, en presencia de ascorbato, ademas decpse cortes en la cercania se
establecen uniones covalentgmeferentemente entre residuos aromaticos (Antos y
Francis, 2006; Medinas y col., 2010) e incluso eentzsiduos de Tyr y el esqueleto
peptidico (Person y col., 2001). Esto seria faeirque el péptido que contiene al A8p
posee tres residuos de Tyr y uno de His y el pégtite comienza en el ASpposee dos
Tyr y un Trp. Luego, durante el proceso de ionizacy aceleracion en el analisis por
espectrometria de masas, algunos de estos enlasgsnpescindirselando los fragmentos
independientes, lo que permite identificarlos comes. Estefendmeno de ruptura del
enlace entrecruzante durante el andlisis por egpeetria de masas ha sido descripto para

el caso de formacion de di-T¢pledinas y col., 2010).

Los resultados de la espectrometria de masa se bask comparacion de los péptidos
obtenidos luego de la digestion con tripsina cosdauencia conocida de la enzima de
E. coli. Que no se haya logrado identificar algunas zdeals secuencia puede deberse a
que, probablemente, los residuos hayan sufrido rasas modificaciones, debido a las
condiciones poco controladas de la reaccion de acid; esto impediria luego

identificarlos segun su masa sin modificar.
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Figura 6.26. Modelo de la ADP-GIc PPasa de.coli, donde se muestran lasecuencias
identificadas por espectrometria de masas pertmtesi a las bandas peptidicas obtenidas por
corte con Cti-ascorbato. En rojo y en azul se muestran los g&ptiidentificados,
correspondientes a la banda de 29 y 21 kDa respe@nte, mientras que en amarillo se observan
las secuencias comunes a ambas bandas. Se muestrasiduos Asp? y Asp?’® residuos que
estarian en contacto con el ion, presentes ennia @donde se producen los cortes. Los atomos se

colorean segun su tipo: O: rojo, C: blanco. Figasgenida con el programa Deeipw/Swiss PDB
viewer v4.0.

Por otro lado, para profundizar en la influenci@ @jerce el Mg sobre la cinética de la
reaccion, se realizaron experiencias donde se @wlefecto de un exceso del ion por
sobre cantidades equimoleculares de ATP-Mg, signégreviamente se habia informado
gue ejercia un efecto activador adicional sobrenaima dekE. coli salvaje (Gentner y
Preiss, 1968). Los ensayos se realizaron tambigriacenzima dé\. tumefacienscomo
para investigar lo que ocurria en otra ADP-Glc BPa&l observar los parametros
obtenidos (Tabla 6.12) podemos afirmar que en antiB-Glc PPasas, el MY en
exceso con respecto al ATP ejerce un efecto activéh la enzima dE. coli el efecto se
ejerceria sobre la etapa catalitica ya qué,la aumenta tres veces, en la ADP-Glc PPasa
de A. tumefaciensio sb6lo aumenta |¥ma SiNn0 también la afinidad aparente hacia el
sustrato ATP-Mg.

107



Resultados y Discusion

Tabla 6.12 Parametros cinéticos para el ATP-Mg, de las ADPRPRasas det. coli y

A. tumefaciensdeterminados en condiciones equimoleculares yucoaxceso 2 mM de My La
determinacion de actividad se realizd en sentidsidiesis de ADP-Glc, método del Verde de
Malaquita.

Condiciones [ATP-Mg] equimolecular Mg2 mM en exceso
, S),S(ATP'Mg) Vmax SO,S(ATP'MQ) Vmax
Parametro Ny
(mM) (U/mg) (mM) (U/mg)
E. coli 4,8+0,40 2,85 2,6 6,0+0,35 9,6 2,1
A. tumefaciens 1,1+0,09 1,11 1,7 0,3+0,09 2,2 19

6.1.3.3.Discusién

Los resultados obtenidos mediante el clivaje dentama por el sistema metal-ascorbato
respaldan la hipétesis de que el XSple la ADP-Glc PPasa @ coli es un residuo que
interviene en la union del metal en el sitio actiid@ la enzima salvaje se obtienen dos
fragmentos principales, fendmeno que se observo utomendimiento parcial o nulo
cuando este Asp fue mutado hacia otro residuo af@la) o polar-neutro (Asn),
respectivamente. La ausencia de corte en la mub#t#6N sugiriere que la carga negativa
es primordial para la union, pero también es ingmie el tamafio del aminoacido, ya que
la mutante D276E requiere mas tiempo que la engehaje para fragmentarse y aun en
estas condiciones, la proporcion de fragmentoshatis es visiblemente inferior. Ademas
este corte fue parcialmente protegido por altaseumaciones de Mgy por ATP-Mg,

confirmando la competencia que existe entre ellesGLf* por el sitio de unién del Mg

Los residuos AsP? y Asp?’® de la ADP-Glc PPasa dE. coli habian sido resaltados
previamente como importantes en la unién def"Mgal realizar la superposicién del
modelo obtenido para la enzima dg. coli con las estructuras cristalinas de
NDP-azucar PPasas relacionadas, se comprobé auseresiduos estan ubicados, al igual
que sus correspondientes homologos, en una possitumctural favorable para quelar el
metal, cerca del fosfato labil, como para increraefd electrofilia del grupo fosfatoy
facilitar el ataque nucleofilico del aztucarlP c@ino propone (Sivaraman y col., 2002). El
Asp’’® mostr6 una menor coincidencia que el A8pcon los residuos homélogos

estructurales de las NDP-azUcar PPasas relacignagascipalmente con las
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N-acetilglucosaminalP uridilil transferasas, dohdg una Asn como segundo ligando en
coordinaciéon con el metal, (Kostrewa y col., 2001sen y Roderick, 2001; Mochalkin y
col.,, 2007), pudiendo ser esta variacion una difgee importante entre estas ultimas
enzimas y las ADP-Glc PPasas. Estudios compleniesifaroponen que el rol del ASp

va mas alla que el de ser quelante del m@@ajar y col., 2006b) estudiaron cinéticamente
las enzimas mutantes D276A, D276N y D276E, y adedsgsina disminucion de la
afinidad aparente para el Kgle 4 a 6 veces, observaron que se afectaba tatatéat y

la afinidad por los sustratos GIclP y ATP y poraetivador FBP. En base a estos
resultados los autores postularon entonces, que residuo estaria localizado en una
region bisagra del sitio activo entre los subdoosrdel ATP y la Glc1P y que, ademas de
interaccionar con el anillo de la GIc1P y con ePigambién estaria en contacto con otros
residuos pertenecientes a estructuras secundatj@semtes, estableciendo una red de
interacciones responsables de los cambios confarnees que ocurren luego de la unién
de los sustratos. En concordancia con esto, ($naay col., 2002) propone que, de los
dos residuos de &cido aspartico involucrados emitsn del Mg*, el homélogo al Asp®
seria el que desempefia una funcién mas dinamiebogio catalitico.

En lo que respecta al nimero de iones’Myue interactian durante el ciclo catalitico,
debe considerarse tanto los estudios cinéticos cemanalisis de las estructuras
tridimensionales. El andlisis cinético mostré que exceso de My, por sobre la
concentracibn de nucledtido, desempefia un papealvadot extra en las dos
ADP-Glc PPasas estudiadagTabla 6.12). Ademas el hecho de que dos
azlcarlP nucleotidil transferasas (Tabla 6.10) masiglo cristalizadas con dos Rig
unidos al sitio activo, apoyaria la hipotesis de gn segundo ion podria estar uniéndose
de manera semejante en las ADP-Glc PPasas. Esttastaras tridimensionales de ambas
enzimas, este segundo ion se ubica, con respeststahto o producto, segun el caso, del
lado opuesto al del M esencial (Koropatkin y col., 2005; Thoden y HoldgA07a).
Debido a la semejanza estructural que muestraernasnas en esta regioppdriamos
especular que en la ADP-Glc PPasaEdeoli la ubicacion de este segundo Fgeria

semejante.
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6.2.Capitulo 1l: Estudios realizados sobre la enzima AP-Glc PPasa de

A. tumefaciens en relacidon a su requlacion alostérica.

6.2.1.Activacion de la enzima por sus dos activadores prtipales, F6P y Pyr.

Tal como se dijo anteriormente en la Seccion 318.iayoria de las ADP-Glc PPasas son
enzimas reguladas, cuya actividad es modulada pougiias moléculas efectoras,
intermediarios claves de la via principal de asioidin del carbono en el respectivo
organismo (Ballicora y col., 2003a; , 2004). Entumefacies, donde la Glc se metaboliza
principalmente a través de la via de Entner-Douflolms activadores principales de la
ADP-GIc PPasa son la F6P y el Pyr. Los estudioéticios (Eidels y col., 1970; Uttaro y
col.,, 1998) han demostrado que ambos reguladoretédtos afectan a esta enzima
principalmente aumentandoVa.ax en un orden de magnitud; con un menor efecto dabre
afinidad hacia los sustratos, con valoreSgieque disminuyen aproximadamente un 50 %
en presencia de los activadores.

Las caracteristicas regulatorias de la enzima demefaciengplantean dos cuestiones
principales en lo que respecta a los mecanismoacd®n de los activadores y a las
relaciones entre los dominios estructurales dedgema. Una primera cuestion se refiere a
si ambos activadores se unen al mismo sitio emzar&, interrogante que se ha resuelto
parcialmente en estudios anteriores (Gomez-Casail.y2001; Ballicora y col., 2002) y
apoyado por nuestras investigaciones realizadatas@nzimas mutantes W106A y Q67A
gue se especifican en la Seccion 6.2.2. Todos estodios proponen la presencia de sitios
separados en la enzima para la unién de estos divadres.Ademas, tal como se
menciond previamente, la caracterizacion de enzimasnéricas demostréo que la
interaccion entre los dominios N- y C-terminal portante para la regulacion general de
la ADP-Glc PPasa pero también se establecié qakdesninio C-terminal el determinante
de la especificidad por el Pyr (Ballicora y coD02), reafirmando las diferencias entre los
sitios de unién. La segunda pregunta se refierela B6P y el Pyr actian de forma
independiente o presentan efectos asociados enda wo en la catélisis. Esto resulta de
gran interés, ya que los sistemas que involucrdosao mas activadores simultaneos han
sido poco explorados hasta el momento; a diferedeidos sistemas de inhibidores
multiples, que han sido ampliamente estudiadosddedbisus aplicaciones en farmacologia

110



Resultados y Discusion

y toxicologia (Chou, 2006; Schenker y Baici, 2009).

La enzima utilizada en este estudio fue la ADPf#asa recombinante detumefaciens
expresada en células de coli BL21(DE3) transformadas con el plasmido pETAT
(Ballicora y col., 2002) (Seccion 5.1). La enzimempurificd por fraccionamiento salino
con sulfato de amonio, seguido de cromatografiatéecambio de aniones (Seccion 5.14)
y finalmente una cromatografia hidrofébica (Secc®h4.1). La enzima alcanzé una
pureza de alrededor del 90% segun el analisis P&PAGE. La actividad enziméatica se
determiné en la direccion de sintesis de ADP-Glegbonétodo colorimétrico desarrollado
por Fusari y col. (Fusari y col., 2006) (secciéh¥%1.1). Las concentraciones de sustrato
utilizadas en los ensayos fueron 7,0 mM de MgCD mM de ATP y 1,0 mM de GIclP.

6.2.1.1.Modelo de mecanismo cinético y ecuaciones de vettsul.

Se propone un modelo segun el cual, el sustrato (apa activador, siendo (A) la F6P y
(B) el Pyr, puede unirse a la enzima libre o anaima combinada con otro/s ligando/s
(Figura 6.27). Las constantes cinétikaak, bk andck que corresponden a la formacién de
producto a partir de los complejos enzimaticos EAS, EBS y EABS, se suponen
diferentes (esto se indica agregando los factmrbs/ c al valor dek). Ademas, con el fin
de considerar los posibles efectos mutuos entradidgadores, la constante de disociacion
de un activador en presencia del otro se supopecdie de la constantes de disociacion de
éste en ausencia del otro, 0 €@ Yy Kga Se suponen diferentes d€ y Kg,
respectivamente. Cabe aclarar que por simplicidigdnas, en este modelo los complejos
enzima sustrato se plantean como un Unico compejoexplicitar los que se formarian
con diferentes grados de saturacion de los liganidogue conduciria a ecuaciones de
extrema complejidad en el nimero de parametroseardimar. Esto implica una limitacion
del modelo, que podria no ser representativo ea dasque existieran fuertes efectos
cooperativos en la unidn sucesiva de los mismos efectos cooperativos entre
subunidades se verian reflejados en la desvia@amd-omportamiento hiperbdlico en las
curvas de saturacibn y en la necesidad de introdoceficientes exponenciales

(coeficientes de Hill) en las mismas. A juzgar mbradecuado ajuste de los datos
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experimentales obtenidos en presencia de ambosp@lo propuesto, como se muesta a

continuacion, para nuestro sistema se puede asgmgsimplificacion.

P\/ EBA T

e K
9P+HM

Figura 6.27. Mecanismo cinético propuesto y definicion de las constantgarentes de
disociacion. Las constantes cinéticas que correlpora la formacion de producto se indican en
minusculas Las constantes aparentes de disociaei@mesentan en letras mayusculas, el primer
simbolo en el subindice identifica el componente ga disocia del correspondiente complejo
enzimatico; los simbolos siguientes representarcdogponentes que permanecen en el complejo
(sin tener en cuenta el orden de adicion).

De acuerdo al mecanismo cinético propuesto endar&i6.27 yteniendo en cuenta las
constantes definidas, se obtiene la ecuacién decideld en presencia de ambos

activadores (dondéEj] es la concentracién total de enzima)
B ERET R
TS (T e
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Recientemente, Schenker y Baici (Schenker y B&@(9) desarrollaron una ecuacion
general de la velocidad, denominada ecuacion noadifira general referida a enzimas que
tienen dos modificadores alostéricos que se unenltsineamente. Al comparar la
ecuacion obtenida por nosotros comprobamos queg@isadente a la correspondiente
ecuacion propuesta por los autores. A su vez, lama@n puede ser reordenada
sucesivamente para obtener la ecuacion (6.11), rér pe la cual, bajo ciertas
consideraciones, se obtiene la ecuacion que podsialtanominar de Michaelis-Menten
modificada, la ecuacion (6.12). La obtencion de enaacion a partir de la otra y la
definicion de las constantes de disociacion queeapa en las ecuaciones (6.11) y (6.12),

se muestran a continuacion.
Bt 4 M 9 M 9 G5
S e e o

(Vnax =o)L Al
(Aos + ()

En la ecuacidr6.12),vo es la velocidad inicial en ausencia de (A) y eespncia de una

V=V t (6.12)

concentracion fija del otro activaddfyax €s la velocidad limite, que se alcanza para una
proporcion ([A]Aq 5 >100. Como esta condicion puede ser dificil de aagrla relacion
para acercarse a la velocidad limite se puede wisma ([A]/Acs) >10, ya que cuando

([A) Ao 5) =10, la velocidad iniciaW =~ 0,1  + 0,9 Vinax €S decir, se acercaVaax

Si la ecuacion (6.12) se reordena en la ecuacidB)6el miembro de la izquierda

representa las veces de activacion “neta” o “efipatiy el factor entre paréntesis, en el
miembro derecho, corresponde a la maxima activaogda. En esta ecuacion, el valor de
Aos es la concentracion del activador variable quedye la mitad de las veces de

activacion especificas.

Vmax vO )[ A]
AL RN (6.13)
%o oo (As+[A]
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La ecuacion (6.12) es una tipica ecuacion dospdesta y resulta interesante destacar que
se la obtiene a partir de la ecuacion (6.10) lo pememite conocer el significado y la

dependencia funcional de sus parametros.

6.2.1.2.Equivalencia de ecuaciones
Para obtener la ecuacion (6.11) a partir de laadnd6.10), suponiendo concentraciones
de sustrato constantes, se definieron los siguiEgraegametros:

) s
RS, BECE

1 4
SIS I

— ([S]+KS)KSA L— ([S]+KS)KSBA
KA ) KA ([S]+ KSA)KS (5) KAB ) KAB ([S]+ KSBA)KS (6)
KI'B — KB ([S]+ KS)KSB (7) KI'BA =K ([S]+ KS)KSBA (8)

8]+ Kss)Ks P (S]+ KesnKs

Después de un reordenamiento de la ecuacion (6di@®, permitidé reemplazar los
parametros definidos, esta Ultima se pudo reesadmno la ecuacion (6.11), o en una
forma equivalente, tal como se muestra en la eéoaf®) (téngase en cuenta que
Ka.K'sa=Kg.K'ag). k', @", b" y ¢" son iguales, respectivamentekaa, by c, ya sea cuando
la concentracion de sustrato es elevada (condidénsaturacién) o en ausencia de

interacciones sustrato-activador.

K+ a’k( LA]j + bk [B]j + c'kL[B] ( [A] J

' K., K

A

SR

(9)

> > |7
ve)
N
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Para obtener una ecuacién equivalente a la ecudeidvichaelis-Menten modificada, la

ecuacion(6.11) puede ser reordenada, consecutivamentesotab se muestra en las

ecuaciones (10) y (11):

k,+bk( [B]j [A]k( K: + KZEBK]J

B A

& 1{[5] [ [B]J (10)

A KoK

A

(A"

K+ Bk j (a'f%dk[B]J
B
1, [8] 1, [8]
K; KeaKa Ka  KeaKy
SR
S ) 4[4 +[A

ek (el

K’A K’BAKA K’A KBAK
Siendo (A) el activador variable, los parametgsy Vmax Se definen como:

Pos = ;*(Ei [[E;;]]j (12) Vinax = %Kl’* - K?g}f‘%

Ky KaaKa

Y siendo B el activador variable:

o)

K., K,\K

Ao, = ' vV — B AB"*B
5 B £1+ [A]KB ] (14) max ( 1 . A j (15)

KaeKs Ke KueKs
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Si el Agsde la ecuacion (12) se reemplaza en el denominaldov.x de la ecuacion (13)
en el numerador del segundo término en la ecudtidn se obtiene:

cosid )

B

B
v - K:A KEAKA + [A]Vmax
[E]  As+Al As+[A

(16)

Luego de multiplicar y dividir el numerador delmpgr término por el factoEl+(%D,

B

se obtiene la ecuacion (17).

)

PRI
=h . [KBEEE’[AJ e

(17)

Si llamamossg a la velocidad en presencia de B (a concentra@émde A), seria:

_ (kr ; bk([fljj
MY

Teniendo en cuenta la definicion dgy de Ags segun ecuacion (12), el reemplazo de

ambos en la ecuacion (17) conduce a:

\ — VBAJ,S + [A]vmax
[E] As+[Al As+[A

(19)
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El primer término de este segundo miembro, puedgb@se como:

VeAs _ [, [Al
Aos Al P A (Al

Al reemplazarlo en la ecuacion (19), se obtienedaacion (21) o, alternativamente, la

(20)

ecuacion (22). La concentracion total de enzimaaexplicita dado que las velocidades
experimentales son expresadas por unidad de masauhea (mol/min.mg de enzima).

(Vmax B VB)[A]
Ao +[A]

Las ecuaciones (21) y (22) pueden ser reformuladas,forma general, como la

+ (Vmax - VA)[B]
Aos +(B]

Vv, +

(21) V=Va (22)

ecuacion (6.12).

6.2.1.3.Correlacion entre los parametros cinéticos de lasaaciones
Se establecieron las correlaciones entre los pamsneinéticos de la ecuacion de
Michaelis—Menten modificada, ecuacion (6.12), ymlas completa y compleja ecuacion
(6.11), indicandose el significado y la dependenigdos pardmetrog, Vimax Y Ao s para
distintas situaciones (Tabla 6.13). El caso malsinfcaso | Tabla 6.13) considera la
presencia de un solo activador Para el caso deadtgadores, se contemplan dos
alternativas. En una de ellas, los activadoreseptas union simultanea, sin y con posibles
efectos alostéricos (casos ll-a y llI-b Tabla 6r&3pectivamente). Otra supone que los dos
activadores son mutuamente excluyentes entre so (thTabla 6.13). Para este ultimo
caso, segun el mecanismo propuesto, los compleS ¥ EBAS no existirian en
concentraciones significativas y por lo tantg; 0, K'ga 2 y K'ag 2, por lo que en
este modelo de interaccion la ecuacion (6.11) ceceea:

, xos(toolt]

1 ([, ([E] (6.14)
K, | LK
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Tabla 6.13.Dependencia de los parameti@s Vimax Y Ao s de la ecuacion de Michaelis-Menten
modificada en funcion de la concentracion del aclor que se mantiene fija y de los pardmetros
de la ecuacion (6.11).os parametros son los correspondientes a (A) adraotivador variable Se
indican los siguientes casos: Caso (I): presergiandsoélo activador que maodificaka Caso (ll):

dos activadores de unién simultanea (no mutuanmexaeyentes) que modificdd, tanto sin (caso
lI-a) como con (caso lI-b) efectos de unién hetémtosactivador-activador y activador-sustrato
Caso (lll): dos activadores de union mutuamentéugrates modificark' (c'= 0; K'pg= K'ga> ).

En todos los sistemas se descarto la existendratetacciones homotrépicas en los activadores (es
decir se considena,=1 para ambos activadores).

Vo Vinax Aos
Caso | kK a’k K'a
.. ¢k[B]
! ] k e
e[S K,

Caso Il-a (Ks +(B]) (“[B]j

éf& é'k[B] ([8]
— v () L

., (B-k)e]

Caso lll ‘ (Ké—-'-[B]) " K;{l-i-(L_Bé]jj

6.2.1.4.Estudio experimental de la activacion simultanea d& enzima por la F6P

y el Pyr. Célculo de los parametros cinéticos.

El estudio experimental se basé en la determinad&ta velocidad inicial en funcién de
concentraciones crecientes de uno de los activedomanteniendo constante la
concentracion del otro activador y demas condigohes respuestas a la activacion por
parte de la F6P y del Pyr sobre la ADP-Glc PPasA.demefaciense ven mutuamente
afectadas, tal como se ilustra en las curvas deagabn en la Figura 6.28.
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Figura 6.28. Gréaficos de saturacion segun velocidades expetateny tedricas de activacion.
(A). Curvas de activacion por F6P en presenciayte PmM (e); 0,1 mM @); 0,2 mM (V) y
2 mM (). (B). Curvas de activacion por Pyr en presenei&@P: 0 mM ¢); 0,1 mM @); 1 mM
(¥)y 2 mM Q). Los simbolos representan los datos experimentaks lineas representan las
velocidades calculadas segun la ecuacion (6.11@mpkzando los pardmetros por los

correspondientes valores obtenidos (Tabla 6.16).

119



Resultados y Discusion

El calculo de los parametros se realizé segun dasenaciones distintas, una utilizando
la ecuacion de Michaelis-Menten modificada y otrediante la mas completa ecuacion
(6.11).

Mediante el ajuste de los datos experimentales a&clsacion de Michaelis-Menten
modificada utilizando el programa Origin 7.0, seedminaron los parametros cinéticos
para la F6P y para el Pyr que se muestran en la 6abt y Tabla 6.15.

Tabla 6.14.Parametros cinéticos para la F6P calculados & gattajuste de datos experimentales
a la ecuaciébn de Michaelis-Menten modificada. En pldmera columna se indican las
concentraciones de activador que se mantienen figssparametros son la media de al menos tres
conjuntos de datos independientes.

Parametros para F6P

Pyr (mM) Vinax (U/Mg) Aos (MM)

0 84,8+2,0 0,260 + 0,031
0,1 56,8 + 0,8 0,087 + 0,012
0,2 53,3+ 0,3 0,078 0,011
2,0 50,3 +0,1 0,068 + 0,020

Tabla 6.15.Parametros cinéticos para el Pyr calculados & plettajuste de datos experimentales
a la ecuacion de Michaelis-Menten modificada. En pidmera columna se indican las
concentraciones de activador que se mantienen figssparametros son la media de al menos tres
conjuntos de datos independientes.

Pardmetros para Pyr

F6P (mM) | Vpmax (U/mg) Ao s(MM)

0,0 52,0+0,9 0,200 + 0,022
0,1 51,1+0,8 0,077 £ 0,010
1,0 49,2 +0,5 0,058 +0,007
2,0 49,5+0,6 0,039 +0,006
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De las Figuras 6.28-A y 6.28-B y del ajuste dedatos a esta ecuacion, podemos afirmar
que, por separado, F6P y Pyr activan la enzimaxapealamente 22 y 14 veces
respectivamente, en relacion a una actividad enman@le 3,61 U/mg en ausencia de
ambos, y que muestran similares valoreé\gle(cercanos a 0,25 mM). Se observa que la
afinidad aparente de la enzima para un activadomagor cuando ambos efectores
interactian simultdneamente, en comparacion cquadaexhibe cada compuesto actuando
de forma individual (Tablas 6.14 y 6.15). Curiosatee la presencia de concentraciones
saturantes de Pyr restringi6 la activacion ejerpigiaF6P, ya que en tal condicion M@ax
(~50 U/mg) alcanzada por la enzima esta limitadaahir que se alcanza en presencia del
ceto-acido por si solo (que es inferior a la qualsanza con F6P a altas concentraciones y
bajos niveles de Pyr). En concordancia con estdadfigura 6.28-B se observa que en
presencia de una concentracién constante y satudanE6P (5 o 10 veces por encima del
Aos), las curvas de saturacion mostraron inhibiciénugrar de activacion por Pyr; y la
enzima nuevamente alcanzo una actividad aproxirdads0 U/mg. Queda claro, a partir
de esta figura, la dominancia del Pyr en la detemon de la velocidad maxima, y que a
pesar del hecho de que la F6P produce mayoresesivkd activacion, este efecto es
observable solo a bajas concentraciones de Pyr ¢a ausencia).

Por otro lado, la ecuacion (6.11) permitio el cldade los parametroa’k, bk, ¢k, K4,
K's, Ka Y K'ga, mediante un ajuste no lineal de los datos expmariates, utilizandose una
rutina del programa MATLAB Editor 7.0 (The MathWsjkgenerada especialmente para
este modelo (gentileza del Dr. Gabriel Siano, depagnto de Quimica Analitica, Facultad
de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, UNL). El pragra realiz6 1000 iteraciones
utilizando el algoritmo de Levenberg-Marquardt. Masores calculados fueron coherentes
con los correspondientes obtenidos mediante lacerude Michaelis-Menten modificada
y el ajuste de las velocidades tedricas a las arpatales fue aceptable; no obstante, los
intervalos de confianza con una p<0,05 para loameiros Iy K'ga (0 Ksy K'agen la
ecuacion 9) fueron demasiado amplios. Esto es debglie en la ecuacion (6.11), tanto en
el numerador como en el denominador, las constdigK sa (0 Ks Yy K" ag) aparecen
relacionadas mediante un producto, de manera geeistroducen ambas como incégnitas
habria infinitos pares de valores que podrianfaatis la ecuacion. Se estimoé entonces, el

valor deK’s y deK’g utilizando las ecuaciones (5) y (7). Para su ¢dlse consideran
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los valores dé&Ks= 0,42 (+0,05) mMKsa = 0,24 (£ 0,02) mM Ksg = 0,29 (+ 0,03) mM
con 1 mM de ATP [segun (Uttaro y col., 1998) y enaordancia con nuestros resultados
mostrados mas adelante] después de lokualK'4/0,65 yKg = K'g/0,76. La sustitucion
de cada constante en la ecuacion completa respepvmitio determinar i§a y K ag.
Los resultados hallados para los pardmetros cogtie detallan en la Tabla 6.16.

Tabla 6.16. Parametros calculados con el ajuste de datogamilo el programa MatLab. Los
intervalos de confianza (p< 0,05) se indican etrehetes.

Constantes de disociacion (mM ) Constantes cirg(ldémg)

K'a= 0,28 [0,26-0,31] a’k =88,4 [86,4-90,4]
K's = 0,24 [0,21-0,28] b’k =53, 6 [52,0-55,3]
K'as = 0,037 [0,028-0,047] ¢’k =49,0 [48,5-50,1]

K'ga = 0,027 [0,0216-0,0332]

Comparando las Tablas 6.14 y 6.15 con la Tabla @déemos observar que los
parametroscinéticos Vmax ¥ Aos determinados en ausencia de otro activador, son
respectivamente equivalentes a los parametrosspameientes de la ecuacion (6.1dk,

K'a (para F6P) yb'k K'g (para Pyr). Ademas, el valor @&k se ajusta al valor al que
tiende la velocidad maxima en presencia de ambtisadores en concentraciones

saturantes.

Introduciendo los pardmetros de la Tabla 6.16 eaclaacion(6.11) se obtuvieron los
valores tedricos de velocidades a concentraciomeseates de un activador, en ausencia y
en presencia de distintas concentraciones del deqaotivador. Con los mismos se genero
una grafica continua que luego se compard conatescexperimentales, comprobandose
que las velocidades tedricas calculadas, en uni@m@hgo de concentraciones, se
corresponden con los puntos obtenidos experimeatdaér(Figura 6.28-A y 6.28-B),
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corroborando que esta ecuacion responde a los dapesimentales haciendo factible el

modelo planteado.

Ademas, con las velocidades teodricas calculadadacenuacion (6.11), se construyd una
figura tridimensional y se observo que al grafioardatos experimentales sobre la misma,
mostraban una correcta superposicion (Figura 6 2%A contraposicion al caso anterior,
en la Figura 6.29-B se muestra que el ajuste dedddss experimentales a la figura
tridimensional obtenida con la ecuaci@l4),correspondiente a un modelo mutuamente
excluyente ¢ = 0, K'ga 2»), fue marcadamente pobrAun cuando en esta ultima
condicion las constantes cinétid@s, K'g, a’k y b’k fueron similares a aquellas obtenidas
para el caso de unién simultanea (datos no mosiyatis velocidades tedricas fueron

discordantes con los datos experimentales, paatiti@nte a altas concentraciones de F6P.

Comparando las ecuaciones (6.11) y (6.12), la disadn en los valores d&ys en
presencia de ambos activadores (Tablas 6.14 y ést8)de acuerdo con las magnitudes
relativas de las constantes de disociacion aparawmteima-activador calculadas
(Tabla 6.16), siend& ga <K'g, ¥ K'ag <K'a. Teniendo en cuenta la equivalencia de los
parametros, la disminucion en los valores obtenidesA,s confirmaria que los
activadores se unen de manera simultdnea, no metdarexcluyente, con interacciones
heterotropicas activador-activador positivas emifes (casoll-b de Tabla 6.13). Estas
caracteristicas, indicativas de una unién no musmenexcluyente de F6P y de Pyr a la
ADP-Glc PPasa dA. tumefaciengpoyan al mecanismo propuesto en la Figura 6.26 pa
la interaccion de la enzima con el sustrato y twivadores.
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Figura 6.29. Diagrama tridimensional de las velocidades deciéactedricas en funcion de las
concentraciones de ambos activadores. (A): correlgpa unién simultanea, no competitiva y (B)
union competitiva (mutuamente excluyente); las cielades tedricas en (A) y (B) se calcularon
con la ecuacion (6.11) o ecuacion (6.14), respacténte. Simbolos: los circulos rojos
corresponden a los datos experimentales y los isgier azules a los valores tedricos
correspondientes. Las figuras fueron generadaslqamograma MatLAB.
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6.2.1.1.Discusion

La activacion simultanea de la ADP-Glc PPasa p®& ¥®yr presenta dos caracteristicas:
efectos alostéricos positivos mutuos en la etapand® y efectos no aditivos en la etapa
catalitica. Si bien el comportamiento del Pyr enesw muestra una correspondencia con
un comportamiento aparentemente competitivo o mudmde excluyenteVi,ax tiende a
Vimax py), €sto no se cumplié cuando la concentracion deftié superior a la de Pyr (ya
queVmax tiende igualmente ¥max py). POr lo tanto, ambas caracteristicas, el efeasitipo

en la unién (inverso a lo esperado si fueran muaienexcluyentes) y limcapacidad de
llegar a la velocidad maxima correspondiente &6R Euando este activador esta en exceso
respecto del Pyr, sugieren fuertemente que no sdgnamente excluyentes y por ende se
unirian en forma simultanea. Estos resultados aplmgestudios previos que sugieren que
ambos activadores no se unen al mismo sitio (Gdh@sati y col., 2001).

Las enzimas alostéricas, mas aun las tetraméraras ta que es objeto de este estudio,
son sistemas complejos, en los que la diversidacha#elos que se podrian plantear es
numerosa. Por ese motivo, resulta dificil carazéerien forma inequivoca el efecto
acoplado entre ambos activadores, sobre la basaldelgue adopta la velocidad limite en
presencia de concentraciones saturantes de ambazbdtante siguiendo el razonamiento
de Reinhart (Reinhart, 2004), si se lo analiza elagd punto de vista termodinamico, en
principio el efecto no es aditivo. O sea, la valad maxima en presencia de ambos
efectores no se corresponde con una disminucidivadie las energias de activacion y
por ende con un aumento de la velocidad proportiaharoducto de las activaciones
individuales, sino que es mucho menor que ese.vdlsta el momento, no se conocen
trabajos que le asignen un significado o denomimacl efecto acoplado entre dos
activadores cuando esa velocidad es menor qu@égiaela para efectos sumatorios, como
es nuestro caso. Podria decirse que el efectopasc@mlmente aditivo o antagénico. Sin
embargo, resulta notable que el valor de la vetmti@nite que se alcanza en presencia de
ambos coincida con la velocidad maxima del Pyr.sBlsto sugiere un fenOmeno de
“dominancia”’ de la sefal alostérica inducida poPwf; a pesar de ser menos favorable
para la catdlisis que la promovida por la F6P.

Si bien no se pueden identificar en detalle losanistnos moleculares responsables de

este fendbmeno, como una primera aproximacion vy idersdo publicaciones
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relacionadas con los mecanismos moleculares déeasmso (Traut, 2008; Tsai y col.,
2008), la Figura 6.30 muestra un mecanismo poslblecomportamiento experimental

observado entre ambos activadores.

IT
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Figura 6.30. Modelo hipotético que describe los estados dindmicdormacionales de los
complejos entre la ADP-Glc PPasa y los activaddtes y F6P. I, II, 1l y IV representan,
respectivamente, a los complejos: (ES), (ES-F@9;Ryr) y (ES-F6P-Pyr). Los efectos positivos
en la union conducen a una seleccién-modificacé@iproca de los sitios de unién de activadores,
por tanto, en I, lll y IV se representan con fosngmilares entre si y diferentes a las de |. Cada
activador utiliza diferentes vias de propagaciohefiecto producido (representado por las lineas
sinuosas) entre el sitio de union alostérico yite activo, con diferentes efectos finales solare |
catdlisis: el estado dinamico-conformacional dib sictivo en | es diferente al de II, lll y IV; éh
(inducido por F6P) es diferente de Ill (inducida Byr) y de IV; mientras que en IV es el mismo
gue en lll. En presencia de Pyr, la via espectfe&6P se interrumpe, y se establece una nueva en
relacién con la via Pyr-especifica.

En resumen, se puede suponer que los dos actigadameque se unen a diferentes sitios,
seleccionan estados conformacionales similarespayor afinidad para ambos. Ademas,
utilizan diferentes vias de transmision o caminoBnicos de la sefal alostérica al sitio
activo y aunque ambas son sefiales de activaci@fieab resultante no es exactamente el
mismo. Cuando ambos activadores estan unidos derpréa via del Pyr, solo o en
conexion con la via de la F6P, siendo el primemoetinante para ejercer la activacion.
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6.2.2.Caracterizacion de la activacion en base a resultad obtenidos con mutaciones

sitio dirigidas.

6.2.2.1.Estudio de las mutantes Q67A y W106A de la enzimaedA. tumefaciens,
homologas a las Q74A y W113A de la enzima de coli.

A partir del estudio de las mutantes Q74A y W113Ala ADP-Glc PPasa dg. coli
(Seccion 6.1.1) sepropuso unmecanismo probable de propagacién de la sefial de
activacion de la FBP (Figueroa y col., 2011). Seidié estudiar las mutantes homadlogas
para evaluar si la enzima #etumefacienposee un mecanismo de activacion semejante.
Del alineamiento de secuencias se observé quesituos homélogos a Gfny Trp*** de

la enzima deE. coli eran GIf’ y Trp'®

, respectivamente (Figura 6.3%e procedid
entonces a expresar las proteinas mutantes Q67A196XV en células deE. coli
BL21(DE3), transformadas con los plasmidos corrmedgmtes, [pETAT/Q67A] vy
[PETAT/W106A]. Las mutantes obtenidas se purificaen forma similar a la enzima
salvaje, realizando, consecutivamente, cromatagafide intercambio i6nico
(DEAE-Sepharose seguida de una cromatografia de seudoafinidad en
2’5" ADP-SepharoseEl grado de pureza alcanzado fue, en ambos cagostior al 90 %,
segun las imagenes electroforéticas de SDS-PAGHEctiaidad enzimatica se determino
en la direccién de sintesis de ADP-GIc por el métoalorimétrico del verde de malaquita
(seccion 5.19.1.1). Las concentraciones de sustitiidadas en los ensayos fueron
7,0 mM de MgCJ, 1,0 mM de ATP y 1,0 mM de GIclP. Los datos experitales se

ajustaron a la ecuacion de Hill modificada, la eawa(5.2).

La caracterizacién cinética de las enzimas muta@@sA y W106A mostré6 que, en
ausencia de activadores, presentaban actividadamaicas comparables a las de la
enzima salvaje, pero ambas habian perdido la agmhcile ser activadas por F6P
(Tabla 6.17). Este comportamiento es semejantdsdreado en las mutantes homologas
de la enzima d&. coli. Cuando se analizo el efecto del Pyr, la mutani®@® mostré un
nivel de activacion similar al de la ADP-Glc PPaBaA. tumefaciensaunque elAqs
resultd ser 10 veces mayor. Sin embargo, la mut@@eA resultd ser activada soélo
2,5 veces, con una afinidad algo mayor hacia et@feue la enzima salvaje (Tabla 6.17 y
Figura 6.31).
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Tabla 6.17. Caracterizacion cinética de la enzima ADP-Glc BPdsA. tumefaciensalvaje y
mutantes Q67A y W106A con respecto a los activaslbf# y Pyr. La determinacion de actividad
se realizé en sentido de sintesis, método del \gddalaquita, nd: valor no determinado debido a
la escasa o nula activacion.

sin

activador Con F6P Con Pyr
. Vo Vmax | Activacion | Ags(mM) = Vimax | Activacion | Ags(mM)
enzima
(Umg)  (Umg) (veces)  (n)  (Umg)  (veces) = (n)

i 0,24+0,03 0,20+0,02
salvaje 3,7 82,0 22 13) 51,1 14 (1.4)
Q67A 33 43 13 nd 8,2 ,5 | 0112001

(1.1)
WI106A 2,9 2,2 - nd 43,3 15 1,5(23:00),12

=
»
—

B R e
o N A

activacion (veces)

o N b~ OO

12

Pyr (Mm)

Figura 6.31 Respuesta diferencial al Pyr de las enzimas AlRFPBasa salvaje y mutantes Q67A
y W106A deA. tumefaciensReferencias: enzima salvajm) (mutante W106A &) y mutante
Q67A ().

A los fines de analizar el efecto de las mutaciaresa afinidad aparente por los sustratos
y a su vez caracterizar el efecto del Pyr sobmmitana, se determinaron |& s de los
sustratos para ambas mutantes, en presencia ycausehactivador. En la Tabla 6.18 se

observa que los valores 8gs y ny para ATP, Glc1P y Mg en ausencia de activador para
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ambas mutantes no difieren significativamente respde los obtenidos para la enzima
salvaje. SoOlo en la mutante Q67A se observa urealignodificacion de la afinidad
aparente hacia los sustratos, en particular aunedr@gs del ATP. Era de esperarse una
modificacionmayor, ya que cuando se model6 este sustrato estrlactura de la enzima
deA. tumefacienda GIrf” se encontraria a sélofddel ATP (Cupp-Vickery y col., 2008).
O sea que a pesar de su proximidad, ese resideampliria una funcion esencial en la
fijacion del ATP. Podriamos afirmar entonces quenthnera semejante a lo que ocurre
con la enzima salvaje de tumefacieny con las enzimas mutantes homéloga& deoli,

la presencia de activador tampoco induce modificees significativas en los parametros
de los sustratos. Se observa también que, al gumlpara la enzima salvaje, el efecto
principal del Pyr en las enzimas mutantes, principate en la W106A que es la mas
activada, se ejerce sobre la etapa catalitica yaagumenta |&Vmax Sin modificacion
importante de la afinidad aparente por los sustrato

Tabla 6.18 Paradmetros cinéticos correspondientes a losasostry cofactor esencial de la

ADP-Glc PPasa salvaje y mutantes W106A y Q74A. Eiét¥erde de Malaquita, sentido de
sintesis, concentracion de Pyr 2 mM.

Q67A W106A Enzima salvaje
S5 (MM) nH S5 (MM) nH S5 (MM) nH
ATP 0,7440,01 1,2 0,22+0,01 1,5 0,39+0,03 1,5
ATP+Pyr 0,54+0,03 1,2 0,21+0,02 19 0,26+0,05 11
GlclP 0,21+0,02 0,9 0,09+0,01 1,6 0,15+0,C2 13
Glc1P+Pyr 0,0940,01 1,3 0,10 0,01 1,9 0,08+0,01 3 1
Mg** 3,12+0,21 1,5 2,90+0,18 2,1 2,40+0,39 3,0
Mg?*+Pyr 2,5140,24 2,4 3,10 £0,30 3,6 2,1040,22 2,3
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6.2.2.2.Estudio de la mutantes D378A dé\. tumefaciens y su homologa erk. cali,
la D385A.

En las dos estructuras tridimensionales obtenides ADP-Glc PPasas, los investigadores
(Jin y col., 2005; Cupp-Vickery y col., 2008) corodan en que la regién comprendida
entre los dominios N- y C-terminal es parte delosde union de los activadores
respectivos. Si se superponen ambas estructuras| smio alostérico propuesto para
A. tumefaciense puede observar un sulfato ubicado en el suntp@ndido entre ambos
dominios, que se corresponde con un sulfato denlEm@a de tubérculo de papa
cristalizada. Los investigadores que cristalizalanenzima deA. tumefaciengCupp-
Vickery y col., 2008) modelaron la F6P en esteosfffigura 6.32) y proponen que el
parche de carga positiva conformado por los resithdsicos presentes en esta zona, atraen
la carga negativa del grupo fosfato de la F6P, adete proporcionar probables enlaces de
hidrogeno con los oxigenos del azucar. Puede ddrseren la figura, que sélo dos restos
acidos estan cerca de este “bolsillo” asociadoR6R, siendo uno de ellos el A&h Este
residuo se encuentra muy conservado en diversas@bBPPasas (Cupp-Vickery y col.,

2008) correspondiendo al A8p enE. coliy a los Asp® y Asp™

en la subunidades
pequefia y grande de. tuberosumiespectivamente. Ademas, en trabajos anteriores, se
indicé que el Aspes un residuo importante para la activacién por8RGreene y col.,
1996). Para conocer mas sobre la importancia deregidn en la regulacion alostérica, se
realiz6 la mutagénesis sitio dirigida de este Aspas enzimas dA. tumefacieny E. coli,

obteniéndose las mutantes D378A y D385A respectwvden

Los plasmidos mutantes de la enzimaAddumefaciendpETAT/D378A] y deE. coli
[PETEC/D385A] se obtuvieron mediante la técnica @aikChange(Seccion 5.6). Las
enzimas se expresaron en célulagdeoli BL21(DE3) transformadas con los plasmidos
mencionados y se purificaron mediante cromatograftansecutivas de DEA&epharose

y Green A (Seccion 5.14).

Ambas mutantes se caracterizaron cinéticamenteespecto a los activadores principales,
obteniéndose los resultados mostrados en las BighZB3-A y 6.33-B, los datos se
ajustaron a la ecuacion 5.1 y los resultados sestraneen las Tablas 6.19 y 6.20. No se
observaron cambios significativos en la actividadimatica cuando se realizaron ensayos
cruzados, es decir, la mutanteAldumefacien®378A con el activador FBP y la mutante

deE. coli D385A con los activadores F6P y Pyr (resultadosnostrados), indicando que
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estas mutaciones no provocan un cambio observabléa eespecificidad hacia los

activadores respectivos ensayados.

(B)

Figura 6.32. Sitio probable de union del activador F6P a la ABIE PPasa dé\. tumefaciens
(A): modelo del mon6émero cristalizado de la enzimamBestra la cercania entre el sitio activo,
con los sustratos ATP y GIc1P que se modelaromtat gda la estructura d8. tuberosuny la zona
comprendida entre los dominios N- y C-terminalesd#gose une el anion sulfa{@®): detalle de la
zona del surco entre ambos dominios. Se muestganadenas laterales de los residuos que se
encuentran cercanos al sulfato y por consiguiesieanos a la molécula de F6P modelada. Entre
éstos se observan el A8py la Arg”. Las cadenas laterales estan coloreadas segésiagilo sea
basico (color azul) o 4cido (rojo). En el angulieiior izquierdo se observa parte de la molécula de
ATP unida al sitio catalitico. Para (A) y (B): l&omos se colorean segun su tipo: oxigeno: rojo,
azufre: amarillo, carbono: verde en (A) y celeste(B), nitrégeno: azul, fosfato: marron claro.
Figura obtenida de (Cupp-Vickery y col., 2008).
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Figura 6.33. Respuesta de la enzinsalvaje deA. tumefaciengm) y mutante D378A ) a la
activacion por Py(A) y por F6P(B). Sentido de sintesis de ADP-GIc, Las reaccionesrgnizas
se realizaron segun el Ensayo A, método verde tequiga (Seccion 5.19.1.1).

Tabla 6.19. Resultados obtenidos para la enzima ADP-Glc PPasA. tumefacienssalvaje y
mutante D378A en relacidn a los activadores F6iry P

Sin efector Con F6P Con Pyr

Activacion | Ags(mM) v Activacion | Ags(mM)
max

Enzima Vo Vinax (veces) (Ny) (veces) (Ny)
Atu 0.24+0,03 0,20+0,02

sahe 37 82.0 22 3 511 14 T

D378A 153 67.7 4 0'0(‘1‘*8’02 29.0 2 0’22120)'05

Tabla 6.20. Resultados obtenidos para la enzima ADP-Glc PPada. doli salvaje y mutante
D385A en relacion al activador FBP. Las reaccioapzimaticas se realizaron en sentido de

sintesis.

Sin efector Con FBP
. Activacion Ao 5(MM)
Enzima Vo Vinax (veces) ()
Eco 0,24 +0,03
salvaje 1.4 63,1 44 (2,0)
1,43+0,22
D385A 0,2 11,0 55 2.3)
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En ausencia de activadores las mutaciones afeedoroha diferente y opuesta a cada
enzima ya que mientras la mutante Aldumefaciengpresenta mayor actividad que la
enzima salvaje, es decir se encuentra preactifgdaré 6.33 y Tabla 6.19), la mutante de
E. coli, muestra una actividad menor que la enzima natwveespondiente (Tabla 6.20).

Por otro lado, ambas mutantes siguen respondiersis activadores: la D378A alcanza
velocidades cercanas al 80 y 60 % de las maxintanzddas por la enzima salvaje en
presencia de F6P y Pyr respectivamente, mientradagD385A, a pesar de activarse un
namero de veces semejante a la enzima nativa, pgaximadamente al 20% de la
velocidad limite que alcanza la ADP-Glc PPas& deolien presencia de FBP.

6.2.2.1.Discusion:

De los resultados obtenidos con las mutantes Q6T#196A podemos inferir que, de
manera analoga a lo que sucede en la activacidla p@&P para la enzima de coli, tanto

la GI*” como el Trp estarian involucrados en la transmisién de lalseéiacida pora

F6P en la enzima dA. tumefacieng/a que las mutaciones de esos residuos la tornan
practicamente insensible a ese activador. Tamlaéactivacion por Pyr se ve afectada
negativamente por esas mutaciones, pero de maifierente segun sea la Gl el Trp%

el residuo mutado. Si es la &inla activaciéon por Pyr se afecta en forma semejaria
activacion por F6P, ya que aunque en la mutantéA@&7observa activacion, ésta es muy
inferior a la que presenta la enzima salvaje. BEnbia la mutante W106A llega a una
activacion semejaniz la de la enzima salvaje, pero es necesaria ur@tracion mucho
mayor de activador para lograrla.

Tal como se dijo anteriormente, la F6P y el Pyuisen a distintos sitios, y esta repuesta
diferencial de las enzimas mutantes se deberiaeda diferencias en los mecanismos de
activacion entre uno y otro efector, que utilizar@diferentes vias de transmision de la
sefal alostérica al sitio activo (Seccion 6.2.1.1).

Estos resultados sugieren mecanismos comunes, eauwmagidénticos en la activacion de
las ADP-GIc PPasas de distinto origen y por distinactivadores. Respecto de las
diferencias observadas entre los activadores, ppérisarse que un factor importante seria

el niumero de atomos de carbono del activador. Bemesedo, las activaciones por FBP y
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F6P, ambas de 6 atomos de carbono, se ven afecl@ddicamente y de idéntica manera
por ambas mutaciones en las enzimasEdeoli y A. tumefaciengespectivamente; en
cambio la activacion por Pyr, de 3 carbonos, se&ros afectada.

Para intentar comprender el origen estructural ake resultados producidos por las
mutaciones de los A3y Asp®®® en las enzimas d& tumefacieny E. colj, es interesante
destacar que en las estructuras tridimensionalesndeas, estos Asp se encuentran
formando puentes salinos con las Rrg Arg*’, respectivamente, pertenecientes éstas al
dominio N-terminal. En la enzima de tumefaciensse puede concluir que el reemplazo
del Asp'’® por una Ala, interrumpe el puente salino con lg*Ay esto produce en esa
enzima un efecto semejante al del activad.interesante destacar que los resultados
obtenidos con esta mutante complementan y reafitosade un trabajo anterior (Gomez-
Casati y col., 2001) en el que se observé que lmme R33A presenta mayor actividad
enzimatica que la ADP-Glc PPasa salvaje. Ambos lteskas corroboran que la
interrupcion de ese puente salino es importanta fgaactivacion, ya que la mutacién de
cualquiera de estos dos residuos que forman eiépao (Asp’® o Arg™) produce un
efecto activador similar. A su vez la ruptura dee gaiente por ausencia del Asp aumenta
la afinidad aparente por ambos activadores ya qua enutante D378A disminuyen los
Ao s de ambos activadores. Lo mismo se observo pakasallel Pyr en la mutante R33A
que en presencia de este activador, llega a unadack casi idéntica a la de la enzima
salvaje (Gomez-Casati y col., 2001). No obstardeaclierdo a estos autores, la mutante
R33A no se activa por F6P. Esto podria deberseeaeguausencia de este residuo no se
produce la activacion aunque la F6P se una a lenano bien a que el activador no se
una. Analizando el conjunto de estos resultaddsiplatesis mas probable es que la F6P no
se une en ausencia de la Argjue a su vez permite concluir que este residwesescial
para la union de este activador, en ese sitio, pemara la union del Pyr. El sitio de union
de la F6P estaria tal como proponen los autoregp®ickery y col., 2008) muy préximo

a estos residuos y en cambio el del Pyr, ain cuseddicaria también en el surco entre

ambos dominios comprometeria otros residuos.

La enzima mutante dE. coli en cambio, resulta en una estructura con mertivicso
enzimatica que la enzima salvaje, que muestra lenada respuesta hacia la FBP aunque

una menor afinidad hacia el activador y que nodagcanzar la misma actividad de la
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enzima salvaje en presencia de altas concentracaeieactivador (Tabla 6.20). O sea que
en este caso, la ruptura del puente salino nodibtultaria la union de la FBP sino que
produciria un cambio conformacional desfavorableeérsitio activo. Las evidencias
experimentales indican que el residuo al que séaulai FBP en la enzima de colies la
Lys*® (Gardiol y Preiss, 1990)O sea que en este caso el residuo implicado poesite
con el Asp®® la Arg™®, no seria directamente el residuo implicado emlén del activador
aungue si contiguo a éste. La interaccion entreoardbminios se veria modificada en esa
zona por el activador, pero las consecuencias guegaria la ruptura de ese puente son
diferentes. Si se analizan las estructuras trideo@ales superpuestas, se observa que en
la enzima deA. tumefaciensel GIL?® se encuentra a una distancia de 32de la Arg®,

lo que permite asumir que entre ellos se formaripuente salino. Esto lleva a pensar que,
ademds del D378-R33, habria un segundo puente sliresta zona (Figura 6.34-A). El
residuo homélogo al GffienE. colies el Asf’ y no formaria puente salino con residuos
del dominio C-terminal ya que los residuos basit@s cercanos son la AP§ que se
encuentra a 5,88 y la Arg"®® que se encuentra a 6£5(Figura 6.34-B). Se propone
entonces, que en el caso de la enzim&.dmli, la ruptura del puente D385-R40 podria
inducir una apertura excesiva del surco entre amdbasnios, o que seria desfavorable
para la fijacion del activador y conformacion débsactivo. Esta apertura estaria atenuada
enA. tumefacienyga que el otro puente, el E28-R401, mantendritstéaaccion.

Los resultados muestran una vez mas que pequdéesndias en la estructura primaria de
las enzimas, aun en residuos no involucrados direite en la union y/o catalisis,
cambian el comportamiento y definen especificidadiésrentes por los moduladores.
Ambas enzimas presentan una elevada identidadsepnan residuos criticos en la union
y catalisis. Sin embargo, los activadores son elifis e incluso una misma enzima es
activada en forma semejante por dos activadoresedifes. Pequefias modificaciones en
los residuos de esta regidn son capaces de dieraspuesta hacia el tipo de activador.
Uno de los ejemplo més notables de esto es queitagénesis sitio-dirigida de la HBis

de A. tumefaciengor una Arg, presente naturalmente en la enzinta. deli hace que las

mutantes muestren activacion por la FBP (Cupp-Viclkecol., 2008).
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(B)

Figura 6.34. Interacciones entre residuos aminoacidicos cescanta zona de union de los
activadores. En ambas figuras se indica el valdasi@istancias medidas entre a&tomos, las que se
representan mediante una linea de puiffs.Modelo de la estructura cristalografica de la eazi

de A. tumefaciensSe muestran los aminoéacidos involucrados en pusate®ms, el Asf® con la
Arg® y el GIF® con la Ard®, con distancias minimas de separaciéon de 3,452¢ A
respectivamentdB). Modelo de la enzima dg. coli. Se muestran los aminoacidos A8y Arg™
que estarian formando un puente salino. Las distaentre el residuo Adpy las Ard® y Arg*®®

son 5,82y 6,65, respectivamente, lo que sugiere que no se estgableeraccion entre ellos. Los
atomos se colorean segun su tipo: oxigeno: rajag@no: azul.

136



Resultados y Discusion

Lo anterior no se contrapone con la existencia idgos comportamientos alostéricos
comunes. El conjunto de datos anteriores y lodteeks de este trabajo indican que los
activadores se unen en el surco entre los dom@vgsN- terminal. Y que desde ese lugar
se transmite la sefial al sitio activo. En la trasgm de esa sefial también habria ciertos
caminos quimicos comunes en las ADP-Glc PPasasistiatal origen, en los que los

residuos homélogos al Ty GIn®” deA. tumefaciengugarian un rol importante.
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6.2.3.Regulacion de la enzima ADP-Glc PPasa d&\.tumefaciens por nuevos

efectores. Inferencia de estos hallazgos sobre ettabolismo de la bacteria.

Se investigd el efecto de diversos compuestos sddbreactividad de la enzima
ADP-GIc PPasa dé. tumefacienen el sentido fisiolégico de la reaccion. Se ehgn
metabolitos con un variado niumero de atomos deonarlen su estructura y segun su
intervencion en los distintos ciclos del metabobsi8e ensayaron en una concentracion
2mM y en dos condiciones diferentes en relacida aoncentracion de sustratos: de
saturaciéon y de semi-saturacion para evaluarefieeto era sobre Myax y/0 sobre 105 s,
respectivamente. Se probo el efecto de: etandiatacexalato, glicerol, gliceraldehido-3-
fosfato (G3P), glicerato, fosfenopiruvato (PEP), 3PGA, alanina, lactato, butirato,
aspartato, asparagina, fumarato, malato, oxalacetagjlutamato, glutamina,
a-ceto glutarato, ribosa 5P (R5P), citrato, leucisaleucinagcis-aconitato, Glc6P, NADP,
NADPH, NH,Cl y trehalosa.

Los resultaron mostraron que la R5P producia uetefactivadormientrasque los
compuestos PEP, 3PGA, el G3P, el NADPH, y en menedida, elcis-aconitato, el
fumarato y el NADP, producian un efecto de inhiimcgobre la enzima (Tabla 6.21). Los
demas compuestos no mostraron diferencias sigiNvfisaen los valores de actividad
respecto de aquellos obtenidos en las condicicstéaadar de medida, en cualquiera de las

condiciones probadas.

Se procedid entonces a caracterizar cinéticamealguaos de estos efectores, en sentido
de sintesis de ADP-GIc utilizando el método deldéede Malaquita. Las concentraciones
de sustratos fueron, para todos los casos, ATRMMOMgClL, 7 mM y GlclP 1,0 mM. En

el caso de los compuestos activadores, los dafmrimentales se ajustaron a la ecuacion

de Hill modificada, ecuacién (5.2) y para los intidres se aplicé la ecuacion (5.4).

Cuando se analizaron conjuntamente dos efectoasscdncentraciones utilizadas se
eligieron teniendo en cuenta los valores Alg, 0 los correspondientes, en general,

eligiendose concentraciones por debajo y por endendicho valor.
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Tabla 6.21.Actividad enzimatica relativa/v,) de la enzima dé. tumefaciengn presencia de una
concentracion 2 mM del efector correspondienteceotraciones saturantes de sustrato. Sierydo

Vpla actividad enzimatica en presencia y ausenciafdetor. Se consider6 usade 3,7 U/mg.

Efector Actividad relativa
ninguno 1,00

R5P 4,51

PEP 0,08
3PGA 0,40
NADPH 0,40

G3P 0,45
cis-aconitato 0,68
Fumarato 0,74
NADP 0,77

6.2.3.1.Efecto activador de la R5P.

Se habia sefialado previamente que este compuestéagjierta accion activadora, pero
no se disponia de un analisis detallado de la m{&mels y col., 1970). Al ensayar la
actividad enzimatica en presencia de concentrasiorecientes de R5P, se determiné el
valor deAgs en 1,75 mM y una activacion maxima de ~7 vecete #$simo dato, aunque
inferior a las veces de activacion de los ya caraedos F6P y Pyr, representa un

importante valor de activacion. (Figura 6.35).
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Figura 6.35 Respuesta diferencial de la ADP-Glc PPasaAdeimefaciensa sus principales
activadores F6Pa), Pyr @) y R5P @).

Para conocer si la R5P ademéas de aumentdrdade la enzima, aumentaba ademas la
afinidad por los sustratos, se realizaron las e@gpeias cuyos resultados se muestran en la
Tabla 6.22. Se observa entonces que, en lo queatasp los sustratos, la R5P no modifica
el $ s del ATP ni de la GIc1P, lo que indica que estézadbr actia principalmente sobre
la etapa catalitica. Esto concuerda con los efgrrinsipales de los activadores F6P y Pyr,
ya que ambos aumentanMaa.xde manera importante, aunque a diferencia de la &&és
también ejercen un efecto moderado sobre la afinigierente por los sustratos (Uttaro y
col., 1998).

Tabla 6.22.Parametros cinéticos de la ADP-Glc Pasa deimefaciengn ausencia y en presencia
de R5P 3 mM. Las determinaciones se realizaron emtide® de sintesis, método Verde de
Malaquita.

SsATP (mMM) | ny S5 GlclP (mM) Ny
Sin efector 0,39+0,03 15 0,14+0,02 1,9
Con R5P 0,39+0,04 2,2 0,12+0,05 2,1
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6.2.3.2.Efectos mutuos entre la R5P y los activadores F6PRyr.

Para investigar si existia alguna interaccion essgte nuevo activador y los ya estudiados,
se realizaron curvas de saturacién de cada unoesenzia de dos 0 mas concentraciones
fijas del otro, elegidas segun el valor Ags determinado. Las Figuras 6.36-A y 6.36-B
muestran, respectivamente, las curvas de satura@oR5P en presencia de distintas
concentraciones fijas de F6P o Pyr y en la TabkB &e consignan los parametros
respectivos. También se estudio el efecto de la $bike las activaciones producidas por
F6P y Pyr y los resultados se muestran en las &gbu37-A y 6.37-B, y los parametros
obtendos de las mismas se muestran en las TaBlay 6.25, respectivamente. Aunque la
informacion de los pardmetros cinéticos se muestrias tablas, se considerd Gtil mostrar
ademas las figuras correspondientes porque suligastian permite una mejor y mas
rapida comprension de los posibles efectos mutate efectores. Esta aclaracion vale

también para los casos siguientes.

100

80 .l~l—l77,,./.777777.\. 1 - /;///"'///

60+

401 L

20+

Actividad (U/mg)
Actividad (U/mg)

R5P(mM)
(»)

104

o

o 1 2 3 4 5 6

R5P (mM)
(B)

Figura 6.36.(A): efecto de la F6P sobre la activacion ejerciddp®&®5P. Las condiciones fueron:
ausencia del segundo efecta},(y en presencia de concentracionesu),¥(1 mM m) de F6P.

(B): efecto del Pyr sobre la activacién ejercida poRT. Las condiciones fueron: ausencia del

segundo efectom) y en presencia de concentraciones 8)&/(2 mM (@) de Pyr.
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Figura 6.37.(A): efecto de la R5P sobre la activacidn ejercidd@®i6P. Las condiciones fueron:
ausencia del segundo efectal) ff en presencia de concentracionesmly 5 mM (@) de R5P.
(B): efecto de la R5P sobre la activacion ejercida p&ye Las condiciones fueron: ausencia del
segundo efectom( y en presencia de concentracionea)ly(5 mM @) de R5P.

Tabla 6.23.Activacion por R5P en presencia de F6P y Pyr.Meg®es de activacion se calcularon
considerando un valor de actividad especifica,usercia de efector, de 3,7 U/mg. En el caso de
F6P 1 mM y Pyr 2mM, como la velocidad de reacciémmntiene casi constante, V4s,que se
informan,®y ®, son un promedio de los valores obtenidos.

Segundo Concentracién | AosRSP Activacion
Ny Vmax(U/MQ)
efector (mM) (mM) (veces)
Ninguno 1,75+0,33 1,3 27,5111 7
0,1 0,58+0,02 1,0 52,6+3,1 15
moP 82,8 3,4®
+
1,0 n.d n.d I 22
(~Vma» F6P)
0,2 0,39+0,19 1,3 51,2424 14
Pyr
53,0 £2,7
2,0 n.d n.d X ! 14
(= Vina» PYr)
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Tabla 6.24.Efecto de la presencia de R5P sobre los paran@tréticos de la F6P.

Segundo | Concentracion =~ AosF6P Activacion
Ny Vmax (U/MQ)
efector (mM) (mM) (veces)
Ninguno 0,22 £0,02 14 82,1+5,8 22
RSP 1 0,22+0,01 19 81,3+4,2 21
5 0,17+0,02 2,7 78,1+5,1 22

Tabla 6.25.Efecto de la presencia de R5P sobre los paranm@tréscos del Pyr.

Segundo = Concentracién  Aos Pyr Activacion
efector MW Vinax(U/MQ) (veces)
(mM) (mM)
Ninguno 0,19+ 0,021 15 52,0%4,8 14
R5P 1 0,02+0,007 1,4 53,2+1,1 15
5 0,01+0,005 1,6 54,2+1,0 15

Los resultados muestran que tanto la presencia B8R como del Pyr disminuyen/Als

de la R5P vy, reciprocamente, la presencia de R&Rimiye losA;sde la F6P y el Pyr.
Esto puede asociarse con un aumento de la afirag@adente en presencia del otro
activador, lo que indica efectos cooperativos past mutuos entre los mismos. Si el
sistema obedece a un equilibrio rapido, las cotesatte disociacion deberian disminuir en
la misma proporcién en presencia del otro activatiorelacion a la que cada uno posee en
ausencia del otroSin embargo, la magnitud del efecto sobre Wags no es
cuantitativamente reciproca como deberia serleedasr constantes de disociacion. Esto
obedece a que si bien |l% s estdn relacionados con las constantes de disogiaci
aparentes dependen también de otras constantegentaciones, tal como se muestra en
la ecuacion (12A)Seccion 6.2.1.2). En un sistema complejo comoeekstudio, este
parametro resulta una funcién de las concentrasidedos sustratos, del otro activador y
diversas constantes de disociacién. Si bien pataosmpares R5P-Pyr y R5P-F6P los
efectos mutuos son en direccidén a una disminuoddlosiA, 5, este efecto es muy marcado
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en el par R5P—Pyr, ya que en presencia de R5P edncantraciones relativamente bajas
(inferiores a sUAy ) el Ags del Pyr decrece diez veces y, reciprocamente, éh dRS5P
decrece unas 4,5 veces en presencia de Pyr. Enczdosbvalores déy s de la F6P o R5P

se ven menos afectados por la presencia del dixador.

Los incrementos de afinidades aparentes de logadcties, particularmente entre Pyr y
R5P, sugieren que no serian mutuamente excluyeRespecto de las velocidades
maximas alcanzadas, es notable que de manera séen&j observado entre el Pyr y la
F6P las velocidades maximas alcanzadas en presintaamayor concentracion ensayada
de R5P (5 mM) y concentraciones de Pyr y de F6P yi@ mM, tienden respectivamente
al valor de las correspondientes a la del Pyr o $e8&s. A esas concentraciones se supone
que la enzima se encuentra saturada con Pyr y &@Rtgmbién cerca de la saturacion con
R5P ya que s s disminuye en presencia de los otros activador@sicplarmente con
Pyr. Sin embargo, no se observa el aumento ¥gdaque se esperaria encontrar si ambos
activadores actuaran con efectos aditivos, ni usraiducion si compitieran por el mismo
sitio. En ambos casos, las velocidades maximaddien la que se obtiene en presencia de
un solo activador que actuaria como “dominante”pileteso: el Pyr, para el par Pyr-R5P
y la F6P en el caso de encontrarse en presengiantamcon la R5P.

6.2.3.3.Inhibicion por PEP y 3PGA.

Se habia informado previamente que el PEP ejerdecigerta inhibicidn sobre la enzima
de A. tumefaciengEidels y col., 1970; Uttaro y col., 1998), aunglieho efecto no habia
sido caracterizado en profundidad. Segun nuestizeyiencias, este compuesto ejerce una
marcada inhibicién, con ug s de 0,08 mM y una actividad remanentévf) de ~5 % para
una concentracion 2 mM de PEP (Figura 6.8Bestudiarse el efecto inhibidor del 3PGA
sobre la enzima dé. tumefaciensse observé un valor digs de 1,27 mM con una
actividad remanente que se aproxima al 25 % parméximas concentraciones ensayadas
(la curva de 3PGA se continué hasta una concettratg 10 mM y se muestra completa

en la Figura 6.40).
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Figura 6.38. Efecto inhibidor del PEPa] y del 3PGA &) sobre la enzima d&. tumefaciend.os
datos se ajustaron a la ecuacion (5.4), sentidindesis de ADP-GIc.

6.2.3.4.Efectos mutuos entre los inhibidores PEP y 3PGA \ activador R5P,

Se investigo si estos efectores, no tan estudiaasts el momento, mostraban algun efecto
mutuo. Para tal fin se realizaron curvas de saturtage R5P en presencia de distintas
concentraciones fijas de los inhibidores 3PGA y P&k se muestran en las Figuras
6.39-A y 6.39-B y en la Tabla 6.26 se indican l@émetros obtenidos. De manera
reciproca, se estudio el efecto de la R5P sobnehlhicion producida por 3PGA y PEP
Los resultados se consignan en las Figuras 6.40-A49-B y Tablas 6.27 y 6.28,

respectivamente
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Figura 6.39 (A): efecto del 3PGA sobre la activacion ejercida pdRbP. Las condiciones fueron:
ausencia de 3PGA], y en presencia de concentraciones: 1,5 mM3,0 @) y 9 mM (@) de éste.
(B): efecto del PEP sobre la activacion ejercida pdR3&. Las condiciones fueron: ausencia de
PEP @), y en presencia de concentraciones: 0,2 mM{,4@) 0,8 @) y 1,2 mM @) del mismo.
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Figura 6.40. (A): efecto de la R5P sobre la inhibicion ejercida @oBPGA. Las condiciones
fueron: ausencia de R5RE)(y en presencia de concentraciones)l 3 @) y 5 mM (m) de ésta.
(B): efecto de la R5P sobre la inhibicion ejercida pdPEP. Las condiciones fueron: ausencia de
R5P @), y en presencia de concentracionea)1Z(=) y 4 mM (@) de ésta.

Tabla 6.26. Activacion por R5P en presencia de 3PGA y PEP. \exes de activacion se
calcularon considerando un valor de actividad éfipacen ausencia de efector, de 3,7 U/mg.

Segundo Concentracion AgsR5P Activacion
ool M Vi (Umg) 7
(mM) (mM) (veces)
Ninguno - 1,75+0,33 1,3 28,7+1,1 7
15 2,11+0,18 1,8 27,529 7
3PGA
3 3,58+0,09 15 29,5+1,7 7
9 4,60+0,39 1,7 28,9+2,6 7
0,2 3,17+0,22 1,3 32,0£2,0 7
PEP 0,4 3,00+0,15 2,5 27,1+0,9 6
0,8 3,9+0,44 2,8 26,0+1,5 6
1,2 4,8+0,41 2,4 29,2+2.3 7
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Tabla 6.27.Efecto de la presencia de R5P sobre la inhibicedrBBGA.

Concentracién = o5 3PGA Actividad remanente
Sfee %l:grdo oe Ny (%) a 10 mM de
(mM) (mM) 3PGA
Ninguno 1,27 £0,13 0,8 26
1 1,90 0,24 1,1 26
R5P
3 2,70+£0,21 1,0 27
5 3,87 £0,35 1,2 28

Tabla 6.28.Efecto de la presencia de R5P sobre la inhibice&diP&P.

Segundo Concentracion los PEP. . Actividad remanente
efector (mM) (mM) H (%) a 2 mM de PEP
Ninguno 0,08 +0,01 1,3 5

1 0,09 £0,01 1,3 7
R5P 2 0,13 0,02 1,2 5

4 0,32+0,03 1,3 4

Se observa que ambos inhibidores aumentaf, glde la ADP-Glc PPasa por la R5P
(Figuras 6.39-A y 6.39-B y Tabla 6.26), lo que dea postular que, de alguna manera,
disminuyen la afinidad de la enzima por el activa@n embargo, a altas concentraciones
de R5P se alcanzan las velocidades maximas condigpte a |a8/max de la R5P. Por otro
lado, las Figuras 6.40-A y 6.40-B y las Tablas 6/24.28 muestran que la presencia de
R5P aumenta dlps de ambos inhibidores aunque a altas concentraxisaealcanza la
misma inhibicion que en ausencia del activador. IBaronsignado, el comportamiento
entre la R5P vy los inhibidores estudiados se coorederia con uno de tipo mutuamente
excluyente(teniendo en cuenta la dependencia deAgso lps con lasKp'), 0 bien, si
fueran efectores no mutuamente excluyentes, paasamtefectos acoplados negativos sélo
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en la etapa de unién pero no en la etapa catalitecgue en todos los casos, se alcanzan

los valores d&/i, correspondiente.

6.2.3.5.Efectos mutuos entre los activadores F6P y Pyr y glhibidor PEP

De manera homoéloga a los casos anteriores, seaealilas curvas de inhibicion del PEP
en presencia de distintas concentraciones fijasodeactivadores F6P y Pyr, que se
muestran en las Figuras 6.41-A y 6.41-B y en lal&@ &9 se indican los parametros
obtenidos. Los resultados del efecto del PEP dabaetivacion producida por F6P y Pyr
se consignan en las Figuras 6.42-A 'y 6.42-B y abla0 y 6.31, respectivamente.
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Figura 6.41. (A): efecto de la F6P sobre la inhibicion que ejercePEP. Se utilizaron
concentraciones de @) 0,2 @), 1 m) y 2 mM (=) de F6P(B): Efecto del Pyr sobre la inhibicion
que ejerce el PEP. Se utilizaron concentracionés),®,2 @), 1 @) y 2 mM (m) de Pyr.

148



Resultados y Discusion

801 = 60-
[ 707 ~
g, 60! = 50-
= 50: g 40+
> D
N—r 40_ N 30_
U 4
T 30- S 20
o ] i)
2 20 o
= = 101
o 1] 3}
<< o I o

00 05 10 15 20 25 30 00 05 1,0 15 20 25 30 35
F6P (mM) Pyr (mM)

(A) (B)

Figura 6.42. (A): Efecto del PEP sobre la activacibn que ejerce 6&.FSe utilizaron
concentraciones: Gaf, 0,15 @), 0,4 @), 0,6 @) y 0,8 @) mM de PEP(B): Efecto del PEP sobre
la activacion que ejerce el Pyr. Se utilizaron emtiaciones de Gf, 0,05 @), 0,15 @) y 0,3 mM
(w) de PEP.

Tabla 6.29.Inhibicion por PEP sobre la ADP-Glc PPasaAdéumefacienen presencia de F6P y
Pyr.

Segundo Concentracion los PEP Actividad remanente
efector (mM) (mM) H (%) a 2 mM de PEP
Ninguno 0,08 £0,01 1,3 5
0,2 0,14 £ 0,01 15 5
F6P
1 0,77 0,06 1,6 4
2 1,55+ 0,09 2,7 5
0,2 0,11 0,01 15 4
Pyr
1 0,38 +0,02 1,8 6
2 0,49+0,02 2,6 4
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Tabla 6.30.Efecto de la presencia de PEP sobre los paraneitréticos de la F6P.

Segundo Concentracion
efector (mM)
Ninguno

0,15
PEP 0.40

0,60

0,80

Aos F6P
(mM)

0,22 +0,01
0,29+0,01
0,54+0,03
0,72+0,12

0,91+0,17

Vmax
(U/mg)

82,1+5,8

78,9+1,9

80,2+5,9

78,737

77,7+3,2

H

1,4

3,1

2,2

2,8

2,8

Activacion
(veces)

22

21

22

21

21

Tabla 6.31.Efecto de la presencia de PEP sobre los paranetrescos del Pyr.

Segundo Concentracién

efector (mM)
Ninguno

0,05
PEP

0,15

0,30

Ao s Pyr
(mM)

0,19+ 0,02
0,26+0,02

0,46+0,06

0,59+0,04

15

1,6

1,6

19

Vmax
(U/mg)

52,0+4,8

52,5+2,0

51,3+4,2

50,6%2,9

Activacion
(veces)

14

14

14

13,5

En la Tabla 6.29 se observa quéygldel PEP aumenta en presencia de ambos activadores.

Es decir, estos ultimos disminuirian la afinidadrapte de la enzima por el inhibidor. A

pesar de la presencia de los activadores, a altaseitraciones de PEP se alcanza la

misma inhibicién que cuando este Ultimo se encaesdlo. La actividad remanente fue, en

todos los casos, baja y semejante. A su vez eldRiafenta el 5 de la enzima hacia los

activadores pero |&max N0 se ve alterada cuando la concentracion deckbgedores es
elevada (Tablas 6.30 y 6.31). La totalidad de éssiltados sugiere que, entre cada uno de

estos activadores y el PEP, podria existir un cotapoento de tipo mutuamente

150



Resultados y Discusion

excluyente. O bien, como se mencionara para laaicd&n con la R5P, si se unieran en
forma no excluyente, solo mostrarian efectos cajves mutuos en la unidn pero no en

la etapa catalitica.

6.2.3.6.Efectos mutuos entre los activadores F6P y Pyr y glhibidor 3PGA

Las curvas de inhibicion por el 3PGA en preseneididtintas concentraciones fijas de los
activadores F6P y Pyr se muestran en las Figud&/A.y 6.43-B en la Tabla 6.32 se
indican los parametros obtenidos. Los resultadbeféeto del 3PGA sobre la activacion
producida por F6P y Pyr se consigan en las Figud&A y 6.44-B y Tablas 6.33 y 6.34,

respectivamente.
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Figura 6.43.(A): curvas de inhibicion del 3PGA a distintas conaaitnes de F6P: ausencig,(
0,1mM @), 1 mM @)y 2 mM @). (B): curvas de inhibicién del 3PGA a distintas conaitmes
de Pyr: ausenciaaj, 0,2 mM @), 1 mM @) y 2 mM (m).
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Figura 6.44. (A): efecto del 3PGA sobre la activacion que ejerceF&P. Se utilizaron
concentraciones: Gif, 2,5 @), 5 (m), 8 @) y 10 mM (@) de 3PGA(B): efecto del 3PGA sobre la
activacién que ejerce el Pyr. Se utilizaron conesimnes de Ox), 2 @), 4 (), 6 (m) y 8 MM (m)
de 3PGA.
Tabla 6.32.Efecto de la presencia de F6P y Pyr sobre los préscinéticos del 3PGA.

Actividad remanente

Concentracion
S}% gclthr)lrdo IO?ﬂfl\%;A Ny (%) a 10 mM de

(mM) 3PGA
Ninguno 1,27 0,13 0,8 26
0,1 4.44 +0,28 2,4 30

FeP
1 7,15+ 0,50 3,1 41
2 10,58 +1,01 3,3 67
0,2 2,26+0,21 1,6 30

Pyr
1 9,80+2,70 2,4 70
2 12,15+3,61 3,6 91
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Tabla 6.33.Efecto de la presencia de 3PGA sobre los parametréscos de la F6P.

Segundo Concentracion A, F6P .
efector (mM) (mM) H

Ninguno 0,22 +0,01 1,4

2,5 0,27+0,03 1,9

3PGA 5 0,52+0,02 1,6

8 1,22+0,02 3,0

10 1,56%0,12 3,2

Tabla 6.34.Efecto de la presencia de 3PGA sobre los parametiéscos del Pyr.

Segundo Concentracion Ay s Pyr .
efector (mM) (mM) H
Ninguno 0,19+ 0,02 1,5
2 0,35+0,04 1,7
3PGA 4 0,43+0,03 2,1
6 0,55+0,05 2,1
8 0,67+0,04 1,8

Resultados y Discusion

82,1+5,8

82,5+4,2

78,5+2,2,

87,1+3,5

89,0+2,1

Vmax

(U/mg)

52,0+4,8
55,7
54,9
56,8

57,0

Activacion
(veces)

22

22

22

23

24

Activacion
(veces)

14

15

15

15

15

En la Tabla 6.32 se observa que tanto la F6P céiRgreaumentan db s del 3PGA y se

observa una diferencia significativa en la actididanzimatica remanente para una

concentracion 10 mM de 3PGA (maxima concentrac®facturva) en presencia de F6P y

Pyr, con respecto a su ausencia (Figuras 6.43-A3-B, respectivamentel su vez, el
3PGA aumenta efys de la F6P y del Pyr, pero Mn.x no se ve alterada cuando la

concentracion de los activadores es elevada. Aumguese haya determinado si en

presencia de los activadores se alcanza finalntentelocidad a la que tiende la reaccion

solo en presencia de 3PGA (ya que habria que hacevas de actividad
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aumentando mucho mas la concentracion de éstecisitu que no tendria ninguna
significacion fisiologica), la totalidad de los wésdos sugiere que este comportamiento

seria semejante al encontrado entre el PEP y losdores.

6.2.3.7.Efectos cinéticos entre los inhibidores PEP y 3PGA

Se estudiaron los efectos reciprocos entre lodibhdries PEP y 3PGA entre si y se
calcularon los parametros cinéticos correspondiere observé que el PEP provoca un
aumento dellos del 3PGA (Tabla 6.34), siendo éste un efecto recip (Tabla 6.35),

aungue no en la misma magnitiél como se expreso antes, esto puede obedecersa qu
bien loslys estan relacionados con las constantes de disdciaparentes, dependen

también de otras constantes y concentraciones.

Tabla 6.34.Efecto de la presencia de 3PGA sobre los parameiméticos del PEP

S do efect concentracion los PEP Actividad remanente
egundo efector (M) (M) M (%) a 2 mM de PEP
Ninguno 0,08 +0,01 1,3 6
2 0,11 +0,02 1,1 11
3PGA
3 0,13+ 0,01 1,9 14
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Tabla 6.35.Efecto de la presencia de PEP sobre los paraneitréscos del 3PGA.

concentracién | los 3PGA Actividad remanente

Segundo efector Ny (%) a 10 mM de

(mM) (mM) 3PGA
Ninguno 1,27 £0,13 0,8 25

0,025 1,24+ 0,15 1,1 22
PEP

0,050 2,19 +0,18 1,7 24

0,150 3,22 0,27 1,4 26

En la curva de 3PGA en presencia de PEP, paraantictracion 10 mM del primero, la
actividad remanente se mantiene en un valor apamdnmdel 25%, por lo que seria
equivalente a aquella que se alcanza en presemcida 3PGA. Por otro lado, la presencia
de 3PGA en la curva de PEP, en lo que respectaaatiddad enzimatica remanente,
disminuye ligeramente la potente inhibicibn de egstémo. No se evalué si a
concentraciones mayores a 2 mM de PEP se logrebazalr la potente inhibicién que éste
ultimo produce sobre la enzima, pero en funcidtodeesultados obtenidos con el 3PGA,
muy probablemente sea esto lo que ocurre. Podrsaulpcsse entonces que ambos
inhibidores muestran un comportamiento tipo comped mutuamente excluyente, ya que
disminuyen la afinidad de la enzima por el otrargnfe a concentraciones saturantes se

alcanza lavj, correspondiente.

6.2.3.8.Discusion

Se investigaron numerosos compuestos encontragdesalgunos de ellos actuaban como
efectores de la ADP-Glc PPasa de tumefaciens Fueron estudiados con mayor

profundidad aquellos que provocaban un efecto feigtivo sobre la enzima, como fue el

caso de la R5P, el PEP y el 3PGA.

En lo que concierne a esta enzima las propiedadesgatorias se adecuan a la via principal

del catabolismo de la Glc, que en esta bacteria de Entner-Doudoroff (Eidels y col.,

1970; Iglesias y Preiss, 1992). Se ha demostraddaguia de Embden-Meyerhof-Parnas
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no es funcional en este microorganismo (Arthurly, d®73). Por otro lado, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos es muy actiyese sabe que Al. tumefaciensitiliza preferentemente
estos intermediarios como fuente de carbono (Fuhped., 2005). La actividad del ciclo
de las pentosas fosfato &ntumefacienses mucho mayor que la que normalmente se
encuentra en otras bacterias por lo que en estal®erel organismo representa una
categoria unica y en cuanto a vias catabolicaa @dd, es la que le sigue en importancia a
la via de Entner-DoudorofArthur 1973). En la Figura 6.45 se muestraesquema de las

vias metabdlicas mencionadas, para el caso partidalA. tumefaciens

En lo que respecta al Pyr, el 86% del existenta eBlula, en aquellas bacterias cultivadas
con Glc como unica fuente de carbono, provieneaddd de Entner-Doudoroff (Fuhrer y
col., 2005). Cuando la concentracion de GIc6P egliala es elevada, la concentracion del
Pyr que se obtiene como metabolito intermediaricesta via, aumentaria también y su
efecto activador se deberia a la necesidad deatesste alto contenido de carbono hacia
su acumulacion como glucégeno. Segun nuestrostadss| el Pyr continda siendo el
activador que domina en cuanto a conformacion tase, ya que SWmax €S la que

prevalece en presencia de F6P o de R5P.

El PEP y el 3PGA son también metabolitos internrémbade esta via (Figura 6.43I
3PGA, aunque no se muestra explicitamente en laafigesta presente en el pasaje del
G3P hacia PEP. Estos compuestos mostraron seidateb de la enzima, con un efecto
mas 0 menos importante en cuanto a la inhibiciépeddiendo de cual se trate. En el caso
del 3PGA, su accion inhibitoria se ve disminuida,ndanera notoria, por la presencia de
Pyr y F6P. La inhibicidn ejercida por el PEP nafexta demasiado por la presencia de los
activadores mencionados y presenta un valor bajolg@ge con lo cual, bajas
concentraciones podrian ejercer un efecto inhibiteignificativo. Sin embargo, ambos
inhibidores, de acuerdo a esta via, se convieltainiente en Pyr, mediante un flujo
relativo importante segun el ancho de la flechaespondiente en la Figura 6.45. Por otro
lado, es en el pasaje de PEP a Pyr donde se racigenolécula de ATP utilizada
previamente en el camino de Enter-Doudoroff, pogle es recién luego de este paso
donde hay mas ATP. Siendo el ATP el sustrato @dIR-Glc y, ademas, un indicador del
nivel energético de la célula, seria l6gico acum@k una vez obtenido el ATP, o sea

cuando esta via ha llegado hasta el Pyr y no antes.
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Figura 6.45. Distribucionin vivo del flujo de carbono eA. tumefaciensde células crecidas en
presencia de Glc como unica fuente de carbonon&iade las flechas representa el porcentaje
relativo de los flujos con respecto a la velocidadcaptacion de Glc, la que se indica en la parte
superior del esquema. Abreviaturas: PPP: ciclo ade gentosas fosfato, ED pathway: via de
Entner-Doudoroff. TCA cycle: ciclo de los &cidoscarboxilicos, G6P: Glc6P, G1P: GlclP,
6PG: 6-fosfogluconato, P5P: pentosa-5fosfato, @B&eraldehido-3-fosfato, OAA: oxalacetato,
PEP: fosfenobiruvato, OGA: 2-ceto glutarato. Por consideradatipente a esta tesis, se adiciona
a la figura original, la interconversion entre G¥cg Glc1P y la derivacion de esta Ultima hacia la
sintesis de glucogeno (Glg), previa conversion eh@dP-Glc por la enzima ADP-Glc PPasa.
(*): sefala el paso metabodlico donde se generdP€A3 Figura modificada de (Fuhrer y col.,
2005)

La R5P es un metabolito intermediario de la vitadgentosas fosfato (segunda via que le
sigue en importancia a la de Entner-Doudoroff) g/ lesultados experimentales muestran
que produce un efecto activador importante, ejerduhdamentalmente en la etapa
catalitica. Es de esperar entonces que el aument®5&, cuando esta via esta activa,
estimule la actividad enzimatica de la ADP-Glc RPesn el consecuente desvio de las
moléculas de Glc hacia su almacenamiento. Los iohdvies 3PGA y PEP disminuyen

ligeramente la afinidad de la enzima por este adtv.
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Tal como se comento en la Introduccion (SeccionlB.3e ha descripto que en algunas
bacterias, la acumulacion de glucégeno se producecamdiciones de carencia de
nutrientes esenciales como fosforo, nitrégeno dreZirreiss, 2006). En esta bacteria, al
observar la Figura 6.45, se puede postular ques&s condiciones, al no existir demanda
de Pyr ni de los metabolitos intermediarios delocide los acidos tricarboxilicos para
sintesis de aminoacidos, se produciria una acurmuolac consiguiente aumento de la

concentracion de Pyr, que al activar la enzimayquraria la acumulacion de glucogeno.

El ciclo de las pentosas fosfato, muy activo ene eshicroorganismo, rinde
fundamentalmente F6P, ademas de G3P (Figura @4bfomo se muestra en esta figura,
la hexosa-P experimenta una conversion favorecittahGIc6P, a través de la enzima
fosfoglucoisomerasa; es decir, estaria aumentadoivel de GIc6P circulante a sus
expensas, lo que explicaria porque su aumento @atilea ADP-Glc PPasa, promoviendo
el almacenamiento de Glc en forma de glucégenoof@emos que esta hexosa-fosfato es
el efector que provoca mayor activacion de la eazfrR2 veces). La presencia de R5P
haria aumentar la afinidad de la enzima por la ¥@&Paltas concentraciones de ambos
activadores, muy probablemente, predomine el efedt conformacion inducida por la
F6P, ya que la actividad enzimatmaresponde al valor de $hax

El andlisis de estas relaciones entre activadoliakilkidores nos permite afirmar que la
regulacion de esta enzima es muy compleja, ya quendyoria de estos efectores
interaccionan entre si. Segun nuestros estudiactosdores principales de la enzima son
los ya conocidos Pyr y F6P, seguidos por la R56bhdhiemente el PEP pueda agregarse a
la lista de los inhibidores importantes, junto al ®lobalmente, puede visualizarse un
escenario e\. tumefacienslonde la acumulacion de glucégeno estaria gobanpadlos
niveles de intermediarios claves de la via gluicalite Entner-Doudoroff en conexidn con

la ruta de las pentosas fosfato.
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7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados experimentales obtenelosl presente Trabajo de Tesis, se

pueden enunciar las siguientes conclusiones:
A)- Con respecto a la enzima ADP-Glc PPas& deoli:

- Mediante estudios de modelado se lograron doseloscdestructurales para la enzima
salvaje, uno en forma “abierta” y otro en formarfada”, a partir de estructuras sin y con
ATP unido, respectivamente. Estos modelos estralettimostraron que difieren entre si,
principalmente, en la regién que incluydap que contiene a la L§3(involucrada en la
union del activador) y en ddsops adyacentes donde estédn localizados los residuos

altamente conservados Gy Trp'*3

- Las enzimas mutantes en estos residuos, las QMA13A, aun teniendo afinidades
semejantes a las de la enzima salvaje para lostasstresultaron insensibles al activador
FBP. Mostraron también una escasa inhibicién porPAdh presencia de la FBP, lo que

concuerda con la falta de respuesta al activador.

- Estudios de union realizados mediante la técdealectroforesis capilar de afinidad

permitieron:

a- obtener las constantes de disociacion apardatee de la enzima salvaje como
de las enzimas mutantes W113A y Q74A, indicandotqdas unen el activador FBP, lo
gue confirmd que estas mutaciones no alteran, cemraamportante, el sitio de unién de

este activador.

b- determinar que las enzimas mutantes podianemnforma covalente el PLP a
pesar de no presentar activacion frente al misratn &poya firmemente el modelo en el
cual las enzimas mutantes han alterado la traslat@da sefial regulatoria ya que pueden
ser modificadas covalentemente P, al igual que la enzima salvaje, pero estaruesd

ineficiente en términos de activacion.

c- estimar el numero de moléculas de FBP y PLBasnpor molécula de proteina,
a partir del aumento relativo de movilidad eleairéfica. La concordancia entre los datos
obtenidos en relacién a informacion previa, moktndtilidad de estos capilares, en los que

no se evidencia flujo electroosmotico, para sedosa@on esta finalidad.
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En su conjunto, estos datos obtenidos por estathésicos y por ECA apoyan la hipétesis

de la participacién de lomops donde se ubican los residuos de ‘Gip Trp2

en la
transmision de la sefal de activacion desde @ dii union del activador hacia el sitio
catalitico. La relevancia de este hallazgo es aumipe plantear un modelo dindmico de
unién del activador, donde, a semejanza de lo que®cuando la enzima une el ATP, la
estructura pasaria de un estado conformacionakt@ab&é un estado mas cerrado o
compacto, promovido por el movimiento de estosldogsque se acercarian mas a ciertas

zonas de la macromolécula, favoreciendo asi lanushédsustratos y el proceso catalitico.

- Se disefiaron, construyeron, expresaron y carzaten enzimas con dos mutaciones a
partir de simples mutantes que presentaban casiias particulares con respecto a la
activacion, dos que presentan preactivaciom1N-y G336D, y dos que no responden al
activador, las ya mencionadas Q74A y W113A, obteioée las combinaciones:
Q74A+G336D, W113A+G336D, M15+Q74A, NA15+W113A y NA15+G336D.

- Los estudios cinéticos realizados con las doblegantes reafirmaron el papel
fundamental de los residuos T¥py GIn"* en la activacién por FBP vy la inhibicién por
AMP, ya que las dobles mutantes que carecen deguiaed de ellos, casi no responden a
estos efectores, a semejanza de lo que ocurresesintgples mutantes W113A y Q74A.
Estos estudios mostraron que el mecanismo pora¢laenzima mutante N15 adquiere
su preactivacién seria mas dependiente de la miasée los residuos Gth y Trp™*3que
para el caso de lanzima G336D, ya que la actividad especifica da ékima se vio
menos afectada en ausencia de cualquiera de @&kie. indicaria que la activacion
encontrada en la mutante G336D tiene un compomgrtescaparia al acomodamiento de
los loopsque se habia puesto en evidencia al estudiarugsntes Q74A y W113A. Todo
esto sugiere que las conformaciones que adquiems ena y por la cual presentan este
estado de preactivacion, son diferentes entressiildibs de dicroismo circular avalaron

esta conclusion.

- Los estudios realizados en relacion a la interacd®la enzima con el Mconfirmaron
la importancia del residuo A8 en la unién del ion metélico. Mediante cortes afits
de la cadena peptidica de la enzima salvaje se&vielin dos fragmentos principales que
mostraron elevada especificidad. Experiencias seitey realizadas sobre una enzima
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mutante trunca permitieron identificar el extreraortinal al que podria corresponder cada
fragmento Ademas las enzimas mutantes D276N y D276E mostiguenla ausencia de
este residuo impidi6 o disminuyd notablemente losertes, respectivamente,
evidenciandose asi la importancia de este residunayor medida debida a la influencia
de la carga negativa y, en menor medida al tamas®resultados de la espectrometria de
masas de los fragmentos no permitieron establemempoecision los sitios de corte, sin
embargo, teniendo en cuenta el modelo de la enzemaplanted una hipotesis que
posibilita que estos cortes ocurran en las cersatgbAsp’® y del Asg™*? el otro residuo

propuesto para quelar el metal.

B)- En lo que respecta a la enzima ADP-Glc PPaga tlanefaciens.

- Se expresaron y se caracterizaron cinéticamasterizimas mutantes Q67A y W106A.
Los resultadosnostraron que, al igual de lo que ocurria con latantes homologas de la
enzima deE. colicon respecto a la activacion por FBP, ambas haigedido la capacidad
de ser activadas por F6P, indicando que anibops serian necesarios para que se
produzca la activacibn que ejerce esta hexosatfosfan cambio, se encontraron
diferencias cuando se analiz6 el efecto del Pyquamientras la mutante Q67A resultd
casi insensible, la mutante W106A mostré un niveldtivacion similar al de la enzima
salvaje. Esta diferencia observada en la enzimaAdeimefaciensresponderia a la
utilizacion de diferentes mecanismos de activafiénte a diferentes efectores. Ademas,
como el mecanismo por el cual cursa la activacdn3®GA en las ADP-Glc PPasas de
Anabaenay de tubérculo de papa, resulta similar al obskryzara la FBP y la F6P en las
enzimas dee. coli y A. tumefaciensrespectivamente, y a la vez, diferente al meoamis
por el cual el Pyr activa a la enzima Aletumefaciensse puede concluir que el tipo de

activacion no depende del nimero de 4tomos de mauth® la molécula efectora.

- Se estudio cinéticamente la activacion simulténea ejercian la F6P y el Pyr, sobre la
enzima. Se observé que la afinidad de la enzimaepa@ustrato, con cada uno de los
activadores, aumentaba en presencia del otro lorepedd la existencia de efectos de
union heterotropicos (cooperatividad positiva) enlivs activadoreseEn cuanto a las

velocidades limite alcanzadas, el comportamient® rwy particular, ya que a altas
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concentraciones de ambos activadores, éstas ti@hdafor de la velocidad que se alcanza
en presencia solamente del Pyr, por lo que puedesdejue sus efectos cataliticos no son
aditivos y la conformacién dominante en preseneiamibos activadores es la determinada

por el Pyr.

- Se propuso un modelo de union donde el sustrdts activadores F6P y Pyr pueden
unirse a la enzima libre o a la enzima combinadeettos otro/s ligando/s. En funcion de
este modelo se planteé una ecuacion cuyas velasdadricas se adecuan perfectamente
a los valores experimentales obtenidos para lamtdis situaciones investigadas. Con
algunas consideraciones, se establecié su equival@on una ecuacidon mucho mas
simple, ampliamente usada (la ecuacion de Hill freatia), pudiéndose asi establecer el

real significado de los parametros calculados sta @tima.

- La enzima mutante d&. tumefacien©378A permitié reafirmar el importante rol del
surco comprendido entre los dominios N- y C-termipa sea en la unién y/o activacion,
tanto de la F6P como del Pyr. Nuestros resultgdo$y a otros obtenidos con la enzima
mutante R33A, permiten afirmar que los sitios demrde ambos activadores, aunque
préximos entre si, no son los mismos. El estudinparativo con la mutante homodloga de
E. coli sugiere que, aunque ambos activadores, F6P y E®8Rstarian uniendo en la
misma zona, los sitios de unién tendrian una aquita diferente.Teniendo en
consideracion las estructuras tridimensionales déacenzima se postuldé que esta
diferencia radica en el nimero de puentes salinesq establecen entre los dominios N- y

C-terminal.

- Se investigd el efecto de diversos metabolitdgesda actividad enzimatica y aquellos
que ejercieron un efecto apreciable, se caracterizeinéticamente. En particular, como
activador se estudio la R5P y como inhibidorest® B el 3PGA. También se estudio la
interaccion entre ellos y los activadores prin@paF6P y Pyr. Se encontré que en la
mayoria de los casos estudiados existe ciertaanti®m llegando a ser muy importante en
algunos casos, como en el 3PGA, donde el Pyr y6R disminuyen notablemente su
accion inhibitoria. La interpretacion de las intmianes entre estos nuevos efectores abre
un escenario muy amplio y refuerza la idea de guedulacién de las ADP-GIc PPasas,

en general, no es sencilla.
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- El andlisis de estos nuevos efectores en relalidnetabolismo de la bacteria, permite
ratificar que enA. tumefacienda acumulacion de glucogeno estaria gobernadaogor
niveles de intermediarios claves de la via gluicalite Entner-Doudoroff en conexion con
la ruta de las pentosas fosfato, siendo ambasitas mas importantes para el catabolismo

de la Glc en este microorganismo.
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