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Resumen

Boyer fue el primero en describir el efecto activador del potasio en la actividad catalitica de
la piruvato cinasa (PK) (11). Por mucho tiempo se pens6 que la dependencia de K* era una
caracteristica comun a todas las piruvato cinasas. Sin embargo, conforme se caracterizaron
mas enzimas, se observo que algunas presentaban actividad independiente de potasio. Para
entender este comportamiento, Laughlin y Reed exploraron las bases moleculares y
encontraron que el Glul17 de la enzima dependiente de potasio era reemplazado por Lys en
las enzimas independientes de potasio. Los autores propusieron que este comportamiento
independiente de potasio, se debe a la carga positiva de la Lys, que sustituye a la carga
positiva del cation, como se comprobd en la mutante E117K. A partir de un estudio
filogenético de la piruvato cinasa se encontré que los Eukarya tienen Glu en la posicion
117 (numeracion correspondiente a la enzima de musculo de conejo), mientras que las
Bacteria tienen Glu o Lys y las Archaea pueden presentar otros residuos (41). Un dato
interesante fue que dos piruvato cinasas de Archaeas presentan actividad independiente de
K", a pesar de poseer serina en la posicion 117, un residuo sin carga positiva. El objetivo
del presente trabajo fue explicar la actividad independiente de K* de las piruvato cinasas de
Crenarchaeota, que presentan un residuo sin carga en la posicion 117, empleando como
modelo de estudio la PK de Thermofilum pendens. La actividad de la enzima fue
independiente de K*; el mecanismo cinético fue al azar en equilibrio rapido, igual al de la
enzima de musculo en presencia de K o al de la mutante E117K en ausencia de K*. Por lo
tanto, el orden de union de los sustratos a la enzima de 7. pendens es independiente de la
presencia de una carga interna positiva. Los estudios de estabilidad térmica de esta enzima

mostraron dos transiciones calorimétricas, una atribuida a los dominios A y C (Tm




=99.2°C) y la otra asociada al domino B (Tm=105.2 °C). En contraste, la enzima de
musculo de conejo presentd una sola transicion calorimétrica (Tm= 65.2 °C). Los datos de
la dindmica molecular mostraron que el dominio B de la enzima hipertermofilica es mas
estable que el resto de la proteina, con una conformacion que prepara a la enzima para la
catalisis. Se determinaron las interacciones del dominio B de la piruvato cinasa de
Pyrobaculum aerophilum y del modelo de T. pendens y se compararon con las de la enzima
de musculo de conejo. Los resultados muestran que las interacciones intra e inter dominio
de las enzimas de Crenarchaeota contribuyen en la alta estabilidad del dominio B,
principalmente las interacciones Pi-Pi presentes en el nticleo hidrofobico. De este modo, el
arreglo estructural de la piruvato cinasa de 7. pendens permite la catélisis independiente de

la presencia de una carga positiva.




Abstract

An absolute requirement for K* was first described in rabbit muscle pyruvate kinase
(RMPK) by Boyer (11). For a long time, it was thought that K™ dependence was a common
feature for all PK. However, as more enzymes were characterized, it was found that some
exhibit K*-independent activity. To understand this behavior, Laughlin y Reed (42)
explored the molecular basis and they found that Glu 117 present in the dependent enzyme,
was replaced by Lys in the K'-independent enzymes. The authors proposed that K*-
independent expression is because the positive internal charge by Lys replaces the cation
positive charge, as they found in the E117K mutant. From a phylogenetic study of pyruvate
kinase, Eukarya have Glu at the corresponding position 117, while Bacteria have either Glu
or Lys, and Archaea may posses other residues (41). Interesting is that, two pyruvate kinase
characterized so far form Archaea exhibit K*-independent activity, albeit having Serine at
position 117, a non-positive charge residue. The main goal of this study was to provide
information that helps to understand the K*-independent activity of Crenarchaeota pyruvate
kinases that posses a residue with non-positive charge at the 117 position, using the
pyruvate kinase from Thermofilum pendens as model of study. The enzyme activity was
K*-independent, the kinetic mechanism was random order with a rapid equilibrium, which
is equal to the mechanism of the rabbit muscle enzyme in the presence of K* or the mutant
E117K in the absence of K*. Thus, the substrate binding order of the 7. pendens enzyme
was independent despite lacking an internal positive charge. Thermal stability studies of
this enzyme showed two calorimetric transitions, one attributable to the A and C domains
(T of 99.2°C), and the other (7» of 105.2°C) associated to the B domain. In contrast,

rabbit muscle enzyme exhibits a single calorimetric transition (7, of 65.2°C). The




calorimetric and kinetic data indicate that the B domain of this hyperthermophilic enzyme
is more stable than the rest of the protein with a conformation that induces the catalytic
readiness of the enzyme. B domain interactions of pyruvate kinases from Pyrobaculum
aerophilum and from 7. pendens model were compared with those of rabbit muscle
enzyme. The results show that intra- and interdomain interactions of the Crenarchaeota
enzymes may account for their higher B domain stability, mainly by the Pi-Pi interactions
of the hydrophobic core. Thus the structural arrangement of the 7. pendens pyruvate kinase

could allow charge-independent catalysis.




Introduccion.

La piruvato cinasa.

La piruvato cinasa (ATP-piruvato 2-O-fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.40) cataliza la formacion
de piruvato y ATP a partir de fosfoenolpiruvato (PEP), Mg-ADP y un proton (Figura 1).
Esta reaccion se lleva a cabo en dos etapas; en la primera ocurre la transferencia reversible
del grupo fosfato del PEP al complejo Mg-ADP, dando como producto Mg-ATP y piruvato
en su forma enolica inestable (1); en la segunda etapa que es irreversible, el piruvato
enolico es estabilizado por un protén, llevandolo a su conformacion ceto estable (2). El
proton que estabiliza al piruvato es donado por un i6n hidronio (3). La reaccion se lleva a
cabo en presencia de dos equivalentes de un cation metélico divalente (Mg?*) (4-6) y un
cation monovalente (K*) (7-9). La piruvato cinasa de muasculo de conejo fue la primera
enzima en que se reportd un aumento significativo de su actividad cuando el K* estaba

presente (7).
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FIGURA 1. Reaccion catalizada por la piruvato cinasa




Esta fosforilacion a nivel de sustrato representa el Gltimo paso de cosecha energética de la
glucdlisis y como es una reaccion altamente exergonica es irreversible bajo condiciones
fisiologicas (10). Ademas de la sintesis de ATP, la piruvato cinasa también produce
piruvato, que es un intermediario importante para un numeroso grupo de procesos

metabdlicos.
Los cationes monovalentes en las enzimas.

Boyer fue el primero en describir el efecto activador del potasio en la actividad catalitica de
la piruvato cinasa (11). Pocas décadas después el numero de enzimas activadas por un
cation monovalente (M") aumento, incluyendo proteinas de plantas y animales (12, 13).
Estas enzimas presentan selectividad por algun tipo de M, como se ha observado en los
estudios cinéticos, el Na" o el K" son los preferidos. Por ejemplo, las cinasas y las
chaperonas moleculares prefieren K*, aunque pueden ser activadas por NH4" y Rb*, pero no
son activadas por cationes grandes como Cs* o pequefios como Na* y Li* (14). En cambio,
las enzimas que requieren Na“, como la B-galactosidasa y la proteasa de coagulacion, no
son activadas por Li" ni por cationes grandes como K*, Rb* o Cs* (14).

Para optimizar las funciones cataliticas, las enzimas activadas por M" evolucionaron segun
la abundancia de cationes presentes en su entorno. En el exterior de las células encontramos
Na" disponible y en el interior K*. Este hallazgo muestra que existe una correlacion fuerte
entre la preferencia por Na" o K* con la localizacion intracelular o extracelular de la enzima
(14).

Las enzimas activadas por M* presentan dos mecanismos: el M actua como cofactor o

como un activador alostérico. Se han podido establecer estos mecanismos a través de las




estructuras cristalograficas. En el primer caso, el M* se une al sustrato en el sitio activo,
generalmente acompafiado por algin cation divalente como Mg?*. En este mecanismo de
activacion, el M' es absolutamente necesario para la catalisis (14). En el segundo
mecanismo, el M" aumenta la actividad enzimadtica a través de cambios conformacionales
provocados por la union del M* en un sitio fuera del sitio activo y que no tiene contacto
directo con el sustrato; en este caso el M™ no es indispensable para la catalisis (14).

La piruvato cinasa pertenece al grupo de las enzimas que usa el M™ como cofactor, esta
acompafiada por dos cationes M*" y su presencia aumenta la actividad de la enzima 12500
veces (15).

El papel del K* en la actividad de la piruvato cinasa.

A pesar de que desde hace muchas décadas se conoce el aumento significativo de la
actividad de la piruvato cinasa en presencia de K*, no se han entendido sus mecanismos
moleculares en la enzima. De los datos cristalograficos se sabe que el K™y dos Mg>" se
localizan en el sitio activo. El potasio participa en la coordinacion del fosfato del PEP o del
fosfato y del ATP, uno de los Mg?" se coordina con los oxigenos de los carbonos uno y dos
del oxalato (que es un analogo del PEP y se emplea en los estudios cristalograficos), el
segundo Mg?* estd acomplejado con el ATP (16, 15). Los estudios cinéticos muestran que
el K* induce el arreglo geométrico correcto de los residuos del sitio activo, permitiendo la
unién del complejo Mg"ADP independientemente de la presencia de PEP, mientras que en
ausencia de K*, el Mg-ADP solo se une a la enzima después de la union del PEP (17).
Debido a que el sitio de union del Mg-ADP se forma después de que el dominio B ha
rotado sobre el dominio A, los datos sugieren que el K, el PEP o ambos contribuyen al
descenso del dominio B. (17). Otros estudios cinéticos muestran que la union del cation

divalente aumenta la afinidad por el monovalente. Los datos muestran que el M* y el M?*
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influyen mutuamente la afinidad del otro (18). Ademas se observo que la presencia de K* y
Mn?* la afinidad del PEP aumenta un orden de magnitud (19). A su vez, la distancia del
divalente y el monovalente, medidas por RMN, disminuyeron con la adicion de PEP,
provocando un cambio conformacional en el sitio activo de la enzima. (20, 21). En estudios
inmunoelectroforéticos también se observaron cambios estructurales de la enzima en
presencia de K* (22). A pesar de estos estudios, el papel del K* en la catalisis de la piruvato
cinasa no se ha entendido completamente y los mecanismos moleculares involucrados aun
no se conocen con exactitud. Ademas, no se ha obtenido la estructura cristalografica de una
piruvato cinasa dependiente de K* en ausencia del cation, que se pueda comparar con las

estructuras obtenidas en presencia del K*.

La actividad independiente de potasio en la piruvato cinasa de misculo de conejo.

Como se describi6é previamente, la piruvato cinasa de musculo de conejo fue la primera
enzima descrita que presenta un requerimiento absoluto por K* (11). La actividad de la
enzima en ausencia de K™ es de 0.02 umol / min x mg, mientras que con potasio se
increment6 hasta 250 pmol / min x mg. Se considera que es un activador esencial de la
enzima, activandola 12500 veces (23). A pesar de que el potasio es esencial para la
actividad de la piruvato cinasa, se ha observado que la enzima puede expresar actividad
independiente de potasio en medios no acuosos, como en micelas invertidas en 3.6% de
agua (23) y dimetilsufoxido al 40% (p/v) (24). En las micelas invertidas la enzima se activa
1650 veces con respecto a la enzima sin potasio en agua, (19.8 = 2.94 vs 0.012 £ 0.003
umol / min mg). Estos resultados sugieren que la poca agua en contacto con la enzima
modifica sus caracteristicas estructurales y su actividad, estabilizando al dominio B (tapa),

y permitiendo de esta manera expresar la actividad independiente de potasio (23). Con
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respecto al dimetilsufoxido al 40%, los resultados muestran que la enzima presenta
caracteristicas estructurales y cataliticas similares a los de la enzima activada con K, Mg?*

y fosfoenol piruvato en un medio con agua (24).

Mecanismo cinético de la piruvato cinasa.

La primera aproximacion al mecanismo cinético de la piruvato cinasa de musculo de conejo
fue realizada por el grupo de Boyer (25). Con base en la independencia en la union de
ambos sustratos (PEP y Mg-ADP), la inhibicién competitiva del ATP con respecto a ambos
sustratos y la concordancia entre los valores de Km obtenidos cinéticamente y los valores
de Kd obtenidos directamente por ultracentrifugacion, los autores concluyeron que la
enzima sigue un mecanismo secuencial al azar en equilibrio rapido. Mas adelante,
Plowman y Krall (26) encontraron que la dependencia de la Km del ADP con respecto al
pH se asemeja a la dependencia de la Kd en funcion del pH reportada por Mildvan y Cohn
(27). La similitud entre las constantes cinéticas y las constantes de disociacion sugirieron,
de nuevo un mecanismo al azar en equilibrio rapido. Posteriormente, Mildvan y Cohn (28)
investigaron el mecanismo cinético de la enzima por medio de ensayos cinéticos de
velocidad inicial y de inhibicion por producto, asi como de unién de ligandos al equilibrio y
experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) (velocidad de relajacion de los
protones del agua). La influencia de la union del sustrato sobre la velocidad de la relajacion
de los protones del agua sobre el catién paramagnético Mn?" unido al sitio activo permitid
determinar las constantes de afinidad de la enzima por los ligandos. En este estudio, los
autores encontraron una correspondencia estrecha entre las constantes de disociacion
obtenidas en los experimentos de RMN con las obtenidas en los estudios de union al

equilibrio y las obtenidas cinéticamente. Asimismo, los patrones de inhibicion no
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competitivos, junto con la similitud en las constantes de union obtenidas por los diferentes
métodos, confirman el esquema de cinético de equilibrio rapido y la unién al azar de los
sustratos a la enzima. En 1973 Ainsworth y Macfarlane (29) realizaron un estudio cinético
detallado de velocidades iniciales e inhibicion por producto. Los patrones de velocidad
inicial mostraron independencia en la unidon de cada sustrato con respecto a la
concentracion del otro. Los estudios de inhibicién por producto muestran que el Mg-ATP
es un inhibidor competitivo tanto del Mg-ADP como del PEP, mientras que el piruvato es
un inhibidor competitivo del PEP y no competitivo del Mg-ADP. En su conjunto, estos
datos confirmaron que la enzima sigue un mecanismo secuencial al azar en equilibrio
rapido. En contraste, en un estudio cinético del efecto de los cationes mono y divalentes
sobre la velocidad de la piruvato cinasa, Melchior (30) encontrd una relacion no lineal en
un grafico de dobles reciprocos de la velocidad de la reaccion contra la concentracion de
Mg-ADP a diferentes concentraciones de Mg?" libre. La ausencia de linealidad en este
grafico parece evidenciar que el paso de transfosforilacion no es el Unico paso limitante,
indicando un mecanismo al azar pero no en equilibrio rapido. En este mismo sentido, el
mecanismo de la enzima se investigo utilizando estudios cinéticos y de medicion de flujo
asi como experimentos de unidn al equilibrio y de captura isotopica (31). El término flujo
se utiliza para describir la velocidad de conversion de un sustrato a su producto. Si el
producto esta presente, se puede medir el flujo de las moléculas de productos a las
moléculas de sustrato. La velocidad de acumulacion del producto serd la diferencia entre
los flujos y se denomina flujo neto de sustrato a producto. Para medir los flujos es necesario
usar sustratos marcados isotopicamente. La union rapida al azar de los sustratos debe de dar
un cociente de flujo igual a la unidad bajo cualquier condicion. Los resultados obtenidos

muestran que el cociente del flujo de la conversion de ATP a ADP entre el flujo de la
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conversion de ATP a PEP describe un incremento hiperbolico hasta un valor maximo de
2.1 con respecto al aumento en la concentracion de ADP, pero que no se afecta con la
concentracion de PEP. Debido a que en el primer caso el cociente es mayor a la unidad, la
adicion de los sustratos debe involucrar un camino en el que el PEP se une a la enzima en
un paso limitante. Sin embargo, los sustratos deben de unirse también al azar a la enzima,
como lo indica la falta de efecto del PEP sobre el cociente del flujo. Los experimentos
realizados en presencia de sustratos marcados radiactivamente muestran captura isotopica
con [32P] PEP, confirmando que cuando el PEP se adiciona primero a la enzima lo hace en
un paso limitante. La captura isotdpica no se observo con [8-14C] ADP, indicando que la
adiciéon de ADP a la enzima libre debe de ser rapida. Asimismo, los experimentos de
inhibicion con los productos piruvato y ATP muestran patrones competitivos con respecto
al PEP. En su conjunto, los datos muestran que la enzima sigue un mecanismo al azar con
una via preferencial ordenada con PEP como primer sustrato a bajas concentraciones de
ADP y que la liberacion de los productos es rapida y aleatoria. Cabe mencionar que éste es
el tnico estudio que indica que, bajo ciertas condiciones, la PK puede seguir un mecanismo
cinético parcialmente ordenado. A este respecto, es relevante mencionar que estudios
cinéticos preliminares realizados en ausencia de K* en nuestro laboratorio mostraron que la
afinidad de la enzima por el ADP depende de la concentracion de PEP, indicando que en
esta condicion el comportamiento cinético de la enzima podria estar alterado. Con el fin de
entender el papel del K en el mecanismo cinético de la piruvato cinasa de musculo de
conejo, se determind el mecanismo cinético de la enzima en ausencia de K*, encontrandose

que sigue un mecanismo ordenado en equilibrio rapido, con PEP como primer sustrato (17).
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La estructura cristalografica de la piruvato cinasa.

La primera estructura cristalografica de una piruvato cinasa completa fue la de musculo de
gato. (32-34). Después siguieron las estructuras de la enzima de musculo de conejo (35),
Escherichia coli tipo 1 (36), Saccharomyces cerevisiae (37), Leshmania mexicana (38),
eritrocito de humano (39) y musculo de humano (40). En los tres dominios de la vida la
estructura de la piruvato cinasa es altamente conservada. Casi todas son homotetrameros
con subunidades de ~ 50 kDa, y cada subunidad consta de tres dominios (A, B y C);
algunas piruvato cinasa de eucariontes presentan un dominio N-terminal adicional (34). En
la estructura de la enzima de musculo de conejo M1 (Figura 2) (35) el dominio N esta
formado por los residuos 1-42, que se encuentra organizado en un motivo pequeio hélice-
giro- hélice y es seguido por el dominio A, compuesto por los residuos 43-115 y 219-387,
este dominio se sitlia en el centro de la estructura, y consta de un motivo barril paralelo
(B/a)s altamente conservado. El dominio B, delimitado por los residuos 116-218, se situa
entre la tercera hebra B y la tercera hélice a del dominio A; estd formado por nueve hebras
B que forman un barril . El dominio B se une al dominio A por dos conexiones flexibles
que actiian como bisagras y mueven al dominio B hacia el dominio A sobre el sitio activo,
como una tapa. Del lado opuesto al dominio B y vecino al dominio A, se localiza el
dominio C, delimitado por los residuos 388-530. Este dominio consta de cinco hélices a y
cinco hebras B mezcladas. Las hebras 1-4 corren paralelas entre si, mientras que la quinta
hebra se localiza perpendicular a las primeras 4. Este dominio C establece una interaccion
importante inter-subunidad con el dominio C” vecino. El dominio C forma también
contactos intra-subunidad con el dominio A y contiene el sitio de unidn al efector alostérico
(37). El barril (B/a)s del dominio A participa también en interacciones inter-subunidades, de

tal forma que en un tetramero hay dos dominios A-A”" y dos dominios C-C” interaccionando

13




en la intercara. De este modo la estructura tetramérica de la piruvato cinasa estd formada

por un dimero de dimeros.

Sitio activo

FIGURA 2. Estructura de la piruvato cinasa. Arreglo de los dominios dentro de una
subunidad de la piruvato cinasa de musculo de conejo, figura tomada de (35).

El sito activo de la piruvato cinasa.
El sitio activo de la piruvato cinasa esta formado por una hendidura entre los dominios A y
B y es bastante conservado (34). En las estructuras de musculo de gato (34) y de conejo M1
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(35,16,15) se observa que el cation divalente presenta una coordinacion hexavalente,
uniéndose a la proteina a través de los carboxilatos del Glu 271 y Asp 295, de los atomos
de oxigeno del carbono uno y carbono dos del piruvato, de uno de los oxigenos del fosfato
del PEP o el y-fosfato del ATP y de una molécula de agua.

La coordinacion del potasio es también hexavalente, su sitio de coordinacion se localiza del
lado opuesto al sitio de union del Mg?*. Esta formado por el oxigeno de la carboxiamida de
la Asn74, el oxigeno del hidroxilo de la Ser 76, el oxigeno del carboxilato del Asp 112 y el
oxigeno carbonilo de la Thr113, ademés de un oxigeno del fosfato del PEP o el y-fosfato
del ATP y una molécula de agua. La distancia entre el Mg?" y el K* es de 5.7 A. La cadena
de trifosfatos del ATP se encuentra doblada debido a la coordinacion que los fosfatos a, B
y v que forman con el Mg?*; la coordinacion hexavalente se completa con los oxigenos de
tres moléculas de agua. Los cationes inorganicos Mg?" y K* se coordinan con uno de los
tres oxigenos del y-fosfato del ATP. Cuando el dominio B rota para cerrar el sitio activo,
las cadenas laterales de tres residuos se mueven varios angstroms desde su posicion en la
conformacion abierta para hacer contacto con el complejo ATP-Mg. El NC de la Lys 206 se
mueve 10.4 A a una posicién entre los hidroxilos 2" y 3" de la ribosa; el grupo guanidino de
la Arg 119 se mueve 6.8 A para quedar a una distancia de puente de hidrogeno con el B-
fosfato del ATP y el carboxilato del Asp 177 viaja 6.8 A para establecer un puente de
hidrdgeno con un agua de hidratacion del Mg?* del complejo ATP-Mg, como se muestra en
la figura 3C. El anillo de la adenina se acomoda en una cavidad que es definida de un lado
por la His 77 y la orilla de la Pro 52 por el otro lado. Los sustratos y los iones metélicos se

unen en el extremo carboxilo terminal del barril (B/a)s
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FIGURA 3. Imagen estereoscopica de la coordinacion de los cationes en el sitio activo de la
piruvato cinasa de misculo de conejo. Los residuos que coordinan al Mg** son Glu 271, Asp 295
y los oxigenos de los C1 y C2 del piruvato; mientras que los que coordinan al K son Asn74, Ser
76, Asp 112 y Thr113 (15).

Las piruvato cinasas independientes de K*

Por mucho tiempo se penséd que en todas las piruvato cinasas la dependencia de K era una
caracteristica comun (41). Sin embargo conforme fueron caracterizadas mas enzimas, se
observd que la actividad de varias de ellas era independiente de potasio (41). Por tal
motivo, Laughlin y Reed (42) exploraron las bases moleculares de la enzima para entender
este comportamiento y compararon la secuencia de aminodcidos de la RMPK con dos
enzimas de bacterias cuya actividad presentaba independencia respecto del potasio. Estos

autores encontraron que el Glu 117 de la RMPK, que se encuentra cerca del sitio de unién
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del potasio, y que esta localizado en el asa de subida entre el dominio A y el dominio B o
tapa, estaba reemplazado por Lys en las dos enzimas de bacterias (Figura 4), por lo que
construyeron la mutante E117K y encontraron que presentaba actividad en ausencia de
cationes monovalentes. Los autores propusieron que esta expresion independiente de

potasio se debe a la carga positiva suministrada por la Lys protonada (42).

Ecolitypeii ....RHVAIL GDLQGHKIRV STFKEGKVF. ..LNIGDKFL LDANLGKGEG

101 150
Cglutamicum ....RAVGIL ADLQGH RL GRFTDGATV. ..WENGETIR I..TVDDVEG
Rabbitpk PILYRPVAVA LDTKGH RT GLIKGSGTAE VELKKGATLK ITLDNAYMEK

FIGURA 4. Fragmento del alineamiento de las secuencias de piruvato cinasa de C.
glutamicum, E. coli tipo Il y Musculo de conejo. En la posicion 117 se observa la

sustitucion del Glu por Lys (42).

Por otro lado, para determinar la abundancia de las piruvato cinasa independientes de
potasio, se realiz6 un estudio filogenético extenso (41). De las 230 secuencias investigadas,
121 contienen Glu en la posicion 117 (de acuerdo con la numeracion de RMPK), 106 Lys,
2 Ser y una Arg. Es importante sefialar que el arbol es dicotomico, es decir, las piruvato
cinasa que contienen Glu estan separadas de las que contienen Lys. Todas las enzimas del
grupo que tienen Glu 117 que se han caracterizado presentan actividad dependiente de
potasio, mientras que aquellas con Lys presentan actividad independiente. También se
observa que los residuos en las posiciones 113, 114 y 120 covarian de acuerdo al residuo
presente en la posicion 117. Cuando esta presente Glu, Thr113/Lys114/Thr120 se observan
en el 80% de los casos, mientras que con Lys Leul13/GInl14/ y un residuo hidrofobico

(Ile,Leu,Val)120 se observan en el 77% de los casos (Figura 5).
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FIGURA 5. Arbol filogenético de la piruvato cinasa. Abriendo una ventana de 15
residuos vecinos a la posicion 117 (posiciones 110 a 124); en la rama roja se agrupa las
piruvato cinasa que presentan Glu en la posicion 117, las que estan marcadas con asterisco
estan caracterizadas y presentan dependencia de potasio. En la rama azul se agrupa las
piruvato cinasas con Lys 117; las que estan las marcadas con asterisco estan caracterizadas
y son independientes de potasio. Se observa que los residuos 113, 114 y 120 covarian de
acuerdo al residuo presente en la posicion 117, estos residuos se localizan en el sitio activo
y la posicion 120 se localiza en la region del asa que sube al dominio B. En circulos verdes
se muestran las piruvato cinasas que presentan ser o arg en la posicion 117 (41).
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Laughlin y Reed (42) construyeron la mutante E117A de la RMPK y, como en la enzima
silvestre, encontraron que su actividad fue absolutamente dependiente de K*. Este resultado
confirmé la hipdtesis del grupo de Reed, que establece que la piruvato cinasa requiere de
una carga positiva para catalizar.

Sin embargo, las piruvato cinasas de Pyrobaculum aerophilum (PaPK) y Thermoproteus
tenax, que presentan Ser en la posicion 117 correspondiente, son independientes de potasio,
a pesar de no poseer un residuo con carga positiva (43, 44). En el arbol filogenético estas
enzimas se localizan en el brazo de las enzimas independientes de potasio (41) y pertenecen
al subdominio Crenarchaeota del dominio de la Archaeas. El arbol filogenético analizado,
incluy6 solamente 18 secuencias de piruvato cinasas de Archaea, pero a la fecha el nimero
de secuencias conocidas de estas piruvato cinasas es considerablemente mayor. En
contraste con los residuos encontrados en todas las piruvato cinasas de los dominios de
Bacteria y Eukarya (Glul17/Lys117), en el subdominio Crenarchaeota se encontraron otros
residuos en esta posicion. En el presente trabajo se realizd, una actualizacion del
alineamiento de las secuencias de las piruvato cinasas de las Archaea (Fig 6A). Es
importante resaltar que en estas secuencias no se observa la co-evolucion del residuo 117
con los residuos 113,114 y 120 (41), ni los residuos que unen al potasio se encuentran
conservados.

Estos datos sugieren que la actividad independiente de potasio de las piruvato cinasa de las
Crenarchaeota es el resultado de un mecanismo diferente al que involucra una carga
positiva interna suministrada por el grupo €-amino de una Lys (42). Para explicar como
funciona una piruvato cinasa que no tiene carga en su residuo 117, se evaluaron las

propiedades cinéticas, la estabilidad térmica, y se realizaron estudios de dindmica
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molecular, de la piruvato cinasa del hipertermofilo Thermofilum pendens (TpPK), que
presenta un residuo hidrofobico (Val70) en la posicion correspondiente al 117 de RMPK.
Los resultados indican que en 7pPK, el cierre del sitio activo y el arreglo de los residuos
involucrados en la unién del nucledtido son independientes de la presencia de una carga
positiva interna o de la presencia de K y pueden estar relacionados con la estabilidad de la

tapa.

Phylum Crenarchaeota.

En el arbol filogenético actualizado (Fig. 6A) se observa que las especies que presentan
residuos diferentes a Glu y Lys en la posicion 117 correspondiente, se agrupan en un brazo
de la rama de las enzimas independientes de K. Todas las especies de este brazo
pertenecen al phylum Crenarchaeota, grupo filogenéticamente y metabdlicamente menos
diverso que el phylum Euryarchaeota. Las especies viven en ambientes de temperaturas
superiores a los 110 °C, por lo que cominmente son llamados hipertermofilos. Ademas son
capaces de metabolizar azufre inorganico. Estos organismos presentan una gran variedad de
morfologias. Muchos tienen la habilidad de fijar diéxido de carbono como autdtrofos o
mixotrofos. Estas especies se encuentran frecuentemente en aguas termales y regiones
volcanicas activas (45). Thermofilum pendens, que se ubica en este brazo de
Crenarchaeotas, pertenece al orden Thermoproteales y es un hipertermoéfilo anaerobio
dependiente de azufre. Fue aislado de una fumarola que emite gases sulfurosos en Islandia
y forma filamentos delgados largos. Para su crecimiento 7. pendens requiere un medio

complejo y produce CO2y HaS (46, 47).
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OBJETIVOS

Objetivo general.
El objetivo de este trabajo es aportar conocimiento que ayude a explicar como llevan a cabo
la catalisis las piruvato cinasas de Crenarchaeota independientes de K* que presentan un

residuo sin carga positiva en la posicion 117, empleando como modelo de estudio la PK de
T. pendens.

Objetivos particulares

Construir un alineamiento y realizar un analisis filogenético de las secuencias disponibles
de las piruvato cinasa de Archaea.

Clonacion, expresion y purificacion del producto del gen de la PK de 7. pendens
Determinar las constantes cinética de la piruvato cinasa de 7. pendens a concentraciones
fijas y variables de sus sustratos PEP, ADP-M?*, Mn?* y Mg?*, realizando estudios de

velocidad inicial en ausencia de M™.

Determinar el mecanismo cinético de la piruvato cinasa de 7. pendens en ausencia de
M*utilizando como inhibidores sin salida el AMP y el oxalato.

Determinar la activacion por efectores alostéricos clasicos como fructosa 1,6 bisfosfato,
AMP y ribosa 5 fosfato.

Determinar la estabilidad térmica de la 7pPK por calorimetria diferencial de barrido.
Obtencion y purificacion del Dominio B de la PK de 7. pendens.

Estudiar por modelado y dindmica molecular la estructura y estabilidad de la 7pPK.

Obtencidn y purificacion de las mutantes V70E y V70K de la PK de 7. pendens.

Determinar el efecto de sustituir Val70 por Glu o Lys en la catalisis de la PK de 7. pendens.
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MATERIALES Y METODOS.

Reactivos.

Las endonucleasas y la DNA ligasa T4 se adquirieron de New England Biolabs (UK); la
Taq DNA polimerasa platinum de Invitrogen life Technologies (MA, USA); la fosfatasa
alcalina de camaron de Roche Applied Science, el kit de purificacion de plasmidos
Miniprep de QIAGEN(N.V.). La cepa de E. coli BL21 CodonPlus-pLysS, los vectores
pMCSG7, pET-3a y todos los oligonucleo6tidos fueron adquiridos de Invitrogen. La RMPK
y la lactato deshidrogenasa de musculo de puerco (LDH) se adquirieron como suspensiones
de sulfato de amonio de Roche Applied Science (Mannheim, Germany); los antibidticos
(ampicilina y cloranfenicol), el Mes, el TRIS y las sales de ciclohexilamonio de ADP y
fosfoenolpiruvato (PEP), se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (USA). La sal de sodio de
NADH fue convertida a sal de ciclohexilamonio por intercambio idnico siguiendo el

protocolo del fabricante (Sigma-Aldrich).

Analisis de las secuencias.
Las secuencias de aminodacidos de la piruvato cinasa de las Archaea se obtuvieron por el

buscador BlastP del sitio UnitProt (48) (http://www.uniprot.org). El alineamiento

progresivo de secuencias multiple se realizd con ClustalX version 2 (49)

(http://www.clustal.org/clustal2/). Como guia se construyé un alineamiento estructural

utilizando el algoritmo VAST (50). El alineamiento estructural incluyo todas las PK no
redundantes depositadas en el Protein Data Bank (51). En el alineamiento de secuencia
multiple se incluyeron también las secuencias de proteinas no redundantes del analisis

filogenético previo (41) 'y corregidas manualmente usando BioEdit (52)
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(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Los analisis filogenéticos se realizaron

usando el software MEGAS (53) (http://www.megasoftware.net). Se usaron cuatro métodos

para deducir las relaciones filogenéticas: méaxima verosimilitud, maxima parsimonia,
minima evolucidon y vecino mas cercano. Para el modelo de substitucion de aminoacidos
descrito por Whelan and Goldman (54), se escogi6 el modelo de sustitucion por
distribucion gama discreta con cinco categorias, debido a que éste da el valor mas bajo con
el criterio de informacion Bayesiana y con los valores del Criterio de Informacion Akaike
(55) en MEGAS5 (53). El valor del parametro gamma (parametro +G = 0.92) se estim6
directamente de los datos en MEGAS. La confianza de las ramas internas del arbol
filogenético se obtuvo utilizando el método de méaxima verosimilitud, determinandose a
través del andlisis de bootstrap (500 réplicas).

Los logos de secuencia se construyeron usando el servidor WebLogo

(http://weblogo.threeplusone.com/). Cada logo consiste de un apilamiento de las letras de

los aminoacidos. El eje vertical de la grafica de los logos muestra el apilamiento para cada
posicion en la secuencia. La altura de las letras dentro de un mismo apilamiento indica la

frecuencia relativa de cada aminoacido en esa posicion (56).

Clonacion de la Piruvato cinasa de Thermofilum pendens (TpPK).

El gen de la piruvato cinasa de 7. pendens (cepa Hrk) se amplificé a partir del DNA
genomico por PCR usando los oligonucleotidos FW 5
TACTTCCAATCCAATGCTGCAAAAGTCAAGCTAGTAGCGCG-3" 'y Rv  5'-
TTATCCACTTCCAATGTTACTCGCTCTTCACTCTCTCCACGG- 3’. Por medio del
protocolo de ligacién independiente de clonacion (LIC) (57), el inserto fue introducido al

vector de expresion pMCSG7, basado en el sistema pET que contiene una cola de seis
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histidinas (Hise) en el extremo amino terminal y un sitio de corte de la proteasa Tobacco
Etch Virus (TEV). El vector fue tratado con Sspl seguido por la DNA polimerasa T4 en
presencia de dGTP y el producto de PCR se tratd con la polimerasa en presencia de dCTP.
El producto de LIC se transform6 en células competentes frescas de Escherichia coli XL-
Gold. Para verificar la ausencia de mutaciones, el plasmido que contenia el inserto fue
aislado y secuenciado.

Clonacion del dominio B.

El fragmento que codifica al dominio B fue amplificado por PCR a partir del plasmido de
TpPK, usando los oligonucleotidos FW 5'-TACCATATGAGGCTTGGAGAG-3" y RV 5'-
ATTGGATCCGACG GTCACAGT-3". El producto del PCR fue clonado en el vector pET-
3a, usando dos enzimas de restriccion (Ndel y BamH1). El vector pET-3a se transformo en
células de E. coli XL-Gold. Para verificar la ausencia de mutaciones, los plasmidos fueron
aislados y secuenciados.

Clonacion de las mutantes V70E y V70K

Las mutantes V70E y V70K se construyeron empleando el método de mutagénesis sitio
dirigida de Quick Change, siguiendo los protocolos de Stratagene usando el plasmido de la
TpPK. Los oligonucledtidos mutagénicos para la  V70E  fueron Fw
5’GCTGACCTTCAGGGACCCGAAATCAGGCTTGGAGAGTTCGCC- 3 y Rv 5°-
GGCGAACTCTCCAAGCCTGATTTCGGGTCCCTGAAGGTCAGC-3’, mientras que
para la mutante V70K se utilizaron los oligonucleotidos Fw 5’-GCTG
ACCTTCAGGGACCCAAAATCAGGCTTGGAGAGTTCGCC-3> 'y Rv  5-GGC
GAACTCTCCAAGCCTGATTTTGGGTCCCTGAAGGTCAGC- 3°. El inserto se
introdujo en el vector pMCSG7, como se describi6 en el protocolo de clonacion de la WT-

PK.
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Cultivo de las células y purificacion de la TpPK.

El medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol se inoculd con
células BL21 que contenian al plasmido CodonPlus-pLysS-7pPK a 37 °C, hasta alcanzar
una absorbencia (Asoo) de aproximadamente 0.4. La expresion de la enzima fue inducida
con 0.5 mM de isopropil 1-tio-B-D-galactopiranosido (IPTG) a 15 °C durante toda la noche.
Las células de E. coli recombinantes fueron suspendidas en KH2PO4 50 mM pH 8, imidazol
10 mM, KCI1 300 mM y media tableta de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science).
Las células fueron lisadas por sonicacion con un Sonicador 450 (Branson) por 2.5 min a 40
kHz. La suspension fue centrifugada a 20,000 X g por 30 min y el sobrenadante fue
calentado a 80 °C por 30 min, y la proteina precipitada fue desechada. El sobrenadante fue
cargado en una columna His Trap FF y la enzima fue eluida con un gradiente lineal de
imidazol (10-500mM). Las fracciones que presentaron actividad de PK (aproximadamente
con 250 mM de imidazol), se juntaron y concentraron por filtracion en membrana
(Centricon 30,000 MWT) y después se desald en una columna Hi Trap Desalting. Para
cortar las colas de histidina (Hiss), las fracciones se juntaron y se incubaron con la proteasa
Tobacco Etch Virus (TEV) durante 48 h, con una relacion 1:30 (7pPK:TEV). Después la
enzima fue cargada en la columna His Trapp FF. Las fracciones que presentaban la mayor
actividad se juntaron y concentraron. En este paso se recuperé menos del 0.5% de la 7pPK.
Por lo tanto, en las purificaciones subsecuentes, se omitid la incubacion con la proteasa
TEV. La enzima que se unio a la columna His Trap FF fue eluida con un gradiente lineal de
imidazol. Las fracciones que presentaron la maxima actividad de PK se juntaron,
concentraron (Centricon 30,000 MWT) y desalaron en la columna Hi Trap Desalting. Las
fracciones se juntaron y cargaron en la columna DEAE sepharosa y la enzima fue eluida

con un gradiente lineal de KCI (0-1M). La pureza de la 7pPK eluida del gradiente de
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imidazol fue del 89% (en este paso, la pureza de la 7pPK con y sin las colas Hise fue
similar), mientras que para la enzima obtenida después del paso del intercambio anidnico
fue >95%, como se determin6 por SDS-PAGE (12.5%). La caracterizacion de la proteina
ESI por espectrometria de masas se realizd en el Research Resources Center de la
Universidad de Illinois, Chicago. La enzima se precipitd con sulfato de amonio al 80% de
saturacion y se almaceno a 4°C. Para determinar el estado de oligomerizacion de la enzima
se corrid un gel nativo azul (BN-PAGE) por toda la noche a 4°C como se describe en (58),

usando 150 pg de proteina.

Cultivo de las células y purificacion del Dominio B.

El medio LB que contenia 100 pug/mL de ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol se inoculd
con cé¢lulas BL21 que contenian al plasmido CodonPlus-pLysS-7pPK vy el cultivo se incubo
a 37 °C hasta alcanzar una absorbencia (Agoo0) de aproximadamente 0.4. La expresion fue
inducida con 0.5 mM de IPTG a 20 °C y las células fueron cosechadas después de que
crecieron durante toda la noche. Las células de E.coli recombinantes fueron suspendidas en
Tris-HCl 50 mM pH 7.0 y media tableta de inhibidores de proteasas Complete (Roche
Applied Science). Las células fueron lisadas por sonicacién con un Sonifier 450 (Branson)
por 2.5 min a 40 kHz. La suspension fue centrifugada a 20,000 X g por 30 min. El
sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio a 37% de saturacion y se colectd el
sobrenadante resultante, mismo que fue precipitado por segunda vez con sulfato de amonio
a 80% de saturacion. El paquete fue resuspendido y dializado contra Tris-HCI 50 mM pH
7.0. Los ultimos pasos de purificacion consistieron en cromatografia de intercambio idnico
usando DEAE y exclusion molecular Superdex 75. Para localizar la proteina se realizé un

gel SDS-PAGE, el cual permitio juntar y concentrar las fracciones con un peso molecular
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~10,000 Da. El dominio B present6 una pureza del 95% como se observé en el gel SDS-

PAGE al 12.5%.

Cultivo de las células y purificacion de las mutantes V70E y V70K

Se siguid el protocolo empleado para la 7pPK.

Espectrometria de masas de la 7pPK

A partir del gel utilizado para la electroforesis se cortd la banda de proteina con el peso
molecular correspondiente a la 7pPK. La muestra se digiri6 en el gel con tripsina y después
fue inyectada en el sistema integrado nano-LC-ESI-MS/MS (cuadrupolo/tiempo de vuelo,
Ultima API, Micromass, Manchester, UK). Los iones de péptidos obtenidos se analizaron

con el programa Mascot (www.matrixscience.com) usando las bases de datos de NCBInr y

EST. Solamente se reportaron las proteinas con un score significativo de iones (>46). Las
secuencias de todos los péptidos corresponden a la 7pPK. Estos experimentos fueron

realizados en la Universidad de Northwestern, Evanston, I1linois, Estado Unidos.

Espectrometria de masas del dominio B de la 7pPK
Se siguio el protocolo empleado para la 7pPK, con excepcion de que fueron realizados por
la Dra. Marie Christine Slommiary de la Université des Sciences at Technologies de Lille,

Villeneuve d” Ascq, Francia.

Ensayo de la actividad de la piruvato cinasa
Las enzimas libres de sulfato de amonio se obtuvieron como se describio previamente (59).

Los contaminantes de la mezcla de reaccion NH4", Na* y K* estuvieron por debajo del
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limite de deteccion (10 uM) como se indica en (23). La formacion de piruvato se midi6 a
45°C en un sistema acoplado con LDH y NADH (60). Las mezclas de reaccion contenian
Mes-Tris 50mM, pH 6.0, las concentraciones de los cationes (Mg>* y Mn?"), los sustratos
(PEP y ADP), y los inhibidores (oxalato y AMP) se describen en cada experimento. Las
concentraciones del complejo Mg-ADP y de Mg?* libre se calcularon con el software
CHELATOR (61). Las concentraciones del complejo Mn-ADP y Mn?* libre se calcularon
usando la K4 para Mn?" (62). Las concentraciones del PEP ionizado se calcularon
considerando un valor de pK de 6.3 (63). Para mantener una fuerza idnica constante de
0.25 M en todos los ensayos de actividad (PEP, Mg-ADP, Mn-ADP, los cationes divalentes
libres) se adiciond (CH3)4NCIl. En los ensayos de inhibicion por oxalato la concentracion de
LDH adicionada a la mezcla de reaccion fue cinco veces mayor para contrarrestar el efecto
inhibitorio que tiene el oxalato sobre la LDH. La actividad especifica no se incremento al
adicionar 5 y 10 veces la cantidad de LDH. La mezcla de reaccion fue incubada por 10
minutos hasta alcanzar la temperatura deseada (45°C) antes de iniciar la actividad con la
TpPK.

Estudios cinéticos

Se determiné la velocidad inicial de la 7pPK con y sin inhibidores sin salida (oxalato y
AMP). Los patrones de velocidad se obtuvieron a varias concentraciones de PEP y
concentraciones fijas variables de Mg-ADP. Los estudios de inhibiciéon se obtuvieron
variando la concentracion de uno de los substratos con el segundo fijo y a concentraciones

fijas variable del inhibidor.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los experimentos se realizaron en un Calorimetro Diferencial de Barrido Valery Plotnikov
(VP-DSC) modelo MicroCal (Northampton, MA). Las soluciones de proteina se prepararon
con Tris-HCI 50 mM pH 7.6. En la celda de referencia se puso el mismo amortiguador en el
que se prepard la enzima. A menos que se indique otra cosa, la concentracién de proteina
fue de 1 mg/mL y la velocidad de barrido de 1.5 °C/min. Los experimentos se realizaron en

un intervalo de temperatura de 25 a 120 °C.

Modelado y analisis estructural.

Para modelar las conformaciones abierta y cerrada de la RMPK, se emplearon los cddigos
2G50 y 1A5U respectivamente, mientras que para la PaPK se emple6 el codigo 3QTG, esta
ultima es la Ginica estructura de una piruvato cinasa independiente de K™ que esta reportada
hasta el momento. Es relevante mencionar que en la estrutura de PaPK, a pesar de no
poseer un ligando en el sitio activo, se observa densidad electronica para una de los dos
subunidades que se encuentran en la unidad asimétrica, el dominio B se encuentra cercano
al dominio A en una conformacion semicerrada. Este resultado difiere de lo observado en
las enzimas mesofilas, en las que la tapa no se observa en ausencia de ligandos por
presentar una alta movilidad.

Se empled modeller 9.2 (64) para modelar las estructuras de la 7pPK y la mutante
F89I/F1081/F109C/F127L, usando como templado la estructura de la PaPK (65); las
secuencias de las enzimas 7pPK y PaPK presentaron una identidad del 30.6%. Con
Molprobity se valido la estructura del modelo de la 7pPK (66). Para cuantificar los puentes
de Hidrogeno se empled el modulo Find H-bound de UCSF Chimera version 1.8.1 (67).

Para cuantificar los puentes salinos, primeramente se seleccionaron los &4tomos
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involucrados en este tipo de interacciones (Ng+, N3+, N2+, O2-, O3-), después se
establecieron las interacciones usando el mismo modulo Find H-bound. Las interacciones
Pi-Pi y Pi-catiéon se cuantificaron usando Yasara version 18.9.8 (“Yet Another Scientific

Artificial Reality Application,” http://www.yasara.com) en el modulo de interacciones

vista. Con Ligplot 4.5.3 (68) se identificaron las interacciones especificas entre el dominio
A y el dominio B; en el modulo de interacciones de la interfase dominio-dominio se
definieron los dominios de la siguiente manera: dominio B 66-164 (7pPK), 81-177 (PaPK)
y 116-223 (RMPK); dominio A 1-65 y 165-334 (7pPK), 1-80 y 178-346 (PaPK) y 43-115
y 224-387 (RMPK). Usando AMBERI12 se corrieron las simulaciones de dindmica
molecular (69). Los modelos se prepararon con “tleap” AMBER FF 12SB empleando el
modelo de campo de fuerza y solvente implicito. Brevemente, la energia del sistema fue
minimizada con 5000 pasos de inclinaciéon descendente seguida de 5000 pasos de
gradientes conjugados. Después, se aumentd la temperatura del sistema de O hasta la
temperatura de simulacion (300, 400 o 500 K) por arriba de 200 ps. La simulacion inicid
después de este paso (50 ns). Para todos los pasos de la simulacion se us6 un termostato
Langevin con una frecuencia de colision de 1 por picosegundo, y SHAKE se us6 solamente
para los atomos de hidrogeno con un tiempo de paso de 2 femtosegundos. Todas las
simulaciones se corrieron en GPUs (70). El analisis de los contactos nativos se realizdo con

Carma (71,72).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis filogenético.

En el andlisis filogenético del 2004 (41) se reportaron 18 secuencias de Archaea, de las
cuales tres presentaron residuos diferentes a Lys o Glu en la posicion 117 correspondiente a
la RMPK y se agruparon en la rama independiente de K" (Lys). Estas especies son:
Pyrobaculum aerophilum, Termoproteus tenax y Aeropyrum pernix y presentan Ser, Ser y
Arg, respectivamente. Con el fin de conocer qué tan frecuente son estas enzimas que
presentan residuos diferentes a Lys o Glu, se recuperaron las secuencias de las Archaea
reportadas hasta Marzo del 2014 en el NCBI (National Center for Biotechnology

Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se realizo un analisis filogenético

nuevamente. La busqueda encontrd 191 secuencias nuevas de Archaea y el andlisis incluyo
un total de 426 secuencias de la piruvato cinasa no redundantes distribuidas en los tres
dominios (71 de Eukarya, 151 de Bacteria y 204 de Archaea). Es importante sefalar que,
sin excepcion, las piruvato cinasa de las Archaea corresponden a una copia de gen. La
Figura 6A muestra que las secuencias se dividen en dos grupos, como en el primer arbol
publicado (41): las que presentan Glu en la posicion 117 (dependientes de K) y las que
presentan Lys (independientes de K*). El analisis de logos revel6 que las posiciones 113,
114 y 120 covarian dependiendo del residuo presente en la posicion 117. En coincidencia
con estudios anteriores (41,42), las piruvato cinasas dependientes de K* presentan T113,
K114 y T120, mientras que las piruvato cinasa independientes de K* poseen L113,
(P/Q)114 y (L/V/T) 120. Estos residuos se localizan cerca del sitio de unién al K*, en la
region de la bisagra y estan directamente involucrados en el movimiento de la tapa sobre el

sitio activo (dominio B).
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La 7TpPK se ubica en el grupo de las piruvato cinasas del filo Crenarchaeota, en un brazo
que incluye a las secuencias de las enzimas de thermoproteales, desulfurococcales,
acidilobales y fervidicoccales (Fig 6A). El brazo se localiza en la rama de las enzimas
independientes de potasio. Como caracteristica particular, en este brazo se agrupan todas
las enzimas que presentan residuos diferentes a Lys, tales como Ser, Gln, Arg, Asn, Gly y
Val, (Fig 6A). La TpPK tiene Val 70, mientras que Pyrubaculum aerophilum y
Thermoproteus tenax tienen Ser y son independientes de potasio. Es interesante mencionar
que en este brazo de las Crenarchaeota, la covariacion de los residuos en las posiciones
113, 114 y 120 no estd conservada (6B). De las piruvato cinasa de Crenarchaeota,
solamente las PaPK y TpPK comparten la covariacion de los residuos 113, 114 y 120 con
la de las enzimas independientes de potasio. Las otras secuencias de piruvato cinasas de
este grupo solamente comparten uno o dos residuos de esta firma independiente de potasio.

Como se describi6 previamente (41), en las ramas de las enzimas dependientes e
independientes de potasio, los residuos que forman el sitio de unién a potasio estan muy
conservados (Fig. 6C), con excepcion de la Thr 113 que se observa casi exclusivamente en
las PKs dependientes de potasio. En el caso de las Crenarchaeota, solamente dos de los
cuatro residuos que posiblemente coordinan al K* estan conservados (051 de Asn34 y 052
de Asp65), y solamente el 30% de las secuencias tienen el tercer residuo (Oy de Ser36) (Fig
6B). Estos resultados sugieren que la PK de las Archaea no coordina al K*. Para visualizar
esta region en la estructura de la enzima de Pyrobaculum aerophilum (PaPK), se compard
el sitio de union al potasio de la RMPK (1A49, subunidad B), y del sitio putativo de la
PaPK (3QTG) (Fig 6D). A pesar de no tener las distancias de union al K* en la estructura
vacia de la PaPK, se observa claramente que en la RMPK las distancias de los 4&tomos de

oxigenos que coordinan a la esfera del K™ son mas cortas en comparacion con las distancias
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de los residuos de la PaPK que estarian involucrados en la coordinacion del cation
monovalente. Ademas, en la RMPK las distancias entre el 052 de Glul17 y el Oy de Ser
76 es 5.1 A, mientras que en PaPK las distancias entre Oy de Ser85 y CB de Ala 50 es 9.3
A. Estos datos muestran que el Glul17 se encuentra cercano al sitio de union del potasio y
es un residuo clave en la dependencia por el cation monovalente. Por el contrario, en la
PaPK la posicion Ser85 esta demasiado lejos como para afectar al sitio del K*. Es relevante
considerar que en la RMPK (1A49, subunidad B), el angulo de rotacién del dominio B con
respecto al dominio A es de 41°; esta subunidad presenta la conformacién mas abierta entre
los dominio A y B reportado para la RMPK (15), las distancias entre el 082 del Glul17 y
el OydelaSer76es 5.1 A,y la distancia con el oxigeno del carbonilo de la Thr 113 es de
7.7 A. Estas distancias son cortas comparadas con las distancias mostradas en la PaPK,
figura 6D. Aunque no se puede hacer una comparacion estricta entre estas dos estructuras
debido a la falta de informacion concerniente al angulo de rotacion del dominio B sobre el
dominio A en la PaPK (3QTG) (65), la Ser no puede ocupar el mismo sitio que el Glu
debido a la diferencia de tamafio de los dos residuos.

Por otro lado, es importante resaltar que con excepcion de las Halobacterias (subdominio
Euryarchaeota), todas las piruvato cinasa del dominio Archaea estan localizadas en el grupo
independiente de K*. Esta excepcion es interesante, porque las halobacteria comprende
halofilos extremos que crecen en ambientes hipersalinos (73). Por consiguiente, estas
archaea halofilicas acumulan concentraciones molares de KCI en su citoplasma como un
osmoprotector (74). De tal modo que muchas enzimas de halofilos extremos, para ser
estables y que sus enzimas tengan actividad, requieren la presencia de al menos 1 M de sal

(75, 76). Los aminoacidos cargados negativamente, como Glu, estabilizan la interaccion
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con K. En estos organismos, el potasio se acumula en la superficie de la proteina y esto
explica la naturaleza halofilica obligada de estas enzimas (75-77). Por lo tanto, la
sustitucion de Lys por Glu en la posicion 117 puede ser considerada una ventaja en estas

archaeas halofilicas.
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FIGURA 6. Anailisis filogenético de las piruvato cinasa y logos de los aminoacidos localizados en la regiéon de la
bisagra cerca del sitio de unién a K*. A. Arbol filogenético sin raiz que incluye todas la secuencias disponibles de la
piruvato cinasa del dominio de las Archaea. Se incluyen también como grupos externos, las secuencias de las enzimas de
los dominios de las Bacteria y las Eukarya. Las ramas estan coloreadas de acuerdo al grupo taxondmico al que pertenecen.
En el arbol estan los logos que muestran la conservacion de los residuos 113, 114, 117 y 120 (de acuerdo con la
numeracion de la RMPK) y estan junto a cada grupo taxondmico. B Se muestra un brazo de la rama de las enzimas
independientes que contiene al subdominio de las Crenarchaeota; la 7pPK estd incluida en este brazo, y se muestran los
residuos presentes en las posiciones 113, 114, 117 y 120 (de acuerdo con la numeraciéon de RMPK), asi como las especies
y los nimeros de acceso. C Se muestra el comparativo de los logos de los residuos que coordinan al K* en animales (de
acuerdo con la numeracion de la RMPK) y al subdominio Crenarchaeota (de acuerdo con la numeracion de la 7pPK). D.
Sitio de unioén al potasio en la RMPK (PDB 1A49, subunidad B) y residuos de coordinacion hipotéticos del cation
monovalente en la PaPK (PDB 3QTG). En la RMPK, el potasio se muestra en morado y las distancias del K" al Oy de la
Ser 76, 081 de la Asn 74, el O81 del Asp 112 y el oxigeno carbonilico de la Thr 113 son 3.1, 2.6, 2.6 y 2.8 A,
respectivamente (no se muestra en la figura). Las distancias que se muestran son entre los residuos de coordinacion y las
del 0382 del Glu 117 al K" (RMPK) o las del Oy de la Ser85 al CB de la Ala50 y el oxigeno carbonilico de la Leu81
(PaPK).

Purificacion de la piruvato cinasa de Thermofilum pendens y determinacion de su
peso molecular.

Cuando la piruvato cinasa se purifico e incub6 en presencia de la proteasa TEV, se obtuvo
una recuperacion de proteina menor al 0.5 %. Por lo tanto, a menos que se indique, los

experimentos se realizaron con la enzima con los 23 residuos adicionales de la Hiss. Para
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confirmar la pureza de la enzima se realiz6 un SDS-PAGE y solo se observo una banda de
masa molecular de ~50 kDa (Fig. 7A). El estado oligomérico de la 7pPK se determino por
BN-PAGE (58); el gel mostré una banda nativa de aproximadamente 200 kDa (Fig 7B),
indicando que, como en la mayoria de las PK conocidas, el estado de oligomerizacion de la
TpPK es un homotetramero (15). La espectrometria de masas reporté una relacion m/e” de
53,965 Da, del cual 51,340 corresponden al monomero de la 7pPK y 2,624.7 Da al de las

colas Hise y el sitio de corte de la proteasa TEV.

A B

66 kDa

R
45 kDﬂ —_7‘-“.

3I6kDa S

20KDa  — 237 kDa
2kDa
M TpPK RMPK  TpPK

FIGURA 7. A. SDS PAGE y B. BN PAGE de la piruvato cinasa de Thermofilum
pendens. M, marcador de peso molecular; 7pPK, piruvato cinasa de Thermofilum pendens.

Propiedades cataliticas de la 7pPK

Para determinar si las colas Hise afectaban a la actividad de la 7pPK, se determinaron las
constantes cinéticas de la enzima por el complejo Mg-ADP sin y con colas Hiss. Las Km
obtenidas fueron de 0.092 £ 0.012 mM y 0.14 = 0.013 mM, y las Vmax de 175 £ 6 umol/

min X mg y 176 £ 5 pumol/ min x mg, sin y con cola, respectivamente. De esta manera
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descartamos un posible efecto de los 23 residuos extras sobre el comportamiento cinético

de la 7pPK.

Cinetica de la TpPK en presencia de Mg** y Mn?*

Los iones metalicos divalentes son esenciales en la transferencia del grupo fosfato del PEP
al Mg-ADP, por lo que se estudid su efecto sobre la actividad de la 7pPK (27). Se explor6
el Mn?", el i6n divalente presente en el oceano Archeano en los inicios de la vida, (78), y el
Mg?*, este ultimo de relevancia fisiologica. Los ensayos se realizaron en ausencia de
cationes monovalentes. Las constantes cinéticas en presencia de estos cationes divalentes se
muestran en la Tabla 1. Aunque la actividad maxima fue 4.4 veces mayor con Mg?>" que
con Mn?*, la Ky 5 para Mn?" fue 250 veces menor que la Km para Mg?" y sin un cambio
significativo en las Kms de los substratos. Este resultado muestra que la 7pPK prefiere al
Mn?* como el cation divalente, y es consistente con la geoquimica del océano de las
Archaea (78). La Kys de la TpPK para Mn?" (20 uM), es una de las mdas pequefias
reportadas a la fecha. En comparacion la Ko.s para Mn*" de la PK de Termoproteus tenax es
800 uM, mientras que la Kos para Mg?*
fue la misma para ambas enzimas (~5 mM) (43). Ademas, la PK de 7. tenax presento el

mismo valor de Ve (45 umol min' mg™!) a 50°C, en presencia de Mn?* o Mg?>" (43).
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TABLA 1.

Constantes cinéticas de la 7pPK con Mg* y Mn?.
Los datos con Mg?* de la Figura 9 se ajustaron globalmente (regresion no
lineal, Origin version 6.0) con la ecuacion que describe un mecanismo al
azar en equilibrio rapido v=Vmax[A][B]/(K. K» + K. [B] + Kp[A] +
[A][B]), donde v presenta la velocidad inicial , A es PEP*, B es ADP-
Mg, K. y K5 son las contantes de Michaelis-Menten para PEP* y ADP-
Mg respectivamente. Los datos con Mn?" se ajustaron con la ecuacion de
Hill v=V,a*[S]"/Kos"+[S]". Donde S indica la concentraciéon de
sustratos, PEP3-, ADP-Mn o Mn?".

Mg2+ Mn2+
Vmax
(umol/ min ¢ mg) 183 +8 41+19
Kon n Kos n
(mM)
PEP3 0.38+0.03 1.0 1.0+0.03 1.2+0.04
M2*-ADP 0.16+0.01 1.0 0.2 +0.02 1.2+0.3
M2+ 504028 | 1.8+0.4 | 0.02+0.001 1.6 +0.2
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Efecto con los moduladores alostéricos.

Como se ha reportado para otras PKs independientes de K*, la 7pPK presentd
cooperatividad por PEP y los cationes divalentes (43, 44, 79-85). Con el objetivo de
determinar si, ademas de la cooperatividad, la 7pPK era una enzima alostérica, se
determin6 si la unidon del PEP se modificaba por los moduladores alostéricos clasicos
(ribosa 5-P, AMP y fructosa 1,6-bisfosfato). En presencia del complejo Mn-ADP (2 mM) y
Mn?* libre (0.2 mM), la adicion de ribosa 5-P (5mM) no presentd aumentd en la Vmax, ni
se observo efecto en la Ky 5 del PEP; aunque el numero de Hill aument6 1.5 veces (Tabla 2,
figura 8A). En presencia de fructosa 1,6- bisfosfato (10 mM), la Ky.5 del PEP aumento 4
veces y 1a Vinax aument6 34%, pero no tuvo efecto en el namero de Hill (Tabla 3, Fig. 8B).
Por otro lado, como se describe en los estudios de inhibiciéon sin salida, el AMP se
comporté como un inhibidor competitivo del complejo Mg-ADP con una K; de 35 £ 1.2
mM. En contraste con las otras piruvato cinasas de archaea hipertermofilicas, que no
respondieron a los efectores alostéricos clasicos (43,44), la TpPK mostrd un cambio en sus
parametros cinéticos en presencia de los efectores. Cabe sefialar que las concentraciones de
los efectores alostéricos que se emplearon estdn muy arriba de las concentraciones

fisiologicas que cominmente se encuentran dentro de las células (UM).
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FIGURA 8. Efecto de los moduladores alostéricos ribosa 5-fostafo (A) y fructosa-1,6-
bisfosfato (B) a concentraciones diferentes sobre la cinética del PEP* en la TpPK. La
mezcla de reaccion contiene MES-HCI 50 mM, pH 6.0, NADH 0.2 mM, Mn?" jipre, ADP-
Mn 3.0 mM y LDH 8 ug/ mL. En el grafico A, las concentraciones de ribosa 5-fosfato son
0 (m), 0.5 (o), 1 (A)y 5 (V). En el grafico B, las concentraciones de fructosa- 1,6-
bifosfato son 0 (m), 0.5 (@), 1 (A),5 (V) y 10 mM (#). La reaccion se inici6 con la adicion
de la piruvato cinasa. Las cantidades de enzima adicionada estan en el rango de 0.15 a 1.2

ug/ mL.
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TABLA 2. Constantes cinéticas del PEP* a concentraciones diferentes de Ribosa-5-
fosfato. Los datos de la Fig. 2 se ajustaron (regresion no lineal Origin version 6.0) a la
ecuacion de Hill v=Vu*[S]"/Ko5"+[S]". Se muestra la media y desviacion estandar de

cinco experimentos.

Rib-5-P Vmax Ko s n
(mM) (umol/min.mg) (mM)
0 41+2 0.95+0.11 1.2+0.11
0.5 58 + 4 1.94+0.3 1.1 +£0.08
1 54+ 4 1.81+0.3 1.12+0.9
5 3942 1.21+0.2 1.83+0.3
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TABLA 3. Constantes cinéticas por el PEP3- en presencia de una concentracion fija
variable de Fructosa-1,6-bisfosfato. Los datos de la figura se ajustaron mediante
regresion no lineal (Origin version 6.0) a la ecuacion de Hill v=V,,*[S]"/Ko.s"+[S]". Se
muestra la media y desviacion estandar de cinco experimentos.

Fru- Vimax Ko.s n
1,6-BP | (umol/min.mg) (mM)

(mM)
0 41+2 095+0.11 1.2+0.11
0.5 47+2 0.96 +0.08 1.1 £0.06
1 53+5 1.5+0.36 096+0.11

61+7 39+1.1 0.86 £ 0.06

10 55+6 4+1.1 097+0.1

Estudios de velocidad inicial de la 7pPK.

La RMPK, en presencia de potasio sigue un mecanismo cinético al azar en equilibrio rapido
(25, 28, 29); y éste cambia a ordenado en equilibrio rapido cuando el potasio esta ausente
con PEP como primer substrato (17). Por otro lado, la mutante E117K presenta un
mecanismo cinético al azar en equilibrio rapido en ausencia de K* (17). Estos resultados
muestran que, en la enzima de musculo, la carga interna positiva o el K" induce el cierre del
dominio B sobre el sitio activo y el arreglo de los residuos involucrados en la union del
nucleotido, permitiendo la union al azar del PEP y del Mg-ADP en el sitio activo (17). En
este contexto, se determind el mecanismo cinético de la 7pPK en ausencia de cation
monovalente y en presencia de Mg?". Los experimentos se llevaron a cabo a
concentraciones variables de uno de los sustratos y a concentraciones fijas variables del
otro. Los graficas doble reciprocos de la velocidad inicial vs las concentraciones variables
de PEP ionizado, intersectaron en el eje 1/S y a la izquierda del eje 1/v (Figura 9A).

Cuando se variaron las concentraciones del complejo Mg-ADP, las lineas intersectaron en
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el eje 1/s y a la izquierda del eje 1/v (Fig. 9B). Estos resultados indican dos posibles
mecanismos cinéticos, ordenado en estado estacionario o al azar en equilibrio rapido. Las
constantes cinéticas obtenidas se resumen en la Tabla 4. Para conocer el mecanismo

cinético de la 7pPK se realizaron los estudios de inhibicion sin salida.
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0 8 18 24 32 4 0 4 B8 12
1/ [PEP*] mM 1/ [ADP-Mg] mM

FIGURA 9. Graficas de dobles reciprocos de la velocidad inicial de la reaccion de
TpPK. El medio de reaccion de 3 mL con MES-HCI, 50 mM, pH 6.0, NADH 0.24 mM,
Mg?" libre 30 mM y LDH 8 pg/ml. En las abscisas de cada grafica se muestra el reciproco
del PEP ionizado y del complejo ADP-Mg respectivamente. A. Las concentraciones fijas de
ADP-Mg fueron 0.084 (m), 0.12 (e), 0.16 (A), 0.37 (V) y 0.67 mM (¢). B. Las
concentraciones fijas de PEP* fueron 0.031 (m), 0.14 (e), 0.34 (A), 0.69 (V), y 1.30 mM
(#). La concentracion de Mg?" libre se mantuvo constante a 30 mM. Para mantener la
fuerza i6nica se adicion6 (CH3)4NCl a una concentracion final de sal de 0.25M. La reaccion
fue iniciada con la adicion de la 7pPK. La concentraciéon de 7pPK fue de 0.32 y 0.16
pg/mL para las tres bajas y las dos altas concentraciones de sustrato, respectivamente.
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FIGURA 10. Graficos primarios no lineales para PEP* (A) y ADP-Mg (B) de la TpPK,

en la figura 9 A y B se describen las condiciones experimentales.
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TABLA 4.

Patrones de interseccion, mecanismo cinético y constantes cinéticas de la 7pPK.
Los patrones de interseccion se tomaron de las graficas de dobles reciprocos de velocidad inicial.
Los datos de la Fig. 2 se ajustaron globalmente a la ecuacién que describe un mecanismo al azar
en equilibrio rapido como se describe en la tabla 1. Los coeficientes de especificidad kcat/ Ky (M
s, estan expresados en forma logaritmica.

Patrones de interseccion | Mecanismo Vmax Kn Ky kear Log Log
de velocidad inicial cinético PEP? | ADP kea Km | kea K
-Mg PEP* ADP-
Mg
1/vversus | 1/v versus umol/ | mM | mM | st | M! st | M! ¢!
1/PEP* 1/ ADP- min- mg
Mg
Intersecta | Intersectan | Al azar en 183+ 8 | 0.38 | 0.16 | 626 6.22 6.59
nala ala equilibrio + +
izquierda izquierda rapido 0.03 | 0.01
deleje 1/v | deleje 1/v
y sobre el | ysobre el
eje 1/S eje 1/S
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Estudios de inhibicion sin salida.

Los estudios de inhibicion sin salida son herramientas poderosas para dilucidar los
mecanismos cinéticos de las enzimas (86). En este trabajo se uso oxalato y AMP como
analogos sin salida del PEP (87) y ADP, respectivamente. Los patrones de inhibicion de
oxalato vs PEP ionizado y Mg-ADP fueron competitivo (Fig. 11A) y no competitivo (Fig.
11B), respectivamente. En presencia de AMP la inhibicion con PEP ionizado y Mg-ADP,
fue mixta (Fig. 11C) y competitiva (Fig. 11D), respectivamente. Los datos se ajustaron
globalmente a las ecuaciones que describen inhibicion competitiva lineal, inhibicion no
competitiva lineal o inhibicidon mixta lineal. Los patrones y las constantes de inhibicion se
muestran en la Tabla 5. En conjunto, los datos muestran que el oxalato es un inhibidor
competitivo con respecto al PEP, mientras que el AMP es un inhibidor competitivo con el
Mg- ADP. Esto indica que los andlogos y los sustratos se unen al mismo sitio. Dado que el
oxalato es un inhibidor no competitivo con respecto al Mg-ADP, se puede concluir que el
oxalato forma un complejo ternario no productivo provocando una disminucion de 1a Vi,
sin afectar la union del Mg-ADP. El mismo argumento se mantiene para el AMP con
respecto al PEP, excepto que el patron de inhibicion observado (Fig. 5C) fue de tipo mixto
con una a<1, afectando la K; de la inhibicion. Esta diferencia indica que el PEP tiene mayor
afinidad por el complejo binario enzima—AMP que por la enzima libre. Por lo tanto, estos
resultados indican que la 7pPK sigue un mecanismo cinético al azar en equilibrio rapido,
como se reporto para la RMPK en presencia de K™ (17, 25, 28, 29) o en la mutante E117K-
PK en ausencia de K* (17). Este hallazgo muestra que el PEP y el Mg-ADP se unen de
manera independiente al sitio activo a pesar de no tener una carga interna positiva y de no
requerir potasio. Similarmente, se ha demostrado que en presencia de DMSO al 40%, la

RMPK sin K* sigue un mecanismo al azar en equilibrio rapido (17). Bajo estas condiciones,
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la actividad de la enzima es 1000 veces mayor que en un medio acuoso sin K" (24). Los
estudios cinéticos y espectroscopicos mostraron que en ausencia de K, el DMSO al 40%
induce la adquisicion de la conformacion activa de la enzima (cierre de la tapa) (24,88). Por
lo tanto, la carga interna positiva provista por la lisina en las PKs independientes de K* no
puede explicar la actividad independiente de K* observada en la RMPK con DMSO al 40%
o en la 7pPK en un medio acuoso. Ello sugiere, en concordancia con los datos de la RMPK
en DMSO en ausencia de K, que la conformacion global de la 7pPK contribuye a su

actividad catalitica.
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FIGURA 11. Patrones de inhibicion sin salida y constantes de inhibicion para oxalato
y AMP en la TpPK.
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Las condiciones experimentales fueron como en la Fig. 2. En las abscisas de cada grafica se
muestra el reciproco de las concentraciones de PEP ionizado o del complejo ADP-Mg. En
el grafico A, las concentraciones variable de PEP3- son 0.054, 0.077, 0.10, 0.22 y 1.1 mM.
Las concentraciones de Mg?" y ADP se mantuvieron contantes a 30 mM y 0.2 mM
respectivamente. Las concentraciones fijas variables de oxalato fueron O(m), 10 (e), 20
(A), 30 (V) y 40 (¢) uM. En el grafico B, las concentraciones variables del complejo
ADP-Mg son 0.045, 0.063, 0.90, 0.18 y 0.90 mM. La concentraciéon del PEP ionizado se
mantuvo constante a 30 mM. Las concentraciones de Mg?* y oxalato fueron como en el
grafico A. En el grafico C, las concentraciones variables de PEP* fueron 0.15, 0.30, 0.55,
0.77, and 1.5 mM. Las concentraciones de Mg?>* y ADP fueron como en el grafico A. Las
concentraciones fijas variables de AMP fueron O(m), 4 (@), 8 (A), 12 (V¥)y 16 (¢) mM. En
el grafico D, las concentraciones variables de ADP fueron como en el grafico B. Las
concentraciones de Mg?>* y PEP ionizado se mantuvieron constantes a 30 y 5 mM,
respectivamente. Las concentraciones fijas variables del AMP fueron O(m), 8 (®), 12 (A),
16 (V) y20 (¢) mM.
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TABLA 5. Patrones de inhibicién sin salida y constantes de
inhibicién para oxalato vy AMP en IpPK

Los patrones de mhibicion se tomaron de los experimentos de mhibicion de
los dobles reciprocos (Fig. 11). Las constantes de inhibicion se calcularon del
ajuste de los datos completos con las ecuaciones correspondientes a
inhibicion competitiva hineal (C) v=FT5]/(&n (1+ [I)K) +[5]). 1nhibicion no
competitiva lineal (NC), o inhibicion mixta lineal (MT) v=F]S8] A(&Kn (1+
[IVK) + [SI(1+[I}/e£:)), donde o =1 and a < 1 para NC y MT,
respectivamente; K es la constante de inhibicion.

Inhibidor analogo de PEP?- | Inhibidor Ki Ki
- oxalato analogo de | (oxalato) (AMP)
Mg-ADP: AMP mM mM
/v versus Liv 1w 1w
1/PEP. versus | versus | versus

fijo Mg-ADP | I/Me- | 1/PEP, | 1/

fijo ADP- | ADP.
PEP* Mg fijo

PEP*

C NC MT C 0.05 35412

+0.002
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Termoestabilidad de la 7pPK analizada por DSC.

Como la 7pPK proviene de una bacteria hipertermofila, nos interes6 estudiar su estabilidad

térmica por DSC y compararla con aquella de la enzima de conejo (RMPK), que es

mesofila. Se estudio el efecto de la concentracion de proteina sobre la 7m en un intervalo

de 0.1 a 2.0 mg/mL y una velocidad de barrido de 2.5 °C/min. Los resultados muestran que

las Tms fueron similares e independientes de la concentracion de proteina. Este resultado

sugiere fuertemente que en el proceso de desnaturalizacion no existe disociacién de las

subunidades; adicionalmente no se observd evidencia de agregacion en el intervalo de

proteina ensayada.

TABLA 6. Efecto de la concentracion de proteina sobre la Tm. La velocidad de barrido

fue de 1.5 °C
Concentracion | Tm 1 Tm 2
de proteina (°O) (°C)
(mg/mL)
0.1 99.91 105.91
1 100.02| 106.02
2 100.55| 106.25

En todos los casos, las transiciones calorimétricas fueron irreversibles, como se observo en

las corridas por recalentamiento (no se muestran los datos).
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Ademas, se evaluo el cambio de la Tm a diferentes velocidades de barrido, y se observo
que las transiciones dependen fuertemente de la velocidad, en un intervalo de 30 — 150

°C/h, indicando que el proceso de desnaturalizacion se encuentra bajo control cinético.

TABLA 7. Efecto de la velocidad de barrido sobre la Tm en la 7pPK. La concentracion
de proteina fue de 1 mg/mL.

Velocidad de Tm 1 Tm 2
barrido (°O) (°O)
(°C/h)

30 96.99 103.40
60 98.09 104.77
90 98.82 105.22
150 100.02 106.02

Es relevante mencionar que bajo estas condiciones experimentales, la 7pPK present6 dos
transiciones calorimétricas (Tml y Tm?2). Cabe sefialar que estas dos transiciones se
observaron en la enzima con y sin las colas de histidina (Hiss), descartando la posibilidad
de que la segunda transicion se deba al péptido extra de las colas. Para los experimentos
siguientes se trabajo con una concentracion de proteina de 1 mg/mL y una velocidad de
barrido de 1.5 °C/min. En la Figura 12A se muestran los termogramas de la 7pPK
obtenidos en ausencia o en presencia de MnCl, 0.2 mM. Los valores de las dos transiciones
de la TpPK, sin Mn?*, fueron 99.2 y 105.2 °C; con Mn?" se observd solamente una

transicion y la 7m aumenté a 108.4 ° C. Estos resultados muestran que la enzima se
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estabilizo con Mn?* y el proceso de desnaturalizacion ocurri6 en un solo paso. Es sabido
que los iones metdlicos que se unen con alta afinidad a sitios especificos de las proteinas
frecuentemente estabilizan su conformacion (89, 90).

En la figura 12B se muestra la comparacion de los termogramas de la 7pPK
(hipertermofilica) con la RMPK (mesofilica). En contraste con las dos transiciones de la
TpPK, la RMPK present6 solamente una transicion, con una 7m de 65 ° C.

Revisando la literatura encontramos que el termograma de la exoglucanasa/xilanasa de
Cellulomonas fimi presenta un perfil semejante al de la 7pPK (91). La
exoglucanasa/xilanasa presenta dos dominios estructurales, uno es un barril (B/a)s y el otro
un barril de hebras [ separados por un asa de 22 residuos. Para discernir si la
desnaturalizacion de los dominios es independiente y que cada transicion corresponde a uno
de ellos, los autores los separaron por protedlisis limitada cortando a la enzima por el asa.
Posteriormente se realizaron los experimentos calorimétricos y encontraron que las 7ms de
los dominios separados correspondian a las 7ms observadas para la enzima completa,
proponiendo que la primera transicién corresponde al barril (B/a)s y la segunda al barril de
hebras . De esta manera los autores concluyeron que los dominios de la enzima se
desnaturalizan de manera independiente. Debido a que las estructuras de la
exoglucanasa/xilanasa y la de la 7pPK poseen dominios estructurales semejantes, las dos
transiciones de la 7pPK sugieren que los dominios se desnaturalizan de manera
independiente; mientras que en la RMPK la desnaturalizacién ocurre de manera global en
un solo paso.

Para evaluar si la segunda transicion observada en 7pPK corresponde al dominio B (barril
de hojas P), éste se clond, sobreexpresd y purifico como se describe en la seccion de

Materiales y Métodos. La figura 12C muestra que la 7m del dominio B es de 73.5 ° C,
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mucho menor que la segunda transicion de la 7pPK (105.2°C). Al parecer las interacciones
interdominio de la 7pPK tienen un papel importante en la estabilidad del dominio B. Por lo
tanto, el termograma del dominio aislado de la 7pPK no fue suficiente para explicar la

naturaleza de la transicién observada a 105.2°C.
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FIGURA 12. Calorimetria Diferencial de Barrido de la TpPK. A. TpPK sin y con Mn?*
0.2 mM, representado con linea continua, y linea discontinua, respectivamente. B. 7pPK:
linea continua y RMPK linea discontinua. C. 7pPK linea continua y el dominio B, linea
punteada. La concentracion de la 7pPK fue 1.0 mg/mL (19.47 uM de mondmero) y la
concentracion del dominio B fue 0.18 mg/mL (19.55 uM de dominio). La velocidad de
barrido fue 1.5 °C/min.
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Debido a que la segunda transicion obtenida a 105.2 °C no coincidi6 con la del dominio B
aislado, se modelo el mondmero de la 7pPK y se llevaron a cabo simulaciones de dindmica
molecular para comprobar si efectivamente corresponde al dominio B. La validacion del

modelo de la 7pPK se muestra en la Tabla 8.

TABLA 8. Validacion en Molprobity de la estructura del
modelo de 7pPK

Todos los Choque entre 0 100t
atomos atomos, percentil
todos los 4tomos
Contactos
Rotametros pobres 0
Proteina Fuera del 0.9 %
Ramachandran
Geometria Favorecidosen el | 99.1 %
Ramachandran
Puntaje del 1.65 918t
Molprobity percentil
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Dinamica molecular del monémero de la 7pPK y la RMPK

La figura 13A muestra por triplicado el curso temporal de los primeros 5 ns de 50 ns totales
a 500 K, de los mondémeros con las conformaciones cerrada y abierta tanto de la RMPK
como de la 7pPK. La pérdida de los contactos nativos de los carbonos alfa se evalud con el
parametro Q, que define un valor de Q=0.7 como el limite inferior que se establece para
una proteina helicoidal de 60 residuos que mantiene la conformacién nativa. Por abajo de
este valor se considera la pérdida del estado nativo, que se aproxima al estado de globo
fundido (92). Se calcularon los valores de Q para los mondmeros de la 7pPK (figura 13A) y
de la RMPK (figural3E), asi como para los dominios A, B y C (figuras 13B-13D para la
TpPK respectivamente, y figuras 13F-13H para la RMPK respectivamente). El anélisis de
los contactos nativos dentro de los dominios de la 7pPK vs tiempo, muestra que en los
dominios A y C se pierde el 90% de dichos contactos dentro de los primeros 2-3 ns (figuras
13B y 13D). En contraste, el dominio B mantuvo un valor de Q alto (- 0.65) por arriba de

los 2.5 ns (figura 13C).
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FIGURA 13. Pérdida de los contactos nativos (Qcq) vs tiempo, del modelo de la 7pPK
y la RMPK a 500 K. Se muestran los contactos nativos del monémero de la PK y los
dominios A, B y C. Las imagenes A a D corresponden a la 7pPK y las imagenes E a H de
la RMPK. Las simulaciones se realizaron en un curso temporal de 50 ns en solvente
implicito a 500K. Las simulaciones partieron de dos conformaciones diferentes de la
enzima, abierta (lineas negras) y cerrada (lineas grises). Las conformaciones abierta y
cerrada de la 7pPK se modelaron como se describi6 en Materiales y Métodos. Las
conformaciones abierta y cerrada de la RMPK se obtuvieron de (2G50 y 1AS5SU),
respectivamente. Las conformaciones abierta y cerrada de la 7pPK se obtuvieron de las
dindmicas moleculares; se llegd a una conformacion abierta y una cerrada y de ahi se partié
para realizar las dindmicas moleculares que se muestran en esta figura. Las simulaciones se
corrieron por triplicado. Aunque las simulaciones se corrieron de 0 a 50 ns, se muestra
solamente el periodo relevante de la transicion.

Cabe sefialar que en la 7pPK la mayor estabilidad del dominio B se observd cuando las
simulaciones empezaron con la estructura cerrada. Sin embargo, incluso aquellas cuya
simulacion comenzd con la tapa abierta fueron mds estables que su contraparte del

mondmero de la RMPK. Sélo una simulacion de esta ultima mostréo que el dominio B
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alcanz6 un valor de Q= 0.2 en aproximadamente 2.5 ns. El resto se desnaturaliz6 antes de 1
ns. Estos datos sugieren que la segunda transicion calorimétrica de la 7pPK se puede
atribuir a la desnaturalizacion del dominio B, mientras que en el caso de la RMPK Ia
desnaturalizacion ocurre en un solo evento global. Cabe sefialar que la simulacioén de la
TpPK a 300K presentd el dominio B cerrado sobre el dominio A. El mismo fendmeno
ocurri6 en las tres simulaciones. Con respecto a la RMPK bajo las mismas condiciones, dos
de las tres simulaciones terminaron con el dominio B abierto y el otro con la tapa torcida
sobre el dominio A.

En la siguiente liga se muestra las simulaciones de la 7pPK y la RMPK a 500 K.

(https://docs.google.com/file/d/0BS7RfHIF7vbNGSKZDgONOpIS28/edit?usp=drive_web).
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Analisis comparativo de una estructura de PK mesofila y una hipertermofila.

En varios articulos sobre la estructura cristalografica de la RMPK se ha descrito que el
dominio B presenta una alta movilidad, que se estabiliza cuando el sitio activo se encuentra
parcial o totalmente ocupado. Al respecto, Larsen et al. (16) determinaron la estructura de
la RMPK en presencia de diferentes ligandos y encontraron cambios en la posicion del
dominio B con respecto al resto de la proteina. Cuando el sitio activo se encuentra
completamente ocupado por los ligandos K*-Mg?*-oxalato-Mg-ATP, el dominio B se cierra
y presenta un angulo de 0°. En contraste, cuando el sitio activo estd ocupado parcialmente
por K, Mg y un anélogo del PEP, el dominio B puede presentar diferentes angulos de
rotacion (11°,21° o0 41 °) con respecto al dominio A, indicando que el cierre del sitio activo
varia de abierto a totalmente cerrado (16). Por otro lado, en la estructura apo de la piruvato
cinasa de musculo de gato, no se observé densidad electronica para el dominio B (93). Este
resultado indica que cuando el sitio activo estd completamente vacio, el dominio B se
encuentra en movimiento constante y no puede ser modelado debido a la ausencia de
densidad electronica en dicha region. Al respecto, en la estructura de la PaPK (3QTG) se
encontraron dos caracteristicas relevantes. En la unidad asimétrica existen dos cadenas
polipeptidicasde; en la cadena A se observa que la densidad electronica del dominio B esta
completa, a pesar de que el sitio activo esta vacio. Por otro lado, al sobreponer las
estructuras cristalograficas de la RMPK en presencia de K, Mg?" y piruvato (3N25) con la
estructura apo de la PaPK, se observa que la tapa presenta conformaciones similares. Con
este dato nos preguntarnos: ;como mantiene su conformacion semicerrada la estructura apo

de la PaPK a pesar de no tener sustratos para estabilizar el dominio B?
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FIGURA 14. Diagramas de liston del nucleo hidrofobico del dominio B de la RMPK
(A), de la PaPK (B) y de la TpPK (C), las interacciones entre los dominios A y B de la
RMPK (D) y de la PaPK (E). Los residuos aromaticos del nticleo hidrofoébico se muestran
como barras. Los residuos involucrados en las interacciones polares e hidrofobicas entre los
dominios A y B se muestran en palos. Las lineas punteadas rojas resaltan las interacciones
polares. Notese que estas interacciones estan ausentes en la RMPK. Esta figura se
construy6 a partir de las coordenadas de las estructuras de la RMPK (2G50) y de la PaPK
(3QNTG). Es importante notar que no se analizaron las interacciones interdominio del
monomero modelado de la 7pPK, pero fueron determinadas a partir de la estructura de la
PaPK para tener un resultado més confiable.

Para responder esta pregunta se comparé el dominio B modelado de la 7pPK con el de la
PaPK y la RMPK (Fig. 14 A-C). Encontramos que el nticleo hidrofébico de dicho dominio
en los modelos de la 7pPK y de la PaPK esta formado preferentemente por residuos

aromaticos (Phe), mientras que en las posiciones equivalentes del dominio B de la RMPK
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se encontraron Ile, Cys y Leu (Fig. 8B y C vs. A). Los residuos de Phe 108, 109 y 89 de la
TpPK corresponden a las posiciones Phe 122, 123 y 104 de la PaPK y a los residuos Ile
163, Cys 164 e Ile 141 de la RMPK. Es importante mencionar que estos residuos
aromaticos en las enzimas de Crenarchaeota, estdn altamente conservados (los residuos 89,
108 y 109 estan conservados 85 %, 88% y 100 % respectivamente), mientras que en la
RMPK las posiciones 163, 164 y 141 estan sustituidas por residuos alifaticos (Fig 15).
Cabe senalar que las posiciones de las fenilalaninas observadas en la PaPK y la 7pPK se
encuentran a distancias y angulos que favorecen las interacciones electrostaticas Pi-Pi cara-
lado (Tabla 9). Estas interacciones Pi-Pi le confieren al dominio B una alta estabilidad,
debido a que los componentes hidrofobicos y electrostaticos son generalmente mas fuertes
que las interacciones electrostasticas entre Phe y cadena lateral hidrofobica.

Para explorar si estas interacciones Pi-Pi del dominio B contribuyen a la estabilidad y al
acercamiento del dominio B sobre el dominio A, se modeld la mutante
F89I/F1081/F109C/F127L de la TpPK. En esta mutante se reemplazaron los residuos de
Phe por aquellos encontrados en las posiciones correspondientes en la RMPK. Se realizaron
tres simulaciones a 300K.

En contraste con las simulaciones de la 7pPK silvestre, la mutante mantuvo abierta la tapa
en dos de las tres simulaciones, mientras que en la tercera se mantuvo cerrada. Este
resultado sugiere que en la 7pPK, las interacciones Pi-Pi del nucleo hidrofobico
contribuyen a la alta estabilidad del dominio B asi como a mantener la conformacion
semicerrada sobre el dominio A (94).

En la liga siguiente se muestra las simulaciones de las mutantes de la 7pPK y la RMPK a

300 K
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(https://drive.google.com/file/d/0B57RfHIF-7vbN1ZiQjNoSORFbk0/view?usp=sharing).

También se compararon las interacciones entre los dominios A y B de la RMPK y de la
PaPK; los resultados se muestran en la Fig. 8D y 8E, respectivamente. Es importante notar
que las interacciones presentes en la RMPK son diferentes de las encontradas en la PaPK.
Las interacciones encontradas en este ultimo se localizan principalmente en la bisagra que
une el dominio B al A, manteniendo la conformacion semicerrada de la tapa, mientras que
en la RMPK estas interacciones no estan presentes. La tabla 10 muestra los atomos
involucrados en las interacciones y sus distancias. Las interacciones internas del dominio B
y aquellas entre los dominios A y B pueden explicar la alta termoestabilidad del dominio B
encontrado en los estudios de DSC. Esta alta estabilidad, y la baja movilidad de la bisagra
en la enzima hipertermoéfila, sugiere que este arreglo estructural pudiera permitir la
actividad de la 7pPK en ausencia de una carga positiva. Actualmente se estan realizando
las construcciones de acuerdo al andlisis estructural de la bisagra del sitio activo para

evaluar esta hipotesis de trabajo.
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TABLA 9. Interacciones Pi-Pi entre pares de
fenilalaninas del nucleo hidrofébico del dominio B de las
piruvato cinasas de Thermofilum pendens (modelo in
silico), y Pyrobaculum aerophilum (3QTG).

Las distancias fueron medidas desde centro de masa, definido
por los atomos de carbono que forman el anillo aromatico.
Los angulos se midieron de los planos formados por los
atomos de carbono en cada anillo. Phe 89, 108 and 109 de la
TpPK corresponden a las Phe 104, 122 and 123 en la PaPK'y
son conservadas 85, 88 y 100%, respectivamente, en todo el
phylum Crenarchaeota. Notese que en los Sulfolobales la

posicion 109 es generalmente Tyr.

Distancia Angulo
Residuos que (A) (grados)
interactiian
F89 F127 5.7 87.5
TpPK F89 F108 5.6 51.7
F108 F109 5.0 87.7
F104 F122 59 32.7
PaPK F122 F123 5.1 87.7
F122 F174 6.4 55.1
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Figura 15. Comparacion de los aminoacidos localizados en el nucleo hidrofébico del
dominio B en Crenarchaeota y animales (logos). Se muestran los residuos del nucleo
hidrofébico del dominio B, en las posiciones 89, 108,109 y 127 (de acuerdo con la
numeracion de la 7pPK), y la posicion equivalente en animales (de acuerdo con la
numeracion de la RMPK).
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TABLA 10. Interacciones entre los dominios A y B de la RMPK (2G50) y de la

PaPK 3QTG)
PDB Donador Acceptor Distancia Tipo de contacto
(A)
1298-CG2 N209-CG 3.61 Hidrofébico
1298-CG2 N209-CB 3.59 Hidrofébico
1298-CG2 G178-CA 3.88 Hidrofobico
2G50

1298-CD1 D177-C 3.52 Hidrofobico
1298-CD1 D177-CA 3.72 Hidrofobico
R119-CZ H77-CEl 3.79 Hidrofobico

G235-N D173-0OD2 2.98 Puente de

Hidrogeno

T233-0G1 D173-0ODl1 2.60 Puente de

3QTG

Hidrogeno

G171-N H260-ND1 3.03 Puente de

Hidrégeno
G235-N D172-CG 3.62 Hidrofobico
T233-CB D1732-CG 3.82 Hidrofébico
H260-CE1 V168-CGl1 3.51 Hidrofébico

Se excluyd del analisis la region de la bisagra, ya que se determiné por DynDom
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DATOS NO PUBLICADOS.

Efecto de los cationes monovalentes en la actividad de la TpPK

A la fecha se han caracterizado tres piruvato cinasas de especies de Crenarchaeota
(Pyrobaculum aerophilum, Termoproteus tenax and Aeropyrum pernix) (43,44). Las dos
primeras presentan Ser85 y Ser69, respectivamente, y la tltima Arg72 (correspondientes a
la posicion 117 de la RMPK); estas enzimas presentan actividad independiente de cation
monovalente. En coincidencia con las piruvato cinasas de Pyrobaculum aerophilum y
Termoproteus tenax, la de Thermofilum pendens también presenta actividad independiente
de cation monovalente, a pesar de no tener un residuo con carga positiva en la posicion 117
correspondiente (Val70). Para evaluar si la 7pPK es activable por los cationes
monovalentes, se hicieron ensayos en presencia de NH4", K*, Rb*, Cs*, Na* y no se observo
aumento de la actividad. (Fig. 16). Esta ausencia de activacion por los cationes
monovalentes se ha reportado en todas las enzimas independientes de cation monovalente,
incluyendo a aquellas que tienen Lys (83,84,85,95), Ser (43,44) o Arg (44), en la posicion

117 correspondiente.
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FIGURA 16. Efecto de los cationes monovalentes sobre la actividad de la 7pPK El
medio de reaccion contenia Tris-HCI 50 mM, pH 6.0, NADH 0.2 mM, Mg*" libre 30 mM y
LDH 8 ug/ml. Las concentraciones de PEP ionizado, ADP-Mg y Mg?" libre fueron 3.6, 1.6
y 25 mM, respectivamente. Los M* ensayados fueron NH4" (m),K* (@), Rb" (A) Cs* (V) y
Na'(#) a las concentraciones indicadas. La Vi para 7pPK sin M" fue 156 = 5 umol/ min -
mg. El inserto muestra la ausencia de efecto a concentraciones mayores de cationes
monovalentes hasta 70 mM.

Caracterizacion cinética de las Mutantes V70K y V70E

De acuerdo con el arbol filogenético (41), las piruvato cinasas independientes de potasio
presentan la secuencia consenso L113/Q114/K117/L120 (siguiendo la numeracion de la

RMPK). La piruvato cinasa de 7. pendens comparte esta secuencia excepto por la Lys 117

que es sustituida por Val; por consiguiente, aunque los cationes monovalentes no tienen
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efecto activador sobre la 7pPK nativa, la Biol. Nallely Cabrera de IFC construyo las
mutantes V70K y V70E para evaluar la contribucién de una carga positiva interna, o bien si
en presencia de Glu la 7pPK se activa por K*. Los resultados muestran que las mutantes
V70K y V70E, sin cation monovalente, muestran actividades 14 y 17 veces menores
respectivamente, comparada con la actividad que muestra la enzima silvestre (Tabla 11).
Por otro lado, la adicion de cationes monovalentes inhibi6 el 50% de la actividad de la
mutante V70K, mientras que la mutante V70E se activo 2, 2.8, 3.3 y 6.9 veces con K", Rb",
Cs™ y NH4", respectivamente (Figura 17). Sin embargo, la actividad de V70E con amonio
es 2.5 veces menor que la actividad de la 7pPK silvestre. Por otro lado, V70E present6 bja
afinidad por lo cationes monovalentes comparada con la que muestra la RMPK (la K, para
K*, NH4", Rb" y Cs™ es 2.8, 54, 2.9 y 1.2 veces mayor, respectivamente) (96). Las
eficiencias cataliticas disminuyeron tres 6rdenes de magnitud para K*, Rb" y Cs* y dos

6rdenes para NH4" (Figura 17).
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TABLA 11. Constantes cinéticas de 7pPK, las mutantes V70E y V70K con y sin
K"y NH4".
Enzima Vimax Ko K kear Log Log kea/Km
pmol / (PEP*) | (ADP- kea/Km | ADP-Mg
min-mg mM Mg) PEP*-
mM
TpPK 156 +4.8 0.3+ 0.13 + 534 6.2 6.6
0.02 0.06
TpPK + NH4" 155+4.4 03+ 0.14 + 530 6.2 6.5
0.05 0.01
V70E 9+ 0.8 1.5+02 | 0.80+ 31 43 4.6
0.10
V70E + K* 15+ 1.0 1.0 + 0.60 + 51 4.7 4.9
0.09 0.06
V70E + NH4" 59+ 1.5 0.8 + 0.30 + 202 54 5.8
0.03 0.20
V70K 11+1.0 3.6+ 0.24 + 38 4.0 52
0.57 0.02

Los datos fueron ajustados globalmente con la ecuacion que describe un mecanismo al azar
en equilibrio rdpido, como se describe en la Tabla 1. Las condiciones experimentales
fueron como en la Fig. 2 excepto las concentraciones de NH*" y K*, las cuales fueron de 90
mM para ambos cationes. Las velocidades iniciales de la enzima silvestre y las mutantes se
determinaron a concentraciones variables de uno de los sustratos y fijos variables del otro.
Los resultados muestran que la carga positiva de la lisina en la mutante V70K afecta la
union del PEP (la Km para PEP aumenté mas de un orden de magnitud (12 veces),
mientras que el sitio de union del Mg-ADP no se afectd. En contraste, en la mutante V70E

se reduce la afinidad por el PEP y del Mg-ADP; (5 y 6 veces, respectivamente). La adicion
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de NH4" a la mutante V70E mejora la union del PEP y del Mg-ADP 2 y 3 veces,
respectivamente. Aunado a lo anterior los resultados muestran que la sustitucion de valina
por glutdmico o lisina afectan la constante de especificidad por el PEP3- y del Mg-ADP, en
ambas mutantes. En el caso de V70E y V70E + K* dicho parametro disminuy6 dos 6rdenes
de magnitud, mientras que en V70E + NH4" y V70K disminuy6 un 6rden de magnitud con

respecto a la 7pPK (Tabla 11).

Vi Kn(M?) | fropr | Log

=

s V70K ' ' ' ] M+ pmol / mM e/ Ko

& v ¥ 7 ' 1 s 3 min'mg, M*

2 1Tk @) | 9+ | 36+ |308]30
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FIGURA 17. Efecto de los cationes monovalentes sobre la actividad de V70E y V70K.
A. Las condiciones experimentales fueron como en la Fig 10 excepto por las
concentraciones del PEP ionizado, ADP-Mg y Mg?" libre las cuales fueron 3.6, 1.6 y 25
mM, respectivamente. Para ambas mutantes los M* ensayados fueron K* (m), NH4" (e),
Rb* (V) y Cs* (A). La Viyux para TpPK sin M* fue 156 £ 4.8 umol/ min - mg (no se
muestra). B. Constantes cinéticas de la mutante V70E con los cationes monovalentes.

Estos resultados indican que la enzima silvestre es mas eficiente como catalizador que las
mutantes V70RE y V70K; por lo tanto no requiere de alguna carga positiva para catalizar.

Aun cuando la mutante V70E es activable por cationes monovalentes, su actividad méaxima

69




es tres veces menor que la que muestra la enzima silvestre Es relevante mencionar que, a
pesar de que las Crenarchaeotas poseen diversos residuos en esta posicion, Glu y Lys no
estan presentes. En el grupo de las Termoproteales, -grupo al que pertenece 7. Pendens y P.
aerophylum-, las PKs poseen principalmente Ser, en la posicion correspondiente a la 117,
algunas Gly y una Val. Este resultado parece indicar que las PKs de este grupo prefieren

residuos neutros. Sin embargo, las Acidolobales presentan Arg en esta posicion.
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Conclusion:

La TpPK es codificada por un gen de copia simple, el cual se relaciona cercanamente con
las secuencias del orden Thermoproteales del phylun Crenarchaeota. Estas secuencias
estan agrupadas en un grupo que incluye PKs de los ordenes Desulfurococcales,
Acidilobales, y Fervidicoccales, que poseen aminoacidos distintos a Lys en la posicion
correspondiente a la 117. Es importante remarcar que, la 7pPK posee Val70 en esta
posicion, y que no requiere una carga positiva interna cerca del sitio activo para catalizar.
Sin embargo, la enzima sigue un mecanismo cinético al azar en equilibrio rapido, igual al
de la RMPK en presencia de K™ y la mutante E117K en ausencia de K*. Estos resultados
muestran que en la 7pPK, el cierre de la tapa del sitio activo y el arreglo de los residuos
involucrados en la union del nucleétido son independientes de la carga positiva interna y/o
K*. Se analizaron las interacciones no covalentes (puentes salinos, puentes beta, puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofobias e interacciones Pi-Pi) presentes en el dominio B de la
PaPK y las modeladas en la 7pPK, y se compararon con aquellas presentes en la RMPK.
Las interacciones diferentes sugieren que el dominio B de la enzima hipertermofilica es
altamente estable. En conjunto, los resultados apoyan la hipotesis de trabajo de que el
arreglo estructural del dominio B de la 7pPK permite la catdlisis de la enzima en la

ausencia de una carga positiva.
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