v UNIVERSIDAD NACIONAL
SR AUTONOMA DE MEXICO

=300 b

“R TGS NACIORAL AUTONOMA i,
P .? % b 1-\ \

FACULTAD DE QUiMICA

MECANISMO DE INHIBICION POR CALCIO DE LA
ISOFORMA UNO DE PIROFOSFATASA DE
ARABIDOPSIS THALIANA

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
Quimico FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA

JOEL ARTURO BASILIO VELAZQUEZ

MEXICO, D.F. 2013

T e




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Dr. Rogelio Rodriguez Sotres

VOCAL: Profesor: M. en C. Mireya Rodriguez Penagos
SECRETARIO: Profesor: Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra
1° SUPLENTE: Profesor: Dra. Martha Patricia Coello Coutifio

2° SUPLENTE: Profesor: Dra. Perla Deyanira Maldonado Jiménez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Trabajo desarrollado en la Facultad de Quimica. UNAM, Divisién de Estudios
de Posgrado, Departamento de Bioquimica, Conjunto “E” , Edificio de
Bioquimica y Farmacia. Laboratorio 115.

ASESOR DEL TEMA:

DR. ROGELIO RODRIGUEZ SOTRES

SUPERVISOR TECNICO:

M. EN C. LILIAN VALENCIA TURCOTTE

SUSTENTANTE (S):

JOEL ARTURO BASILIO VELAZQUEZ



Iindice

L. ABREVIATURAS . ...ttt et e e e e oo oo oo ettt ettt et e e e e e e e e e e e e s e anbb bbb e s e e e eeeaaaeeeeaeaaannnn 3
2. RESUMEN........cooiiiii ettt oottt e e e o a bt e e e e st e et e e e e bbb et e e e abb e et e e e aaneeeeenane 4
3. INTRODUGCCION. ...ttt 5
3.1 El pirofosfato y su produccion en el metaboliSMO .........ccooviiiiiiieiiiiii e 5
3.2 Las pirofosfatasas y su importancia en el metaboliSMO ...........ooooiiiiiiiiiii e 9
3.3 Aspectos evolutivos y clasificacion de las pirofosfatasas..........coovveviieeiiiieiiiee e 10
3.4 Las pirofosfatasas en el metaboliSmo Vegetal.............ocuueiiiiiiiiiii e 13
3.5 El calcio como sefial ubicua en PIAantas ..........ccoocviiiiiiiiiii e 16
3.6 ¢ Por qué el calcio es un buen seguNdO MENSAJEIO?.....cc.uiiiiiiiiiiee et 17
3.7 Calcio libre citosoélico y almacenamiento de CalCiO...........ccuveiiieeeiiieiiiee e 18
4. ANTECEDENTES. ...ttt ettt e et e e e e e e e e e e s e s e n bbb s e bt e e eeeaeeeeeeeesaaannnnnnes 20
4.1 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de pirofosfatasas solubles.............ccccccvvveeeinneen. 20
4.2 Mecanismo catalitico en pirofosfatasas solubles homologas...........cccveevviiiiiee e, 20
4.3 Mecanismo de Inhibicion por calcio de ESPPaSA...........ccccveiiiie i 23
4.4 Mecanismo catalitico de 1a €nzima ATPPAL..........cccooiiiiiiieee et 25
5.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .........o ettt 26
B2 HIPOTESIS. ....cooouiuiiiiiieeee et 27
B. OBJETIVOS ...ttt e oottt ettt e e e e e e e e e s aa s e bbb bbb ee et e et e eaaeeeeeeeasaaannantntnnnes 28
6.1 ODJELIVO GENETAL ......teiiiiit ettt ettt ettt s et e et e e et e s bt e s b e e et nne e ne s 28
6.2 ODJEtiVOS PANTICUIAIES. .......eiiieieieei ettt e ettt e e e et be e e e s ssbe e e e e anbeeeaeaanns 28
7. MATERIALES Y METODOS.........coiititieieeeeietetees ettt ees sttt es st tens s st eeees s s nnenesanne 29
TLIMATERIALES. . ...ttt e e e b ettt et e e e e e e e e e e e s e s s bbb bbb b e bt e eeaeaeaeeeaeas 29
T.2 IMETODOS. ..ottt s s s s sttt 27
7.2. 1 EXIraCcCion 08 RINA... ..ottt ettt ettt etk s bt et e sk e e e et e bt e s be e e b e e beesbeeenneebee e 30
7.2.2 SINEESIS A8 CADN... .ottt ettt ettt e ab e bkt e e bt e b e e s be e eab e e bt e sbb e et e e nneenenas 31
7.2.3 Amplificacion de iNSErt0 POFr PCR.........uiiiii et e e e s eaaeee s 32
7.2.4 Electroforesis de ACid0S NUCIBICOS. ........cuiiiiiiiiiiiieie ettt e 33
7.2.5 PUrificacion de ADN €N GEL........iiuiiiiiieeti ettt et 33
7.2.6 Cuantificacion de PIASMITO. ..........iiuiiiiiiie ettt ne e 34
7.2.7 Ligacion de inserto en vector PGEM-T E@SY......c.ciiiuiiiiiieeiiie et 35

7.2.8 Transformacion en CElulas COMPELIENTES ........ceiiiiiieiiiie e saes 35



7.2.9 PUrificacion del PIASIMIAO .......oiiiiiiiiiie e e e e e s e tbae e e e e rraes 36

7.2.10 Digestion de plasmido pGEM-T Easy Y PGEX-41-2........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiee et 37

7.2.11 Ligacion del inserto al plasmido PGEX-AT-2......ccui ittt 38
7.2.12 Cuantificacion y secuenciacion del plASMIdo..........cccoiiiiiieiiiiiiiieee e 38
7.2.13 Induccion de la expreSion de ProteINA.........ccocuieiiiie ittt 39
7.2.14 Extraccion de proteina SOIUDIE...........iiiiiii it 39
7.2.15 Cuantificacion de ProteING ..........ueeiiiriiiiiie et 40
7.2.16 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)..........ccoiiiiiiiiiiiie e 40
7.2.17 Purificacion en Glutathione Sepharose ™ y Benzamidine Sepharosa™...........ccccccevvevverveene. 41
7.2.18 Medicion de actividad pirofOSfatasa.........cuuieiueriiiieeriie it 43
7.2.19 Isotermas de iNhibICION POT €A .......ccuiiiiieiiieiee ettt sbeesane s 43
7.2.20 Modelado y refinamiento de la @StrUCTUA. .........couiiiiiiiiiiie e 45
8. RESULTADOS. ...ttt e e oo e oot oottt ettt e e e e e e e e e e e ee s s e s bbb bbb ss e et eeaeaeaeeaaaessaaannnrnrne 47
8.1 ObtenciOn del INSErt0 A INTEIES........oiuiiieeiie ettt ettt n e e bt 47
8.2 Digestion del inserto de interés del vector PGEM T EASY.......ccuviieiiiiieiie it eieee e 48

8.3 Digestion del VECIOr PGEX-A-2......cci ittt e e st e e e s et e e e e s aaaaeea s 49
8.4 Ligacion del inserto de interés al vector PGEX-A12........cccuiiiiiiiiieiie e 49
8.5 Induccion de la expresion de 12 ProteiNa...........oviiiiiiiiieeiie et 52
8.6 Purificacion de la proteina por cromatografia de afinidad.............cccoviiiiiiiiiiiii e 53
8.7 Isotermas de inhibICION POI Ca2*........ciiiiii ettt ettt beere b e 55
8.8 Modelado POr NOMOIOGIAL ... .eeiieieiiie ettt e e as 59
9. DISCUSION DE RESULTADOS..........cocoiuiiiiietiee et ettt st n e aetses sttt es st atees s st seetesn s esanans 62
J0. CONCLUSIONES....... ..ttt e ettt e e e e e e e e e s e et b bbb e e e e et eeeeaaeeeaeaeaaannnnnennnnnes 67
L1 BIBIOGRAFIA. .......coooooeeeeeeeeeeee ettt ettt e ettt en et ettt es et st aeee e e et en e s 68

12. ANEXO I Deduccion de las ecuaciones de velocidad para diferentes modelos cinéticos de
inhibicion por calcio parala enzima AtPPal



1. ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

ATP Trifosfato de Adenosina

ADN Adenosin difosfato

ARN Acido Ribonucleico

AMP Adenosin monofosfato

BSA Albumina sérica bovina

cADN ADN complementario

cGMP Guanosin monofosfato ciclico

DO Densidad Optica

H* PPasas Pirofosfatasas de membrana

IPTG isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
EDTA Etilendiaminotetraacetato

EsPPasa Pirofosfatasa solubre de E. coli
Fru-6P Fructosa 6-fosfato

GST Gluthatione S-transferasa

NTP Nucleosido trifosfato

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa
PFK Fosfofructoquinasa

PPi Pirofosfato inorganico

Pi Fosfato inorganico

sPPasa Pirofosfatasa soluble

SDS dodecilsulfato sédico

TRIS Tris(hidroximetil) aminometano
YsPPasa Pirofosfatasa soluble de Levadura
XGal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido



2. RESUMEN

Las pirofosfatasas inorganicas son enzimas esenciales para la vida que catalizan
la reaccion de hidrélisis del pirofosfato. El pirofosfato se genera en las células

vivas como producto de numerosas reacciones del metabolismo.

La relevancia de las pirofosfatasas en la regulacion del crecimiento establece la
necesidad de mecanismos de regulacion de su actividad que permitan adecuar su
actividad metabdlica a las necesidades cambiantes de la planta. Una posibilidad
es que la regulacion a corto plazo se dé a través de cambios en la concentracién
de calcio. De hecho, el calcio es uno de los mensajeros secundarios mas

importantes en la transduccion de sefales en organismos vegetales.

Se ha propuesto que la relacidn calcio/magnesio puede ser un regulador de la
actividad de la isoforma 1 de pirofosfatasa de A. thaliana in vivo. Esta posibilidad
se explor6 mediante la clonacion del cDNA codificante de dichas pirofosfatasas,
como proteina recombinante en E. coli. Se indujo la expresion de la proteina

recombinante que se purific6 usando técnicas de cromatografia de afinidad.

Se realiz6 una cinética de inhibicion por calcio en la proteina recombinante la cual
mostré una inhibicion acompetitiva pura por calcio libre frente a magnesio-
pirofosfato como sustrato. A partir de estos datos, se propone un modelo cinético
gue explica la inhibicion observada.



3. INTRODUCCION
3.1 El Pirofosfato y su produccién en el metabolismo

El pirofosfato inorganico (PPi) fue descubierto en el siglo XIX. Como su nombre lo
indica, se forma al calentar sales de orthofosfato de sodio o de potasio (van Wazer
1958), sin embargo la formacién de PPi en un sistema biologico fue reportada
hasta el afio de 1941 (Cori et al., 1951) y la primera reaccién biolégica en la que

se forma pirofosfato fue descrita por Kornberg en 1948.

El PPi se genera en las células vivas como producto de numerosas reacciones
del metabolismo, una lista de las reacciones que producen PPi puede encontrarse
en (Heinonem J.K., 2001), en total se muestran 190 reacciones en donde se
involucra al PPi. Dichas reacciones participan en diversas rutas metabdlicas, pero
se observa un predominio en las reacciones de sintesis de macromoléculas. En la

figura 1 se dan algunos ejemplos.

A En la activacion de aminoacidos por la aminoacil RNAc-sintetasa

Aminoacido + ATP =—> 5 Aminoacil-adenilato + PPi

B En la activacion de acidos grasos
por la acil-CoA sintetasa

Palmitato + ATP + COA =——=> AMP + Palmitoil-CoA + PPi

C En la sintesis de RNA por la RNA polimerasa

RNA+NTP =———=> RNA (alargada en un nucleotido) + PPi

Figura 1. Ejemplos de reacciones que liberan pirofosfato

catalizadas por distintas enzimas.

Para explicar porque se produce PPi durante la biosintesis, es necesario entender
la termodinamica detras de los procesos biosintéticos. La constante de equilibrio
K" de cualquier reaccién quimica, depende del cambio de energia libre entre los

productos y reactivos de acuerdo a la ecuacion:



AG'=—RTInK’ (Eq. 1)

Aunado a la ley de Hess, la cual indica que a la suma de dos reacciones quimicas
le corresponde un  AG "’ igual a la suma de las AG’ de cada una de las
reacciones, es posible entender por qué muchas reacciones biosintéticas que
tienen un  AG " desfavorable (positivo) al acoplarse a la hidrolisis de

nucleétidos trifosfato NTP se hacen favorables ( AG *° negativo).

En la mayoria de los casos se hidroliza un NTP a NDP y Pi, pero en muchos casos
la hidrélisis se lleva a cabo entre el fosfato o y B , (figura 1) liberando

pirofosfatato, como se muestra en el esquema 1.

-
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Figura 1. Estructura quimica del ATP, se muestra la posiciéon de los fosfatos o, vy
Yy .




NTP st NMP + PPi

Esquema 1.

En ambos casos se hidroliza un enlace fosfoanhidrido, pero la reaccioén libera una
mayor cantidad de energia, esto debido a que el Mg?* se compleja de manera mas
fuerte al PPi que al Pi (Alberty, 1969). Se ha encontrado que la hidrdlisis in vivo del
enlace B del ATP tiene un AG° 20 kJ/mol inferior a la hidrolisis en el enlace

Y (Guyn et al., 1974). Por lo que una reaccién acoplada a la hidrolisis del ATP
en el enlace B tendra una constante de equilibrio in vivo tres 6rdenes de
magnitud mayor, que si la misma reaccién estuviera acoplada a la hidrdlisis del
enlace Y del ATP.

Ademas, la hidrélisis del ATP en la posicién P ,al liberar pirofosfato, puede
favorecerse mas si el PPi es hidrolizado. La hidrdlisis in vivo del PPi ha sido
calculada en -17 kJ/mol para las condiciones en células animales (Floodgaard and
Fleron, 1974) y en -23,7kJ/mol para células vegetales (Davies et al.,, 1993).

De esta manera es posible desplazar el equilibrio de las reacciones biosintéticas,
gque de otro modo resultarian desfavorables, desde el punto de Vvista

termodinamico.

Por ejemplo, en la sintesis de acidos grasos, el primer paso en la activacion de un
acido graso, bien para su oxidacién para producir energia, o para su uso en la
sintesis de lipidos mas complejos, es su unién al acarreador coenzima A. La
condensacion directa de un &cido graso con la coenzima A es endergonica, pero la
formacion del acil-graso-CoA se hace exergonica mediante la eliminacion por
pasos de los grupos fosforilo del ATP. La suma de estas dos reacciones es
energéticamente equivalente a la suma de la hidrdlisis exergonica del ATP a AMP

y PPi ( AG°=—45.6 kJ/mol ), mas la formacion endergdnica del tioéster acil

graso-CoA( AG °=31.4kJ/mol ). Sin embargo, el AG"®  resultante(



—15.2 kJ Imol ), no necesariamente implica un equilibrio completamente hacia la
formacion de productos. Al ser los acidos grasos metabolitos toxicos que
desestabilizan las membranas, sus concentraciones libres en una célula son muy
bajas, desplazando la reaccién hacia la hidrdlisis del tioéster. En otras palabras, es
necesario proveer de un impulso termodindmico adicional, que asegure la
formacion de acil graso-CoA, aun a concentraciones muy bajas de acidos grasos
libres. Asi, la formacién del acil graso-CoA se hace energéticamente favorable,
mediante la hidrélisis del PPi por la pirofosfatasa inorganica soluble.
Consecuentemente, en la activacion de un acido graso, se rompen dos enlaces
fosfoanhidro del ATP (David Ly Michael M, 2005).

La activacion de aminoacidos antes de su polimerizacién en proteinas se consigue
mediante un conjunto de reacciones que representan un problema termodinamico
analogo, en el que una molécula de RNA de transferencia hace las veces de
coenzima A. El primer paso consiste en la activacion de los aminoacidos, hasta
aminoacil-tRNA, AMP y PPi, lo que debe acompafiarse de la hidrélisis de PPi para
desplazar el equilibrio hacia la formaciéon de tRNA's cargados (David , Michael
2005).

Ademas, de que se libera PPi en la activacion de los mondémeros, también
durante la sintesis de ciertas macromoléculas se libera PPi. Por ejemplo, durante
la sintesis de ADN o ARN a partir de nucledsidos trifosfato, la polimerizacion va
acompafiada de la ruptura de la unién fosfoanhidrido entre los fosfatos o y f ,
del ATP con liberacion de PPi. (Figura 1 C) (David L y Michael M, 2005).

Debido a que la sintesis de ADN, proteinas, acidos grasos, entre otras reacciones
gue liberan PPi, son reacciones que se estan llevando a cabo en todo momento en
la célula, no es de extrafiarse que la velocidad en que se produce pirofosfato en

células en crecimiento sea particularmente elevada (Klemme et al., 1971).

Debido a la elevada tasa en que se produce pirofosfato en la célula, se requiere
gue ésta sea balanceada por un sistema catabolico eficiente, el cual permita la
reutilizacion del fésforo. En todas las células estudiadas se encuentra al menos
una actividad pirofosfatasa, la cual es capaz de convertir el PPi en Pi. (Cooperman
et al.,, 1982; Josse y Wong, 1971).



3.2 Las pirofosfatasas y su importancia en el metabolismo

Las pirofosfatasas inorganicas (PPasas) son enzimas que catalizan la hidrdlisis del
enlace fosfoanhidrido en la molécula de pirofosfato (PPi) vy, como se ha
mencionado, el PPi es un compuesto producido en muchas reacciones reversibles

dependientes de nucleétidos 5'-trifosfato.

Asi pues, las pirofosfatasas juegan un importante papel en el anabolismo, dando
un empuje termodindmico para reacciones como la sintesis de proteinas, ARN y
ADN. (Kornberg, 1962).

e ® i Q
0-P-0-P-0 + H0 —>2 [0-P-OH
o o o

(PP, (P)

Figura 2. Reaccion de hidrdlisis del PPi.

La reaccion de hidrdlisis del pirofosfato inorganico (Fig.2) tiene una energia libre in
vivo de aproximadamente -23,7 kJ/mol (Floodgard and Fleron, 1974). Esta energia
puede ser usada como un empuje termodindmico, con el cual es posible desplazar
hacia la biosintesis, aquellas reacciones que liberen pirofosfato como subproducto
(Kornberg, 1962).

Se ha demostrado que la expresion basal de una cierta cantidad de pirofosfatasa
soluble es necesaria para mantener el crecimiento de las células (Chen et al.,,
1990), probablemente para la reutilizacion de fésforo. Sin embargo, los niveles de
pirofosfato en la célula no parecen relacionarse directamente con la actividad de
pirofosfatasa (Chen et al.,, 1990).



3.3 Aspectos evolutivos y clasificacion de las pirofosfatasas

Las pirofosfatasas se clasifican en dos grandes categorias, las pirofosfatasas
solubles (sPPasas) y las pirofosfatasas de membrana transportadoras de
protones. (H*-PPasas). Se cree que ambos tipos de enzimas participan de manera
conjunta en la regulacion de los niveles de pirofosfato intracelular, en aquellos

organismos en los que se encuentran ambas actividades.

Las H*-PPasas son bombas que acoplan la hidrélisis del pirofosfato a la
generacion de un gradiente de protones, una forma muy versatil de energia en las
células (Baltscheffsky et al.,, 1999; Drozdowicks et al.,, 2001).

A su vez y, de acuerdo a su estructura primaria, las pirofosfatasas inorganicas
solubles pueden subdividirse en dos familias, las cuales no tienen similitud

significativa en sus secuencias de aminoacidos (Kuhn et al.,, 1998).

La familia uno comprende a la mayoria de las pirofosfatasas estudiadas y esta
presente en diversos grupos de procariontes, plantas, animales y hongos. Las
mejor estudiadas a la fecha son la de Escherichia coli (EsPPasa) Yy
Saccharomyces cerevisiae (YsPPAsa) las cuales son los prototipos procarioto y
eucarioto para las sPPasas de la familia uno, respectivamente. (Lahti et al.,, 1988;
Kolakowski et al.,, 1988; Cooperman et al.,, 1992; Baykov et al.,, 1999). Solamente
17 residuos estan conservados en todas las pirofosfatasas de la familia 1, de los

cuales 15 se encuentran en el sitio activo (Gémez-Garcia et al.,, 2006).

La familia 1l comprende a pirofosfatasas inorganicas solubles que emplean
manganeso o0 cobalto como activador esencial y se encuentran presentes en
algunos grupos de procariontes (Sivula et al.,, 1999). Estas proteinas no presentan
homologia de secuencia con las proteinas de la familia |, pero si poseen

semejanza estructural al nivel del sitio activo (Fabrichiniy et al.,, 2007).

Recientemente, se reportd la existencia de un tercer grupo de pirofosfatasas
inorganicas solubles presentes en procariontes (Lee et al.,, 2009) y plantas (May
et al.,, 2011). Estas proteinas son activadas por magnesio, aunque en el caso de
la proteina de plantas dicha activacion no es esencial (May et al.,, 2011). Sin

embargo, estas proteinas, a nivel de secuencia, se agrupan con una superfamilia

10



de proteinas cuyo prototipo presenta actividad de dehalogenasa de halo&cidos
(Huang et al., 2011), ademas de que las pirofosfatasas de dicha familia presentes
en procariontes y plantas poseen muy baja semejanza de secuencia entre ellas.
Por otro lado, tampoco presentan homologia con las pirofosfatasas inorganicas

solubles de las familias I, 1l o las que bombean protones.

Finalmente, las pirofosfatasas de membrana (H'-PPasa) no muestran similitud en
secuencia con ninguna de las dos familias de pirofosfatasas inorganicas solubles
(Sivula et al.,, 1999), con las pirofosfatasas de la familia Il (Fabrichiniy et al.,,

2007), ni con las de la familia de la dehalogenasas de haloacido.

Los alineamientos de secuencias entre la EsPPasa y la YsPPasa han mostrado
gue los residuos del sitio activo estan muy conservados, aun cuando la similitud
entre sus secuencias es relativamente pobre. La estructura entre estas dos
proteinas también tiene un importante grado de semejanza, lo que podria indicar
gue ambas enzimas comparten un mecanismo quimico de hidrolisis (Cooperman
et al.,, 1992).

11
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Figura 3. Dendograma de las sPPasa de la familia 1 basado en la similitud de
secuencia segun un alineamiento generado por ClustalX. (tomado de Gomez
Garcia et al.,, 2006).

Como se observa la figura 3, las pirofosfatasas citosélicas de plantas parecen
estar mas relacionadas con las pirofosfatasas de procariontes, mientras que las
pirofosfatasas que se localizan en el cloroplasto parecen estar méas relacionadas
con la pirofosfatasa de levadura (Goémez Garcia et al.,, 2006). Lo cual es relevante

12



y un tanto sorprendente, si consideramos el origen procarioto del cloroplasto
propuesto por Lynn Margulis (Margulis L 1981)

3.4 El pirofosfato y las pirofosfatasas en el metabolismo vegetal

El PPi no es Unicamente un subproducto de la activacién y polimerizacion en
distintas rutas biosintéticas, sino que puede servir como fuente de energia (Stitt,
1998). Se ha encontrado que en los plastidios de plantas superiores una elevada
actividad pirofosfatasa mantiene una baja concentracion de PPi en este organelo,
con lo que se consigue impulsar a la biosintesis de almidon dentro de los mismos,
via que sin este empuje termodinamico seria reversible (Gross y ap Rees, 1986;
Weiner et al.,, 1987; Farré et al.,, 2001).

Sin embargo, en el citoplasma se encuentra una nula o muy pobre actividad
pirofosfatasa, o que trae como consecuencia, una acumulacion de pirofosfato en
dicho compartimento (Weiner et al.,, 1987). Esta poza metabdlica representa una
cantidad considerable de energia, dado que, como ya se ha mencionado, la
energia libre de hidrdlisis del pirofosfato in vivo es aproximadamente la mitad de la
energia libre de hidrdlisis del ATP (Davies et al.,, 1993). En consecuencia, se ha
propuesto que el PPi en el citoplasma podria actuar como donador de energia
para generar un gradiente electroquimico en la vacuola via la H*-PPasa y para la
fosforilacion de la Fructosa-6-P via la fosfofructotransferasa dependiente de PPi
(Kruger, 1997; Mustroph et al.,, 2005).

Ademas, en tejidos heterétrofos, puede almacenar algo de energia en la
degradacion de la sacarosa mediada por las enzimas; sacarosa sintasa, UDP
Glucosa pirofosforilasa y fosfofructocinasa. (Kruger, 1997; Fernie et al.,, 2002). En
los tejidos que acumulan almiddn, se ha encontrado que cuando la célula empieza
a acumular este polisacarido, la forma de degradar la sacarosa cambia, de ser
independiente de PPi, via la invertasa, a ser dependiente de PPi via la sacarosa
sintasa (Ross et al.,, 1994; Appeldorn et al.,, 1997; Viola et al.,, 2001; Fernie y
Willmitzer, 2001). En estos tejidos, la principal fuente de PPi es la sintesis de
almidon. En el tubérculo de patata se ha encontrado que un 75% de la sacarosa
se metaboliza a almidon (ap Rees and Morrell, 1990) por lo que el PPi producido
en la sintesis de almidén es, potencialmente, la mayor fuente del PPi empleado en
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la degradacion de la sacarosa, con la consecuente conversion de PPi en UTP. Lo

anteriormente dicho se resume en la figura 4.
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Figura 4. Reacciones del metabolismo vegetal en
donde se involucra al PPi, la via de degradacién de
sucrosa independiente de PPi se marca punteada.
(Farré et al., 2006)

Sin embargo, en esta Ultima propuesta no se toma en cuenta que el PPi producido
durante la sintesis de almidén, via la ADP-glucosa pirofosforilasa, se genera
dentro del amiloplasto, mientras que la sacarosa se degrada en el citoplasma, lo
gue implica que pirofosfato sea transportado del amiloplasto al citoplasma. Dos
piezas claves de informacién estan incompletas en este esquema: (i) Se ha
demostrado la existencia de un intercambiador de L-malato por pirofosfato en los
plastidios del embrion inmaduro de maiz (Lara-Nufiez et al.,, 2004), pero su
presencia en el amiloplasto del tubérculo de papa no ha sido documentada y no es
claro el posible destino del L-malato en el interior del amiloplasto. (ii) La actividad

de pirofosfatasa inorganica soluble del amiloplasto podria ser alta, lo que significa
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que el PPi generado durante la acumulacién del almidon seria degradado y no

llegaria al citoplasma.

Una propuesta relativamente reciente, sefiala que el pirofosfato podria convertirse

en una fuente alternativa de energia bajo condiciones de baja disponibilidad de

oxigeno (lgamberdiev y Kleczkowski, 2011) u otras condiciones de limitacion

energética (ap Rees et al.,, 1985;Dancer et al.,, 1990; Plaxton, 1996; Huang et al.,,
2008). Desafortunadamente, cada grupo propone mecanismos diferentes para la
generacion de pirofosfato bajo estas condiciones, ademas de que su sustento

experimental es controversial (Hajirezaei et al.,, 1993; Mustroph et al.,, 2005).
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Figura 5. Degradacion de sacarosa mediante la via oxidativa de las pentosas
fosfato sin consumo neto de ATP.

De acuerdo a esto ultimo, una propuesta novedosa para la produccion de

pirofosfato bajo condiciones de baja disponibilidad de energia en las células
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vegetales, seria la esquematizada en la figura 5. Bajo condiciones de limitacion de
energia, esta Ultima propuesta plantea que la sacarosa seria degradada sin
consumo neto de ATP o pirofosfato a través de la via de las pentosas fosfato
oxidativa. La regeneracion de hexosas fosfato en el citoplasma a través de la
fructosa fosfato fosfotransferasa dependiente de pirofosfato, proporcionaria el
pirofosfato necesario para la hidrélisis de sacarosa por la sacarosa sintasa,
mientras que el UTP recuperado, que puede usarse para producir ATP, serviria
para la fosforilacibn de la fructosa restante. El poder reductor acumulado se
emplearia en las vias biosintéticas que operan bajo condiciones de estrés, tales
como la sintesis de prolina, fenil-propanoides y antocianinas; ademas de servir
para contender con el estrés oxidativo, que se sabe ocurre bajo condiciones de
anoxia y/o limitacion de ATP. Las actividades que operarian en dicho metabolismo
alterno han sido descritas en plantas, si bien, el conjunto de los flujos metabdlicos

propuestos no estan demostrados en ningiin modelo vegetal.
3.5 El calcio como una seiial ubicua en plantas

Todas las células cuentan con una red de transduccion de sefiales la cual les
permite desarrollarse, obtener nutrientes, controlar su metabolismo y hacer frente

al ambiente.

En células de plantas, se han identificado un gran numero de segundos
mensajeros tales como el Ca*, lipidos, pH, cGMP. Entre todos ellos, no se ha
encontrado un segundo mensajero que responda a un mayor numero de estimulos
gue el Ca?*. Algunos de los estimulos que causan un cambio en la concentracién

de Ca?* se listan en la tabla 1.
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Tabla 1 Algunos estimulos fisiolégicos que elevan [Ca?*] en las células de

plantas.

Estimulo Ejemplo de respuesta Referencia

Luz roja fotomorfogénesis Shacklock et al.
(1992)

Acido abscisico Cierre estomatico McAinsh et al.
(1990)

Gibberellina Secrecion de Amilasa Bush and Jones
(1988)

Salinidad/Sequia

Sintesis de prolina

Knight et al. (1997)

Estrés

hipoosmdtico

Adaptacion osmdtica

Taylor et al. (1996)

Tacto Retraso en el crecimiento Knight et al. (1991)
Inductores Sintesis de Fitoalexina Knight et al. (1991)
fungicos

Frio Expresion del gen KIN-1 Knight et al. (1996)

Choque térmico

Termo tolerancia

Gong et al. (1998)

Estrés oxidativo

Induccidon de neutralizadores de radicales

libres.

Price et al. (1994)

3.6 ¢Por qué el calcio es un buen segundo mensajero?

El metabolismo en todas las células requiere de ortofostato (Pi) y de compuestos

organicos fosforilados, principalmente, en reacciones que se llevan a cabo en el

citoplasma, asociadas a la transduccion de energia. El bajo producto de

solubilidad del complejo CaPi, habria obligado a la temprana evolucion de

mecanismos que mantuvieran la concentracion de Ca?* por debajo de los niveles

milimolares que prevalecen en el agua de mar. Por lo que, los sistemas de

transporte que exportan Ca?* del citosol estan presentes en todas las células. En
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consecuencia, el nivel de [Ca*]. se encuentra por debajo del rango micromolar.
Este mecanismo homeostéatico habria sido ideal para la subsecuente evolucion de
vias de sefializacién basadas en la concentracion de Ca?. Es decir, dado el
diferencial de concentraciéon entre el [Ca®]. y el [Ca®]exeror, la elevacién en los
niveles de Ca?* por un factor de 10 o 20 veces, se llevaria a cabo mucho mas
rapidamente que para iones o soluto en el rango milimolar, con la apertura de un

simple canal (Sanders et al., 1999).

Ademas, la quimica del calcio presenta muchos aspectos favorables para la
transduccion de sefiales, la habilidad del Ca? de coordinar un nudmero
considerable de 4tomos de oxigeno, no cargados ( normalmente 6 o 8) permite
gue dominios separados de una proteinas participen en la uniébn a calcio
(McPhalen et al.,, 1991). De hecho, el cambio conformacional inducido por la
union de Ca?" a las proteinas, es un mecanismo recurrente en la transduccién de

sefales.
3.7 Calcio libre citosélico y almacenamiento de Ca**

La concentracion de calcio libre en el citoplasma se mantiene aproximadamente
en 200 nM (Bush, 1995). Sin embargo, el contenido de calcio en el citoplasma es
considerablemente mas elevado, debido a la gran afinidad del Ca? por diversas
proteinas. Se estima que sélo del 1% al 0.1% de Ca?* se encuentra en forma libre,
mientras que el resto esta secuestrado por otras moléculas (Brinley et al.,, 1977;
Gorman and Thomas, 1980).

La tendencia del Ca* a asociarse mayoritariamente con proteinas del citoplasma,
tiene el efecto de reducir el coeficiente efectivo de difusion del Ca? (Thomas,
1982). La baja difusiéon del Ca?" es la clave para generar patrones diferenciados
espacialmente y temporalmente que pueden ser usados en la transduccién de

sefales.

La presencia de organelos intracelulares con la capacidad de almacenar Ca?
contribuye también al amortiguamiento de los niveles de Ca*, lo que ayuda a
moderar las sefiales codificadas en los patrones de Ca?*. Entre estos se sabe que

el reticulo endoplasmico, la mitocondria y los cloroplastos son capaces de
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secuestrar Ca*(Bush, 1995). Por su tamafio y capacidad de acumulacién, las
vacuolas son probablemente el factor predominante para apagar una sefal de
Ca*, luego de que se ha producido una elevacién de su concentraciéon, en
respuesta a algun estimulo (Miller et al.,, 1990). Es un dato importante resaltar la
enorme diferencia entre la concentraciébn de calcio en el citoplasma y en los
compartimientos como el cloroplasto o la mitocondria pues en estos organelos la
concentracion de calcio se encuentra entre 1 y 10 mM, mientras que en el

citoplasma la concentracion se encuentra aproximadamente 0.1 u M.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de pirofosfatasas

solubles

Los iones metdlicos juegan un rol importante en la catélisis, las pirofosfatasas
requieren cationes divalentes como activadores. Para las pirofosfatasas de la
familia | el Mg?* es el mejor activador, aunque, existen otros iones metalicos con
los cuales es posible medir una ligera actividad. El Mg?" es un activador esencial
de estas enzimas, dado que en su ausencia, la actividad es indetectable. Para la
YsPPasa la efectividad de los cationes divalentes como activadores se lista de la
siguiente manera: Mg?> Zn* > Co*>Mn? (Baykov et al.,, 1999) , mientras que
para las pirofosfatasas de la familia Il el Mn?* resultga ser el mejor activador (Kuhn
et al.,, 1998), el cual también es esencial. Como se menciond antes, en las
enzimas de la familia de las dehalogenasas de haloacido que presentan actividad
de pirofosfatasa, la actividad aumenta en presencia de Mg?*, pero en ausencia del

cation presentan cierta actividad basal (May et al.,, 2011).

Todas las pirofosfatasas solubles de la familia | estudiadas hasta la fecha,
requieren de un cation divalente como cofactor. Siendo en la mayoria de los casos
el Mg?* el mas eficiente. En contraste con ésto, se ha reportado que el Ca?* es un
potente inhibidor en el caso de las sPPasas de bacterias (Kurilova et al.,, 1984)
(Yang et al 1989), levaduras y animales (Felix et al.,, 1975) (Mitchell et al.,, 1997);
Yang et al.,, 1992). Se ha planteado que esta propiedad esta relacionada con su
regulacién in vivo. Una excepcion se observa en la pirofosfatasa de Leishmania
major en donde el Ca?* en lugar de ser un inhibidor, actia como activador (Gémez
Garcia et al.,, 2006).

4.2 Mecanismo catalitico en pirofosfatasas solubles homélogas

El mecanismo catalitico de las enzimas EsPPasa y YsPPasa ha sido ampliamente
estudiado. Se ha encontrado que los sitios activos estan muy conservados para
ambas enzimas, como se puede apreciar en la figura 6. A pesar de que su

semejanza a nivel de secuencia es baja, la semejanza estructural del sitio activo
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indica que comparten el mismo mecanismo catalitico, en el cual los iones
metalicos juegan un papel fundamental al activar el agua nucleofilica, deslocalizar
la carga negativa del sustrato y proporcionar un sitio de unién con alta

especificidad para la forma inorganica del pirofosfato (Baykov et al.,, 1999).

-

R78/43
K193/142

D147/97 ¢ D152/102
&

Figura 6. Estructura cristalogréafica del sitio activo de las
enzimas YsPPasa(rojo y negro) y EsPPasa (amarillo y
gris)cristalizadas en presencia de Mn? 'y del inhibidor
NaF. (Samygina et al 2007).

En la figura 6 se puede observar que los sitios activos de las enzimas EsPPasa
(residuos amarillos) y YsPPasa (residuos rojos) estan muy conservados, los
residuos del sitio activo estan practicamente en las mismas posiciones, al igual
que el sustrato y los iones de Mn?*. En esta estructura cristalografica se aprecia
gue un ion fluoruro se une entre los dos metales M1 y M2, lugar en donde se ha

planteado que se une también el agua que lleva a cabo el ataque nucleofilico al
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sustrato, lo que explica porque el NaF es un potente inhibidor de ambas enzimas,

ya que ocupa con facilidad el sitio para esta agua catalitica.

Para llevar a cabo la catélisis se necesita que la enzima esté unida a dos iones
Mg en su sitio activo en los sitios M1 y M2, los que posiblemente se ocupen en
forma previa a la unién a su sustrato MgPPi. Una vez que se une el sustrato, el
paso crucial en la catalisis es la activacion de una molécula de agua (Wa), dicha
molécula se localiza entre los dos iones metdlicos en las posiciones M1y M2. Se
plantea que en los pasos iniciales este sitio estd ocupado por dos moléculas de
agua, cada una de las cuales esta coordinada a uno de los dos atomos metalicos.
La union del sustrato induce un reacomodo del sitio que desplaza a una de las dos
aguas y permite que la molécula restante quede coordinada al centro bimetélico,
con la consecuente reduccion en el pKa. El cambio en el pKa facilita que un acido
aspartico (D-67) del sitio activo acepte un proton del agua nucleofilica, generando
asi un hidroxilo nucledfilo, el cual ataca al fosforo del PPi que se encuentra en la
posicion mas cercana. El fosfato que se genera en el sitio P1, abandona el sitio
activo con relativa facilidad, mientras que el fosfato generado en el sitio P2,
requiere que un agua sustituya al oxigeno del fosfato que interactia con los
metales M1y M2 para facilitar su liberacion. El mecanismo se ilustra en la figura 7.
(Samygina et al.,,, 2007). Sin embargo, uno de los aspectos intrigantes del
mecanismo, es la modulacién del pKa del acido aspartico que actia como base,
ya que el pKa de un carboxilato, usualmente es demasiado bajo como para
aceptar un protén de una molécula de hidrato de Mg#, cuyo pKa es mayor que el
de un carboxilato en dos o0 mas unidades de pH. A pesar de los estudios tedricos
realizados sobre el sitio activo de esta enzima (Yang et al.,, 2009), aun no es claro,

como es que se favorece dicha transferencia.
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Figura 7. Mecanismo catalitico de la enzima EsPPasa. Los metales se
representan con circulos grises. (Samygina et al.,, 2007)

4.3 Mecanismo de inhibicién por calcio de EsPPasa

Se ha estudiado con gran detalle la inhibicion que se presenta por Ca?*" en la
enzima PPasa de Escherichia coli (EPPa), en la que, en base a estudios cinéticos

y cristalograficos, se ha encontrado que la inhibicion se debe a dos efectos:

I) El primero consiste en que el sustrato analogo CaPPi compite por el sitio de

unién con el sustrato verdadero MgPPi. ElI complejo CaPPi no es
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hidrolizable por la enzima EsPPasa debido a que el pirofosfato no se
acomoda en el sitio de manera 6ptima. Lo que parece se debe a que la
distancia entre el agua nucleofilica y el fosforo es demasiado grande para
un atague nucleofilico, ademas de que el &ngulo no es el adecuado (Rodina
et al., 2001).

El segundo se debe a que el Ca* sustituye al Mg?* en el sitio M2. El metal
gue se encuentra en ese sitio es en gran parte el responsable de la
activacion del agua nucleofilica. Al ser el Ca?* una pobre base de Lewis a
diferencia del Mg?', el agua nucleofilica no resulta activada de manera
efectiva, por lo que el aspartico 67 no es capaz de extraer el protdn y no se
lleva a cabo la catdlisis, pues el agua, a diferencia del ion hidroxilo, no es

un buen nucledfilo (Rodina et al., 2001).

‘-_

..

Figura 8. Estructura cristalografica del sitio activo de la enzima EsPPasa con
CaPPi y Ca? (PDB 116T). Los atomos de fésforo se muestran en color naranja.

La figura fue generada meiante el programa Chimera (Goddard et al,. 2004).

24



En la figura 8, se indica el sitio activo de la enzima EsPPasa con el analogo del
sustrato CaPPi y el metal Ca?* ,ocupando los dos sitios de unién para los iones

Mg?*, los cuales son los responsables de la activacion del agua nucleofilica.
4.4 Mecanismo catalitico de la enzima AtPPal

La enzima AtPPal ha sido clonada anteriormente y se ha caracterizado su
mecanismo cinético (Navarro de la Sancha 2007 et al.,, 2007) . Al igual que las
enzimas homoélogas EsPPasa y YsPPasa (de Saccharomyces cerevisiae) se
encontré que el Mg** es un activador esencial para la catalisis y se ha sugerido el

mecanismo cinético ilustrado en la figura 9.

Mgz MgPPi> 2 MgPF

- yq EMGPPiMg .
9 E(MgPi),

Figura 9. Mecanismo cinético de la enzima AtPPal para la catdlisis de pirofosfato
(Navarro de la Sancha et al.,, 2007).

En la figura 9, se ilustra el mecanismo cinético para la catalisis. En este
mecanismo el Mg?* es un cofactor esencial, se requiere la unién ordenada de un
ion Mg* ala enzima, posteriormente, la unién del sustrato en forma de complejo
con Mg?. En realidad, este trabajo provee evidencia de la existencia de un orden
de adicién de los ligandos Mg?* y MgPPi a la enzima, pero la evidencia presentada
no permite determinar el orden de adicion, de manera que la union de MgPPi
podria preceder a la uniéon de Mg?, sin cambio en el patrén de velocidades

iniciales reportado.

En este mismo trabajo se determin6é que el Ca? inhibe la actividad pirofosfatasa,

pero no se estudié el mecanismo por el cual este catiéon inhibe la actividad.
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5.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La relevancia de las pirofosfatasas en la regulacion del crecimiento, establece la
necesidad de mecanismos de regulacion de su actividad, para adecuar la actividad

metabodlica a las cambiantes condiciones ambientales.

Los cambios ambientales pueden ser graduales (como las estaciones), o
repentinos, como los cambios del ciclo dia-noche. Por lo tanto, es de esperarse
gue las enzimas del metabolismo puedan variar en su cantidad o en su estado de
activacion, en concierto con las variaciones de alguna sefial metabdlica. Dado que
el pirofosfato es un subproducto de la biosintesis de diversas macromoléculas y
oligosacaridos, se esperaria que su concentracion en la célula variara en funcion
de la actividad de crecimiento y proliferacion celular; sin embargo, se ha
encontrado que la concentracion del pirofosfato en el citoplasma de las plantas es
notoriamente constante (Weiner et al.,, 1987; Duff et al.,, 1989; Farré et al.,, 2001),
lo que implica, que la concentracion del sustrato no regula a estas enzimas. Una
posibilidad es que la regulacion a corto plazo se dé a través de cambios en la
concentracion de calcio. El calcio es, de hecho, uno de los mensajeros
secundarios mas importantes en la transduccion de sefiales en organismos
vegetales (Sanders et al.,, 1999), en respuesta tanto a estimulos externos como a
sefales internas de la planta. Por otro lado, se ha determinado que la actividad de
las pirofosfatasas inorganicas solubles de plantas, utilizan exclusivamente
magnesio como cofactor y la presencia de calcio resulta inhibitoria para su
actividad (de Graff et al.,, 2006; Navarro de la Sancha et al.,, 2007).

A pesar de todo lo anterior, no se ha estudiado con detalle la cinética de inhibicion
por calcio de las pirofosfatasas inorganicas solubles de organismos vegetales y no
resulta claro si la sensibilidad de esta enzima al Ca?*" se presenta a niveles de
concentracion dentro del rango fisiolégico. Entre otras cosas, las concentraciones
intracelulares de calcio estan estrictamente reguladas y se encuentran en el rango
de 1 a 100 pM, en tanto que las concentraciones de Mg?** suelen variar entre 500 y
1000 pM.

Asi, en este trabajo se propone estudiar la cinética de inhibicion por calcio de la

isoforma 1 de Arabidopsis thaliana (AtPPal), siendo que, previamente, se ha
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demostrado que el calcio inhibe a esta enzima (Navarro de la Sancha et al.,,
2007), pero sin reportarse el mecanismo cinético de dicha inhibicion.

El mecanismo cinético de la inhibicibn es relevante ya que una inhibicion
competitiva se elimina cuando las concentraciones de sustrato se elevan, por el
contrario, la inhibicion acompetitiva se hace mas efectiva a concentraciones
elevadas de sustrato. En el presente caso, existen ademas dos ligandos para la
proteina (MgPPi y Mg.PPi), de manera que la inhibicién por Ca? podria ser de
diferente tipo frente a cada uno de estos ligandos. Adicionalmente, el uso de Ca?*
como inhibidor podria ayudar a definir mejor si la unién ordenada de Mg?* y MgPPi

se dan con Mg? como primero o como segundo ligando.

En el trabajo previo, la construccion empleada para obtener la proteina en forma
recombinante, presentaba una extension de 12 aminoacidos hacia el extremo
amino terminal. Es posible que la presencia de ese extremo tuviera poca influencia
en la cinética, pero eso debe demostrarse experimentalmente para tener certeza

de ello.

El presente proyecto pretende extender dichos estudios y aportar nuevos
elementos para entender como controla la planta la actividad de estas proteinas,

en relacion con sus necesidades de desarrollo y adaptacion al ambiente.

5.2 HIPOTESIS

Previamente se ha demostrado que el Ca? inhibe la actividad de la isoforma 1 de
pirofosfatasa de Arabidopsis thaliana a concentraciones muy superiores a las

encontradas in vivo, hace falta un estudio mas detallado de esta inhibicion.

Se propone que el Ca?" actuard como inhibidor de la isoforma 1 de Arabidopsis
thaliana in vitro, a concentraciones que estén dentro de los rangos fisioloégicos

para este cation.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Estudiar la cinética de inhibicion por calcio de la isoforma 1 de Pirofosfatasa
inorganica soluble de Arabidopsis thaliana, expresada como proteina
recombinante en E. coli y determinar el mecanismo cinético de su inhibicién por

este cation divalente.
6.2 Objetivos Particulares

1) Clonar el cDNA de la isoforma 1 de la pirofosfatasa inorganica soluble de
Arabidopsis thaliana, como proteina recombinante, en una construccién que
presente cambios minimos respecto a la secuencia de aminoacidos de la proteina
nativa. Se buscara afadir a la Glutation-S-transferasa como tallo de purificacion,
ya que esta estrategia resultd efectiva en el trabajo previo (Navarro de la Sancha
et al.,, 2007).

2) Producir las proteinas con actividad de Pirofosfatasa Inorganica soluble de

Arabidopsis thaliana en cultivos de E. col.

3) Purificar la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad y eliminar

la etiqueta de purificacion mediante digestion con Trombina.
4) Purificar la proteina digerida para eliminar la etiqueta y la proteasa.

5) Analizar la literatura para generar una buena base de datos de las constantes
de estabilidad de los complejos magnesio-pirofosfato y calcio-pirofosfato, que con
confiabilidad suficiente, permitan calcular las concentraciones de las formas libres
y complejos de pirofosfato, calcio y magnesio en mezclas al pH en que se
realizaron los estudios previos, el cual es ligeramente superior al fisiolégico (7.5),

pero en el que la enzima tiene buena actividad in vitro.

6) Determinar la actividad de la proteina a concentraciones variables de magnesio,

pirofosfato y calcio.
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7) Proponer modelos cinéticos que expliquen la inhibicién por calcio observada en
términos de la union de calcio libre y/o complejos de calcio-pirofosfato a la

proteina durante la catélisis.
7. MATERIALES Y METODOS
7.1.1 Sustancias

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos por cualquiera de estos
proveedores Sigma (St. Louis, MO. USA), Roche (Hvi dovre, Denmark) o MercK
(Damstadt, Germany). Las resinas de afinidad Gutatione Sepharose™ vy
Benzamidine Sepharosa™ para la purificacién de las proteinas recombinantes se
obtuvieron de Amersham Biosciences. Las enzimas de restriccion BamHI, EcoRl,
la Ligasa T4, asi como todas las enzimas y reactivos usados para amplificacion

por PCR o en la sintesis de cADN fueron obtenidos de Invitrogen™.
7.1.2 Material biolégico y microbiolégico

Para los procesos de clonacién y expresion heteréloga se usaron los recursos

bioldgicos descritos en la tabla 2.

Tabla 2. Recursos biolégicos empleados para la clonacion.

Bacteria/Plasmido Propiedades/Fenotipo
E. coli BL21 (DE3) B F-dcm ompT hsdS(rB- mB~) gal A(DE3)
E. coli IM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,

m, "), relAl, supE44, A( lac-proAB), [F
traD36, proAB, lagl9ZAM15].

PGEMT- Easy Amp', ori, Lac Z

pGEX-4T-2 Amp', ori, Lac Iq, GST, Ptac, thrombin
cleaveage site.
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7.2.1 Extraccion de ARN

Para la extraccién de ARN, todo el material empleado se esterilizd en autoclave,

en presencia de HZO con DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1 % v/v. El protocolo

detallado se describe a continuacion:

« Macerar 100 mg de tejido foliar de plantas de Arabidopsis thaliana (ecotipo

Columbia) agregando lentamente N . .. .. cuando las muestras se
) agreg 2 (liquido)

encuentren completamente congeladas adicionar 1 mL del reactivo TRI®

RNA Isolation Reagent.

« Los homogenados se incubaron por 5 min a temperatura ambiente, para

favorecer la disociacion de complejos de nucleoproteinas.

« En seguida se procedi6 a centrifugar las muestras a 12 000 g durante 10

min a 4° C; el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y estéril.

« A continuacion se adicionaron 100 mL de Br,Cl- propano por cada 1 mL del

reactivo TRI®, la mezcla se incubo durante 10 min a temperatura ambiente.

El Br,Cl-propano puede sustituirse con CHCI3 (libre de alcohol isoamilico).

En este caso se recomienda adicionar 280 uL de CHCI3.

« Después de agitar la mezcla en vortex e incubar durante 12 min, las
muestras se centrifugaron a 12 000 g por 10 min a 4° C. La fase acuosa se
transfirid a un tubo limpio y se agregaron 500 uL de isopropanol por cada 1
mL del reactivo TRI®.

« Las muestras se agitaron en vortex durante 10 seg y se incubaron por un
lapso de 5 -10 min, transcurridos los cuales, se centrifugaron a 12 000 g por
8 min (t = 4-25 °C), elimindndose el sobrenadante y procurando mantener la
integridad de la pastilla de RNA.

« En seguida se adicion6 1 mL de EtOH al 75% por cada mL de TRI®

empleado para homogeneizar la muestra. Las muestras se centrifugaron a
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7500 g por 5 min, el EtOH se elimind lentamente, al incubar el tubo abierto

a temperatura ambiente; alternativamente puede emplearse N

2(9)

« EIRNA se disolvié en 100 pL de HZO libre de RNasas. La muestra se

almacend a —-70° C.

7.2.2 Sintesis de cADN

Para la sintesis de cADN, se prepar6 una mezcla de reaccion en un tubo para
PCR con los reactivos y cantidades descritos en la tabla 3, se mezclé y centrifugo

cada uno de los componentes antes de su uso.

Tabla 3. Reactivos para sintesis de

CADN (A)
Componente Cantidad
RNA 2 L
Oligo(dT)20(50 pM) 1puL
dNTP Mix (10mM) 1L
H.0 estéril 9uL

Posteriormente, se calentd la mezcla a 65°C por 5 minutos, transcurrido este
tiempo, se coloc6 en hielo por un minuto més. En seguida, en el mismo tubo se

agregaron los componentes listados en la tabla 4.
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Tabla 4.Reactivos usados para sintesis
de cADN (B)

Componente Cantidad

5X “First-Strand Buffer”| 4 pL

DTT 0.1M 1uL
RNaseOUT™ 1puL
SuperScript™ Il RT 9uL

*+ La mezcla de reaccion anterior se incub6 a 50 °C por 60 minutos y
transcurrido este tiempo se detuvo la reaccién, calentando a 70 °C por 15
minutos.

7.2.3 Amplificacidén del inserto por PCR

La amplificacion del inserto se realizo utilizando los cebadores disefiados con el
programa Biology Workbench (San Diego Supercomputer Center) y presentados
en la tabla 5. Se construyeron con un sitio de corte para la enzima EcoRl y para la
enzima BamHI. Los oligonucle6tidos fueron sintetizados en la unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Tabla 5. Oligonucleotidos usados para la amplificacion del gen sg-241114

Oligonucledtido | Secuencia

241114 F: 5 CCGGATCCATGAGTGAAGAAACTAAAGATAACCAGAGY

241114 R: 5"CCGAATTCTCAACGCCTCAGGGTGTG 3
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La amplificacion de los insertos se llevd a cabo en un tubo para PCR de
polipropileno de 0.5 mL, la preparacion de la reaccion y las condiciones para la

amplificacion se listan en la tabla 6.

Tabla 6. Preparacién y condiciones para PCR.

Reactivo Cantidad | Condiciones de reaccion
Buffer para PCR 10X 5uL

50 mM MgCl; 1.5pL

Mezcla de dNTP (10mM) 1uL | eUn ciclo 95.0°C/3 min.
Oligonucleotido sentido (10uM) 1ML .25 Ciclos 95°C/1 min.

55 °C/1 min. 72°C/ 1

Oligonucleotido antisentido (10uM) 1uL | min.

cADN 2uL
Taq DNA polimerasa (5U/ 1pL) 0.4 pL
H20 Estéril 38 L

7.2.4 Electroforesis de acidos nucleicos

Para visualizar los productos de PCR y productos de digestion se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). El gel se corrié a un voltaje de 10
V/cm por 45 minutos. Posteriormente, el gel se tifie con soluciéon de bromuro de

etidio y se visualiza el ADN por fluorescencia en una lampara de UV.
7.2.5 Purificacién de ADN en gel

Después de haber amplificado el inserto de interés, asi como después de la
digestién y haber observado que la amplificacién o la digestion fue exitosa con una

electroforesis de &cidos nucleicos (Seccion 7.2.4), se realizé la purificacion de la
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banda de interés a partir del gel usando el kit de purificacion QIAquick de

QIAGEN. A continuacion se describe el protocolo:

Se corté la seccion del gel que contenia el inserto.

Se peso el trozo de gel y se agrego 1 mL de amortiguador de solubilizacion

por cada gramo de gel.
Se incub6 a 50 °C por 10 minutos.
Se agregd6 un volumen de isopropanol.

Se colocé la mezcla en una columna del Kit QIAquick y se centrifugd por un

minuto a 13000 rpm.
Se descarto el filtrado y se colocé la columna en el mismo tubo colector.

Para lavar se agreg6é 0.75 mL de Amortiguador PE a la columna y se

centrifugd a 13000 rpm., por 1 minuto.

Se descarté el filtrado y se centrifugd la columna una vez mas por 1 minuto
a 10000 xg.

Se colocd la columna en un tubo Eppendorf de 1.5mL y se agregaron 50 uL
de agua estéril en el centro de la membrana de la columna, se dejo reposar
por 1 minuto y, posteriormente, se centrifugé nuevamente a 10 000 x g por

1 minuto.

Se colecto el filtrado y se almacené a -20°C.

7.2.6 Cuantificacién de plasmido

Para cuantificar el plasmido y los vectores se midié su absorbancia a 260 nm en

un Espectrofotometro OPTIZEN UV/Vis POP, usando una celda de cuarzo y una
dilucién 1/30 .(viv)
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7.2.7 Ligacion del inserto al plasmido pGEMT-Easy

La ligacion se realiz6 usando el sistema pGEM-T Easy vector (Promega Corp.,
Madison WI, USA) en un tubo Eppendorf de polipropileno de 0.5 mL, usando el

medio de reaccion y condiciones de ligacion se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Composicion y condiciones de la ligacion en vector
pPpGEM-T Easy.

Reactivos Cantidad Condiciones de

ligacion

Amortiguador de ligacion |5.0 pL

2X
4 °C durante 12
pGEM-T Easy 1.0 pL horas
Producto de PCR 2.0 pL
DNA ligasa T4 1.0 yL
H20 destilada 1.0 L

7.2.8 Transformacion en células competentes E. coli JM109 o E. coli BL21
DE3

La transformacién se llevo a cabo en células JIM109 con el producto de ligacién en
el sistema pGEM-T Easy, en células JM109 una vez que se hizo la ligacion del
vector pGEX-4T-2, y en células BL21 DE3 con la construccion final para su

expresion heterdloga. El protocolo detallado se describe a continuacion:

* Se mezclo el producto de la reaccion de ligacion con 100 pL de células
competentes E. coli IM109 o E. coli BL21 DE3 en un tubo estéril Eppendorf
de 1.5 mL.

* Se aplicé choque térmico a 42 C°, por 45 segundos Yy, posteriormente, se

dejaron en hielo por 5 minutos.
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« Se adicionaron 900 pyL de medio SOC (0.5% Extracto de levadura, 2%
Triptona, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSO, 20 mM
Glucosa) y se incubaron a 37°C por una hora.

« Se inocularon por extension 4 cajas Petri ( Medio LB, ampicilina
[0.1mg/mL] final, IPTG [0.5mM] final y X gal [80ug/ml]) con las bacterias

transformantes .
* Seincubaron las cajas Petri a 37°C por 12 horas.

. Finalmente, se seleccionaron colonias que presentaran el fenotipo

deseado.

7.2.9 Purificacién del plasmido

Para la purificacion del plasmido pGEMT-Easy, asi como del plasmido pGEX-4T-2 se us6
el quit comercial para purificacién de plasmido de GE Healthcare illustra™ plasmidPrep

Mini Spin Kit, el protocolo usado se describe a continuacion:

* Se incubo6 un inéculo de bacterias transformantes en 10 mL de medio LB
(Triptona 0.5% Extracto de Levadura 1.0% NaCl 0.5%) hasta una densidad
Optica de 0.8.

* Setomo 1.5 mL de cultivo bacteriano, previamente incubado.
*  Se centrifugaron por 1 minuto a 13 000 rpm.
* Se procedi6é a decantar y descartar el sobrenadante.

* Se agregaron 175 pL de amortiguador de lisis tipo 7 y se resuspendio la

pastilla.

* Se agregaron 175 pL de amortiguador de lisis tipo 8 y se mezclé por

inversion.

*+ Se agregaron 350 pL de amortiguador de lisis tipo 9 y se mezclé por

inversion.
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» Se centrifugd por 5 minutos a 13 000 x g y se transfirid el sobrenadante a

una columna del quit.
*  Se centrifugd por un minuto a 13000 x g y se descarto el filtrado.

* Se agregaron 400 uL de buffer de lavado tipo 1 y se centrifugd por un

minuto a 13 000 x g y posteriormente se descarto el filtrado.

*  Se transfirié la columna a un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL libre de

nucleasas.

« Se agregaron 50 pL de H;O estéril al filtro de la columna y se dej6 reposar

por 2 minutos.

* Se centrifugd 1 minuto a 13 000 x g, se retird la columna y se guardo el
filtrado a -20°C.

7.2.10 Digestion de plasmido pGEM-T Easy y PGEX-4t-2

La reaccion de digestion se llevo a cabo en las condiciones descritas en la tabla
8. Con esta reaccion se consigue liberar el inserto de interés del vector pGEMT-
Easy y generar los sitios adecuados para la ligacion en el vector pGEX-4t-2.
Posteriormente, estos fragmentos se purifican con la técnica descrita en la seccién
(7.2.5).

Tabla 8. Composicion y condiciones para
reaccion de digestion con EcoRI y BamHI.

Reactivos Cantidad Condiciones

Plasmido 8.8 UL

Amortiguador 4 L

Tango 10X 37 °C por 2

horas

Enzima Eco RI 1.5uL

EnzimaBamHI | 2 pL

H.0 9.9 L
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7.2.11 Ligacion del inserto al plasmido pGEX-4T-2

Con esta ligacién se incorpora la secuencia del gen de interés al vector pGEX-4t-
2. Las condiciones y la mezcla de reaccion utilizada para la ligacion se resumen

en la tabla 9.

Tabla 9. Composicion y condiciones de
reaccion para ligaciéon del inserto al vector
PGEX-4T-2.

Reactivo Cantidad Condiciones

Amortiguador de 10 L
ligacion 5X

Vector pGEX-4t- 0.8 puL 16°C  por 4

2 horas
Inserto 2.6 uL

Ligasa T4 1pL

H>O 5.6 uL

Con 2uL de la reaccion de ligacidon se transformaron células competentes E. coli

JM109 de acuerdo a lo descrito en la seccién 7.2.8.

7.2.12 Cuantificacién y secuenciacion del plasmido

Se seleccionaron dos colonias transformantes, con el fin de comprobar la
integridad del gen de interés se tomo un indculo de dichas colonias, se cultivaron
en 10 mL de medio LB con ampicilina y se les extrajo plasmido de acuerdo a lo

descrito en la seccién 7.2.9.

Se cuantificd el plasmido de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.6. Y se

secuencid el contenido de los plasmidos usando los vectores mostrados en la
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tabla 10. La secuenciacion se realizé en la unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Tabla 10. Oligonucléotidos usados para la secuenciacion de la construccion.

Oligonucleétido usado Secuencia
pGEXfw GGCAAGCCACGTTTGGTG
pGEXrv GAGCTGCATGTGTCAGAGG

7.2.13 Induccion de la expresion de la proteina

Con el fin de obtener suficiente proteina, se cultivé un inéculo de células E. coli-
BL21 (DE3) transformadas con el plasmido portador de la secuencia de la
proteina de fusion AtPPal-GST en 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina a
una concentracion final [100 pg/mL] a 37 °C, con agitacion constante durante toda
la noche.

De este in6culo se tom6 1mL y se inoculé un matraz Erlenmeyer de 1 L con 250
mL de medio LB estéril adicionado con ampicilina [100 pg/mL] final, se incub6 a
37°C, con agitacidon constante hasta alcanzar una densidad O6ptica de 0.6,
momento en el cual se adiciond IPTG a una concentracion final de 0.5 mM y se
incubd a 25°C en agitacion constante por 12 horas. Con los extractos crudos se
hizo una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE para comprobar la induccién

de la proteina.
7.2.14 Extraccion de proteina soluble

Una vez terminada la induccion de la proteina recombinante se procedié a extraer

la proteina soluble, el protocolo se describe a continuacion:

» Se centrifugd el medio a 5000 rpm por 10 minutos para formar una pastilla

con las células.
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« Se decantd el medio LB y se lavo la pastilla celular con 1mL de
amortiguador de lisis celular (Tris-HCI 0.1M, pH 7.5, MgCl., 3 mM Y EDTA 1

mM), se resuspendio la pastilla en 20 mL de amortiguador de lisis celular.

« Se sonicaron las células ( 10 repeticiones de 30 segundos) en 15 mL de
amortiguador de lisis celular adicionado con inhibidor de proteasas

complete™.
* Se centrifugd a 13000 rpm por 20 minutos y se colecto el sobrenadante.

» El sobrenadante anterior se filtr0 por una membrana de 65 um de la marca

millipore.

7.2.15 Cuantificacién de proteina

La cuantificacion de proteina se llevd a cabo mediante dos métodos: la técnica de
Bradford y por absorcion a 280 nm.

Para la técnica de Bradford se empled el reactivo de la marca comercial Bio-Rad
Quick Start™ Bradford Protein Assay. Se realizé el ensayo en una placa de Elisa,
usando una curva patrén de BSA en un rango de 0 a 64.8 ug de proteina en un
equipo de Elisa “ Bio-Rad Benchmark”. La determinacién proteica se efectud
usando la Ases de la muestra (50uL) diluida en el reactivo Bio-Rad Quick Start™
Bradford Protein Assay (200 pL ).

Para la técnica de Absorcion a 280nm se midio la Az de la muestra (Proteina
purificada) y usando el coeficiente de absorcion molar se calcul6 la cantidad de

proteina pura.

7.2.16 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Para realizar la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) se prepararon geles

de poliacrilamida, cuya composicion se describe en la tabla 11.
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Tabla 11. Composicién de gel de poliacrilamida.

Disolucion Gel apilador (mL) |Gel separador(mL)
30% Acrilamida, Bis-Acrilamida 0.8% 0,67 4

Amortiguador para gel apilador? 1.25 0

Amortiguador para gel separador? 0 2.5

Agua 3.05 3.44

Desgasificar la disoluciéon con vacio por 10 minutos

TEMED 0.01 0.01

Persulfato de amonio 10% 0.1 0.2

Volumen final 5 10

1 0.25M Tris HCL pH: 6.8, 0.2% SDS, Urea 6M
20.75M Tris HCL pH: 8.8, 0.2% SDS, Urea 6M

El gel se prepara entre dos placas de vidrio y se corre a 70 mV (Aproximadamente
a 100mA) por un periodo de dos a tres horas. Posteriormente, se retira el gel de
entre los vidrios, se lava con agua destilada y se revela por inmersién en solucién
de azul de Coomasie (Coomasie R250 0.05% en metanol:acético:agua, 5:1:5). Se
destifie en una disolucion de acido acético al 7% (v/v). Una vez destefidos los

geles pueden conservarse en una disolucién de acido acético al 5 % (v/v).
7.2.17 Purificacion en Glutathione Sepharose™ y Benzamidine Sepharosa™

« Se equilibré una columna de Glutathione Sepharosa™ con amortiguador de
lisis (Tris-HCI 0.1M, pH 7.5, MgCI2 3 mM Y EDTA 1 mM).

* Se hizo pasar por la columna el extracto proteico obtenido en la seccién
7.2.14 a un flujo de 1 mL por minuto, con lo cual la proteina de fusién

AtPPal-GST quedo en la fase estacionaria.

41



Se lavo la columna con 100 mL de amortiguador de lisis y, posteriormente,
se eluyé con amortiguador de lisis adicionado con 15 mM de glutation
reducido. Se monitore6 con UV cada eluato y se dejé de recolectar cuando
no se observé medicién a 280 nm. Se midi6 actividad y se comprobd la

pureza de la proteina con un gel de electroforesis SDS-PAGE.

Se midi6 la cantidad de proteina con el método de Bradford (seccion 7.2.14)
y se adicion6 trombina a la proteina de fusion (AtPPal-GST), 10 U de
trombina por cada miligramo de proteina de fusion (AtPPal-GST) y se

incubd la reaccién por 12 horas, a 25 °C.

Se adicion6 el extracto proteico con NaCL 0.5 M vy, posteriormente, se
agregaron 40 pL de benzamidine sepharosa. Se incubd por una hora con
agitacién constante, se centrifugo y se retird el sobrenadante. Se volvié a
agregar benzamidine sepharosa (20 pL) y se incubé por 30 minutos a 25
°C, se centrifugé y retiré el sobrenadante una vez mas, para asegurarse de
gue toda la trombina habia sido retirada. Finalmente, se adiciono

benzamidina 1 mM para prevenir cualquier actividad de proteasa.

Se desalo la proteina usando ultrafiltracion, centrifugando la disolucién en
un centricon con un tamafo de malla de 10 kD, a 3 500 rpm un total de seis
veces, cinco minutos cada una, con lo que se retird el glutation, el NaCl y se

concentrd la muestra a un volumen aproximado de 1 mililitro.

Posteriormente, se retird la disolucién de proteina del centricon y se coloco
en un tubo Eppendorff de 1.5 mL, ahi se agreg6 Glutathione Sepharose™
(60uL) y se incubd a 25°C por 30 minutos. Posteriormente se centrifugd
brevemente y se retiré el sobrenadante colocandolo en otro tubo Eppendorf.
Con este paso de purificacion se consigue quitar la GST y conservar

Unicamente la proteina de interés.

Finalmente, se realizé una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE para
comprobar la integridad y pureza de la proteina.
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7.2.18 Medicién de actividad pirofosfatasa

La medicién de actividad se llevé a cabo determinando la cantidad de Pi liberado a
partir del PPi por minuto, el ensayo se realiz6 en placas multipozo de 12 x 8
pozos, tipo ELISA. La muestra a la que se le medira actividad se diluye en un
volumen de amortiguador de ensayo, Tris-HCI 0.1M, pH 7.5, con concentraciones
variables de sustrato MgPPi. La mezcla se incuba por un periodo de 5 a 30
minutos (segun el nivel de actividad esperada) y se detiene la reaccién con 0.2 mL
de reactivo de verde de Malaquita (RVM). Todo el material empleado debe ser de
plastico nuevo, o bien haberse lavado con acido nitrico (libre de fosfatos) al 10%,

enjuagando luego con abundante agua desionizada.

Para la preparacion del (RVM), se requieren las siguientes disoluciones: RVM-A:
0.45% de verde de Malaquita en HCl 2M, dejar reposar por 24 horas; RVM-B:
12.4% de Molibdato de Amonio en HCL 6M y RVM-C: 4M NaCl con 3% de Brij 35.
Antes de realizar el ensayo se mezclan 2 mL de RVM-A, 1mL de RVM-B, 9 mL de
H.Oy al final 1 mL de RVM-C.

Después de la adicién del reactivo de verde de Malaquita, la placa multipozo es
incubada de 5 a 10 minutos y se lee la absorbancia con un filtro de 595 nm en un
lector de placas de Elisa “Bio-Rad Benchmark”.

Para determinar la cantidad de fosfato producida se prepara una curva patrén,
utilizando una disolucion 0.1mM de Fosfato de Sodio monoéacido Na,HPO.. Dicha
disolucién se diluye para obtener cantidades variables de Pi, desde 0.2 nmoles
hasta 20 nmoles en 25 pL, esta disolucion se mezcla con 25 yL de amortiguador
de ensayo y 200 yL de RVM.

7.2.19 Isotermas de inhibicién por Ca*

Cada determinacion cinética se realizdé a una temperatura constante de 25°C en
un volumen total de 100 pL, en un medio de reaccion constituido por Tris 0.1M pH
7.5 EDTA 0.1mM y concentraciones variables de Mg?* Ca?" y PPi. Los tiempos
para cada determinacion variaron desde 5 minutos hasta 180 minutos, segun se
requiriese para generar la respuesta adecuada. El Mg** total varié desde 350uM
hasta 2.5mM, el PPi total varié de 1600uM a 8 uyM y el Ca* total varié de 0 a 200
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MM, en total se realizaron 32 mediciones cinéticas, cada una a diferentes tiempos
de reaccion y con sus triplicados. Los experimento presentados se repitieron dos

veces en forma independiente.

Para cada determinacion cinética se realizé un ensayo de punto final, se inicia la
reaccion al agregar la enzima a un medio con una cantidad calculada para que la
reaccion transcurra en alguna de las condiciones descritas en la tabla 12. Se deja
transcurrir la reaccién por un tiempo determinado y se detiene al agregar reactivo
de verde de Malaquita en H,SO, 6M ésto se hace por triplicado para cada
condicion y tiempo de reaccion. Posteriormente, se calcula la cantidad de Pi
producida segun lo descrito en la seccion 7.2.17. cada medida se realiza a 3
tiempos, mas un blanco, el cual se hace deteniendo la reaccion antes de agregar
la enzima (t=0). Para el calculo de la velocidad de reaccion, se usa la pendiente de

la grafica [PPi] hidrolizado vs. tiempo de reaccion.

Las concentraciones de las especies libres y complejos en equilibrio quimico
multiple en disolucién, se calcularon usando el programa Metal Complex
(Rodriguez-Sotres 1990). Para este calculo se consideraron las constantes de

estabilidad global reportadas en la tabla 12.
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Tabla 12 . Constantes de estabilidad global usadas para el calculo de las

concentraciones analiticas.

Complejo | Constante Unid | Referencia

ades
PPiMg* 7.76x10? mM-1 | (Volk S E et al. 1982)
PPiHMg 5.12x10° mM-1 | (Volk S E et al. 1982)
PPiMg,’ 3.89x10? mM-1 | (Volk S E et al. 1982)
PPiH.Mg® | 3.89x10° mM? | (Volk S E et al. 1982)
PPiCa* 2.4547x10* | mM* | Volk S E etal. 1982)
PPIiHCa 2.6915x10° | mM1 | Volk S E et al. 1982)
PPiNa* 1x10? MM | (Lambert S M, Watters J 11957)
PPiHNa* | 4.1687x10° | mM? | (Lambert S M, Watters J | 1957)
ppiNaZZ- 4_68)(10-4 mM-1 (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
PPIH3 12882)(106 mM-1 (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
PPiH,? 3.0903x10° | mM® | (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTAH3 219X107 mM—l (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTAH,> | 3.162x10° | mM-® | (Rodriguez-Sotres, R ,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTANa® 5.01x10%2 mM-L | (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTAMgZ 398X105 mM-1 (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTAHMg | 3.98x10° mM-L | (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTACa? 5.42x107 mM-L | (Rodriguez-Sotres, R.,Munoz-Clares, R.A. 1990)
EDTAHCa | 8.2035x10° | mM1 | Maxchelator

7.2.20 Modelado y refinamiento de la estructura

Los archivos de PDB 1UDE y 1E9G presentaron mayor semejanza de secuencia
con las siPPiasas de Arabidopsis thaliana (AtPPal a la 6). Dichos archivos se
sometieron al protocolo Rd.HMM (Martinez-Castilla y Rodriguez-Sotres, 2011),
buscando en la RefSeq (NCBI). El Rd.HMM derivado de 1UDE recuper6 las
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secuencias de AtPPal a la 5 y el RA.HMM de 1E6G recuperd a la AtPPa6 (la
calificacion fue baja pero significativa, E-value < 0.01; tabla 1). El alineamiento de
Rd.HMM se aliment6 a MODELLER 9v4 y se generaron 50 modelos. Los 50
modelos fueron calificados con Rd.HMM y se escogié el modelo con calificacién
mas alta, menor valor-E y mejor alineamiento para su propia secuencia. Las
calificaciones fueron pobres, por defectos en el alineamiento entre la secuencia y
el plegamiento. El nuevo alineamiento Rd.HMM se emple6é para una segunda
ronda en MODELLER 9v4 y se calificaron como antes. El mejor modelo resultd
con calificaciones mas altas y su alineamiento sin huecos o corrimientos del marco
de lectura. Estos modelos fueron relajados mediante simulaciones de Dinamica
Molecular, (MD) a 313 K, por espacio de 5 a 10 ns, con solvente explicito y 0.15 M
NaCl (GROMACS/ff:GROMOS53a6). Los conformeros del dltimo ns de MD se
agruparon (algoritmo Jarvis-Patrick). El conférmero representativo del grupo més
poblado se minimizo y se calific6 de nuevo con Rd.HMM. La MD vy la calificacion

se repitié hasta que la calificacion ya no mejoro.
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8 RESULTADOS
8.1 Obtencion del inserto de interés

A partir del cDNA sintetizado, se obtuvo el inserto de interés por medio de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando oligonucleétidos especificos
para el gene a clonar. La técnica usada y los oligonuclettidos empleados se
describen en la seccion 7.2.3. Posteriormente, para visualizar los productos se
realiz6 una electroforesis en agarosa al 1% y se reveldé con una disolucién de
bromuro de etidio, segun lo descrito en la seccién 7.2.4.

700 pb.

Figura 10. Amplificacion del gene que codifica
para la AtPPal a partir del cDNA de Arabidopsis
thaliana. En el carril 1 se muestra el producto de
PCR, en el carril 2 se muestran los marcadores
de peso molecular.

Se observa la banda del gen amplificado en el peso molecular esperado (~650
pb). Se corté la banda correspondiente al inserto de interés de acuerdo a lo
descrito en la seccion 7.2.5., se purifico el ADN de acuerdo a lo descrito en la
seccion 7.2.9. y se llevd a cabo una ligacion en el vector pGEM T-Easy de

acuerdo a lo descrito en la secciéon 7.2.7.

a7



8.2 Digestion del inserto de interés del vector pGEMT- Easy

Una vez que el inserto se encontré clonado en el vector pGEM T-Easy, se cultivd
un indculo de una colonia transformante. Posteriormente, se le extrajo plasmido de
acuerdo a lo descrito en 7.2.9 y se sometio a una digestion de con las enzimas
EcoRIl y BamHI, con lo cual se generan los sitios para la ligacion en el vector
pGEX-4t-2, de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.10. Se realizd una
electroforesis de agarosa con el fin de observar los fragmentos liberados.

~—— ~B650 pb.

Figura 11. A) Electroforesis en agarosa de la digestion con
EcoRl y BamHI. del plasmido pGEM T-Easy-AtPPal.
Carriles 1y 2 insertos de la secuencia de interés para dos
clonas distintas a partir del plasmido pGEMT- Easy. B)
Muestras de las amplificaciones mostradas en la figura 8.

Usadas aqui como referencia.

Se recortaron las bandas del inserto liberado y se purificaron de acuerdo a lo
descrito en la seccién 7.2.5. Se liofilizé el producto obtenido y se re suspendio en
10 pL de agua, posteriormente se determind su concentracion de acuerdo a lo
descrito en la seccion 7.2.6. La absorbancia obtenida y su correspondiente
concentracion se muestra en la tabla 13.
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Tabla 13. Concentraciones del inserto y digerido con BamHI y EcoRl

Muestra Azeo Concentracion Volumen necesario
para 50 ng.
Inserto AtPPal 0.013 19.5 ng/pL 2.6 UL

8.3 Digestion del vector pGEX-4t-2

Se digiri6 el vector pGEX-4t-2 de acuerdo a lo descrito en 7.2.10. Se realizé una
electroforesis de agarosa al 1% y se purificé la banda correspondiente al vector; al
cual, se le determinG su concentracion, se liofilizé y, posteriormente, se
resuspendio en 10 pL de agua desionizada y estéril., Posteriormente, se determiné
su concentracion de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.6. La absorbancia

obtenida y su correspondiente concentracion se encuentran en la tabla 14.

Tabla 14. Concentracion del vector pGEX-4T-2 digerido con las enzimas
BamHI'y EcoRI.

Muestra Ao Concentracion Volumen para ligacion.
Vector pGEX- | 0.038 57 ng/uL 0.8 L

4T-2

8.4 Ligacion del inserto en el vector pGEX-4t-2

Para la construccién del DNA codificante para la proteina de fusién, se llevé a
cabo una ligacion entre el vector pGEX-4t-2 y el inserto de acuerdo a lo descrito
en 7.2.11. Una vez realizada la ligacién se transformaron bacterias JM109 de
acuerdo a la seccion 7.2.8. Se cultivd un in6culo de una colonia hasta una DO de
1 en medio LB liquido adicionado con ampicilina y se purificd plasmido conforme
se indica en la seccion 7.2.6; con este plasmido se realiz6 un PCR (seccion 7.2.3)
y, posteriormente, se realiz6 una electroforesis en agarosa al 1% para comprobar

la integridad del inserto (Figura 12).
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700 pb.

Figura 12. En el carril 1 se encuentran los marcadores
de peso molecular, en los carriles 2 y 3 se encuentran
los productos de PCR amplificados a partir de la

construccion realizada en dos distintas clonas.

Como se puede ver en la figura 12, los iniciadores especificos para el gen de
interés amplificaron un producto del tamafio esperado = 650 pb, con lo que se
comprueba que el inserto de interés se encuentra en el vector. Posteriormente, se
secuencio la construccion de acuerdo a lo descrito en 7.2.12. En la figura 11 se

muestra el resultado de la secuenciacion.
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Figura 13. Alineamiento que muestra el resultado de la secuenciacion (AtPPal Clonada)
comparando con la secuencia tedrica (AtPPal TAIR), debajo de cada secuencia se
encuentra la traduccion correspondiente.

Como se observa en la figura 13, el gen clonado tiene una identidad del 100% al

gen

reportado en TAIR, adema&s de que los codones antecedentes

(correspondientes al dominio carboxilo terminal de la GST), vienen en fase con los

codones de la proteinas AtPPa.
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8.5 Induccién de la expresion de la proteina

Se indujo la expresiéon de la proteina recombinante en células E. coli BL21 DE3,
de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.12. Se extrajo la proteina soluble de
dichas células, de acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.13 y se realizd una
electroforesis SDS PAGE, para comprobar la produccion de proteina recombinante
(Figura 14).

50 KDa

25KDa

Fig 14. Carril 1 Extracto purificado al tiempo 12
horas, carril 2, 3 y 4 corresponden a los extractos
crudos a los tiempos 12, 6 y 3 horas
respectivamente, carrii 5 Marcadores de peso

molecular.

Como se observa en la figura, a medida que transcurre el tiempo existe un
aumento en la banda sefialada en un peso aproximado de 50kDa. En el carril uno
se contempla el mismo extracto después de un proceso de purificacion con resina
de afinidad (seccion 7.2.16), el cual necesitdé optimizarse pues se obtuvieron
muchas bandas contaminantes, pero el hecho de encontrar la banda esperada en
un peso molecular de 50 kDa, indica la presencia de la proteina de fusion.
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8.6 Purificacion de la proteina por cromatografia de afinidad

Con el fin de purificar la proteina recombinante, se llevé a cabo una purificacion en
columna, usando la resina de afinidad Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow de
acuerdo a lo descrito en la seccion 7.2.16. Se realizO una electroforesis SDS
PAGE para verificar la integridad de la proteina de fusion y una isoterma de

saturacion para medir su actividad.(figuras 15 y 16 respectivamente).

30kDa.

25kDa.

Figura 15. Electroforesis SDS PAGE. En el carril
1 proteina eluida de la columna con
amortiguador de elucién, en el carril 2 el extracto
crudo antes de la purificacion, en el carril 3 los

marcadores de peso molecular.

En la figura 15 se observa que la proteina de fusién con un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa eluye de la columna de afinidad, al hacer pasar por
ésta, amortiguador adicionado con glutation. Ademas, se observan otras bandas
contaminantes menos intensas, la mas importante con una masa moleculares
alrededor de 25 kDa.
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Figura 16 A. Isoterma de saturacién para la proteina de fusién AtPPal-GST. Figura 16
B Isoterma de saturacion para la proteina AtPPal. Las lineas rojas muestran el ajuste
a la ecuacién de Michaelis-Menten. Ajuste realizado con el software OriginPro 8.6.

los resultados del ajuste se muestran en la tabla 15.

En la Figura 16 se muestra una cinética de saturacion para la proteina de fusion,

Tabla 15. Parametros del ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten para la
proteina de fusion AtPPal-GST y AtPPal
Parametro AtPPal-GST AtPPal
Km 63,17 UM +/- 15,24|91,10uM +/- 17,94 uM
MM
Vimax 13,14s" +/-0,86s" |3,85s+/- 0,22
R? 0,96 0,97

proteina recombinante quedo

libre de su etigueta y usando las
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Posteriormente, se digirié la proteina de fusién con trombina, con lo cual la

resinas

Benzamidine Sepharosa y Glutathione Sepharose 4 Fast Flow se purifico la




proteina de interés, retirando asi la trombina y la GST, el protocolo detallado se
encuentra en la seccion 7.2.16.

Una vez terminada la purificacién, se realizé una electroforesis SDS PAGE para
verificar la integridad y pureza de la proteina (Figura 17).

50 KDa

25 KDa

Figura 17. Electroforesis SDS PAGE de la
proteina purificada, carrii uno marcadores de
peso molecular, carril 2 proteina purificada.

En la figura 17, en el carril 2 se observa una sola banda de un peso

aproximado de =24 kDa. No se observa rastro de las contaminaciones

anteriores ni de la proteina de fusion.
8.7 Isotermas de inhibicién por calcio

Se realizaron las cinéticas de inhibicién segun lo descrito en la seccidén 7.2.17. Los
resultados se resumen en la figura 18, en donde se grafica la velocidad de
reaccion en nmol de PPi/min contra la concentracién analitica del complejo
PPiMg?* para 4 concentraciones diferentes de Ca? total; 0 50 uM, 100 uM y 200
MM,
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Figura 18. Cinéticas de inhibicion. Se grafica la velocidad de hidrélisis (s™) contra
la concentracién analitica del complejo PPiMg?, a cuatro concentraciones distintas

Las lineas continuas unen los resultados tedricos obtenidos mediante un ajuste no

lineal basado en un modelo de inhibicion general (Eg. 2), tomando como sustrato

la concentracién analitica del complejo PPiMg? y como inhibidor la concentracion

analitica del Ca?".

Abreviaturas

Vmax= Velocidad maxima

Ki,= Constante de inhibicion acompetitiva
Kic = Constante de inhibicion competitiva
[ 17= Concentracon de inhibidor

[S] = Concentracién de sustrato.

Ecuacion de velocidad.

(Eq 2. Modelo de inhibicion general reversible simple)
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El modelo de inhibicién general reversible simple se puede ajustar tanto a una
inhibicion competitiva 0 acompetitiva y dependiendo de los resultados obtenidos
es posible evaluar cuando una inhibicion es mayoritariamente competitiva o

mayoritariamente acompetitiva.

La ecuacién 2 es una funciéon de dos variables V.= f ((MgPPi],[Ca?']) es decir que
dada una concentracién de sustrato [MgPPi] y otra de inhibidor [Ca?'] se calcula la
velocidad inicial, pero es necesario conocer los valores Ki,, Kic ,Vmax, Y K m. l0S

cuales determinan que tipo de inhibicién se observa.

Mediante el experimento de la seccion 8.7 obtuvimos una coleccién de
velocidades iniciales a diferentes concentraciones de [MgPPi] y [Ca?*], de manera
gue es posible calcular con una regresion no lineal de dos variables, los
parametros Km, Vmax, K, ¥ Kc. ESto se hace de manera totalmente analoga a una
regresion lineal de una variable, por un proceso iterativo se calculan las
constantes Km, Vmax, Ki, ¥ Kc , de manera que la funcion determinada por estas
constantes y la ecuacion 2 es la que mejor explica el conjunto de valores
experimentales obtenidos, el software usado para dicha regresion fue el programa
Gnuplot.

En la tabla 16 se muestran los parametros cinéticos obtenidos.

Tabla 16. Parametros cinéticos obtenidos para la inhibicion de la AtPPal
Paradmetro Medicién Error

Vinax () 3,75 +/- 0.1277

Kiu (M) 8,72 +/- 0,9939

Km (UM) 81,6 +/- 8.917

Kic (MM) 2,93E+007 +/- 8,983 E12
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Estos parametros son caracteristicos de una inhibicion acompetitiva porque al
obtener un valor tan elevado de K. (2,93E+07 yM) comparado con la K, (8,72
pM) el modelo de inhibicidbn general simple (Ecuacion 2) se reduce a un modelo
mas sencillo, un modelo de inhibiciobn acompetitivo. Lo anterior se ilustra
matematicamente, cuando en la ecuacion 2 evaluamos el limite cuando la

constate de inhibicion competitiva tiende a infinito.

VS R
' max lu+[[] max K,u+[1]
lim V= =V, K _+[S]

Eq. 3 Modelo de inhibicion acompetitivo.

La parte izquierda de la igualdad es la velocidad inicial segin el modelo de inhibicion
general simple, al evaluar en esta ecuacién el limite cuando la constante de inhibicion
competitiva tiende a infinito, obtenemos el modelo de inhibicion acompetitivo el cual se

encuentra en la parte derecha de la igualdad.

Al repetir el ajuste con la Eq. 3, se obtienen esencialmente los mismos estimados
de Vma, Kmy Kiy mostrados en la tabla 16. Cabe aclarar que los valores de Vma Y
Km son valores aparentes, ya que la concentraciéon de Mg?* libre no se varié. Para
hacer estos valores totalmente comparables con los presentados por Navarro de
la Sancha y colaboradores (2007), se requeriria hacer un patron de inhibicion
completo a distintas concentraciones de Mg?** libre y realizar un andlisis del
mecanismo cinético, en forma integral. Sin embargo, este estudio se considero,
fuera del alcance de este trabajo y se deja para algun trabajo subsecuente a esta
tesis.
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8.8 Modelado por homologia

En la figura 17 se muestra el resultado de la modelacién por homologia.

Figura 17. Modelo por homologia de la proteina AtPPal, en
una representacion esquemadtica. La figura fue generada
mediante el programa Chimera (Goddard et al,. 2004).

El modelo obtenido presentd una calificacion Rd.HMM alta, equivalente al 75% de
la longitud de secuencia, lo que se considera muy aceptable (Martinez-Castila y
Rodriguez-Sotres, 2010), ademas de que el valor de Expectancia (E-val) fue
altamente significativo (i.e. muy cercano a cero) y que la secuencia que se
deseaba modelar se encuentra en la tercera posicion de la lista (sp|P21216), con
un score muy cercano al de la primera (sp|048556), que corresponde a la proteina
ortdloga en maiz. Ademas, la secuencia de la proteina empleada como molde
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(LUDE, de Pyrococcus furiosus) aparece en la posicion 15 de la lista (sp|Q8U438),
con un score muy bajo (11%) y significancia estadistica marginal (Eval=0.0074)

El alineamiento mostrado en la parte inferior indica la buena concordancia entre el
modelo estructural de la figura 17 y la secuencia de aminoacidos de la proteina de
A. thaliana (indicado por signos de + o letras en la linea intermedia del
alineamiento), lo que cubre casi la totalidad de la secuencia, sin alteraciones del
marco de lectura (huecos, que aparecerian aqui como puntos en la linea superior

del alineamiento, o guiones en la linea inferior).

Todas estas son indicaciones de la buena calidad del modelo generado (Chavelas-
Adame et al., 2011). Una consecuencia del modelado usando este protocolo, es
gue no se forza al alineamiento a observar concordancia estructural para los
residuos del sitio activo, por lo que cabe destacar que la estructura generada
presento un alto grado de conservacion estructural en el sitio activo de la proteina

modelada.

El modelo también cubre la region amino-terminal, que tiene una secuencia
divergente, respecto de las proteinas usadas como molde para el modelado (de
Pyrococcus furiosus y Sulfolobus acidularius), la cual descansa sobre la region
gue se consideraria interfacial en las proteinas bacterianas. Este dato, explica el
gue estas proteinas no formen oligobmeros activos (Navarro de la Sancha, 2007),
en contra de lo propuesto por Sivula y colaboradores (1999), con base en un

modelado parcial de la AtPPa6, realizado por estos autores.
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Tabla 17. Resultados de la busqueda con el modelo de Markov oculto obtenido a partir del
modelo mostrado en la Figura 17, segun el protocolo Rd.HMM ((Martinez-Castila y
Rodriguez-Sotres, 2011),).

hmrsearch - search a sequence database with a profile HW

HWER 2. 3.2 (Cct 2003), Copyright (C) 1992-2003 HHM /Washi ngton University School

of Medicine, Freely distributed under the GNU General Public License (GPL)
atppal_rlxMa-O hmm [at ppal_rlxMa-Q

uni prot _sprot.fasta

HW file:
Sequence dat abase:

score cutoffs: per-sequence: [none], per-domain: [none], per-sequence Eval: <=
10, per-donmmin Eval: [none]
Query HWWM atppal_rl xM a-O
[ HMWM has been calibrated; E-values are enpirical estinmates]
Scores for conplete sequences (score includes all domains):
Sequence Description Score E-val ue N
sp| O48556| | PYR_MAI ZE  Sol ubl e i norgani ¢ pyrophosphata 170.5 1. 9e- 46 1
sp| 43187| 1 PYR_SOLTU Sol ubl e inorgani c pyrophosphata 167.9 1. 1e-45 1
sp| P21216| | PYR2_ARATH Sol ubl e i norgani ¢ pyrophosphata  165.0 8. 8e-45 1
sp| QODYB1| | PYR_ORYSJ Sol ubl e inorgani c pyrophosphata 152.1 6. 7e-41 1
sp| A2X8@B| | PYR_ORYSI  Sol ubl e i norgani ¢ pyrophosphat a 152.1 6. 7e-41 1
sp| O23979| | PYR_HORVD Sol ubl e inorgani c pyrophosphata 150.9 1. 5e-40 1
sp| @49J1| | PYR2_CHLRE Sol ubl e inorgani c pyrophosphata 68.9 7.6e-16 1
sp| P37981| | PYR_THEAC | norgani ¢ pyrophosphatase OS=Th 29.2 0. 00066 1
sp| G69570| | PYR_PYRHO | norgani ¢ pyrophosphat ase OS=Py 27.7 0.0018 1
sp| @KZB3| | PYR_PI CTO | norgani c pyrophosphat ase OS=Pi 27.5 0. 0021 1
sp| @JI Y3| | PYR_PYRKO | norgani ¢ pyrophosphat ase OS=Py 27.2 0. 0027 1
sp| P77992| | PYR_THELI | norgani ¢ pyrophosphatase OS=Th 25.8 0. 0059 1
sp| Q@UY24| | PYR_PYRAB | norgani ¢ pyrophosphat ase OS=Py 24.7 0. 0072 1
sp| @@HSF3| | PYR_HALSA | norgani ¢ pyrophosphat ase OS=Ha 24.7 0. 0072 1
sp| @BU438| | PYR_PYRFU | norgani c pyrophosphat ase OS=Py 24. 6 0.0074 1
Al'i gnments of top-scoring donains:
sp| P21216| | PYR2_ARATH: donmain 1 of 1, from7 to 218: score 165.0, E = 8.8e-45

sp| P21216|

sp| P21216|

sp| P21216|

sp| P21216|

sp| P21216|

7

54

104

154

204

*->j aaqt nssRkdgnPYPYynPddl Pal apl kksnDl | aer si npd pg
+ + + nP +n +++ a + ++ + +++++i p p

EGSAKGYAFPLRNPNVTLNERNFAAFTHRSAAAHPWHDLEI GPEAPT 53

i flvvvettkCGdnydykiieeq&iillkiryl nvwvnPhdFG vPRt | ag
+  vve +kG +++y+++++ GH + ++ y +v Ph++G +PRt +
VFNCVVEI SKGGKVKYELDKNSGLI KVDRVLYSSI VYPHNYGFI PRTI CE 103

yyePvkvdvi sdvst | pGasvl ar avGanpaDdqG Kkwi i vavr vqddr
++P++v v+ ++++| G ++ ara+G np+ dqG K i+av ++d +
DSDPMDVLVLMEPVLTGSFLRARAI GLMPM DQGEKDDKI | AVCADDPE 153

frweqvl rl pPeel nki ekf f rdyf YnGnFpvdi esf | PknaAi kqi | e
fr+ + +lpP++l +i++ff+dy n n +vd+e+f| P +aAi +i ++
FRHYRDI KELPPHRLAEI RRFFEDYKKNENKKVDVEAFLPAQAAI DAl KD 203

al gqrflqyil ntLDk<-*
++ + yi+ L+

SMDLYAAY! KAGLQR 218
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

Primeramente, la clonacion del gene de la isoforma 1 de pirofosfatasa de
Arabidopsis thaliana fue un éxito como lo muestra la figura 12. En donde se
observa una identidad del 100% entre el gene reportado en TAIR y el resultado de
la secuenciacion. Ademas, los residuos adicionales resultantes de la clonaciéon son
Unicamente dos, por lo que esta construccién ofrece una ventaja respecto a la

antes reportada (Navarro de la Sancha 2007).

En la purificacion de la proteina de fusion (figura 14), se pueden observar bandas
de proteina contaminante con pesos moleculares alrededor de 25kDa. Estas
contaminaciones las podemos explicar con base en que la proteina de fusion
puede sufrir degradacion en el sitio de corte para trombina, durante la induccion o
el proceso de purificacion, dicha degradacion puede generar un segmento de GST

el cual se purifica junto con el resto de la proteina de fusion.

La hipétesis de que estas bandas contaminantes se purifican con la proteina de
fusion debido a su afinidad por el glutation, se comprueba al hacer el siguiente
paso de purificacion, donde la proteina de interés previamente digerida se separa
de la GST, pues en este paso, se logra obtener la proteina de interés, ya pura,
como se observa en la figura 17, al separarse de las demas proteinas que tenian

afinidad por el glutatién.

Las cinéticas realizadas a la proteina de fusién indican que ésta se ajusta a un
modelo de Michaelis-Menten, a un valor fijo de Mg? de 1.1 mM usando como
sustrato el complejo MgPPi en un rango de 5 a 1500 uM. El valor de la Vmax, asi
como el de la Km, son muy similares a los reportados anteriormente (Navarro de
La Sancha 2007.) Para realizar estos ensayos fue necesario hacer el célculo de
las especies libres de disolucién, tanto como de el Mg#, y del complejo MgPPi,
pues esta proteina usa como activador esencial el Mg?* (Navarro de la Sancha,
2007).

Una vez terminado el proceso de purificacion, se observa la presencia de una sola
banda de proteina en el gel de SDS, con un peso molecular que coincide con el
peso tedrico de 24 kDa. Esto nos asegura que la proteina tiene un grado de

pureza suficiente para un estudio cinético mas detallado.
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Los resultados cinéticos obtenidos con la proteina purificada indican varias cosas;
en primera, nos muestran claramente el rango de inhibicibn en el cual esta
proteina se ve inhibida por Ca?". A un valor de 100 pM de Ca?* total, se observa
una disminucion de mas del 50% respecto a la actividad en ausencia de inhibidor.
Este dato indica que el Ca®* si puede funcionar como regulador de la actividad in
vivo, dado que la concentracion citosolica total de este cation se encuentran entre
1 y 100 uM total. La inhibicién in vivo podria ser ain mas importante que la
observada in vitro, ya que la concentracion citosélica de Mg?* en la célula vegetal

podria estar por debajo de la que se empled en estos experimentos.

La inhibicion antes descrita, junto con el importante papel que desempefian las
pirofosfatasas en el anabolismo y la versatilidad de las células vegetales para
generar patrones espacial y temporalmente distintos en los niveles de Ca?*,
permite plantear la hipétesis de que la inhibicion por Ca?** de la isoforma 1 de

pirofosfatasa de A. thaliana regula su actividad in vivo.

Otro dato que salta a la vista es una disminucion de la velocidad méaxima cuando
se quita la etiqueta en comparaciéon a cuando la tiene de 13 s* a 3.5 s*. Esta
reduccion en la actividad se puede deber a que una porcion de la proteina ha
perdido su actividad durante el proceso de purificacion, posiblemente durante la
digestién con trombina, aunque también puede obedecer a que la concentracion
de Mg? empleada fue inferior a la concentracion mas alta empleada en el estudio

anterior (5.1 mM; Navarro de la Sancha et al., 2007).

Adicionalmente se observo que una vez que se retiraba la etiqueta, la proteina
resultante tenia una vida de anaquel muy corta, esto puede deberse a que la
proteina sin etiqueta sea menos estable y tienda a formar aglomerados, cosa que
podria prevenirse por la presencia de la GST, cuando se encuentra como proteina

de fusion.

Para el andlisis cinético de los datos obtenidos en la seccién 8.7 se manejaron
como variables independientes las concentraciones analiticas de Ca?*, Mg®" y el
complejo MgPPi#, claramente estas variables no son independientes, lo cual
dificulta el estudio de su intervencion en el mecanismo de reaccion, pues no nos

es posible preparar una disolucién con cantidades arbitrarias de las especies
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libres, para analizar por separado el efecto de cada especie sobre la actividad de
la enzima. Por ello, el enfoque utilizado, fue preparar disoluciones con diferentes
concentraciones de Ca?" Mg? vy pirofosfato total, y posteriormente calcular las

concentraciones analiticas, por lo que los resultados obtenidos no son lineales.

Aln asi, es posible evaluar las cinéticas usando una herramienta computacional
de regresion no lineal y evaluar la proximidad de todos los datos obtenidos a la
prediccién de un modelo general de inhibicién, usando como sustrato e inhibidor

diferentes concentraciones de las especies libres.

Como lo indican los resultados obtenidos en la seccion 8.7, el modelo de inhibicion
gue mejor se ajusta a los datos experimentales, es un modelo de inhibicién
acompetitivo, al tomar como sustrato el complejo MgPPi y como inhibidor el ion
Ca?". Con el fin de explicar este resultado se plantean varios modelos de inhibicién
gue se desarrollan en detalle las ecuaciones de velocidad para cada modelo bajo
la suposicion del estado estacionario. Dicho estudio fue realizado por el Dr.

Rogelio Rodriguez Sotres y se encuentra como Anexo |.

Los modelos tratados muestran que los resultados obtenidos pueden explicarse
en base a un modelo en donde la unién ordenada de MgPPi y Mg? promueve la
catdlisis, y el Ca* ,forma un complejo no catalitico al unirse a la forma de la
Enzima unida al sustrato (MgPPi) con la forma libre de la enzima ( Seccion 5,

Anexo 1), modelo esquematizado en la figura 18.

La respuesta predicha de la actividad de esta enzima, bajo el modelo cinético de la

figura 18, se muestran en las figuras 7 y 8 del anexo I.
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(Mg-PPi) 4 &
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Figura 18. Esquema cinético propuesto para la hidrélisis del pirofosfato por la
pirofosfatasa dependiente de Mg? en plantas. En este esquema la unién de complejo
MgPPi precede a la adicion de Mg?* previo a la catdlisis. La unién de Ca®" al complejo
EMgPPI formaria un complejo sin salida no productivo.

Dicho modelo supone que para que la catélisis se lleve a cabo se requiere la unién
ordenada sustrato MgPPi, seguida de un ion Mg?#" previa hidrélisis del sustrato, lo
cual concuerda con estudios previos (Navarro de la Sancha 2007), excepto por el
orden de adicion de las especies. Como se menciong, el trabajo previo no aporta
datos suficientes para determinar el orden de adicion, por lo que el esquema
presentado por estos autores no se contrapone al mostrado en la figura 18. En el
modelo propuesto, la inhibicion se provoca cuando un ion de Ca* se une a la
enzima, formado un compleo EMgPPiCa* que no seria capaz de completar la

reaccion.

En el anexo | se presenta una revision de mas modelos propuestos, primeramente
se consideré un modelo en donde el Ca?* competia con un Mg?* previa unién del

sustrato MgPPi. Figura 19 (ver seccién 2, anexo 1). Este otro modelo cinético no
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es consistente con la inhibicion acompetitiva observada, ya que la ecuacion
corespondiente indica que el Ca* seria uninhibidor no competitivo contra MgPPi.

Mgz (Mg-PPi)*>  (Mg-Pi)° (Mg-Pi)°

Ca*

Figura 19. Esquema cinético para la hidrélisis del pirofosfato por la pirofosfatasa
dependiente de Mg? en plantas.

En este modelo el Ca?* compite por un sitio de unién con el Mg?'y esta de acuerdo
a lo reportado previamente para las enzimas YsPPasa y EsPPasa, sin embargo no
explica la inhibicion acompetitiva del Ca?* contra el sustrato MgPPi encontrada en

este trabajo.

Ademas, el resultado obtenido por el ajuste, indica claramente que el componente
competitivo es despreciable, por lo que que el complejo CaPPi no compite por el
sitio activo con el sustrato MgPPi. Lo anteriormente descrito muestra diferencias
en el mecanismo de inhibicion por Ca* respecto a las enzimas EsPPasa vy
YsPPasa.
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Un factor adicional que soporta la validez del modelo anterior es la inhibicién
competitiva entre el Ca* y el Mg®* encontrada por Chavelas-Adame en un estudio

previo (datos no publicados).

El hecho de que la enzima AtPPasa 1 tenga un mecanismo de inhibicion distinto a
los previamente reportados para otras enzimas homélogas es un argumento a
favor para la hipétesis de que el Ca* es un regulador de estas enzimas in vivo,
pues la inhibicién por este cation, podria no ser Unicamente una caracteristica
accidental in vitro, sino el resultado de una presion de seleccion debida a su

funcién en el metabolismo, durante la evoluciéon de estas enzimas.

10 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se consiguié la clonacién de la proteina AtPPa 1 como
proteina recombinante y su expresion heteréloga en células de E. coli y posterior

purificacion con resinas de afinidad.

Un andlisis de su inhibicién por Ca?* prueba claramente que la enzima es muy
sensible a este cation y que la inhibicion se observa en rangos cercanos a los
fisiol6gicos, por lo que la inhibicién por Ca®* podria regular la actividad de estas

enzimas in vivo.

Se encuentra que la inhibicién por Ca?* en la isoforma 1 de pirofosfatasa de A.
thaliana es acompetitiva frente al sustrato verdadero, MgPPi, por lo que un
incremento en la cantidad de este sustrato no tenderia a aliviar a la enzima de la
inhibicion, sino que la reforzaria. Por otro lado, la inhibicién competitiva con Mg#,
sugiere que la relacién [Mg®)/[Ca*] puede ser el factor que determine el nivel de

actividad de esta enzima in vivo.

El modelo cinético que explica el patréon de inhibicion es diferente a los
previamente reportados para las enzimas homologas YsPPasa y EsPPasa, se
propone un modelo cinético en donde la catalisis ocurre cuando se unen de
manera ordenada un ion Mg* seguido por el sustrato MgPPi, y el Ca?" inhibe la
actividad al formar un complejo estable E-MgPi-Ca e impedir la liberacion de los

productos. Las diferencias en el mecanismo catalitico sugieren la existencia de
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presiones evolutivas distintas para estas enzima, entre organismos vegetales y

levaduras o bacterias.
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ANEXO |

El siguiente articulo es un trabajo tedrico no publicado,
desarrollado por Rogelio Rodriguez Sotres en donde se deducen
ecuaciones de velocidad para diferentes modelos cinéticos de
inhibicién por Ca* de la enzima AtPPal.
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1. INTRODUCTION

This document contains the derivation of the equations for a kinetic mechanism of py-
rophosphatases of family I from plants. Several cases are considered. The present analysis
is an attempt to explain the Ca®t results of Joel Basilio with AtPPal.
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In this mechanisms some general considerations apply to all of them. The solution
has a mixture of free and complexed species, because pyrophosphate (PPi) forms stable
complexes with magnesium (Mg?*) and calcium (Ca?*) ions. These complexes are in
multiple equilibria in solution with the free species forming a system defined by the stability
constants (Eq. 1.1 - 1.4).

02 Kurnm g PP Kepp= lSPE
(1.3) Kyguppi = M%@Zﬁ;ii);j_] Kcan ppi = [C[;iﬁ}];]ii;’»]—]
(1.4) Kyppi = m Kr, pri = [H[ﬁ2[§];l12:’_zl_]

Notice the definitions in (1.2) are cumulative stability constants, while definitions in
(1.3) are not.

Now, relaying on a careful manipulation of the total concentrations of pyrophosphate,
magnesium and calcium added to the assay medium, it is theoretically possible to probe
the enzyme properties in a wide enough range of [M g PPi*~], free[Ca?*] and free[Mg**]
in solution. Therefore, these last three ligands would be treated as independent, even if,
they clearly are not so. Throughout the document, unless indicated expressly, [Ca®*] and
[M g**] refer to the free ions in solution. The solutions are assumed to be predominantly
aqueous and dilutes, i.e. close to ideality, therefore, activity coefficients are assumed to be
1, and are not included in the expressions.

Appropriate rate equations using other combination of ligands as variables may be pro-
duced from the equations derived below, by substitution of [M g PPi*~], [Ca**] and [M g**]
with other ligand concentrations, as long as algebraic independent expressions can be found
for the desired replacements. While, the resulting expression may become rather complex
and the expected plots will be non-linear for many of such substitutions, this may be the
only option for the analysis of some experiments, either because the design was done with-
out considering the multiple ion equilibria in solution, or due to the limitations imposed
by the system itself.

Throughout the document, the system are treated under the Steady State assumption,
i.e. the concentration of the enzyme forms involved in the catalytic mechanism proposed
for each case, are considered to reach a point where the rate of formation and the rate of
decomposition become equal. Under such conditions, the change in the concentration of all
enzyme species becomes negligible and the system of differential equations describing its
kinetics becomes algebraic. In addition, the present analysis will only consider the initial
velocity conditions, where product formation and substrate consumption are small, thus
having only a minor impact on the measurable reaction rate. Consequently, substrate and
product concentrations are assumed to remain constant and equal to the values set by
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the experimental design. When products are not added explicitly, they concentration is
considered zero.

In the particular cases considered here, the thermodynamic properties of the overall
reaction make the reverse reaction negligible, accordingly, product formation is treated
as irreversible. No attempt was made to model the chemical steps within the kinetic
mechanism, all the events taking place in this stage are included in the catalytic rate
constant.

The algebraic solution of each system of simultaneous equations was aided by the MAX-
IMA software, using the solve command. The denominator of the equations are expanded
using the expand command and when convenient, terms in [Mg?>*] and [Mg - PPi?>~] can
be collected to facilitate analysis. From there, some general inferences can be made on the
role of the substrate, the free metal activator, the products, and the inhibitor. To increase
the equation’s clarity, some convenient definitions for these last chemical species, they are
abbreviated as defined in equations (1.5) to (1.8)

(1.5) mpp = [Mg PPi*7]
(1.6) mp = [Mg Pi™]
(1.7) m = [Mg*"]
(1.8) = [Ca*"]

2. Mg?** AND Mg - PPi?>~ BIND IN ORDERED FASHION BEFORE CATALYSIS AND
free Ca?t BINDS TO THE FREE ENZYME COMPETING WITH free Mg*t - THE
enzyme - Ca COMPLEX IS INACTIVE

In the system considered in this current section, the Ca?* inhibition to render a com-
petitive pattern when Mg?T PPi is the variable substrate, M?* is fixed and Ca?* is the
fixed-variable inhibitor.

The basic scheme in the Cleland style [1] is depicted in figure 1. In this scheme M g?*
and Mg PPi?~ bind in a compulsory order and Ca?* can occupy the Mg?T site on the
free enzyme.

This is a variation of the Bi Bi ordered equation with one dead-end inhibitor, but
since in this particular case both product are identical, the final rate equation has some
peculiarities worthy of analysis. The order of addition can only be distinguished from the
product inhibition patterns. Because the classic measurements of activity involve a very
sensitive quantification of the Pi released, addition of products strongly interferes with the
determination of enzyme activity, not many studies have been published on the subject
indeed.

However, the addition of Ca®* with Mg PPi?~ as substrate would give a different inhibi-
tion pattern if the first substrate to bind would be Mg PPi?>~. That alternative mechanism
will be analyzed in a subsequent section (5).

The mathematical model describing the scheme in figure 1 is shown within the following
subsection (2.1).
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Mg?* (Mg-PPi>  (Mg-Pi)*  (Mg-Pi)°

E-Mg, PPi
E-(Mg-Pi),

Ca%

FicGure 1. Kinetic scheme for the pyrophosphate hydrolysis by
M g**-dependent inorganic pyrophosphatases from plants. In this
mechanism M g?>* binds first, followed by Mg PPI>~. Ca?' is a competitive
inhibitor with M¢?*. The numbering of the rate constants was chosen to
coincide with a previously published proposal

2.1. Basic definitions and the corresponding set of differential equations. To
simplify equation writing, while using mnemonic names some definitions are given in equa-
tions (2.1), (2.2), and the ligands as defined before (Eq. 1.5 to 1.8).

(2.1) E = [freeE] EM = [E- My EYpp = [E- Mgy PPi
(22)  Eiip=[E-(MgPi)s]  Eup=[E-MgPi EC = [E-Cd]
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Then, we present the equations for the product formation rate (Eq. 2.4), the mass
balance (Eq. (2.5)) and the disappearance of enzyme species (Eq. 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 2.10
and 2.11 ).

d[PPi]

(2.4) V=T T koar Expp
(2.5) Er=E+EM 4+ EM .o+ EME + Eyp + EC
dFE v M 77 2C
(2.6) —E:(klm—{—k‘lc—l—kgmp)E—kgE — ko B~ — ks Eyp
EC¢ v
(2.7) _ddT =k EC — ki1 cE
(28) —WZ(k/‘Q—!—kgmpp)E —klmE—lﬁlEMPP
dE]\]%PP M
dEyp MP M
dFE
(2.11) - df‘t” = (kgmp + k7) Exrp — ksmp E — ks EME
(2.12) vy = kear EMp

2.2.  Derivation of the steady state rate equation. This system of equations can
be solved in MAXIMA using the system definition contained in Mazima_Script.tzt. The
solution gives Eq. (2.13), which can be written in a neat form (2.14) after ordering the
variables ofter the constants .

Please see the Mazxima_result.txt and the Maxima_Script.tzt files for details in the equa-
tion solution using the MAXIMA software.

Please see files _mod.tex for maxima output in TEX format.

The next part is a taken from Calnh/VelRateEq mod.tex. Consider the rate of product
formation described by Eq. 2.12.

(2.13) vy = (k; ks k5 kv Ep m mpp ko kcar)/
(ko (m (kg ky (ks mpp (kcar + ks) + ks kcar + ky ks) + k1 ks ks mpp koar)
+ k7 (ko (ks kcar + ky ks) + ks ks mpp kcar) + ki ks ke m mp mpp kcar)
+ kg ks (mp? (ke (kg kear + ky k) + ks ke mpp kcar)
+mp (ko (ks koar+ky ks)+ks ks mpp koar))+ky (¢ ki ke (ks koar+ky ks)+c ki ks ks mpp koar))
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(2.14) vp = (ky ks ks k7 ks kcar Ex m mpp)/
(ko (k1 ky (ks (koar + k) + ks (kcar + ks) mpp) + k1 ks ks kcar mpp)m
+ k7 ks (ko (kcar + ky) + ks kcar mpp) + ki ks ks kcar mp m mpp)
+ ko kg (ks (ke (kear + ky) + ks koar mpp)mp
+ kg (ko (kcar+ky ) +ks kear mpp)mp?)+ky (ki ko ks (kcar+ky) c+ky ks ks kear ¢ mpp))

The equation can be simplified in appearance by substitution of 2.15 to give 2.16. Next,
it can be expanded to give 2.17. Then terms can be reorganized according to the chem-
ical species, with focus on the substrate (mpp i.e. [Mg PPi]) and the essential activator
(m i.e. [Mg?T]), to give 2.18. In this last form numerator and denominator terms have
been divided by ks for convenience.

(2.15) key = koar +ky kes = kcar + ks

(2.16) vy = (ky ks ks ky ks kcar Ep m mpp)/
(ke (k1 Ky (ks kea + ks ks mpp) + ki kg ks kcar mpp)m
+ k7 ks (kg kca + ks kcar mpp) + k1 ks ke kcar mp m mpp)
+ ko ks (ks (k2 kea + ks kcar mpp)mp
+ kg (kokea + ks kcar mpp)mp?) + ky (k1 kg kskea ¢ + ky ks ks koar ¢ mpp))

(2.17) vy = (ky ks ks ky ko kcar Ex m mpp)/
(kg ki Ky ks keam + ka kg ky ks kes m mpp + ka ki ks ks kcar m mpp
+ kg ko ks ko kea + ko ko ks ks kcar mpp + ka ki ks ke koar mp m mpp
+ kg kg ks kg kea mp + ko ks ks ks koar mp mpp
+hp ks kg kokeamp®+ ks ks kg ks kear mp®mpp+ky ky ko kskea c+ky ky ks ks kcar ¢ mpp)
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(2.18) vy = (kg ks ks ky kcar Ex m mpp)/

v

k
(+ky ks kg kea + ks ks ko koa mp + ks kg kokeamp? + ;?1 ky ko kskes ¢

2
ko k;
+ = ki ky ks keam + ky ks ks kcar mpp + o ky ks ks kcaT ¢ mpp
2 2

+ ks ks ks kcar mp mpp + ks kg ks koar mp*mpp + ki ky ks kes m mpp
+ ki ks ks kcar m mpp + ki ks ke kcar mp m mpp)

Equation 2.18 can now be rewritten in terms of kinetic constants. The first evident
kinetic constant is the E - Ca®T dissociation constant given in equation 2.19. In addition,
the constant coefficients in each term are replaced by short names (definitions 2.19 to 2.24)
and divided by the coefficient of the term in mmpp (Cap, Eq. 2.20) to give 2.25.

.
(2.19) Ko = —
ko
(2.20) Cup = k; ks (k}*y koar + kv ks + ks kCAT) Co = kr ks ks (kCAT + k4)
(2.21) CQ = kg ks ko (kCAT + k4) Cu=Fki krks (kCAT + k4)
(2.22) Cp =ky ks ks kcar CPQ = kg kg ko (kCAT + k4)
(2.23) Cg = ks ks ks kcar Cpqg = ks k¢ ks kcar
(2.24)  Capp = ki ks ke kcar N1 = k; ks ks ky kcar Er
Vo N1

225) — =(—=——mm
(2.25) B (CAB pp)/

Co c Q PQ. o

— (14 + 5 + —=—m

(CAB ( ch) Can b Can P
Ca Cg
+ = m A mpp (1 +
Cag Cag P ( KIC)
C C C
+ iQmp mpp + —BFQ mp2mpp + m mpp + ﬂmp m mpp)
Can Can Cap

Equation 2.36 can be written as a classical rate equation, with a few substitutions. To
this aim kinetic constants are defined as defined in equations (2.26) to (2.35)
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596 Vi N; ks kzrkcar _ 1
(2.26) Er  Cap kik ky ks + ks koar L 4+ A+ L
T AB 7 Koar + K7 K5 + K5 KeaT k5+k7+kcAT
Cy ks k7 (ks + kcar)
(2.27) KMmpp =

Cap ks (kv kcar + ky ks + ks koar)

Co (@) k7 ks (kcar + ky)

Cap  \ki) ks (kykcar + ks ks + ks kcar)
Cp k7 ks koar

Cap ki (kv kcar + k7 ks + ks kcar)

Km Co (l@) <k7>1 ks ky (koar + ka)
2.30) — 2 Kpyppp = == — | [ =
(2:30) Kig  Mmr = Cup ~ \ki) \ks) ks (k7 kcar + k7 ks + ks koar)

(2 31) KImKMmpP _ CPQ _ (]{72> <k5>_1 (If?)_l k5 k'y (kCAT+k4)
' Klp Klq Can k1 ke ks ks (k’7 koar + kv ks + ks kC’AT)

(23 - Kwm _ Coro (k5>1 <k‘7> B k7 ks koar
ke ks ki (k7 kcar + kv ks + ks kcar)
Kty — Cap _ kykcar + ky ks + ks koar _ (k5) <1 ko | b >
CaBp ke koar ke ks — koar

In addition to the dissociation constant defined by (2.19), the true dissociation constants
(2.34) and (2.35) are derived from definitions (2.26) to (2.35).

(2.28) Kim - Knympp =

(2.29) Kym =

(2.33)

(2.34) Kie = ks /ky Kim = ko /k;
(2.35) K[p = k5/k5 K]q = k7/]€8

Finally, after substitution of (2.26) to (2.35) into (2.25), and term collection, a classic
rate equation is produced (2.36).

m mpp
f K]Wm K]\/Impp

Kim mpp c mp mp? m m__ _mpp mp
(KMm + K]\Jmpp) (1 + KIC + KIq + KIp KIq> + KMm + KI\/Im KI\/Impp(l + KIIp)

(2.36) Vg =

2.3.  Analysis of the steady state rate equation and considerations. Now let
us analyze the behavior of this system when initial velocities are measured at variable
MgPPi?>~ and fixed Mg?T at fixed-varied concentrations of Ca®*.

If equation (2.36) is arranged to take the Michaelis-Menten classic form corresponding
to the above conditions (Eq. 2.37), then the 4PPK); would be given by (2.38) and the
APPY/, - ax would be given by (2.39).

APPY ax mpp
APPKM + mpp

(2.37) vy =
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A [Mg*] o
(vy't (Va1

K ot g /
[Mg-PPi*1'— [Mg”]'—
B [Mg:PPi*] » S
(vt (V_mx) -
K” ~er%/

s b i

MgT— Mg T—

FiGURE 2. Lineweaver-Burk plots for the pyrophosphate hydroly-
sis by Mg?*-dependent inorganic pyrophosphatases from plants,
as predicted by the scheme in figure 1. (A) is the resulting initial
velocity pattern with [Mg PPi?~] as substrate and [Mg**] is fixed-varied
in the absence of Ca?*. (B) is the resulting initial velocity pattern with
[Mg?"] as variable activator and if [Mg PPi*>7] is fixed-varied in the ab-
sence of Ca?*. (C) is the replot of the ordinate intercepts from a pattern
as in (A) against [Mg?*]. (D) is the replot of the slopes from a pattern as
in (A) against [Mg**].

m
(2.38) APVarax = (Vy) c 4 omp y _mp? T
Ky (1+K_]C+K—Iq+K[pKIq>+m (1+KUP)
(2.39) e <VMAX> N ( . ) :
. K K 2
M Mmpp/ K <1+KLR+%+K;Z]}<Iq>+m
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Form equation (2.38) and (2.39), both the initial velocity patterns in the absence of
Ca?t, or the Ca?" inhibition patterns can be predicted. Figure 2, panel A, shows the
expected initial velocity patterns predicted at variableM gPPi?>~ and fixed-varied M¢?* in
the absence of Ca?t, and panel B, the corresponding pattern for variable M ¢?* and fixed-
varied M gPPi?~. Lines in both patterns converge, as expected for a Bi-ordered mechanism
under Steady state [1]. Figure 2, panel C shows the predicted linear replots of the intercepts
from this last initial velocity pattern, while panel D shows the replots of the slopes in panel
A. While the currently accepted statistical tool to obtain reliable estimates for the kinetic
constants is to fit the raw data to equation (2.36), using multivariate non-linear regression,
the predicted replots are a good visual aid for data presentation.

Next, at variable MgPPi?>~ and fixed Mg?*, with fixed-varied [Ca?T], the expected
pattern would be general non-competitive inhibition (mixed-type; Fig. 3, panel A), due
to the differential effects of the inhibitor on APV 4x and APF (Virax/Kar) (intercept
and slope form double reciprocal plots, respectively). In the absence of product (MgPi™),
the difference depends on the relative values of the michaelis constant for Mg?* (Kysm)
and its true dissociation constant (Kjy,; see the point of convergence in Fig. 3, panel A).
The corresponding replots for intercepts and slopes of the double reciprocal plots in panel
A ire shown in panels C and D (Fig. 3), respectively. The converging lines are shown to
illustrate the replots dependence on [Mg?*].

At fixed-varied concentrations of Ca?. equation (2.36) can be arranged to take the
corresponding Michaelis-Menten form given by (2.40), where the 4°F K/ is given by (2.41)
and the APPVyax is given by (2.42). The predicted Ca®t inhibition pattern for this
condition is now competitive (3, panel B), the corresponding replot for the slope against
Ca** (not shown) is now dependent on [MgPPi*~].

APPVMAX m

(240) Vo = m

mpp
KMmpp + mpp (1 + ]?ILZ)

(2.41) APV ax = (Vy)

(2.42) APP <VMAX> _ ( Vi ) ( mpp > 1
’ o 2
Bar o Nt ) \Eim Kty +mpp )\ 1+ 28+ 2 + g2

For this case, the patterns would be competitive as the intercept of the double reciprocal
plots is independent of [Ca?*] (c), while the slope is linearly dependent on this concen-
tration. Worth noting is the predicted pattern of the replot for the slope against [Ca?*],
where both its ordinate intercept and its slope are inversely proportional to [MgPPi?~].
This pattern is expected to give a set of convergent lines crossing at the point —Kj.. In
other words, regardless of the [M gP Pi?~] employed, the replot should allow the calculation
of the true Cla®t dissociation constant.
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C
A ME* Jreq [Ca**] -

vt \ Vi)
1 K.Mm
ATV e
Ka PP
S [Mg-PPi*1—

B Mg PPl [Ca¥l~ D

(Va)-1T / //" 7 \

A /‘/4
-

[Me"T'—

FiGure 3. Lineweaver-Burk plots for the pyrophosphate hydroly-
sis by Mg?*-dependent inorganic pyrophosphatases from plants,
as predicted by the scheme in figure 1. (A) is the resulting pattern
of inhibition by Ca?* with [Mg PPi?~] as substrate and fixed [Mg?T]. (B)
is the resulting pattern of inhibition by Ca?* with variable [Mg?T] as es-
sential activator and fixed [Mg PPi*~], as substrate. (C) is the replot of
the ordinate intercepts against [Ca?t] from two patterns as the one shown
in (A), but performed a two fixed [Mg?*]. (D) is the replot of the slopes
against [Ca®*] from two patterns as the one shown in (A), but performed
a two fixed [Mg%*].

3. BINDING OF Mg - PPi PROMOTES CATALYSIS AND free Mg>*t IS REQUIRED FOR
PRODUCT RELEASE ONLY - free Ca?t BINDS IN A COMPETITIVE FASHION WITH
free Mg*" TO PREVENT PRODUCT RELEASE

The previous mechanism was consistent with the data published in a previous paper, as
already mentioned [2], but it does present differences with the one published for the yeast
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enzyme [3]. Mainly, in the yeast enzyme the binding of the substrate has been proposed to
occur as the [Mgs - PPi?~] complex, with two Mg?** atoms tightly bound to the enzyme
which seem to stay bound along the catalytic cycle [3]. In the plant enzyme there is no
data regarding the presence of Mg?T atoms bound to the enzyme along the catalytic cycle,
and the kinetic behavior may not offer information on this issue, however, there seem to
be a compulsory ordered binding of M¢?>* and the Mg - PPi%>~ [2], but the published data
does not indicate the exact order of binding.

The present scheme considers therefore the possibility of the ordered binding be due to
a requirement for Mg¢>*t during the product release steps. Such scheme assumes binding
of MgPPi to the enzyme followed by hydrolysis of the PPi, and then the binding of
M ¢?* is needed to promote conformational changes and the complexation of phosphate
facilitating the release of products, which are assumed to be released as [Mg- Pi~]. In such
mechanism, Ca?t would be expected to bind to the enzyme product complex and block
product release. This scheme may be counterintuitive, since the Ca?t bound to the enzyme
would prevent the dissociation of Ca - Pi~, and such thing would require the stability of
the E - Ca PPi complex to exceed by orders of magnitude the one from the E - Mg PPi
complex. Nevertheless, learning the theoretical properties of such mechanism may become
useful later on.

There are alternative possibilities to this mechanism, because the binding of M¢?* is
here assumed to occur immediately after hydrolysis and befor the releaso of any product,
but it is possible to have the release of a first product before the binding the essential
cation and the release of the second phosphate. Ca®* inhibition could also be due to the
competitive binding of Ca - PPi?>~ to the enzyme blocking the binding of substrate and
the catalytic step.

3.1. Basic scheme and its corresponding set of differential equations. The basic
scheme for this first case is shown in figure 4.

Before the derivation of the basic set of differential equations, we define the abbreviations
in 3.1, 3.2 and 3.3.

(3.1) E = [freeE] Eypp=[E-MgPPi] EV,=[E-MgPi)
(3.2) EME=|[E-(MgPi);] FEyp=I[E-MgPi] ES =[E-Ca- Mg Pis)
(3.3)  mpp=[MgPPi] mp = [Mg Pi] m = [Mg*T] ¢=[Ca®"]

Then, we present the equations for the product formation rate (Eq. 3.4), the mass
balance (Eq. (3.5)) and the disappearance of enzyme species (Eq. (3.6) to Eq. (3.11) ).

d[PPi]
dt
(3.5) Er=E+ Eypp+ Ebp+ EYE + Eyp + ESE

(3.4) Vo = —

= kcar Evpp
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Mgz  (Mg-Pi)’  (Mg-Pi)

E-(Mg-Pi), E-Mg-Pi

Ca-E-Mg-(Pi),

Ca?

FiGURE 4. Kinetic scheme for the pyrophosphate hydrolysis by
M g**-dependent inorganic pyrophosphatases from plants. In this
mechanism Mg PPi?>~ binds first and catalysis takes place. Mg?**t is re-
quired for product release and Ca?t would replace it and form a dead-end
complex. The numbering of the rate constants was chosen to coincide with
the previously analyzed versions.

dFE
(3.6) —WzkgmppE—k4EMpp—k7EMP+k‘8Emp
dE
(3.7) — —d]viiz (kcar + ka) Exipp — ksmpp E
dEjp N P MP _ 5 2CP
(38) — dt :(klm—i-le)EMp—kgEMP—kgEMp—kCATE]wpp
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dEMP

(3.9) — df‘t” = (ko 4 ks) ENE — kym EY o — ke mp Eyp
dE

(3.10) — d]\t/[P = (kiﬁ mp + k‘7) Eyp — ks E%}; —ksmpFE
dECP . .

(3.11) - dﬂt” =k ESE — ki cED b

3.2. System solution under steady state conditions. Under steady state conditions,
the concentration of enzyme species listed in 3.1 and 3.2 should remain constant, and the
respective disappearance rates become negligible.

Then equation (3.5), and equations (3.7) to (3.11) form a fully determined system of
algebraic equations (3.6 is not independent, as in can be obtained from (3.5) and (3.7) to
(3.11) ). The determinant is non-zero because all rate constants are real and positive, and
the concentrations are zero of higher. The system can be solved for all enzyme forms and
the solution for ES can be substituted in (3.4) to obtain the final rate equation (Eq.
(3.12)).

(3.12) vp = kear Empp = ki1 k2 ks ks ky koar m mpp Ep/(
(ks kcar (ko (ko (kg mp + kv) + ks k7) + kg ko m (ks mp + k7 + ks)
+ cky ko (ks mp + ko) + ckp ks k) + kg ko kg ks kym) mpp
+ koar (ki ko m (kg ks mp? + ks ks mp + ks k) + ko ko ke ks mp® + ¢k ko kg ks mp?)
+ ky (kg ko m (kg ks mp? + ks ks mp + ks ky) + ko ka kg ks mp® + cky ks kg ks mp?))
The solution for this system was generated by the MAXIMA software, using the solve

command. Equation 3.12 can be expanded and terms in mpp and m can be collected to
give a more orthodox form (Eq. 3.13).

(3.13) vy = ki kg ks ks ky koar m mpp Ep/
(ks k2 k3 ks koar mp + ckyp ke ks kg kear mp + ko ks ks k7 kcar
+ cky ks ks ky koar + ks ks ks ky kear + cky ko ks ky kear) mpp
+m (kg kg kg ks koar mp + ki ko kg ky koar + k1 ko ks ks koar + ki ks kg ks ky) mpp
+m (kg kg kg ks koar mp? + ki ks ky ke ks mp® + kg ko ks kg koar mp + ky ko ky ks kg mp
+ kg kg ks ky kear + ki ko ky ks k) + ko ka kg ks kear mp® + cky ks kg ks kcar mp?
+ ko ko ky ks ks mp? + cky ko ky ke ks mp?)
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3.3. Considerations based on the analysis of the resulting steady state rate
equation. From there, inferences on the role of the substrate (mpp) and the free metal
(m) can be made by inspection.

The last equation (3.13) migth explain our experimental data because in the absence
of product Mg Pi there would be no competitive component against Mg PPi. But in the
absence of products there seem to be no independent term in the denominator; thus, it is
convenient to write this rate equation in an orthodox form. First some terms are collected
and a few simplifications lead to equation 3.14.

(3.14)

~
vg = ky ks ks kv kcar m mpp ET/(kg koar (kv (ks + ko) + k2 ke mp) (1+ kfu] c) mpp
2
+ k1 ks (k7 kear + ks kcar + ks kz + kg koar mp) m mpp
+ k; (kCAT + k4) (k5 kv + ks ks mp + kg kg mp2) m

v

k
+ kg kg ks (koar + k) (1+ /?1 c)mp?)
2

A few definitions (Eq. 3.15 to 3.19) help to make up the previous equation (3.14), thus
giving (3.20).

v

k
(3.15)  Numy = kg ks ks k7 kear K. = s
1
1 1 1
(3.16) Ca = kskcar kv (ks + k)  Cap =k; ks ks kv kcar ( +— + )
ks kv kear
(3.17)  Capp = k1 ks ke kcar Cap = kz ks ks kcar
(3.18) Cg = ki ks ky (kcar +k;)  Cpg = ko ke ks (kcar + ky)
(3.19) Cpq = ki ks ks (kcar + k;)  Cspg = ki1 ke ks (kcar + k;)
Numy Cpg Csprg Crg OB < c ) 9
3.20) vy = Ermm 1+—— | m
(3:20) v Cap | pp/(CBPQ CBg (O Cap K. b

o (e Gz m) (1 5)
+— |\1+—m 1+ m
Can Ca b Ky PP

Cs < Cro Crg Cro 2> ( Capp Cap Ca )
+— 14+ —=mp+ —=m m-+ {1+ m mm
Can Cg P Cpg (B b Cap Car Can P Pp)

Next, from (3.20) and its associated definitions (Eq. 3.15 to 3.19), in addition to Ky,
the orthodox kinetic constants can be defined as shown in definitions (3.21) to (3.24).
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Vi Numl ( 11 1 )1 Cp Ky

3.21 — = = =4+ -4 - K, — B _ M
B2 B T Cas ks | ky | koar 197 Cpg ks

Ca (ko + k5) Vi Cg (kcar + k‘4) Vi
(8:22) - Ko = G = ks Br Mmep = Cup — kskcar Er

CPQ CAP kg CBQ k5
3.23 Krm = = = = Ky, = = —
(3:23) ! Cepg Casp ki fp Cppg ks

kr (k k

(324)  Kup — Ca _ Ky (ks + ko)

Cap ko ke
Substitution of (3.21) to (3.24) into (3.20) gives the rate equation for the system depicted
in figure 4 i.e. equation 3.25.

2
m
(3.25) vy =V mmpp/(KmK rmpp (1 + ) P

mp c
+ Ky <1+ ><1+ >mpp
KMp KIC
mp mp

mp
+ Kym <1—|— + >m+<1+KmKMm > mm
pp KIq K[p Klq I pp KMp pp )

3.4. Analysis of the steady state rate equation and considerations. Now it be-
comes clear the unusual form of this equation (3.14). In the absence of products the is no
constant term in the denominator, and initial velocity saturation isoterms vs. [Mg PPi*~],
as variable substrate and [Mg¢?*] as fixed-varied ligand would be parallel. The data pub-
lished by Navarro de la Sancha et al. [2] would not be consistent with this system.

If (3.14) is written in the MM form with [M g PPi%~] as variable substrate (cfr. 2.37), the
corresponding A”P Vs 4x would be given by (3.26), and the apparent specificity constant
would be (3.27).

Vem
(3.26) APPVMAX — — - f —
KMm (1 + KMp) (1 + K7k> +m (1 + KImKMmpp m)
(3.27)
APP (VMAX> _ Vim
K0S K Kty (14 36:) s+ m Kty (1 32 (14 22))

In this last set of equations, in the absence of products, the specificity constant reduces
to Vi/Knmmpp i.e. the true specificity constant for Mg - PPi?~, while the apparent Vi ax
would show a hyperbolic response to [Mg?*], with an asymptote at V.

When [Mg?*] becomes variable and [Mg - PPi?>~] becomes fixed-varied (cfr. 2.40),
APPY rax and the AP (Viyax /K yr) would be given by (3.28) and (3.29).
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(3.28)
APPy; _ Vi mpp
MAX = p mp mp
Kty (14 72 (14 22)) + mpp Kntn (14 KKty 722 )
(3.29) AFPP (VMAX> - Vi mpp
Kot ) K Ky (14 2 ) 220 +mow (14 2) (1+ 25

In this second case, in the absence of products and saturating [M g- P Pi%~], the specificity
constant reduces to Vy/Kym, i.e. the true specificity constant for M g**, while the apparent
Virax approaches Vi Kyrm /K pmpp-

4. ORDERED BINDING OF free Mg*t AND MgPPi PROMOTES CATALYSIS - free Ca’t
FORMS A DEAD END COMPLEX DURING PRODUCT RELEASE

As the paper published in 2007 [2], this scheme assumes the ordered binding of M ¢** and
M gPPi to the enzyme followed by hydrolysis of the PPi. Then the products are released
as [Mg - Pi~], but as in the mechanism shown before (see section 3), in this mechanism
Ca?* binding to the enzyme product complex blocks product release. As before, the
scheme may be counterintuitive, since Ca?* binding should result in a very stable stable
E - Ca- Mg PPi complex and the structural properties known to these enzymes do not
predict such behavior. Again, the theoretical properties of such mechanism may become
useful later on.

Alternative schemes may be envisaged where the E - Ca - Mg PPi complex is not so
stable and Mg - Pi~ or Ca - Pi~ can dissociate slowly, leading to a slow catalytic branch.
Such mechanism would result in partial inhibition. However, partial inhibition by Ca?*
has not been reported in these family of hydrolases.

4.1. Basic scheme and its corresponding set of differential equations. The
scheme for this new case is depicted in figure 5

Before the derivation of the basic set of differential equations, we should redefine conve-
nient abbreviations, shown in 4.1 , 4.2 and 4.2.

(4.1) E = [free E] Ey = [E My EY o, = [E Mgy PPi]
(4.2)  EYE =[E(MgPi)) FEyp=[EMgPi E$;p = [Ca E Mg Pi]
(4.3) mpp = [Mg PPi] mp = [Mg Pi] m=[Mg**] ¢=[Ca*"]

Then, we present the equations for the product formation rate (Eq. 4.4), the mass
balance (Eq. 4.5) and the disappearance of enzyme species (Eq. 4.6 to Eq. 4.11 ). Again,
under steady state conditions, the system becomes algebraic. Its solution is presented in
section 4.2.
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d[PPi]

(4.4) =T = kearEipp
(4.5) Er=E+Ey+ EMpp + EYE + Eyp + ESp

Mgz (Mg-PPi}>  (Mg:-Pi)°
A k; 1 ks
klk K]k k| k.
\ J Kear E
E  EMg EME&PP Engpi
E-(Mg-Pi),
A CaE-Mg-PPi
KK
Ca*

Ficure 5. Kinetic scheme for the pyrophosphate hydrolysis by
M g*T-dependent inorganic pyrophosphatases from plants. In this
case, Mg*t binds before Mg PPi?>~ and then catalysis can occur. Ca?*t
bind after the first step of product release forming a dead-end complex.
The numbering of the rate constants was chosen to coincide with previously
analyzed schemes.
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(4.6) —a;—f = (kim+ksmp) E — ky Epr — k7 Eyp
(4.7) f% = (k2 + ky mpp) Ear — ki m E — ks Ejfpp
(4.8) —% = (kcar + ka) Extpp — k3 mpp Ear
dEMP
(4.9) - dft‘”’ = ks EVVE — koar EMpp — ke mp Exp
(4.10) —dEdAfP = (kgmp + kr + k1 ¢) Exp — ks EME — ksmp E — ky ES,p
(4.11) —dEd%P:EZEA%P—ElcEMP

4.2.  System solution under steady state conditions. Again, under steady state
conditions, enzyme species listed in 4.1, 4.2 and 4.3 reach a constant concentration, and
their rate of change approaches zero.

Equations 4.5, and 4.6 to 4.10 form a fully determined system of algebraic equations,
while equation 3.6 is not independent, as in can be obtained from 4.5 and 4.6 to 4.10. The
determinant is non-zero since all rate constants are real and positive, and the concentrations
are zero of higher. The system can be solved for all enzyme forms and the solution for Eﬂj\g g
can be substituted in 4.4 to obtain the final rate equation (Eq. 4.12). This last solution
was also generated using the solve command in MAXIMA, follwed by expansion of the
denominator and collecting of the terms in mpp (substrate) and m (essential activator).

(4.12) wvo = koar mEmpp = (k; kug kg ks kv kcar mmpp Er)/(
ko ks ke ks koar mp? mpp + ky kg ks kg kear mmp mpp + kg ks ks ks kear mp mpp
+ k1 ks ks ks kcar mp mpp ¢ + ki kg ks ky kcar mmpp + kg ka ks ks kcar m mpp
+ ky ky ks ks koar mmpp ¢ + ky kg ks ks ky m mpp + kg ks ks ky kcar mpp
+ ko kg kg ks kcar mp? + ke ko ky kg ks mp® + kg ks ks ks kcar mp
+ cky ko ks ks koar mp + ko ks ky ks ks mp + ¢ kq ko ky ks kg mp
+ ki ko ks ky kear m+ ky ko ky ks ky m
+ ko ko ks ky koar + ks k2 ky ks k)

The terms in the denominator of this equation (4.12) can be grouped as before, collecting
those containg the substrate ([MgPPi] = mpp) and the essential activator (Mg*t =
m)concentrations. The resulting expression (4.13) can now be simplified and the coefficients
of different terms can be identified.
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(4.13) vy = kear mEmpp = (ki ka ks ks kv kear m mpp Er)/(
+ kg ko ks ky (koar + ky) + ke kg ks ks (kear + ky) mp + kp ke ks ks (koar + k) mp ¢
+ ko kg kg ks (koar + ky) mp? + ky ko ks ky (kcar + k) m + kg ks ks ky koar mpp
+ k2 ks ks ks koar mp mpp + ky kg ks ks koar mp mpp ¢ + k2 ks ks ks koar mp® mpp
+ ki ke kg (k7 koar + ks kear + ks kr) m mpp
+ ki ke kg ko kear mp mmpp + kq ki ks ks kear mmpp c)
Deffinitions in (4.14) to (4.20) can be used to write equation (4.13) in a compact form,
division of all terms in the righthand side on both numerator and denominator by Cap

(4.20), followed by term collection and appropriate substitutions give us (4.21) from which
the definition of classic kinetic constants is straightforward.

(4.14) Ny = ky ko ks ks kv koar Co = kg kz ks ky (koar + k)
(4.15) Cp = kg kg ks ks (kcar + k) Cpr = ki ko ks ks (kcar + ky)
(4.16) Cpo = ks ka kg ks (kcar + k;) Ca = ky ko ks ky (koar + k)
(4.17) Cp = kg kg ks ky kcar Cpg = ks kg ks ks kcar

(4.18) Cpor = k1 ks ks ks kcar Copg = k2 k3 ks ks koar

(4.19) Capr = ki1 k1 ks ks kcar Capp = ki kg ks kg kear

(4.20) Cap = ki1 kg ks (kcar k7 + kear ks + ks k)

N
(4.21) wvo = kcar mEmpp = (C—1 Er m mpp)/(
AB

Co Ca Cp Cpr Crq Ca Cs
=0 =4 q 4 =2 14 221 R A B
+ Cr Onn (1+ o mp (1 + Co c+ o mp)) + g m + Cin mpp

Csg OB CBor CBPQ CaBr CaBp
+ ————mpm 1+ c+ c+ m
Cs Cap pmpp ( CBg CBo CaB Can P)

mp) + m mpp (1 +

Using the coefficient ratios in the above equation (4.21), definitions for all kinetic con-
stants are defined in (Eq. 4.22 to 4.26).

november 2012 page 20 Plant enzymes



Kinetic mechanism

Pyrophosphatases

R. Rodriguez Sotres

—1

(422 g; B é\jB N (k15 " klv " kcim) Kaim = chg - E‘T/fkl
(4.24) Kpp = (i; — CinQQ - zz Kiq = g}i - g;; - ZZ
(4.25) KicKirp = gﬁ = (va) <E¥fk7> K. = ngf = %ig = Zf
(4.26) Ky Kipp = c(:},ja = (Z;) ( ngm)

Finally, after the appropriate substitutions, an orthodox rate equation (4.27) is obtained
for the mechanism in figure 5.

(4.27) v = (Vs mmpp)/(

mp c mp

+ Km Ky 1+ — 1+ —

m mpp ( KIq ( K]C KIP

Mm c mp c mp
mp mpp (1 + + = +
Kiq ( K. Krpp Kic K, Kip Kllp))

In the next section we derive some basic predictions for this system, only the kinetic

behavior in the absence of products is to be considered here.

+ )) + K nrmpp M + K ppm mpp

+

)+ mmpp (1 +

4.3. Initial velocity patterns and Ca?T inhibition in the absence of Mg Pi~. This
mechanism should explain the Ca?t uncompetitive inhibition pattern against variable
Mg PPi?>, only as long as the product is absent, but would not support the apparent
uncompetitive inhibition response to Ca?* against variable Mg?*.

5. ORDERED BINDING OF Mg - PPi>~ FOLLOWED BY free Mg*" PROMOTES
CATALYSIS. Free Ca?T FORMS A DEAD-END COMPLEX IN COMPETITION WITH
free Mg*t

This case is analogous to the one presented in section 4 . However, in this section, the
binding order of substrates is reversed, while the addition of Ca®* is still competitive with
M g**, meaning, it has to bind to an enzyme.Mg PPi*>~ complex.

Given the known structure to this family of enzymes, this new scheme is intuitive, be-
cause the catalytic nucleofile is a water molecule exquisitely placed in between two M g?T
atoms which make contacts with the PPi with a geometry distinct to that of the Mgy PPi0
complex found inside inorganic crystals. It is therefore the order of binding may be nec-
essary for the assembly of the complex with productive geometry. In such scheme, the
replacement of Mg?*t by Ca?T would lead to a distorted geometry, because Ca?t and
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M g?*t complexes are known to have important differences in geometrical and electronic
features.

5.1. Basic scheme and its corresponding set of differential equations. The
scheme representing the order of kinetic steps in this mechanism is shown in figure 6.

Mg** (Mg-Pi)*  (Mg-Pi)°

Mg-PPiy-
(Mg-PPI) k| k| &, k |k,
K| ke Kear
E-Mg, PPi E-Mg-Pi
E-(Mg-Pi),

E E-Mg-PPi E
A CaE-Mg-PPi

k| K

1 2

Ca*

FiGUurRE 6. Kinetic scheme for the pyrophosphate hydrolysis by
M ¢*>t-dependent inorganic pyrophosphatases from plants. In this
scheme Mg PPi*>~ binds first, and Ca?t bind competitively with Mg¢?T to
the resulting E - Mg PPi complex. The numbering of the rate constants
was chosen to coincide with previously analyzed versions.

Again, some definitions are given to simplify equation writing. These are presented in
equation’s sets 5.1, 5.2 and 5.3.
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(5.1) E = [free E] Eypp = [EMgPPi?~] EMop=[E Mgy PP
(5.2) EVYE =[FE(MgPi)] Euyp=][E Mg Pi E$pp = [Ca®t E Mg PPi*]
(5.3)  mpp = [Mg PPi*7] mp = [Mg Pi°] m = [Mg**] ¢=[Ca*"]

Then, we present the equations for the product formation rate (Eq. 5.4), the mass
balance (Eq. 5.5) and the disappearance of enzyme species (Eq. 5.6 to Eq. 5.11 ). Again,
under steady state conditions, the system becomes algebraic. Its solution is presented in
section 95.2.

d|PPi
(5.5) Er = E+ Eypp + EMpp + ESpp + EME + Exp
dFE
(5.6) —H = (kgmpp+k8mp)E—k4EMpp—k7EMp
dFE o o
(5.7) —$ = (ks +kim+ k1 ¢) Expp — ksmppE — kg EMpp — ko ES pp
dEjipp M
(5.8) = (kcar + k2) Exipp — k1 m Eyxpp
_dE%£ _ MP M
dFE
(5.10) — d]:[P = (k:7 + kg mp) Eyp — ks E%; —ksmpFE
dES ’ .

5.2. System solution under steady state conditions. Again, under steady state
conditions, enzyme species contained in 5.2 reach a constant concentration, and their rate
of change approaches zero.

Equations 4.5, and 5.7 to 5.11 form a fully determined system of algebraic equations,
while equation 5.6 is not independent, as in can be obtained from 4.5 and 5.7 to 5.11. The
determinant is non-zero since all rate constants are real and positive, and the concentrations
are zero of higher. The system can be solved for all enzyme forms and the solution for E% g
can be substituted in 5.4 to obtain the final rate equation (Eq. 5.12). This last solution
was also generated using the solve command in MAXIMA, follwed by expansion of the
denominator and collecting of the terms in mpp (substrate) and m (essential activator).
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(5.12) wo = kcar mEmpp = (ky ks ks ks k7 kcar m mpp Er) /(
k1 ks k3 kg kear mmp mpp + ki kg kg ky koar mmpp + ki ks kg ks kear m mpp
+ ki ko ks ks kymmpp + ke ks ks ky kcar mpp + ckg ks ks ky kear mpp
+ ko kg kg k5 ky mpp + ¢ k1 ke kg ks ky mpp + kg ks ko ks koar m mp®
+ ko ky ko ks koar mp® + ka kg ky kg ks mp® + ki ko ks ks kear m mp
+ ko ky ks ks koar mp + ks ko ky ks ks mp + ky k2 ks ky koar m
+ kg ky ks by koar + ke ko by ks kr)
After term collection, we have the orthodox fvorm (Eq. 5.13), which can be simplified
dividing numerator and denominator terms by kg using definitions (5.14, 5.15, 5.16, 5.17)
and (5.18) to give equation (5.20).
(5.13) wo = (ky kz ks ks ky kcar m mpp Er)/(
+ky ko kg ko koar mpm mpp+ (kg kz ks ky koar + ki ke kg ks koar + ki ke kg ks ky) m mpp
+ (kg ks ks k7 kear + ke k2 ks ks ky) mpp
+ (ki ks ks ky koar + ki ks ks ks ky) ¢ mpp
+ ki kg kg ks koar m mp® + ki ko ks ks koar mmp + ki kg ks ky koar m
+ (ko ky kg ks koar + ko ko ky kg ks) mp? + (ko ky ks ks koar + ks ks ky ks ks) mp
+ ko ky ks ky koar + ke ke ky ks ky)

(5.14) CaB = kiks (kvkcar + kskcar + ksky)  Capp = kikskskcar

=
(5.15) Ca = ksksky (ko + koar) Car = ksksky (k2 + koar) kTJ

2

(5.16) Crpq = kikskskcar Crq = kikskskcar
(5.17) Cg = kikskrkoar CPQ = k4 keks (/fg + kOAT)
(5.18) CQ = k4 kgkg(kg + kCAT) Co = k4 k5/€7<k2 + kCAT)
(5.19) Num1 = k] ]€3 k5 k7kC'AT ( - .= .—)

(5.20) wvo = (Numy Er mmpp)/(Casp mpm mpp + Cap m mpp + Ca mpp
+ Car c mpp + Cpq m mp* + Cq m mp + Cgm + Cpg mp® + Cq mp + Cp)
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This last equation (5.20) is now divided by Cap and then, with the introduction of a
few unitary ratios where convenient (5.21), kinetic constants can be defined in terms of
coefficient ratios as shown in definitions (5.22, 5.23, 5.24, 5.25, 5.26) and (5.27).

(5.21)
v = (Ag/gl ETmmpp)/(%jj: mp mmpp + m mpp + CCAABmpp+ g‘j‘; CC; ¢ mpp
ngQ Ccimmp2+cgifcgimmp+cgm

I el e eay ot it

N

(5.24) Kirp = %BBP 1+ k;gfzf/km ngjp B gi - Zi Zi

Kipp Kim - Cpg Cq C C k

(5.25) II(IEPKJ(Z - CF(;Q Ci(j szB Krp = CPQQ /?Z

(5.26) Kip Krq = Cg}]; = ZZ Z Kiq= c(:];z = Z
V Num

(5.27) E—’; = CABl

Then, after substituting back ligand definitions (5.3), the final rate equation is obtained
(5.28), which in a classic form becomes (5.29)

mpmm Kym
(5.28) wo=(Vrm mpp)/(u + m mpp + Ky mmpp + Mm . mpp
Kirp Kr.
Krmpp 2 Karmpp
+ ——mmp“+ ————mmp + Ky m
KIqKIp p KIq p mpp
KImpp KMm 2 KlmppKMm
———mp "+ ———— mp+ KymppKyvm
Klp K[q KIq Pp )
m mpp KI mpp MNP KI mpp mp2
5.29) vg=(Vf —— 1+
( ) 0 ( ! KMm KMmpp)/( KMmpp KIq KMmpp Kfp Klq
2
m mp mp mpp c m mpp mp
- 1+ — + + 1+ + 1+
KMm( Klq KIpKIq) KMmpp( KIC) KMm KMmpp( K]Ip))
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In the absence of products and after back-substitution of ligand definitions (1.5, 1.6, 1.7
and 1.8), equation (5.29) becomes (5.30).

[Mg**] [Mg PPi~]
Vf KMm K]Mmpp
[Mg**] | [MgPPie] (4 [Ca®]) | [Mg**] [MgPPi?7]
K]Mm K]mep KIC KMm K]VImpp

(5.30) vy =

1+

5.3. Initial velocity patterns and Ca?* inhibition in the absence of Mg Pi~. Now,
as before, equation (5.29) can be arranged into the classic MM form with Mg - PPi?>~ as
variable substrate, constant Mgt and fixed-varied Ca?* (see Eq. 2.37). The the apparent
maximum velocity and the apparent specificity constants would be given, respectively, by
(5.31) and (5.32).

m
(5.31) APPVMAX = (Vf) - -
KMm (1+ KIc) +m (1+ KIIp)
. = Kro
KM KMmpp KMm <1+ﬁFImp>+m(l+FImp)

mp mp
5.33 Frowm=— {1+ )
( ) foe Kiq ( Kip

In this case, the double reciprocal patterns would be parallel (uncompetitive), and the
apparent Vis4x would be linearly dependent of [Ca?*] and would shown and hyperbolic
dependence on [Mg?*]. Figure 7 shows the shape of the expected double reciprocal plots
( panel A) and the corresponding replots (panel B) from two experiments, at two fixed
levels of [M g?*] (panel B). Panel C on the same figure (7) shows the expected replot of the
slopes from a series of experiments at fixed varied [Mg?*], the slope would not be affected
by the presence of [Ca®*].

Equation (5.29) can also be arranged into the MM form with variable [M ¢**] and fixed-
varied [M g PPi*~], with Ca?" as inhibitor (see Eq. 2.40). The resulting equation has an
APPY ax and APP(V/K) given by equations (5.34) and (5.36), respectively.

m
(5.34) APPY ax = (V) bp —
KMmpp (1 + FImp) + mpp (1 + Kpr)
mp mp
5.35 F =— |14+ —
( ) fo Klq < " KIp)

(5.36)  APP (VMAX> - ( Vs ) mpp

These last equations (5.34 and 5.36) predict a clear competitive pattern of inhibition
by [Ca?*] against [Mg?*]. This pattern may appear equivalent to the one presented in
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B
(APP VMAX)-1 T

A Mg, [Ca*]
(vpr't

=100
S

[Mg”]"'—

FiGURE 7. Lineweaver-Burk plots for the pyrophosphate hydroly-
sis by Mg?*-dependent inorganic pyrophosphatases from plants,
as predicted by the scheme in figure 6. (A) is the resulting inhibi-
tion pattern with [Mg PPi?~] as substrate and [Ca?"] is fixed-varied at a
constant [Mg?T]. (B) is the replot of the ordinate intercept form two plots
as in (A) but performed at different level of fixed [Mg?*]. (C) The replot
of the slope from a series of experiments as in (A) performed at different
level of fixed [Mg**].

section 2, for the same experimental conditions, however, the pattern against [Mg PPi%~]
presented in figure 7 presents clear differences, which can be indicative of the sequence of
addition of Mg** and Mg PPi?>~ to the enzyme. PIn other words, is the [Ca?*] inhibition
against [M g?T] is competitive, and given a ordered addition of Mg+ and Mg PPi*~, sup-
ported by the initial velocity patters, a non-competive inhibition pattern of Ca®* against
Mg PPi*> is expected if Mg*t binds first and an uncompetitive pattern is predicted if
M g PPi?>~ binds first.
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A [I\Z[g2+]’r_md [Ca2+] -K ,o(l +KT‘;;JE) A Mm
(vo)-1T </
C

__ PV,

[Mg*T'— o7,

[Ca']—>

FiGURE 8. Lineweaver-Burk plots for the pyrophosphate hydroly-
sis by Mg?*-dependent inorganic pyrophosphatases from plants,
as predicted by the scheme in figure 6. (A) is the resulting inhi-
bition pattern with [Mg?*] as variable activator and [Ca?"] is fixed-varied
inhibitor, at a constant [Mg PPi?~]. (B) is the replot of the slope form two
plots as in (A) but performed at different level of fixed [Mg PPi*~]. (C)
The replot of the intercepts to the ordinate from a series of experiments as
in (A) performed at different level of fixed [Mg PPi?].

The replot of the Lineweaver-Burk slopes against [Ca?*] would be linear, but the line is
predicted to show an hyperbolic dependence of the [M g?*] employed for the experiment.
At high [M g**] the inhibition by [Ca?*] becomes negligible. The corresponding plots and
replots are shown in figure 8. The replots in (C) for figure 7 and (B) for figure 8 are the
replots from the initial velocity patterns, as these two replots are independent of [Ca?*], as
indicated in these figure panels, the true kinetic parameters for the enzyme can be obtained
from them.
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