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1. RESUMEN

La fosfoglicerato cinasa (PGK) es una enzima glicolitica que es esencial en la
mayoria de las células para la produccion del ATP. Esta enzima transfiere el grupo
fosfato, del 1,3-bifosfoglicerato al ADP para formar 3-fosfoglicerato y ATP. La PGK
monomeérica de Thermotoga maritima (TmPGK) es una proteina con 399 residuos de
aminodacidos que esta plegada en dos dominios de aproximadamente el mismo tamafo,
unidos entre si por una hélice. Ambos dominios estan involucrados en la unién de los
sustratos. El dominio amino terminal une al fosfoglicerato y el dominio carboxilo terminal al

nucleétido.

Este proyecto de investigacion tuvo como finalidad crear una PGK capaz de
sintetizar N°-bencil-ATP. Este sustrato se esta utilizando para conocer los sustratos
fisiologicos de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (mutantes) que son capaces de
reconocerlo especificamente como sustrato ortdlogo. Considerando los datos de la
TmPGK y otras cinasas a la fecha, para este trabajo se decidio obtener el gen de la PGK
usando oligonucleétidos basados en dos secuencias distintas reportadas para el mismo
gen, se amplifico éste y se clon0 en un vector de expresion. Asimismo se genero una
mutante F223G que permitiera el acomodo del grupo bencilo cerca del sitio de union al
ATP.

Se optimizaron las condiciones de purificacion de las proteinas recombinantes y se
hizo su caracterizacion cinética. Las enzimas silvestre y mutante mostraron actividades
adecuadas conforme a las reportadas en los ensayos de defosforilacién con ATP, mas no
usando N°-bencil-ATP como sustrato. Se observé que la actividad se mantuvo elevada
con ATP, pero al usar el analogo del ATP, la mutante no presento una actividad elevada
como se esperaba de la hipétesis. En el ensayo de sintesis de N®-bencil-ATP con las
enzimas silvestre y mutante, se observé que la enzima mutante presentd ligeramente

mejor afinidad por el sustrato analogo que la enzima silvestre.
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2. INTRODUCCION

2.1 PROTEINAS CINASAS

2.1.1 Generalidades

La fosforilacion reversible de las proteinas se encuentra entre las
modificaciones postraduccionales mas importantes que ocurren en las células
eucariontes y procariontes. Desde las Ultimas décadas, la fosforilacion de las
proteinas ha pasado de ser una simple curiosidad durante los estudios del
metabolismo glicolitico a ser un mecanismo universal para la adaptacion y para
el control celular (Hunter, 1995; Graves y Krebs, 1999). Hoy en dia es dificil
discutir algan proceso bioquimico en las células vivas que no esté directa o
indirectamente relacionado con la fosforilacion de proteinas. El descubrimiento
de que una gran familia de proteinas llamadas proteinas cinasas que cataliza la
fosforilacién de las proteinas blanco y por lo tanto la regulacion de las vias
metabdlicas, es ahora una piedra angular en el campo de la transduccion de
sefales (Adams, 2001).

Hasta 1990, se habian enlistado 117 distintas secuencias de proteinas
cinasas habian sido anexadas a las bases de datos. Setenta y cinco de estas
son serin/treonin cinasas y 42 tirosin cinasas. Sesenta y ocho de las
secuencias son de especies de vertebrados, 24 de levadura, 18 de Drosophila,
2 de nematodos y 1 de Aplasia, Aspergillus, Hydra, Phaseolus y virus S13
(eritoblastosis), respectivamente. Se estima que hay un nidmero mayor a 120
en Sacharomyces cerevisiae, mas de 500 en el humano y que el 2.1% del
genoma de C. elegans codifica para proteinas cinasas (Hanks y Quinn, 1991).
Estas proteinas, se encuentran en muchos compartimentos celulares, en las
membranas, en el citosol, asociadas al citoesqueleto o en el nucleo, y regulan
una amplia variedad de procesos incluyendo el metabolismo de los
carbohidratos y de los lipidos, la biosintesis de los neurotransmisores, la
transcripcion y la replicacion del DNA, el movimiento de los organelos, la

contraccidon del musculo liso y la diferenciacidon celular. Dada esta diversidad,
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no es de sorprender que se estime que el genoma de los vertebrados codifique
aproximadamente 2000 proteinas cinasas que lleven a cabo estos humerosos

procesos bioquimicos (Hunter, 1995).

2.1.2 Caracteristicas béasicas de las proteinas cinasas

Las proteinas cinasas, son una superfamilia de enzimas que catalizan la
transferencia del grupo fosfato y del ATP a residuos de serina, treonina, tirosina
o histidina de la proteina blanco. Esta superfamilia de proteinas, presenta
caracteristicas conservadas en la secuencia de aminoécidos asi como a nivel
estructural. La mayoria de las cinasas se clasifican dentro de dos grandes
clases de proteinas, con base en su habilidad de fosforilar residuos de serina y
treonina o de tirosina. Las proteinas cinasas que fosforilan las serinas y
treoninas se llaman serin/treonin cinasas y las que fosforilan tirosina: tirosin
cinasas. Ademas hay una tercera clase de cinasas que fosforilan serina y
tirosina (Ben-David et al., 1991).

Estructuralmente, las cinasas presentan tres dominios principales
denominados: SH1, SH2 y SH3. El dominio SH1 o dominio catalitico es una
region altamente conservada formada por 200-250 residuos de aminoacidos
aproximadamente y es responsable de la union del nucleétido y de la proteina
sustrato, asi como de la transferencia del grupo fosfato (Adams, 2001). Este
dominio presenta una secuencia consenso o0 motivo Rossmann (Gly-xxx-Gly-
xxx-xxxX-Gly), en donde los residuos hidrofébicos se repiten en casi todas las
secuencias estudiadas (Hanks y Quinn, 1991). Los dominios SH2 y SH3 estan
formadas de 140-250 y 55-75 residuos de aminodcidos, respectivamente. Estos
dominios permiten el reconocimiento de las proteinas que tienen las
secuencias consenso (SH2) y la interaccion con la proteina sustrato, asi como

la localizacion de la proteina en la célula (SH3) (Yu et al., 1992).

2.2 PROTEINAS BLANCO DE CINASAS

Numerosas investigaciones se han enfocado en la descripcion de

proteinas cinasas nuevas y mas interesantes, con el fin de entender y evaluar
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las vias de sefializacion tan complejas de las que forman parte. La asignacion
del mecanismo de fosforilacion en las proteinas sustrato, la determinacion de la
estructura tridimensional de las cinasas, el desarrollo de algunas drogas que
son especificas, el establecimiento de los métodos genéticos y de clonacion,
entre otras estrategias, ha permitido conocer mas a fondo las proteinas
cinasas, sin embargo la identificacion de los sustratos directos de estas
proteinas ha sido sumamente dificil debido al elevado niamero de cinasas, a la

redundancia y sobrelapamiento de la especificidad de los sustratos.

Algunos estudios sobre la expresion de la proteina tirosin cinasa v-Src
en los fibroblastos demostraron que esta enzima fosforil6 al menos 50
proteinas celulares (Taylor y Shalloway, 1993) e incluso, que el mismo sustrato
se fosforila por otras proteinas, en los fibroblastos sin transformar (Kamps y
Sefton, 1988). Las técnicas bioquimicas y genéticas mas sofisticadas
(incluyendo: inmunodeteccion de proteinas anti-tirosina en fibroblastos
transformados, transfeccion de fibroblastos v-Src mutantes, estudios de Knock-
out de genes en células Src, inmunoprecipitaciones anti-v-Src, y el uso de
inhibidores especificos de las cinasas) no han permitido la identificacién sin
ambigiiedad de los sustratos directos de v-Src (Brown y Cooper, 1996). Entre
otras metodologias empleadas para la identificacion de los sustratos, podemos
mencionar: el mapeo de péptidos combinados y con bibliotecas de fagos, la
modulacion de metales divalentes y la tecnologia con chips de proteinas. Hasta
1995, la mayoria de los sustratos directos de las cinasas permanecen sin
identificar (Hunter, 1995).

2.3 ESTRATEGIA QUIMICO-GENETICA
2.3.1 Antecedentes

Con el fin de determinar los sustratos directos de las cinasas, se han
desarrollado varias estrategias que permitiran comprender detalladamente

muchas de las vias de sefializacion celular. La combinacion de estrategias

quimicas y la genética como sintesis quimica de inhibidores y de analogos de
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nucledtidos y la mutagénesis dirigida de cinasas, tiene como objetivo generar

compuestos que se unan de manera especifica con algunas cinasas mutantes.

Uno de los métodos quimico-genético utilizados para determinar los
sustratos de las cinasas, es mediante el uso de inhibidores especificos. La
estrategia consiste en generar mutaciones silenciosas en el sitio activo de la
cinasa que unan pequefias moléculas que se disefian para inhibir la cinasa
mutantes sin afectar las cinasas silvestres (Bishop et al., 1998). La mutacion
silenciosa genera un hueco en una region cercana al sitio de union del ATP, al
sustituir un residuo grande por uno pequefio, sin que este cambio afecte su
actividad (Fig. 1). El tratamiento con inhibidores no permite a la célula
adaptarse a la falta de actividad en la cinasa blanco. Ademas, las moléculas
pequeiias pueden administrar en distintas concentraciones, permitiendo
observar los efectos de una inhibicion parcial y total de la cinasa blanco. La
inhibicion en la actividad de la cinasa no debe interferir en su localizacion

celular ni la union de la proteina con su blanco (Shokat, 1995).
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Fig.1 Identificacion de sustratos de proteinas cinasas mediante inhibidores (Bishop et al., 1998)
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La otra estrategia para identificar los sustratos de las proteinas cinasas
utiliza analogos del ATP que puedan ser utilizados eficazmente por las cinasas
modificadas. Estas caracteristicas radican en cambios o alteraciones en la
estructura, adicion o eliminacion de algun sustituyente o cambio de carga en la
molécula (Fig. 2). Los analogos pueden funcionar como sustrato, inhibidor o
activador ya que con la mutagénesis dirigida en un cinasa en particular se
genera una nueva superficie de interaccion proteina-ligando especifica (Shah
et al., 1997).

X
M
M
¢
WL L
1] 1l n
O )] O
OH OH
X =

1 —N-OCH, 6: —NH 10: —N >

) H ‘o ph

20 —N=OCH,CH;

a: H T —

t —N-COCH, "o

T D -

4 —N-0—< H
H CHa

H
5: 9: D 12: Q
—N=—y P —_
H Ph N NH

Fig. 2 Estructura quimica del ATP y sus analogos (Shan et al., 1997).

Para llevar a cabo esta estrategia, varios grupos de investigacion
establecieron algunos criterios en el disefio de la proteina cinasa para poder
diferenciarla de las cinasas silvestres y autentificar la selectividad de los

sustratos. Las proteinas modificadas debian (Fig. 3):

1. Aceptar el analogo del ATP, pero éste debia ser un sustrato no
reconocido por las proteinas cinasas silvestres.

2. Usar el anédlogo de ATP con alta eficiencia catalitica.
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3. Tener una eficiencia catalitica reducida con sustratos nucleotidicos
naturales (ATP), de tal manera que, en la presencia de concentraciones
celulares de ATP (1-2 mM) la cinasa mutada usaria preferentemente el
analogo del ATP como fosfodonador.

4. Tener la misma especificidad por el sustrato que las cinasas no
modificadas (Shan et al., 1997; Liu et al., 1998).

Design Goals

l&2 Design Goals
—_— 1&4 >
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Kinase
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Fig. 3 Especificidad del ATP y sus analogos (Urlich et al., 2000)

Estas dos estrategias han demostrado ser buenas herramientas para la
deteccion de los sustratos especificos de las cinasas, especialmente la que usa
los analogos del ATP. En estudios de afinidad e inhibicion, los compuestos N°-
bencil-ATP, N°®-2-Feniletilamina-ATP y 3-Metil-N®-bencil-ATP fueron los
sustratos con mayor afinidad por las proteinas mutantes disefiadas
especialmente para reconocerlos (Fig. 4). Una limitante de esta estrategia es
gue la sintesis quimica de estos compuestos es compleja, tardada y con bajos
rendimientos (Shah et al., 1997; Liu et al., 1998, Ulrich et al., 2000), por lo que
obtenerlos mediante una reaccidén enzimatica, seria mucho mas facil, rapido y
eficiente, y, de esta forma, poder realizar un sin fin de estudios sin la limitante

del sustrato.

Con el objetivo de producir los analogos del ATP, se ha pensado en
utilizar una enzima que se capaz de sintetizar el ATP y producir con ella,
cualquier compuesto nucleotidico. En la glicolisis hay enzimas que producen

ATP: la fosfoglicerato cinasa y la piruvato cinasa.
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Fig. 4 Evaluacion de la eficiencia de unién de 6 analogos del ATP en las proteinas cinasas
v-Src: GST-XD4 (silvestre), GST-XD4 (1138A) y GST-XD4 (1138G). (A) Inhibicién de la
fosforilacion del ATP [y*2P] que es dependiente del sustrato peptidico IYGEFKKK por la GST-
XD4 (silvestre), GST-XD4 (1138A) y GST-XD4 (1138G) con ATP marcado y los 6 andlogos de
ATP. (B): Estructura de los analogos de ATP; 1, NE- 2-Fenil-ATP; 2, Ns-benciI-ATP; 3, NE-
Feniletilamina-ATP; 4, 4-Metil-N°-bencil-ATP; 5, 5-Metil-N°-bencil-ATP; 6, 6-Metil-N>-bencil-ATP

(Liu et al., 1998).

Dadas las caracteristicas de estas enzimas, en este trabajo se decidio

trabajar con la fosfoglicerato cinasa, enzima que se describira detalladamente a

continuacion.
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2.4 FOSFOGLICERATO CINASA

2.4.1 Antecedentes

La fosfoglicerato cinasa es una enzima esencial para el metabolismo
basico de varios organismos: glicolisis, interviene en la fermentacion y la
fijacion de carbono. Es una de las dos enzimas requeridas para la formacion de

ATP en la glicdlisis (Fig. 5).
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Fig. 5 Esquema de la glicdlisis.

El aislamiento del 1, 3-bifosfoglicerato como intermediario en la
oxidacion de gliceraldehido 3—fosfato a 3—fosfoglicerato, fue el primer indicio de
que dos enzimas estaban involucradas en este punto de la via glicolitica.
Theodor Bicher aisl6 (Bucher, 1942) y cristalizo (Bucher, 1947) por primera
vez la enzima fosfoglicerato cinasa (PGK) de levadura. A la fecha se han
cristalizado las PGK de varias fuentes: de caballo (Banks et al, 1979), de
Bacillus stearothermophilus (Davies et al, 1994), de cerdo (May et al, 1996), de

Thermotoga maritima (Fleming et al, 1996), entre otras.
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2.4.2 Propiedades bioquimicas
Mecanismo de reaccion
La fosfoglicerato cinasa (ATP: 3-fosfo-D-glicerato-1-fosfotransferasa,

EC 2.7.2.3) cataliza la formacion del ATP y del 3—fosfoglicerato mediante la

transferencia del grupo fosfato y del 1, 3-bifosfoglicerato al ADP (Fig. 6).

?_.
O P O—P=0
| I 0 8] i
), O0—P—0O > . T
o | ]- Mg ( &
= 0 5 HCOH ' P)
HCOH . T
. Rib Adenine CH.OPO; 0
CH,OPO:
Rib Adenine

1.3-Bisphosphoglyeerate ADP 3-Phosphoglyeerate ATP

Al 18.5 kJ/mol

Fig. 6 Transferencia del grupo fosfato del 1, 3-bifosfoglicerato al ADP, formando ATP y
3—fosfoglicerato (Lehninger, 2000).

Cuando la reaccion va en la direccion de la formacion de ATP, se
denomina direccion de reaccion “Forward” o en sentido derecho. En el
equilibrio, la reaccién que es esencialmente independiente del pH, favorece la
formacion del ATP. Sin embargo, en condiciones fisiologicas, y con los
procedimientos usuales del ensayo cinético, la reaccion acoplada a la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se encuentra mas cercana al

equilibrio (Fig. 7):

GAP? + NAD" + Pi* + MgADP <> 3-PGA* + NADH + MgATP? + H*

Fig. 7 Ensayo acoplado de la PGK y de la GAPDH. Abreviaturas: GAP, gliceraldehido
3-fosfato; NAD", nicotinamida-adenina dinucleétido (oxidado); 3-PGA, 3-fosfoglicerato; NADH,

Nicotinamida-adenina dinucledétido (reducido).

Cuando la reaccién va en sentido de la defosforilacibn de ATP se
denomina reaccion “Reverse” o en sentido inverso, el equilibrio de los sustratos
es menos favorable. La enzima puede llevar a cabo la transferencia de grupos

fosfato en ambas reacciones (Fig. 8):
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3-PGA* + MgATP? <> 1, 3-DPGA* + MgADP"

Fig. 8 Reaccion reversible de transferencia del grupo fosfato. Abreviaturas: 3-PGA,
3- fosfoglicerato; 1, 3-DPGA, 1, 3-bifosfoglicerato.

Especificidad de los iones metélicos

La PGK requiere iones metélicos para llevar acabo la reaccion, ya que el
verdadero sustrato es el complejo Mg?* con ADP o ATP. Estudios cinéticos han
mostrado que, como en otras cinasas, el Mn?* puede reemplazar al Mg con
una Km aparente del Mn®" ligeramente menor a la del Mg?* lo cual refleja una
constante de disociacion menor para el MnATP comparado con MgATP. Los
complejos CaATP, CoATP, CdATP y NIATP, son sustratos alternativos, aunque
este Ultimo de manera muy pobre (Larsson-Raznikiewicz, 1970). No se ha

mostrado ninguna actividad al utilizar el Zn**, el Sr**, el Be** y el Fe*".

Especificidad de los nucleétidos

Ademas del ATP, muchos otros nucleoétidos trifosfatados se pueden
utilizar en la reaccion inversa, pero ninguno de ellos es tan eficiente como el
ATP. El orden de reactividad (con 2.5 mM del nucled6tido) es: ATP > ITP > GTP
> dATP > XTP > CTP = UTP. Cuando se probaron concentraciones de 2 mM
del nucleétido con 2.5 mM de MgCl,y 6 mM de 3-fosfoglicerato, las velocidades
relativas en porciento (%) fueron: ATP, 100; ITP, 45; GTP, 36; dATP, 27 y XTP,
15. No se observd ninguna reaccion con CTP y con UTP. Los nucledétidos
difosfatados inhiben la reaccion inversa de la misma forma, sélo que el grado
de inhibicién es en el siguiente orden: GDP > ADP > IDP (Krietsch y Blicher,

1970). Los monofosfatos inhiben de igual forma (Larsson-Raznikiewicz, 1971).
2.4.3 Propiedades estructurales

La PGK, tiene un peso molecular entre 37 y 50 kDa dependiendo del

organismo del que proviene (Tabla 1).
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Tabla 1. Pesos moleculares reportados para la fosfoglicerato cinasa (Scopes, 1973)

Método de estudio Musculo (kDa) Levadura (kDa) Eritrocito (kDa)
Filtracion en gel 38 37 50

47 47

41
Ultracentrifugacion 47 34 50
Andlisis de a. a. 45 46
Contenido de triptofanos 48 46 49

45

Electroforesis en gel-SDS 48 50 50

Hasta antes del afio de 1995, el andlisis de por lo menos 37 distintas
secuencias de aminoacidos de PGK indicaban que el tamafio de la
“subunidad” por electroforesis en gel (con dodecilsulfato de sodio, SDS) era un
monomero de alrededor de 45 kDa. Pero en 1995, dos grupos de investigacion
(Jones et al, 1995., Hess et al, 1995) determinaron que las PGK de las
especies Pyrococcus woesei y Sulfolobus solfataricus eran dimérica y
tetramérica, respectivamente. Incluso, el grupo de Schurig (Schurig et al, 1995)
descubri6 dos formas distintas de la misma enzima en T. maritima, una
monomeérica de 43 kDa y una tetramérica de 280 kDa, que esta fusionada a la

triosafosfato isomerasa (TIM).

El analisis de residuos de aminoéacidos de las PGK de levadura
(Larsson-Raznikiewicz, 1970; Krietsch y Blicher, 1970), de masculo de conejo
(Krietsch y Bucher, 1970) y de eritrocito humano (Yoshida y Watanabe, 1972)
demostré que son muy similares (Tabla 2). El alineamiento de 22 secuencias
de aminoacidos de PGK indicaron que 62 residuos estan conservados y que
también presenta un gran numero de sustituciones conservativas (Watson y
Littlechild,1990) (Fig. 9). Hasta 1997, habian sido publicadas.aproximadamen-

te 65 secuencias de aminoacidos de las PGK de distintos organismos.
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Tabla 2. Composicion de aminoacidos en la fosfoglicerato cinasa (Scopes, 1973)

Aminoécido Levadura Levadura Musculo de Eritrocito
conejo humano

Lisina 44 46 46 40
Histidina 8 9 8 5
Arginina 13 14 12 11
Acido aspértico 42 41 44 45
Treonina 19 18 17 17
Serina 25 25 24 24
Acido glutamico 39 38 33 34
Prolina 18 18 18 19
Glicina 39 37 40 41
Alanina 45 43 39 41
Valina 38 38 38 41
Metionina 3 3 13 13
Isoleucina 21 23 18 18
Leucina 41 41 38 40
Tirosina 7 8 4 4
Fenilalanina 18 19 16 15
Cisteina 1 1 8 10
Triptofano 2 2 4 4
Total 423 424 420 422

La PGK monomérica es una molécula bilobular separada en dos
dominios de aproximadamente el mismo tamafio unidos por una hélice a. Los
dominios corresponden a la division entre las regiones N-terminal y el C-
terminal de la molécula con los ultimos residuos de la region C-terminal
regresando al N-terminal de la proteina. Ambos dominios estan involucrados en
la union de los sustratos. El sitio de union del azicar se encuentra en la region
cargada positivamente del dominio N-terminal, mientras que el sitio de unién
del nucledtido se encuentra en la hendidura hidrofébica del dominio C-terminal
(Banks et al, 1979) (Fig. 10).
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Fig. 9 Alineamiento de secuencias de las PGK de T. maritima (TmPGK), B. stearothermophilus
TmPGK. Los elementos de la estructura secundaria se indican con: s (hebras) y h (hélices)

marcados en recuadros grises. La numeraciéon de la secuencia se basa en la secuencia de
(Auerbach, 1997).

(BsPGK), Cerdo (PigPGK) y Levadura (YeastPGK). Los aminoacidos conservados estan
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N-terminal

C-terminal

Fig. 10 Dibujo de la estructura en una conformacion abierta de la PGK de levadura. Las
a hélices se muestran como cilindros y las hebras B como flechas. El sitio de unién del
nucledtido se muestra en color negro detras de las hélices VI y IX (dominio C-terminal), y el

sitio de union del azlcar detras de la hélice XllI (dominio N-terminal) (Watson, 1982).

La PGK consta de una hoja B central formada por 6 hebras B, rodeadas
de hélices a conectadas a las hebras por giros B y secciones de estructura
irregular. En términos topoldgicos, el orden de las hebras g en el dominio C-
terminal es CBADEF, mientras que en el dominio N-terminal es CDBAEF,
difiriendo solamente en el lugar que ocupa la hebra D. Sin embargo, no hay
similitud en la secuencia de ambos dominios, ni en la estructura detallada de la
misma. Como en otras enzimas glicoliticas, hay una marcada tendencia a que
los elementos de las estructuras secundarias estén organizadas en unidades
repetitivas (B-o): en la PGK el motivo (B-o) esta repetido 12 veces. En total, la
PGK en una molécula con 15 hélices a, 12 hebras f internas y, por lo menos, 5
hebras B superficiales (Banks et al., 1979).

Se ha propuesto a partir de los estudios cristalograficos de las PGK de
levadura (Bryant et al., 1974), musculo de caballo (Banks et al., 1979), T.

thermophilus (Littlechild et al., 1987), B. stearothermophilus (Davies et al.,
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1993) y T. maritima (Auerbach et al., 1997) que existen dos conformaciones
diferentes, una abierta y una cerrada. Este cambio se lleva a cabo como
resultado de un rearreglo en la region flexible de la bisagra. La evidencia del
cambio conformacional se ha confirmado mediante estudios de resonancia
magnética nuclear (Tanswell et al., 1976), dispersion de rayos X de bajo angulo
(Pickover et al., 1979) y estudios hidrodinamicos (Roustan et al., 1980) (figura
11).

Fig. 11 Dibujo estereografico de la PGK antes (a) y después (b) de un cambio conformacional
(rotacion de 8-12°). El dibujo muestra solo los atomos del carbono B que fueron usados para
calcular el radio de giro de las estructuras. Un dominio esta representado en lineas continuas,
mientras el otro con lineas punteadas. Este Ultimo es el que esta desplazado en la figura
(Pickover, 1979).

La enzima no puede catalizar la transferencia del grupo fosfato al
nucleodtido en la conformacion abierta ya que la distancia entre el nucleétido y
el aztcar es de por lo menos 10 A, por lo que se ha propuesto que en el
mecanismo catalitico de esta enzima esta involucrado un cambio

conformacional, que es activado por la unién de los sustratos y dando como
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resultado el cierre de la hendidura del sitio activo con un movimiento tipo

bisagra de ambos dominios.

La proximidad de los sitios de union de los sustratos permite el ataque
nucleofilico del atomo del oxigeno del fosfato B del ADP al grupo 1-fosfato del
1,3- bifosfoglicerato. La reaccion catalizada involucra una inversion de la
configuracion en el atomo fosfato y seguida por un mecanismo de
desplazamiento, en el cual el grupo fosfato es transferido directamente via un
estado de transicion cargado entre la unién de los sustratos. La carga negativa
adicional, que se genera en la reaccion Sy2 en el fosfato pentagonal del estado

de transicion, tiene que ser estabilizada por la enzima.

Este cambio conformacional se lleva a cabo por la formacién del
complejo binario del fosfoglicerato-PGK, mas que por la formacién de complejo
nucledétido-PGK. Esto concuerda con la estructura del complejo binario, 3-
fosfoglicerato (3-PGA) de la PGK porcina (May, 1996) y el complejo binario,
ADP de la PGK de B. stearothermophilus (BsPGK) (McPhillips et al., 1996). La
PGK sélo logra adquirir su conformacion completamente cerrada luego de la
union de ambos sustratos, como se ha demostrado en los complejos ternarios
de las PGK de T. maritima (TmPGK) (con 3-PGA y AMP-PNP, Adenilil-imido
difosfato) (Auerbach et al., 1997) (Fig. 12) y Trypanosoma brucei (TbPGK) (con
3-PGA y ADP).

Fig. 12 Diagrama estereografico de la TmPGK con los sustratos 3-fosfoglicerato (3-PGA) y

Mg®*-AMP-PNP (ATP/Mg) unidos. Los elementos de las estructuras secundarias estan

marcados (hélices: h, amarillo; hebras B: s, magenta) y los residuos involucrados en la
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formacion de los puentes salinos (Arg62, Asp200) o de catalisis (Arg36, Lys197) se muestran

en representacion de esferas y cilindros con atomos en colores estandar (Auerbach, 1997).

Con el complejo ternario en la estructura de la TmPGK se han
dilucidado algunos detalles de la conformacion de la enzima durante la
transferencia del grupo fosfato, permitiendo describir algunas caracteristicas
esenciales en el mecanismo catalitico. La PGK, contiene un puente salino
intradominio entre los residuos Arg62 (dominio N-terminal) y Asp200 (dominio
C-terminal) formando una union que mantiene a los dos dominios en la
conformacion cerrada. Se sabe que los residuos del sitio catalitico son muy
conservados, la Lys197 localizada en el dominio C-terminal esta involucrada en
el cierre de los dominios al anclar ambos grupos fosfatos del 1, 3-
bifosfoglicerato (BPG), que esta unido al dominio N-terminal. Ademas, la
Lys197 esta en una regién en la que se permite la transferencia del grupo
fosfato del donador BPG al aceptor ADP, estabilizando asi el estado de

transicion penta-coordinado del grupo fosfato (Auerbach et al, 1997) (Fig. 13).

Una molécula de agua bien definida se localiza en la trayectoria
propuesta para la transferencia del grupo fosfato, exactamente en la posicion
propuesta para el estado de transicion penta-coordinado (Bernstein et al.,
1997). Esta molécula de agua se estabiliza por el residuo Arg36, cuyo grupo

guanidino interactta con el carboxilato del 3-PGA (Fig. 13).

A 2
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Fig. 13 Vista estereogréafica del sitio activo de la TmPGK mostrando la molécula de unién

central de agua (esfera roja) en la posicion putativa del estado de transicion del grupo fosfato.
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La Lys197 estd bien posicionada para permitir la transferencia del grupo fosfato del donador
BPG al aceptor ADP durante la catdlisis. Un i6n Mg** (esfera verde) se coordina por 3 atomos

de oxigeno del trifosfato (fosfato a, p en blanco, fosfato y en verde claro) (Auerbach, 1997).

El ién Mg®* se coordina por los tres grupos fosfato del nucleétido via tres
atomos de oxigeno en la TmPGK. Los tres sitios de coordinacion, octaedros del
ion metalico divalente, se ocupan por moléculas de agua (Szilagyi, 2001) (Fig.
14).

Fig. 14 Interacciones del Mg**-nucledtido con los residuos de aminoacidos del sitio activo
(Szilagyi, 2001).

Ademas de las interacciones entre los residuos de aminoécidos y los
sustratos, hay interacciones dipolo y puentes salinos que estabilizan la proteina
y permiten el cambio conformacional de la PGK de un estado abierto a uno
cerrado. Una hélice o se puede estabilizar por medio de la compensacion de
cargas de ambos polos del macrodipolo. Eso ocurre en el N-terminal con un
grupo carboxilato adyacente (aspartato o glutamato) o en el C-terminal con un
grupo guanidino o amino (arginina o lisina). En las tablas 3, 4 y 5 se muestran
a manera de resumen los residuos de aminoacidos del sitio activo que
intervienen en la union de los sustratos, asi como una comparacion de las

interacciones (dipolo y puentes salinos) en distintas PGK.

Tabla 3. Interacciones no covalentes en distintas PGK (Auerbach, 1997)

Fuente de Puentes salinos  Puentes salinos  Residuos Dipolo  Residuos Dipolo
PGK de superficie Asp/Glu Arg/Lys
Cerdo 18 14 9 12
Levadura 17 14 10 9
B. stearothermophilus 29 29 16 13

T. maritima 24 22 17 14
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Tabla 4. Residuos del sitio activo y distancias a las que interactdan con el 3-fosfoglicerato en la
TmPGK (Auerbach, 1997).

Protein atom Ligand atom Distance (ﬁ\}l
Arg3a MHA (8] 2.7
Arg3e NH2 (8] 3.07
Asn23 ND2 o1 3.03
Asn23 ND2 O3 3.08
His5% NE2 03 2.97
His59 NE2 o1P 3.25
Asp21 OD2 03 2.78
Arg118 MNHA Q3P 2.59
Argi18 NH2 04pP 2.70
Arg151 NE O4pP 2,72
Arg151 NH2 OzP 2.90
Args2 NH2 OzP 2.59
Argé2 ME o3P 2.67
Ly=197 NZ o2 3.91

Tabla 5. Residuos del sitio activo y distancias a las que interactian con el sustrato de union
AMP-PNP en la TmPGK. Las letras griegas se refieren a los fosfatos a, B y y del AMP-PNP
(Auerbach, 1997).

Protein/metal atom Ligand atom?* Distance (&)
Asn317 0D N33 3.02
Asn317 ND2 O3y 3.18
Ser3se6 OG O2p 2.42
Ser356 M O2p 2.92
Ly=201 NZ O3y 3.07
Lys201 NZ O 3.23
Lys197 M O 3.01
Lys197 NZ Oy 3.66
Ala1gs N O 3.16
Alatos N (o1 3.06
Glu3z4 OE2 03 2.87
Glu324 OFEA oz 2.83
Aspas5 M O1p 2.89
Gly3as4 N Oy 2.96
Mg O2c 2.23
Mg O1p 2.04

Mg Oy 2.38
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En este trabajo se propuso confirmar la hipétesis de que la sustitucion de
un aminodcido grande en una posicion cercana al sitio de unién del ATP con un
aminoacido pequefio permitira a la enzima fosfoglicerato cinasa sintetizar N°-

bencil-ATP como sustrato analogo del ATP.

Considerando los datos obtenidos de la TmPGK a la fecha, en este
trabajo se decidio obtener el gen de la PGK usando oligonucleétidos a partir de
dos secuencias distintas reportadas para el mismo gen. Ademas, se analiz6 la
posicion idénea para realizar la mutacion que permitiera llevar a cabo el
acomodo del grupo bencilo cerca del sitio de union del ATP. Sobre expreso
proteina y se purific6 usando método cromatografico. Para comprobar la
sintesis y la defosforilacion de N°-bencil-ATP se llevaron a cabo ensayos
cinéticos ad hoc.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. HIPOTESIS

La mutacion de una fenilalanina por una glicina en la posicion 223 de la
secuencia primaria de la enzima fosfoglicerato cinasa de la bacteria termofila

Thermotoga maritima (Tm) permitira a la enzima sintetizar N°-bencil-ATP.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar N®-bencil-ATP con la TMPGKF223G

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar el gen de la TmPGK silvestre

e Realizar una mutacion puntual dirigida cambiando la fenilalanina
223 por una glicina en la TmPGK (F223G)

e Clonar y sobreexpresar la PGK silvestre y mutante utilizando un
vector y un sistema de expresion bacteriano adecuado, para la
posterior purificacion de las enzimas.

e Caracterizar bioquimicamente las PGK silvestre y mutante
(F223G), comparando sus principales parametros

e Sintetizar, con la enzima mutante, N®-bencil-ATP
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de oligonucledétidos y obtencién del gen de la PGK de

Thermotoga maritima

El gen de la PGK se obtuvo a partir de DNA genémico de Thermotoga
maritima MSB8, ya que éste no se encontraba clonado en ningun vector de
expresion. Para obtener el gen del genoma se disefiaron oligonucle6tidos con
base en dos secuencias reportadas para este gen (Schurig et al., 1995; Nelson
et al., 1999). Estas dos secuencias codifican para ambas formas de la proteina
reportada, la monomérica (PGK) y la tetramérica (PGK-TIM) (ver inciso 6.1). La
longitud de los oligonucledtidos disefiados varié entre 28 y 37 nucleétidos, que
es un numero adecuado para una hibridacién especifica en DNA gendmico,
cuidando que estos tuvieran un predominio de G y C en los extremos,
permitiendo asi, a estas bases que forman puentes de hidrégeno, interaccionar
fuertemente con la hebra complementaria. Para amplificar el gen completo se
necesitaron un par mas de oligonucledtidos, el T7 promotor y T7 terminador.
Ademas, se incluyeron sitios de corte de enzimas de restriccibn para su
clonacion direccional (Tabla 6).

Tabla 6. Oligonuclettidos para amplificar el gen de la TmPGK. En negritas vy
subrayados se muestran los sitios de restriccion Xbal y Hindlll.

Secuencia | Oligonucleétido Secuencia Sitio de ™ %
Restriccion °C CG

Schurig, Directo 5" gctctagagcatggagaagatgaccatc 3”7 Xbal 61 50
1995 Reverso 5”ggatcagcccaagctttattttttttttatgcgcatg 3” Hindlll 62 | 37.8
Nelson, Directo 57 gctctagagcatggaaaaaatgaccataag 3~ Xbal 59 40
1999 Reverso 57 cccaagctttattttttttttatccgcgatgctgge 3~ HindIll 63 | 41.6

5.2 Amplificacion del gen mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

La amplificacién del gen se realizé utilizando la PCR, que es una técnica

que permite la sintesis in vitro de un fragmento de DNA de tal forma que, en
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cada ciclo del proceso, se duplica el nimero de moléculas. Si partimos de una
molécula de DNA, al término de 20 ciclos tendremos cerca de 1 millébn de
copias de dicha molécula. Para llevar a cabo esta reaccion, se necesita el DNA
molde, 2 oligonucleodtidos (T7 Promotor y T7 Terminador) necesarios para que
la DNA polimerasa funcione, una mezcla de deoxinucleotidos (dGTP, dATP,
dTTP, dCTP), un amortiguador adecuado y la enzima que polimeriza al DNA
(DNA Polimerasa).

La amplificacion del DNA se lleva a cabo en 3 etapas: 1) la
desnaturalizacion de DNA, necesaria para que las cadenas de DNA se
separen; este proceso se consigue al elevar la temperatura a 94°C. 2)
Hibridacion, se realiza a una temperatura promedio de 55°C, donde los
oligonucleotidos reconocen sus secuencias complementarias sobre las hebras
del DNA y se hibridan con ellas. Esta etapa dura lo suficiente para dejar que los
iniciadores se hibriden pero no para que el resto de la cadena se junte de
nuevo, y por ultimo, 3) el alargamiento o polimerizacién del DNA, donde a 72°C
la DNA polimerasa agrega nucleétidos a las dos hebras separadas en sentido
5°- 3" Fig. 15 (Erlich, 1992).

5
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— e 5
el ———
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‘ Alineamiento y extension
e —
— —— — -
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‘ Producto de PCRy
extension final

AAA L
L
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Fig. 15 Reaccién en cadena de la polimerasa
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5.3 Optimizacion de las condiciones de la PCR

Factores como el disefio equivoco de los oligonucleotidos, baja
temperatura de alineamiento, los tiempos de alineacion y extension,
concentraciones de DNA molde, enzima polimerasa, iniciadores o cofactor de
la DNA polimerasa (Magnesio), pueden interferir en la especificidad y eficiencia
de la reaccidon de amplificacion. Para determinar las condiciones éptimas de
amplificacion usando los oligonucleétidos basados en la secuencia de Schurig
y colaboradores, se probaron ademas de las condiciones estandar (Tabla 7),
diferentes temperaturas de alineamiento: 50, 51.6, 52.7, 54, 55.4, 56.8, 58 y 60
°C, y se usaron 2 uL de DMSO para estabilizar el DNA genomico. En la
amplificacion usando los oligonucleotidos basados en la secuencia de Nelson y

colaboradores, se usaron las condiciones estandar de amplificacion.

Tabla 7. Condiciones estandar de la PCR

En una reaccién de 100 pL: Concentracion Final
DNA Thermotoga maritima 100ng
T7 Promotor 200ng
T7 Terminador 200ng
Oligonucleotido Forward 200ng
Oligonucledtido Reverse 200ng
dNTP’s 2.5mM
MgCl, 50 mM
Amortiguador sin MgCl, 10x
Polimerasa “Expand High 35U
Fidelity” de Roche®

H,0 -

Los ciclos de amplificacion del gen se llevaron a cabo con el sistema
“Expand High Fidelity” de Roche® de alta fidelidad, utilizando el programa que

se muestra a continuacion:
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55 ciclos
A
Yl N
94°C |793°c 71°C 71°C
‘ 50-60°C |
. . . . . 4°C
5 min 1 min 1 min 1 min 10 min

Los productos de la PCR, se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, se tifieron con bromuro de etidio y se observaron las bandas
de DNA con luz UV.

5.4 Clonacién en un vector de expresion

Una vez obtenidos los productos de la PCR, el fragmento del tamafio
esperado (1200 pb) se purifico con el Kit de extraccion de DNA (Qiagen) y se
subcloné en el plasmido pCR®4-TOPQO® (Invitrogen) para secuenciar (Fig. 16).
La clonacién en este vector se llevd a cabo ya que en el DNA gendmico hay un
sin fin de genes de aproximadamente del mismo tamafio y con secuencias
repetidas, debido a esto, fue necesario secuenciar rapidamente el DNA
obtenido para asegurarnos que efectivamente correspondia al gen de nuestro
interés. El plasmido pCR®4-TOPO®, es un vector que favorece la clonacién de
productos frescos de PCR, ya que en este sistema la Tag polimerasa tiene una
actividad de transferasa no dependiente del DNA molde, la cual agrega
deoxiadenosina (A) en el extremo 3" del producto de la PCR. El plasmido
presenta en su extremo 3" residuos de deoxitimidina (T), lo que permite la

insercién eficaz del producto amplificado.
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L Zex initadon codon
13 Reverse pilming sibe T3 priming sie
[ |
201 CACACAGHM. ACARGCTATGA CCATGATTAC

GIGTGICCTT TGICGATACT GGTACTAR

MO TAM MGG

= Pt P! B
"
261 GACTAGT GTTTAR ADGAATT

T7 priming sibe

0 TATAGTGAGT -f':-ﬁ??.???.-lff?u‘. TTCR
# ATATCACTCA GCATAATGTT AMGT

Fig. 16 Mapa del vector pCR®4-TOPQO® de Invitrogen

Los productos de la reaccion de ligacion se usaron para transformar
células competentes E. coli Topl0 mediante choque térmico, las cuales se
plaguearon en una caja de Petri con medio Luria-Bertani (LB) con 50 mg/ml de
ampicilina y kanamicina. De las colonias transformadas se hicieron pequefios
parches en cajas LB y se les extrajo DNA utilizando el Kit QIAprep® Spin
Miniprep de QIAGEN. Este DNA se utilizd para realizar ensayos de restriccion
con las enzimas Xbal y Hindlll, corroborando de esta forma que efectivamente
las colonias contenian el producto de la PCR (gen de interés). De las clonas
positivas, se extrajo DNA y se secuencié para corroborar que la secuencia

correspondia al gen de la TmPGK.

El DNA secuenciado cuya secuencia correspondié al gen de nuestro
interés, se sometié de nuevo a la reaccion de la PCR (ver inciso 4.2) para
incorporarle un codon de STOP (término). Basados en la secuencia de Nelson
(1999) se disei6 el siguiente  oligonucleotido (Reverse):

cccaagctttatttttttttatccgcgatgctggg (en negritas se muestra el

codon de paro). De nuevo, el producto de la PCR se analizé mediante
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electroforesis en gel de agarosa, la banda del peso esperado se purificd y se

utilizé para clonarla en el plasmido de expresion pET-28a (Novagen) (Fig. 17).
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Fig. 17 Mapa del vector de expresion pET-28a de Novagen.
El fragmento de DNA vy el plasmido de expresion pET-28a se digirieron

con las enzimas de restriccion Xbal y Hindlll, mediante 5 ciclos de 15 segundos
con intervalos de 2 % minutos en horno de microondas (Samsung, 2250Mhz).
Las digestiones analizadas mediante gel de agarosa, se purificaron y se usaron
para la ligacion que se llevo a cabo incubando el plasmido y el gen digeridos
en una relacion 1:3 o 1:4, respectivamente, usando la enzima T4 DNA Ligasa
(4 U/ul) a 16°C durante toda la noche.

El producto de la ligacion, se usé para transformar células competentes
de alta replicacion Topl0 las cuales se plaguearon en cajas Petri con medio
LB/Kanamicima. A las colonias transformantes, se les extrajo DNA para
monitorear mediante enzimas de restriccion (Xbal y Hindlll) la presencia del
inserto (gen de interés). Aquellas clonas que presentaban el inserto (clonas
positivas), se utilizaron para extraerles el DNA el cual fue utilizado para
secuenciar (en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM) y de esta forma confirmar que el gen de la TmPGK estaba

completo y no tenia ninguna mutacion.
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5.5 Expresion de la TmPGK

Una vez confirmado que el DNA clonado en pET-28a no contenia ningan
error, se usO éste para transformar mediante choque térmico, células de
expresion E.coli ER2566, las cuales contienen una copia cromosémica del gen
de la T7 RNA polimerasa insertado en el gen del lacZ que es controlado por el
promotor lac. En ausencia de IPTG (Isopropil-p-D-tiogalactopiranosido), la
expresion de la T7 RNA Polimerasa se suprime por la union del represor lac | al

promotor lac .

Clonadas las cepas de expresién, se siguieron los procedimientos que a
continuacion se muestran: las células se crecieron en un precultivo (50ml) LB
con 50pg/ml de kanamicina, el cual fue usado para inocular un cultivo de 250ml
(LB/Kan) a una Asoonm= 0.08 y se incubd a 30°C hasta alcanzar una Asoonm=
0.3-0.4. Alcanzada la absorbancia deseada, se hizo una curva de 0.1, 0.4y 1
mM de IPTG para inducir la sintesis de la proteina y se dejé creciendo a 30 y
37°C por 16 horas.

5.6 Purificacion de la TmPGK

La purificacion de la TmPGK, se hizo siguiendo el protocolo establecido
por Grattinger y colaboradores (Gréattinger, 1998), con algunas modificaciones
del mismo. Un cultivo de 250 ml de medio LB con las bacterias inducidas
durante 16 horas (cepa ER2566) se centrifugd (7000 rpm, 15 min, rotor GAIDO,
centrifuga Sorvall RC-5B). El botdn se resuspendi6é en 10 ml de amortiguador A
(50 mM Tris-HCI, pH 8.5, 1 mM EDTA), suplementado con una pastilla (50 mg)
de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-free, ROCHE).

Las células se rompieron por sonicacion (Branson Sonifier 250) en frio,
en 5 ciclos de 40 segundos con 1 minutos de descanso entre cada uno,
evitando el aumento de temperatura en la muestra. El lisado, se centrifugd
(7000 rpm, 15 min, rotor SS34, centrifuga Sorvall RC-5B). Al sobrenadante, se
le agregd 1 ml de 20 ug/ml DNAsa/RNAsa con 20 mM MgSO4 y se incubo a



MATERIALES Y METODOS

37°C por 60 min con agitacion constante. El sobrenadante se centrifug6 (18000
rpm, 60 min, rotor SS34, centrifuga SorvallRC-5B) y se diluy6é con 5 volumenes
del amortiguador A y se calenté a 80°C por 60 min, seguido por otro paso de
centrifugacion (15000, 120 min, rotor SS34). El sobrenadante se dializé
(Spectrapor, membrana con apertura de poro 12-14 kDa) con 3 L de
amortiguador B (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA) toda la noche. La
proteina dializada se concentré en una membrana Amicon 30 kDa y se pasoé a
través de la columna de intercambio aniénico (Q Sepharose Fast Flow,
Amersham Biosciences) previamente equilibrada con el amortiguador B. Se
aplico un gradiente de NaCl de 0-500 mM para la elucion de la proteina. El
eluido se separ6 en fracciones de 1 ml (con un colector de fracciones) y la
cantidad de proteina en cada fraccibn se monitore0 por espectrofotometria
midiendo la absorbancia a 280 nm. La proteina final obtenida en cada fraccion

se precipitd con (NH;)SO4 al 70% y se almacend a 4°C.

En la figura 18, se muestran ambos protocolos (esquematizados) usados

en la purificacion de la proteina TmPGK.
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Cultivo Cultivo
A B
Centrifugacion 1 Centrifugacion 1
Romper células Romper células
Centrifugacion 2 Centrifugacion 2
Sobrenadante Sobrenadante
(DNAsa/RNAsa, 37°C, 60 min) Calentamiento

(80°C, 60 min)
Centrifugacién 3
Centrifugacién 3
Sobrenadante
(Dilucién 1:5) Sobrenadante
(Didlisis)
Calentamiento
(80°C, 60 min) Q Sepharose
(Gradiente NaCl 0-500 Mm)
Centrifugacion 4

Sobrenadante 1: 7000 rpm, 15 min, 2: 45000 rpm, 1 h,
(Didlisis) 3: 45000 rpm, 2 h.

Q Sepharose
(Gradiente NaCl 0-500 Mm)

1: 7000 rpm, 15 min, 2: 15000 rpm, 1 h,
3:18000 rpm, 1 h, 4: 15000 rpm, 2 h.

Fig. 18. Protocolos de purificacién. A Protocolo de Gréttinger, 1998. B Protocolo modificado.

En todos los pasos de purificacion se cuantificd la cantidad de proteina
por el método del acido bicinconinico (BSA, Protein Assay Reagent Kit) a 562
nm y se monitored la pureza de la proteina mediante geles SDS-PAGE al

12.5%, tefiidos con azul de Coomassie.

5.7 Determinacion de la actividad

La actividad de la TmPGK se midi6 espectrofotométricamente de dos
formas en ensayos acoplados, una siguiendo la desaparicion de la absorbencia
a 340 nm por la oxidacion del NADH y la otra siguiendo la aparicion de

absorbancia a 340 nm por la reduccién del NAD". La reaccién de oxidacion del
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NADH se mide en sentido de la defosforilacion de ATP a ADP (Gréattinger,
1998), mientras que la reduccion del NAD* se mide en sentido de la sintesis de
ATP a partir de ADP (Biicher, 1955) (ver inciso 1.4.2). Ambos ensayos, estan

acoplados a la enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Siguiendo ambos protocolos, se usaron las siguientes condiciones para

mediar la actividad de sintesis y defosforilacion de ATP (Tabla 8):

Tabla 8. Condiciones experimentales publicadas para los ensayos cinéticos de la PGK.

Grattinger, 1998 Bucher y Saavedra, 1942, 2005
Sustrato Concentracion Sustrato Concentracion
3-PGA 7 mM G3P 0.5mM
ATP 2.2 mM ADP 6 mM
GAPDH 20pg/ml GAPDH 20pg/ml
MgCl, 5mM MgCl, 5mM
Cisteina 5 mM Pi 3mM

EDTA 1 mM EDTA 1 mMm
Amortiguador pH 6 Amortiguador pH 7.5
Fosfatos Tris y Fosfatos

Temperatura 40°C Temperatura 40°C

Dado que con estas condiciones no se reprodujeron los valores
reportados, se decidio hacer una serie de curvas de concentracion de sustratos
en ambos ensayos, tanto en el ensayo de defosforilacion, como en el de
sintesis de ATP (Tabla 9):

Tabla 9. Curvas de concentracion de sustratos.

Grattinger, 1998 Bucher, 1945

Sustrato Curva de Sustrato Curva de
Concentracion Concentracion

3-PGA 0.3, 3,7, 14, 21, G3P 05,/1,15y2mM
28,35y 42 mM

ATP 0.03,0.3,2.2,3,6 | ADP 0.1, 0.25,0.5, 1,
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y 12 mM 3,6y12mM
GAPDH 20, 40, 80, 120, GAPDH 20, 40, 80, 120,
GAPDH 150, 180, 200 y 150, 180, 200 y
250 pg/ml 250 pg/ml
MgCl, 5,12y 24 mM MgCl, 5,12y 24 mM
Cisteina 5mM Pi 3,6y12 mM
EDTA 1mM EDTA 1mM
Amortiguador pH 7.5 Amortiguador pH 7.5
Tris-HCI Tris
Temperatura 40°C Temperatura 40°C

5.8 Caracterizacion cinética de la TmPGK

Se realizaron curvas de concentracion de sustrato contra actividad
especifica con el fin de determinar los parametros cinéticos Km ,Vmax y
Vmax/Km. Estos experimentos se hicieron por triplicado, ajustando los valores
obtenidos al modelo de Michaelis-Menten (Fig. 19) y obteniendo los valores de

Km y Vmax mediante regresion no lineal.

Vo= Vmax [S]/Km + [S]

Fig. 19. Ecuacion de Michaelis-Menten. La ecuacién de Michaelis-Menten es una
ecuacion de velocidad para una reaccion de un solo sustrato, catalizada enziméaticamente que
relaciona la velocidad inicial (Vg), la velocidad maxima (Vmax) y la concentracion del sustrato

inicial ([S]) a través de la constante de Michaelis-Menten (Km).

5.9 Mutacién puntual dirigida del gen de la PGK de Thermotoga maritima y

disefio de oligonucledtidos mutagénicos

Los oligonucleétidos mutagénicos se disefiaron con base en la
secuencia reportada por Nelson (Nelson et al., 1999). Estos, constaron de 22
pares de bases cada uno y, para disefiarlos, se siguieron las condiciones
reportadas en el inciso 4.1. En la tabla 10, se muestran los oligonucleétidos
mutagénicos para la obtencion de la mutante, que de ahora en adelante se

llamard TmPGKF223G (mutacion de la PGK en la posicion 223, de una
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fenilalanina por una glicina, generando asi un hueco que permitira teéricamente
el facil acomodo de grupos voluminosos cerca del sitio de union del ATP, sin

que esta mutacion afecte la actividad).

Tabla 10. Oligonucleétidos mutagénicos F223G. En negritas y subrayado se muestra la

posicion donde se incorpora la mutacion.

Mutacion realizada | Oligonucle6tido mutagénico Tm
°C
Directo: 55

catgatgggtaccttcctgaag
F223G

Reverso: 55
cttcaggaaggtacccatcatg

5.10 Mutagénesis mediante la PCR y optimizacion de las condiciones de

amplificacion

La mutacion puntual dirigida, se llevd a cabo conforme a las
caracteristicas descritas en los incisos 4.2 y 4.3 (ver incisos). Las

caracteristicas de cada PCR, se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de amplificaciéon de los PCR 1, 2y 3.

En una reaccion de 50 pL: Concentracion Concentracion
Final PCR 1 PCR PCR 3
2 (=1+2)
DNA Thermotoga maritima 200 ng 100ng | 100 ng | 200 ng
T7 Promotor 200 ng 200 ng - 200 ng
T7 Terminador 200 ng - 200 ng 200ng
Oligonucledtido Forward Mutagénico 200 ng 200 ng - 200ng
Oligonucleétido Reverse Mutagénico 200 ng - 200 ng 200ng
dNTP’s 2.5mM - - 2.5mM
MgCl, 50 mM - - 50 mM
Amortiguador sin MgCl, 1x - - 1x
Polimerasa “Expand High Fidelity” de Roche® 35U - - 35U
H.O - - - Llevar a
50 uL
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Los ciclos de amplificacién que se llevaron a cabo en cada uno de las
PCR fueron:

25 ciclos
A
/s N
94°C |794°c 72°C _‘ 72°C
‘ 55°C |
. . . . . 4°C
2 min 0.30 min 0.30 min 1 min 7 min

5.11 Clonacion en un vector de expresion

Una vez obtenido el producto del tercer PCR, se siguieron los
procedimientos de purificacion y digestion del DNA (PCR3) con enzimas de
restriccion, y ligacion (en el vector pET-28a, Unicamente) descritos en el inciso
4.4.

5.12 Sobreexpresion y Purificacion de la mutante TmPGKF223G

Para sobreexpresar la TmPGKF223G, se usaron las siguientes
condiciones: en un cultivo de 250 ml, con Agoonm= 0.35 se agreg6 0.1 mM IPTG

y se incub6 a 30°C por 16 horas (ver inciso 4.5).

Una vez inducido el cultivo, la enzima se purific6 conforme a las
condiciones descritas en el inciso 4.6, Figura 18, B (ver inciso 4.6, para

detalles).

5.13 Determinacion de la actividad y caracterizacion cinética de la
TmPGKF223G

La determinacién de la actividad y las caracteristicas cinéticas de la
enzima mutante, se llevaron a cabo conforme a las condiciones descritas en el

inciso 4.7 y 4.8 (ver los incisos 4.7 y 4.8).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencién del gen de la TmPGK

Para aislar el gen de la TmPGK se usaron los dos pares de cebadores
basados en las secuencias distintas reportadas para esta proteina (Schurig,
1995 y Nelson, 1999). En la figura 20, se muestran los productos de la PCR
obtenidos con los cebadores de secuencias.

Temp + 2 uL DMSO
50°C 60°C

Temp
50°C 60°C

1353 p
1078 pb

1353 bp
1078 b

a) b)

Fig. 20 Electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Productos amplificados por la PCR para el gen
de la TmPGK. a) Curva de temperatura de 50 a
60°C usando los oligonucleétidos basados en la
secuencia de Schurig (1995), b) Curva de
temperatura de 50 a 60°C y DMSO usando los
oligonucledtidos basados en la secuencia de
Schurig (1995), c¢) Amplificacion usando los
oligonucleétidos basados en la secuencia de
Nelson (1999) y las condiciones estandar de la
PCR, donde se muestran 2 bandas del tamafio
esperado para el gen.

Con base en estos resultados, podemos observar que usando la
secuencia reportada por Nelson y colaboradores se obtuvo un fragmento del
tamafio esperado para el gen de la TmPGK (Fig. 20). Con ambas secuencias,

se hizo la amplificacion usando las condiciones estandar (ver inciso 4.3, tabla
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7), pero solo con la del grupo de Nelson se amplific6 una banda del tamafio
esperado.

En 2001 el grupo de Wassenberg y colaboradores (Wassenberg, 2001)
encontraron, con base en estudios comparativos de diferentes DNA y en un
analisis de espectrometria de masas de la secuencia de aminoacidos de la
TmPGK MSBS8, que ésta presentaba una variabilidad local el extremo carboxilo

en las variantes estudiadas (Fig. 21).
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Fig. 21 Secuencias de DNA y deduccién de las posibles secuencias de aminoacidos de la
region carboxilo de la TmPGK-TIM. Las secuencias de aminoacidos identificados se
determinaron por analisis de espectrometria de masas (se muestran en negritas). Los

asteriscos representan el codon de paro (Wassenberg, 2001).

Esta variabilidad permite al gen codificar las dos formas distintas de la
proteina (PGK o PGK-TIM). Ademas, las proteinas pueden variar en los

residuos de aminoécidos que se encuentran en el carboxilo terminal de la PGK
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independientemente de si el gen codifica para la PGK monomérica o la PGK-

TIM (Fig. 22). De tal forma que al amplificar el gen de nuestro interés, la

variante del DNA de TmPGK MSBS8 con la que contamos fue la reportada por

Nelson, en la cual el gen codifica para la proteina fusionada (PGK-TIM) (Fig.

22), de esta forma el gen solo se iba a amplificar usando los oligonucleotidos

disefiados con base a la secuencia reportada por Nelson y colaboradores, la

cual no cuenta con el codén de paro y presenta los residuos de aminoéacidos |,

AyD.
MEKMT IRDVDLKGKRV IMRVDFNVPVKDGVVQDDTRIRAALPTI i
KYALEQGAKV I LLSHLGRPKGEPSPEFSLAPVAKRLSELLGKEV XXX -
KFVPAVVGDEVKKAVEELKEGEVLLLENTRFHPGETKNDPELAK MRI (a)
FWASLAD IHVNDAFGTAHRAHASNVGIAQF IPSVAGFLMEKEIK 1AD (b,c)
FLSKVTYNPEKPYVVVLGGAKVSDKIGVITNLMEKADRILIGGA 1A1 (d)
MMFTFLKALGKEVGSSRVEEDK I DLAKELLEKAKEKGVEIVLPV
DAVIAQKIEPGVEKKVVRIDDGIPEGWMGLD IGPET IELFKQKL
SDAKTVVWNGPMGVFE IDDFAEGTKQVALATAALTEKGAITVVG
GGDSAAAVNKFGLEDKFSHVSTGGGASLEFLEGKELPGIASXXX
KKKII TRKLILAGNWKMHKT I SEAKKFVSLLVNELHDVKEFEI'VV
CPPFTALSEVGE ILSGRNIKLGAQNVFYEDQGAFTGEISPLMLQ
EIGVEYVIVGHSERRRIFKEDDEF INRKVKAVLEKGMTPILCVG
ETLEEREKGLTFCVVEKQVREGFYGLDKEEAKRVVIAYEPVWALI

GTGRVATPQQAQEVHAF IRKLLSEMYDEETAGSIRILYGGSIKP
DNFLGLIVQKDIDGGLVGGASLKESFIELARIMRGVIS

Fig. 22 Secuencia de aminoacidos de la TmPGK-TIM (Schurig, 1995). Los residuos

identificados se muestran en negritas. La PGK termina con la K399 (|). En la region de union
entre la PGK y la TIM, (XXX) las 3 secuencias mostradas en la derecha fueron obtenidas de

las secuencias reportadas por Schurig (a), Nelson (b), Wassenberg (c) y Martial (d),
(Wassenberg, 2001).

Estos datos, explican porqué no se amplific6 un producto del tamafio
esperado, usando los oligonucleétidos basados en la secuencia de Schurig,
pero usando la secuencia de Nelson se obtuvo el gen de interés. Con la
secuencia reportada por este Ultimo grupo se obtuvo el gen, dado que el DNA
gendmico presenta numerosos genes con secuencias parecidas, el producto de
la PCR se subcloné en el vector pCR®4-TOPQO®. Al plasmido de las colonias
positivas se les realizé un ensayo de restriccion con las enzimas Xbal y Hindlll
para corroborar la presencia gen y se mando secuenciar para asegurar que el

gen correspondiera al de la TmPGK (Fig. 23).
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Fig. 23 Ensayo de restriccion y electrofluorograma. a) Ensayo de restriccion con las enzimas
Xbal y Hindlll usando el vector pCR®4-TOPQ® con el fragmento del peso esperado para el gen
de interés. b) Electrofluorograma de secuenciacion del gen obtenido mediante la PCR. En

recuadro pequefio, se muestra el ATG de inicio.

Los resultados de la secuenciacion del DNA clonado confirmaron que las
secuencia aislada correspondia al de la TmPGK, pero que éste no contenia
codon de paro (stop). Recordando algunos de los datos mencionados en la
introduccion, el grupo de Schurig (1995), descubrié que el gen de la TmPGK
codificaba para 2 proteinas distintas: una PGK monomérica de 43 kDa y una
PGK tetramérica fusionada a la TIM (PGK-TIM) de 280 kDa. Con la secuencia
de Nelson (1999) se obtuvo el gen esperado, pero dado que para amplificar
este gen el disefio de oligonucledtidos se bas6 en la secuencia reportada por
Nelson, éstos, se disefiaron tomando parte de la secuencia que codifica a la
TIM (PGK-TIM) (Fig. 24).

Marco de lectura programado (frameshift -1).

G I A ST ADK KK KITURKLTILA
ggtattgccagcatcgcggataaaaaaaaaa{z_iﬁdcgtaaactgatcctcgct
STOF

—

PGK TIM

Fig. 24 Secuencia de la PGK-TIM reportada por Nelson (1999), donde se muestran los residuos
de aminoacidos y sus respectivas bases tanto del gen de la PGK y la TIM (gen fusionado). Se

muestra asi, que mediante un marco de lectura -1 (eliminando la primera base “a” de la
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Isoleucina, 1), se genera el codén de paro (stop) produciéndose la PGK monomérica
(terminando la proteina con 3 lisinas, K).

A este respecto, se realizé una PCR extra para agregar un codén de
término y asi generar la PGK monomeérica. El producto obtenido, se cloné en el
plasmido pET-28a que fue utilizado para transformar células competentes
E.coli ER2566. En la figura 25, se muestra el monitoreo mediante digestion con
las enzimas Xbal y Hindlll, de las clonas transformantes. Se purific6 el DNA de
una de las clonas positivas y se mandé secuenciar para confirmar la presencia
del codon de paro (Fig. 26).

1 21 2 1 2 1 2

1353 pb
1200pb 1200pb
1078 pb
1.  Sin Digerir
a) 2  Digerido

Fig. 25 Insercion del codon de paro en el gen (PGK-TIM) y ensayo de restriccion. a) Producto
del peso esperado para el gen de la TmPGK. b) Busqueda de las clonas positivas para el gen
de la TmPGK. Los DNA de las colonias de células transformadas se digirieron con Xbal y con

Hindlll y se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 1% buscando el inserto de

1200pb.
é\,pflietd . TmPGKMSBBstop_T7term Inst ModeliName 3100/FISIOLOGIACEL-1348-025
e 12716 May 18,2005 11:43AM, PDT
SN G:26 A18 T:25 C:26 KB_3100_POP§_BOTv3.mab sTOP May 18,2005 12:24PM, PDT
KB.bep Pts 1094 1o 12500 Pt Loc: 1094 Spacing:16.29 Pts/Panel1500

KB 1.1.1 Cap:15 Version 5.1.1  HiSQV Bases: 690 ENRIQUE GUERRERO (TM}

Plate Name: PLATE1

W

Fig. 26 Electrofluorograma de secuenciacion del gen obtenido mediante la PCR. En la llave se
muestra el coddn de paro (TAA) insertado por la PCR.
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6.2 Obtencién de la mutante TmMPGK F223G

Para generar la mutacion F223G, se usaron las condiciones estandar de
la PCR (ver tabla 11). Siguiendo los siguientes ciclos,

25 ciclos
A
/s N

94°C |794°C 72°C _‘ 72°C

‘ \ 55°C |

2 min 0.30 min 0.30 min 1 min 7 min

4°C

se obtuvieron los fragmentos de los pesos esperados que se muestran en la

figura 27.

PCR3

c)

PCR1 PCR2
“—541pb

872pb=> <«—681ph 872pb= I
a) b)

Fig. 27 Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Productos amplificados para la mutante F223G:
a) PCR1, 681pb; b) PCR2, 541pb; c) PCR3, 1222pb.

Una vez obtenido el PCR3 para la F223G, éste se cloné en el vector de
expresion pET-28a, el cual fue utilizado para transformar células de E.coli
ER2566 competentes. En la figura 28 se muestra el analisis mediante digestion
con las enzimas Xbal y Hindlll de los productos de la PCR. Se purifico el DNA
plasmidico de una de las clonas positivas y se mand0 secuenciar para

confirmar la presencia de la mutacién en la posicion 223 (Fig. 29).

Inserto

I’$

Fig. 28 Clonas transformantes del gen TmPGKF223G. El
plasmido fue digerido con Xbal y Hindlll.
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Fig. 29 Electrofluorograma de la secuenciacion del gen de la TmPGKF223G. En el recuadro se

muestra el cambio de codones para el residuo mutagénico, F223G: AAG/CCA.

6.3 Sobre expresion y purificacion de la TmPGK y de la TmPGKF223G

Una vez secuenciado el gen TmPGK y TmPGKF223G y, comprobada la
presencia de la mutacion y la ausencia de mutaciones en el gen silvestre, se
prosiguié a la determinacion de las condiciones de sobre expresién de las
enzimas. Se hicieron curvas de concentracion de IPTG y temperaturas de
induccién a una densidad o6ptica fija de los cultivos. En la figura 30, se muestra
el gel de SDS-PAGE al 12.5% de archilamida en donde se observa la induccién
de la expresion de la TmPGK. Con el fin de disminuir la expresion de otras
proteinas sin interés, se determinaron las condiciones Optimas para la
expresion de ambas proteinas que fueron: 0.1 mM IPTG y 30°C de incubacién

con 0.35 unidades de Agoo nm.

30°C 37°C

Smnd D1 04 1 amnd D1 D4 1 (mM)

Fig. 30 Gel de acrilamida al 12.5% de una SDS-PAGE en donde se muestran las condiciones
de induccién para la TmPGK con 0.1, 0.4y 1 mM IPTG a 30 y 37°C y 0.35 unidades de Agyo nm
durante 16 horas.
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6.4 Purificacion de la enzima silvestre y la mutante

Las TmPGK silvestre y mutante se purificaron de acuerdo con el
protocolo descrito para la enzima silvestre (Grattinger, 1998) y con
modificaciones al mismo (ver inciso 5.6). En un primer ensayo, la enzima
silvestre se purificd con base al protocolo de Grattinger y se tomaron alicuotas
a lo largo de la purificacion para monitorear cuantitativamente las etapas del

proceso (Fig. 31).

L} . Marcador
2 3 4 5 678 910 11 12 . Células sin inducir
! . IPTG 0.1 mM
.IPTG 0.4 mM

IPTG 1mM

-

. Sonicado

MY
1
| 11
B 1L
1
Al
¥ L
)
.
¢
|
z

|

f

¥ |
=
.r: e {43“)3] . Sobrenadante

. DNAsa

. 80°C

10. Centrifugado de 80°C
11. Didlisis

45kDa—»
-

12. Fracciones (Q-Sepharosa)

Fig. 31 Pasos de purificacion de la TmPGK. Gel de una SDS-PAGE al 12.5% de acrilamida, de
los numeros 1-10 se muestran las condiciones de induccion y cada uno de pasos de

purificacién que se llevaron a cabo.

Para la purificacion de la TmPGKF223G, se utilizaron los dos métodos
descritos anteriormente con el fin hacer una comparacién en ambos procesos

de purificacion. En la figura 32, se muestran cada uno de los pasos de

purificacion.
-
1. Marcador
]l 2. Sonicado
3. Sobrenadante .
’ - ' Estandar, 1
—_— 'ﬁ‘- 4. DNAsa } '
43KDa ; —— 43kDa s.soc
— - — 6. Centrifugado de 80°C )
: " f.- . 7. Didlisis
- — =8 = == & 8. 80°C sin diluir
= 4 4 9. Centrifugado de 80°C Modificado, 2
P = = —:-; l 10. Didlisis
- P ———— . 11. Pool (Q-Sepharosa) 1
1 2 3 4 5 & 7T &8 310 11 12 12. Pool (Q-Sepharosa) '

Fig. 32 Pasos de purificacion de la TmPGKF223G. Gel de una SDS-PAGE al 12.5% de
archilamida. De los nimeros 1-12 se muestran cada uno de pasos de purificacion que se
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llevaron a cabo. En los pasos de purificacion 11 y 12 con numero 1y 2, el protocolo usados:

1= Purificacién Estandar, 2= Purificacién modificada.

En las tablas 12 y 13 se presenta el andlisis cuantitativo de la proteina
total de cada uno de los pasos de la purificacion de las proteinas silvestre y
mutante.

Tabla 12.Andlisis cuantitativo de la proteina silvestre (TmPGK), a partir de 250 ml de cultivo.

TmPGK
Fraccion Proteina total (mg/ml)
Sonicado 80.32
Sobrenadante 69.99
80°C 47
Centrifugado 22.88
Dialisis 4
Q-Sepharosa 0.98

Tabla 13. Andlisis cuantitativo de la proteina mutante (TmPGKF223G), a partir de 500 ml de

cultivo, dividido en 250 ml para cada protocolo de purificacion, 1: Estandar, 2: Modificado.

TmPGKF223G
Fraccion Proteina total (mg/ml)
Sonicado (1, 2) 133.16
Sobrenadante (1) 83.40
DNAsa (1) 82.35
80°C (1) 82.3
Centrifugado (1) 27.06
Dialisis (1) 16.72
80°C (2) 38.5
Centrifugado (2) 14.43
Dialisis (2) 13.52
Q-Sepharosa (1) 1.99
Q-Sepharosa (2) 3.04
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El protocolo de purificacion se modifico con el fin de obtener una
proteina mas pura y con mejor rendimiento. En las figuras 32, podemos
observar que efectivamente estos cambios permiten mejorar las condiciones de
purificacion. EI cambio en las velocidades de centrifugacion y la omision de
algunos pasos establecidos en el protocolo de Gréttinger permitieron obtener
una proteina un poco mas pura, una mayor actividad especifica y un mejor
rendimiento. Cabe mencionar que el calentamiento a 80°C como paso de
purificacion permiti6 de forma fécil, la eliminacibn de muchas proteinas
enddgenas sin afectar la actividad y estabilidad de las TmPGK, ya que esta

enzima es termoresistente con una vida media de 2h a 100°C (Jaenicke, 1996).

6.5 Determinacion de la actividad especifica de la TmPGK y TmPGKF223G

6.5.1 Ensayo de defosforilacion de ATP

En los primeros ensayos, para medir la actividad tanto de la TmPGK
silvestre y de la mutante, se siguieron las condiciones establecidas por
Grattinger (Ver tabla 8). Sin embargo, con esas condiciones los resultados
obtenidos no reprodujeron los datos reportados (Tabla 14), por lo que se
hicieron ensayos a pH (6, 6.5 7, 7.5 y 8, datos no mostrados) con
amortiguadores de fosfatos y de Tris. Este ultimo se uso6 en todo el proceso de
purificacion y se ha usado en la medicion de la actividad de otras PGK
(Flachner et al., 2004; Szilagyi & Vas, 1998). Se concluyé que con Tris 100
mM, pH 7.5, se obtuvo una mejor actividad. La actividad maxima obtenida para
nuestra TmPGK con las condiciones publicadas por Grattinger (Tabla 8,
usando Tris 100 mM, pH 7.5) en el paso de purificacién usando Q-Sepharosa,
fue de 66.5 U/mg.

Como se puede observar del resultado anterior, al hacer ensayos
cinéticos con distintos valores de pH, la actividad siguié baja conforme a las
PGK monoméricas reportadas (tabla 14), pero ésta se parece a la actividad
reportada para la PGK-TIM. Vale la pena mencionar que la PGK monomérica
que obtuvimos por la PCR fue mediante la separacion de la TmPGK-TIM

(Nelson, 1999) y podria tener las caracteristicas de la PGK-TIM. De cualquier
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forma, esperando mejorar la actividad de esta PGK monomérica (PGK sin TIM

mediante la PCR), se hicieron curvas de concentraciéon de los distintos

sustratos utilizados en los ensayos de actividad.

Tabla 14. Distintas actividades publicadas para la TmPGK, TmPGK-TIM y TmPGK
recombinante. 1: Schurig, 1995; 2: Grattinger, 1998; 3: Beaucamp, 1995.

Actividad especifica

U/mg
(wmol/min/mgprot)
Método de PGK-TIM PGK PGK PGK PGK-TIM PGK-TIM
purificacion 1 1 2 recombinante 3 Recombinante
2 3
Q-Sepharosa 45 300 - - - -
Superdex 190 330 - - - -
No - - 350 360 190 170
especificado
En la tabla 15, se muestran las actividades obtenidas con las

condiciones publicadas por Grattinger (Grattinger, 1998) en cada uno de los

pasos de la purificacion de la TmPGK.

Tabla 15. Tabla de actividad especifica y total y rendimiento de la TmPGK en cada uno de los

pasos de purificacion. Se usaron las concentraciones establecidas por Grattinger, usando Tris

100 mM, pH 7.5. Actividades de cada paso de purificacion (ver tabla 12).

TmPGK

Fraccion Actividad Actividad Rendimiento

especifica total (%)
(U/mg) (pmol/min)

Sonicado 3.30 265.50 100
Sobrenadante 3.54 247.76 93.3
80°C 4.96 233.12 87.8
Centrifugado 9.96 227.88 85.8
Dialisis 28.35 113 42.5
Q-Sepharosa 66.5 65.17 24.5
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Para incrementar la actividad especifica de las proteinas, se hicieron
curvas de concentracion de la enzima (GAPDH), 3-PGA, ATP, MgCl, y EDTA.
A continuacion (Fig. 33 y 34) se muestran algunas graficas con los valores

obtenidos y el resumen de las concentraciones finales (Tabla 16).

140
130 —- I I
120 —_ 1 I % l J_
110 1 J 1 E
. 100 —_ 1 J
% ]
g o 90 - U/mg prot pg GAPDH
35 E 80 — J
= 1 89.08 20
= 70 -
3 E ] 106.36 40
E @ 60 113.56 80
4 E 50 114.63 120
2 el 109.32 150
] 120.46 180
30 - 129.86 200
20 - 128.57 250
19 7 T T T T T T T T T T T T T
20 g 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

[GAPDH ]| (ug/ml)
Fig. 33 Curva de concentracion de la enzima GAPDH (20, 40, 80,120, 150, 180, 200 y 250 ng)
contra la actividad especifica. Se observa que a medida que aumenta la concentracion de la

GAPDH, aumenta la actividad de la PGK en el ensayo acoplado. Ensayo por triplicado.

200
1 L
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160 1 +
— 1 | ]
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2= 430 53.41 0.3
=L ] i 11357 3
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g ] 158.42 14
<5 170.84 21
7 154.36 28
T 192,55 35
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a rJ 14 21 28 35 42 49
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Fig. 34 Curva de concentracion del sustrato 3-PGA (0.3, 3, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 mM)
contra la actividad especifica. Se observa que a medida que se aumenta la concentracién del

sustrato, aumenta la actividad de la PGK en el ensayo acoplado. Ensayo por triplicado.
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Tabla 16. Concentraciones 6ptimas donde la enzima presenta la mejor actividad.

Sustrato o enzima | Concentracion
GAPDH 150-180 pg/ml
3-PGA 35 mM

ATP 6 mM
MgCl, 5mM
EDTA 3 mM

Estos resultados muestran que las concentraciones publicadas no eran
las éptimas para nuestra enzima. Por ello se tuvo que determinar con estos
experimentos las mejores condiciones para la actividad de la TmPGK y de la
TmPGKF223G. Ambas proteinas presentaron la mejor actividad con las

concentraciones mostradas en la tabla 16.

Con estas concentraciones se midié la actividad de las fracciones

correspondientes a cada uno de los pasos de la purificacion de la
TmPGKF223G (ver tabla 13) y se hizo una comparacion entre el método
publicado y el modificado por nosotros. En la tabla 17 se muestran las
actividades obtenidas usando las concentraciones Optimas de sustratos (ver

tabla 16).

Tabla 17. Tabla de purificacion de la TmMPGKF223G. Se muestran las actividades con

los dos protocolos de purificacion usados: (1) Grattinger (1998), (2) Modificado (ver Fig. 17).

Fraccion Proteina total | Adiividad especifica | Adlividad total %
{mag) (ol mir? ma) wmamin') | Rendimiento

Sonicado (1, 2) 133.16 580 784.33 100
Sobrenadante (1) 83.4D 9.15 763.11 097.20
DNAsa (1) 8235 8.21 676.00 86.10
80°C (1) 823 6.32 520.13 66.31
GCentrifugado (1) 27.06 2035 550 67 -

Diclisis (1) 16.72 28.10 4733 60.00
80°C (2) 385 17.72 682 22 86.98
Centrifugado (2) 1443 4058 585 65 -

Diclisis (2) 1352 38.12 515.53 65.72
Q-sepharusa(1) 199 80.73 161.05 2053
Q-sepharusa(2) 304 09 63 303 37 38 67
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A pesar de obtener mayores actividades con las enzimas purificadas con
las concentraciones Optimas, las actividades no se comportan al 100% como
las publicadas. Esto posiblemente se deba al cambio realizado en la proteina
(incorporacién del codon de paro, para obtener una proteina monomeérica). Sin
embargo, la actividad en ambas proteinas fue adecuada y permitié continuar

con los experimentos restantes.
6.5.2 Ensayo de sintesis de ATP
Para llevar a cabo el ensayo de sintesis de ATP, se us6 como referencia

el protocolo establecido por Biicher (ver tabla 8) (Fig. 35) y las condiciones

experimentales de Saavedra (Saavedra et al., 2005).

(AP dehydrogenase

(8]
L"
T
1008/ml
== 0.02/m1. PGA Hingse

—

Fig. 35 Ensayo de sintesis de ATP. La aparicion de NADH (DPNH en la figura), esta
directamente relacionada con la transferencia del grupo fosfato del 1, 3- bifosfoglicerato al
ADP, formando asi ATP (Bucher, 1947).

En los ensayos iniciales siguiendo las condiciones experimentales
publicadas (Tabla 8) la actividad obtenida fue muy baja. Se pensé que las

concentraciones de sustratos no eran las 6ptimas y la proteina no alcanzaba su
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actividad maxima, por lo que se decidié hacer curvas de concentracion de los
sustratos. Como se menciond, en este ensayo la enzima GAPDH esta
acoplada a la PGK, ya que ésta es la encargada de producir el sustrato
necesario (con el sustrato gliceraldehido-3-fosfato (G3P), mediante la enzima
GAPDH vy grupos fosfatos (Pi) se produce el 1, 3-bifosfoglicerato) para la
transferencia del grupo fosfato al ADP y de esta forma producir ATP y 3-

fosfoglicerato.

Se ensay0 diversas concentraciones de los sustratos G3P, Pi, ADP,
EDTA, MgCI2 y la enzima acoplante GAPDH. En las tablas 18, 19 y 20, se
muestran los resultados obtenidos con estos 3 sustratos. A manera de resumen
en la tabla 21 se muestran las concentraciones. Estos experimentos se hicieron
utilizando Tris 100 mM, pH 7.5.

Tabla 18. Curva de concentracién del sustrato G3P. Experimento por triplicado.

G3P (mM) u/mg prot
0.5 45,78 + 2.26
1 51.65 +1.99
15 52.03 + 045
2 49.39 + 246

Tabla 19. Curva de concentracion de Pi. Experimento por triplicado.

Pi (mM) U/mg orot
3 48.71 * 0.755
6 59.19 + 158
12 57.22 + 166

Tabla 20. Curva de concentracién de ADP. Experimento por triplicado.

ADP (mM) U/mg

prot

0.1 19.75 £ 217

0.25 56.99 * 3.8
0.5 78.3 58

1 84.45 + 1471

3 69.51 442

6 54,25 * 285

12 22.72 + 1.8
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Tabla 21. Concentraciones de los sustratos donde la enzima presenta la mejor actividad.

Sustrato y Enzima | Concentracion

G3P 1 mM

ADP 0.5mM
MgCl, 5mM

Pi 6 mM

EDTA 1mM

GAPDH 180 pg/ml
Tris 100 mM, pH 7.5 a 40°C

Habiendo determinado las concentraciones para el ensayo en sentido
derecho, usando Tris 100 mM, pH 7.5, se repiti6 el experimento usando
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.5, sin Pi (Tabla 20). La actividad maxima
obtenida con amortiguador Tris 100 mM, pH 7.5 fue de 78.3 + 5.8 U/mQprot, pPero
al usar fosfatos 50 mM, pH 7.5 la actividad aument6é considerablemente a
110.39 + 7.52 U/mgpor. Con estas condiciones (Tabla 22), la actividad de la PGK
aumento favorablemente, por lo que los subsiguientes experimentos se hicieron

conforme a esta ultima.

Tabla 22. Concentraciones finales con las cuales la enzima presenta la mejor actividad.

Sustrato y Enzima

Concentracion

G3P 1 mM
ADP 0.5mM
MgCl, 5mM
EDTA 1mM
GAPDH 180 pg/ml

Fosfato 50 mM, pH 7.5 a 40°C

Se ha descrito que la actividad obtenida en los ensayos en sentido de la
sintesis de ATP es aproximadamente 3 veces mayor que la obtenida en el
ensayo inverso (defosforilacion de ATP) (Blicher, 1947; Saavedra et al., 2005).
Los resultados obtenidos en nuestros ensayos se pueden explicar por los
siguientes factores:
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1. Uno de los factores que determinan o no que la TmPGK cuente con una
buena actividad catalitica, es la presencia de temperaturas elevadas (de
40 a 80°C aproximadamente, donde a 40°C se obtiene la mitad de su
actividad maxima) (Schurig et al., 1995), ya que esta proteina es una
enzima termoresistente que se aislé de la bacteria Thermotoga maritima.
2. Al bajar la temperatura en los ensayos cinéticos, la actividad de la
proteina baja considerablemente pero esto permite que los sustratos
usados (sensibles a temperatura) sean mas estables. Sin embargo, al
elevar la temperatura del ensayo para obtener mejores actividades, los
sustratos son inestables impidiendo de esta forma que la proteina pueda
hacer uso de ellos eficientemente. Se sabe que el sustrato 1, 3-
bifosfoglicerato, que es el encargado de donar el grupo fosfato al ADP y
formar asi ATP es sumamente inestable (Jakeman et al., 1998) lo que
implicaria que con temperaturas elevadas seria mas inestable y no se
llevaria a cabo la transferencia del grupo fosfato eficientemente por la

degradacion de este sustrato antes de llevar a cabo la reaccion.

De tal forma que con estas condiciones, es de esperarse que la actividad
de la proteina no fuese la maxima que alcanzaria en condiciones Optimas:
temperaturas elevadas (80°C) y estabilidad de sustratos. Por lo que, habiendo
explicado esto, se esquematiza lo que puede suceder en el ensayo de sintesis

de ATP por las caracteristicas de la proteina y sus sustratos:

>Temperatura > Actividad de la proteina
> Temperatura < Estabilidad de los sustratos
< Temperatura < Actividad de la proteina
< Temperatura > Estabilidad de los sustratos

6.5.3 Ensayo de defosforilacion de N°-bencil-ATP

Para observar el comportamiento de las enzimas TmPGK y TmPGKF223
usando el analogo de ATP, N°-bencil-ATP, se hicieron experimentos basados

en las condiciones Optimas descritas anteriormente (Tabla 15) y de esta forma
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comparar la actividad obtenida con ATP y su analogo. En la tabla 23, se
muestran las actividades comparativas de las proteinas silvestre y mutante
usando N°-bencil-ATP y ATP.

Tabla 23. Actividades especificas comparativas con ATP y N°-bencil-ATP en las

enzimas silvestre y mutante. B-ATP = N%-bencil-ATP.

Enzima TmPGK TmPGKF223G
6 mM ATP B-ATP ATP B-ATP
U/mgprot 1444 + 23 | 33.49+ 305 | 118.28+189 | 55.81 + 0.7
% Actividad 100% 23% 100% 47%

Con estos resultados observamos que, a pesar de mantenerse una
mejor actividad en ambas proteinas con ATP que con N°-bencil-ATP la
diferencia entre la enzima silvestre y la mutante se comporté como se
esperaba. Recordando la hipotesis de este trabajo, al hacer el cambio de un
aminoacido grande por uno pequefio en un sitio cercano al de la union de ATP
(sin que este cambio afecte la actividad y afinidad), permitiria a la enzima
mutante presentar una mejor actividad usando N°-bencil-ATP que el ATP y la
enzima silvestre presentaria una mayor actividad con ATP que con N°-bencil-
ATP. El grupo voluminoso del bencil-ATP no tendria impedimento estérico en la
enzima mutante facilitando el acomodo del grupo bencilo del nucleétido en el

sitio donde se encontraba el aminoacido voluminoso (Fig. 36).

De estos resultados concluimos que la enzima silvestre presentd una
actividad 4 veces menor con N°-bencil-ATP que con ATP, mientras la enzima
mutante solo 2 veces menor, apoyando parcialmente la hipétesis descrita

anteriormente.
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A)

B)
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Fig. 36 Esquema de la region de la proteina TmPGK donde se muestra el cambio del residuo
del amino&cido cercano al sitio de unién del ATP. A) Se muestra la distancia de 3.74 A que hay
entre el N° del nucleétido y el C5 de la fenilalanina. B) Se muestra la ampliacion (7.29 A) en la

distancia que hay entre el N® del nucleétido y el C* de la glicina.

6.5.4 Ensayo de sintesis de N°®-bencil-ATP y caracterizacion cinética

Con el fin de demostrar que la mutacién en un residuo de aminoacido
cercano al sitio de unién del ATP permite a la enzima mutante TmMPGKF223G
sintetizar el analogo del ATP, N°®-bencil-ATP, se hicieron ensayos de sintesis
del nucleétido usando N°-bencil-ADP con las condiciones descritas en la tabla
21. Asi mismo se hizo una curva con N°-bencil-ADP en las enzimas silvestre y
mutante para determinar los parametros cinéticos Km, Vmax y Vmax/Km. Las
curvas de concentracion y los parametros cinéticos se muestran en la figura 37

y la tabla 24, respectivamente.
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Fig. 37 Curvas de concentracién del sustrato N°-bencil-ADP. A) Gréfica de
concentracion de sustrato (N°-bencil-ADP) contra la actividad especifica de la enzima TmPGK.
B) Grafica de concentracién de sustrato (N°-bencil-ADP) contra actividad especifica de la
enzima TmPGKF223G.

Tabla 24. Tabla de valores de Km, Vmax y Vmax/Km con N°-bencil-ADP como sustrato usando

la ecuacion de Michaelis-Menten. Los datos se calcularon por un ajuste de regresion no lineal.

Enzima Km Vmax Vmax/Km
(mM) (umol/min) (min™)
TmPGK 4.49 335.61 74.74
TmPGKF223G 3.22 234.84 72.93
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Estos datos muestran que tanto la proteina silvestre como la mutante
son capaces de utilizar el analogo del ATP. Se observa que la TmMPGKF223G
tiene mayor afinidad que la TmPGK para este sustrato, aunque la diferencia no
es significativa. Estos resultados concuerdan con las publicaciones en la que
se habia observado que la serin/treonin cinasa Raf-1 silvestre era una enzima
capaz de reconocer el N°-bencil-ATP como sustrato natural tanto como su

enzima mutante (Hindley et al., 2004).

Esto se puede explicar mediante el andlisis de la secuencia de la
TmPGK (Fig. 36), en la cual se puede ver que cerca del sitio donde se introdujo
la mutacion (F223G) se encuentran residuos de aminoacidos pequefios (Gly
18, Gly 19 y Ala 20) que producen naturalmente en la enzima silvestre una
cavidad que permite el acomodo del grupo voluminoso del analogo del ATP. Se
ha descrito, que el sustituyente N°-bencil puede rotar libremente permitiendo su
acomodo dentro de las cavidades cercanas de la proteina haciéndolo accesible
(Ulrich et al., 2000).

Una diferencia que podemos observar en las secuencias de la TmPGK y
de las cinasas c-Srv y c-Fyn, con las cuales se utilizo la misma estrategia de
sustitucién de un aminoacido grande por uno pequefio cerca del sitio de union
del nucleétido para conferir reconocimiento especifico a los analogos del ATP
gue tienen grupos voluminosos (Shah et al., 1997; Liu et al., 1998), es que en
estas Ultimas los residuos de aminoacidos que se encuentran alrededor del
sitio donde se hizo la mutacion (posicién 338 y 341, respectivamente) no son
residuos pequefios (Tyr 335, lle 336, Val 337) eliminando de esta forma la
creacion de un hueco natural que permita el acomodo del grupo N®-bencil u

otro sustituyente del analogo del ATP (Fig. 38).
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cSrv MGSSKSKPKDPSQRRRSLEPPDSTHHG-GFPASQTPNKTAAPDTHRTPSRS--FGTVATE 57
cFyn ~GCVQCKDKEATKLTDERDNSLTQSLGYRYGTDPTPQHYPSFTVTTIPNYNNFHATAGQG 59
TMPGK MEKMT IRDVDLKGKRV IMRVDFNVPVKDGVVQDDTR I RAALP === === == —— - = ————— 42
A B
cSrv LKLFGDFN-TSDTVTSPQRAGALAGSVTTFGTRESRIETDLSFKKRERLQIVNNTEGTUWW 116
cFyn LTVFGGVNSSSHTGTLRTRGGTGVTLFVALYDYEARTEDDLSFQKGEKFQILNSSEGDWW 119
TMPGK  mmmmmmmme TIKYALEQGAKV I LLSHLGRPKGEPSPEFSLAP ——— == —— - e 75
cSrv LAHSLTTGQTGY I PSNYVAPSDS I QAEEWYFGK I TRRESGRLLLNPENPRGTFLVRESET 176
cFyn EARSLTTGGTGY IPSNYVAPVDS I QAEEWYFGKLGRKDAERQLLSFGNPRGTYLIRESET 179
TWPGK ~ ————m VAKRLSELLGKEVKFVPAVVGDEVKKAVEELKEGEVLLLENTRFHPGETKNDPEL 130
- - - * -- -k - - *x - - %
cSrv TKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYK IRKLDSGGFY I TSRTQFSSLQQLVAYYSKHADGLCH 236
cFyn TKGAYSLS IRDWDDMKGDHVKHYK IRKLDNGGYY I TTRAQFETLQQLVQHYSERAAGLCC 239
TmPGK AK-—-FWASLAD I HVNDAFGTAHRAHASNVG I AQF | PSVAGFLMEKE IKFLSKVTYN---- 184
cSrv RLTNVCPTSKPQTQGL -—-AKDAWE I PRESLRLEVKLGQGYFGEVWMGTWNGTTRVAIKT 293
cFyn RLVVPCHKGMPRLTDLSVKTKDVWE I PRESLQL I KRLGNGQFGEVWMGTWNGNTKVAIKT 299
TMPGK ~ mmmmm e PEKPYVVVLGGAKVSDK I G--—-—~- VITNLMEKADRILI-- 217
v2
cSrv LKPGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAMVSEEP 1Y IVIEYMSKGSLLDFLKGEMGK 353
cFyn LKPGTMSPESFLEEAQ IMKKLKHDKLVQLYAVVSEEP 1Y IVTEYMSKGSLLDFLKDGEGR 359
TMPGK e GGAMMFTFLKALGKEVGSSRVEEDK I DLAKELLEK-—————~ AKEKGV 258
*::_ *: :*_*:*:_*:_* *
1
cSrv YLRLPQLVEMAAQ I ASGMAYVERMNYVHRDLRAAN I LVGENLVCKVADFGLARL IEDNEY 413
cFyn ALKLPNLVDMAAQVARGMAY I ERMNY I HRDLRSAN I LVGNGL I CKIADFGLARL IEDNEY 419
TMPGK EIVLPVDAV IAQK I EPG————————~— VEKKVVR 1DDG I PEGWMGLD I GPET IELFKQKLS 309
- Kk -k - * - - - - - - - Kmom -
cSrv TARPGARFPVKWTAPEAALYGRFT IKSDVWSFG I LLTELTTKGRVPYPGMVNGEVLDRVE 473
cFyn TARQGAKFP I KWTAPEAALYGRFT IKSDVWSFG I LLTELVTKGRVPYPGMNNREVLEQVE 479
TmPGK DAKT-———— VVWNGPMG-VFE I DDFAEGTKQVALA IAALTEKGA T TVVGGGD———————— 355
cSrv RGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKDPEERPTFEYLQAQLLPACVLKIAE-—————~— 523
cFyn RGYRMPCPQDCP I SLHELMLNCWKKDPEERPTFEYLQGFLEDYFTATEPQYQPGDNL 536

TmPGK SAAAVNKFGLEDKFSHVSTGGGASLEFLEGKELPGIAS IADKKK----- 399

* - - - ek -Kk-

Fig. 38 Alineamiento mltiple en las secuencias de residuos de aminodcidos de las cinasa c-
Srv, c-Fyn y TmPGK. Dentro del corchete se muestran los residuos de aminoécidos donde se
realizé la mutacion en las 3 proteinas. Las fechas marcan la posicién exacta de la mutacion y
los residuos en negritas y de mayor tamafio, los residuos de aminoacidos que rodean a la
mutacion. La flecha (Tl) corresponde a la F223, y la flecha (T 2) corresponde (1338 y T341).
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se logré obtener el gen de la TmPGK del genoma de
Thermotoga maritima MSBS8. Se incorporé un codén de paro para generar una
proteina monomérica a partir de la fusion TmPGK-TIM y se realizd con éxito la
mutacion TmPGKF223G. Las enzimas silvestre y mutante se sobreexpresaron
en un sistema bacteriano y se purificaron mediante centrifugaciones y el uso de

temperaturas elevadas para eliminar las proteinas no especificas.

Dado que nuestra proteina no es idéntica a la publicada por otros
grupos, la actividad enzimatica medida fue baja por lo que fue necesario
realizar una serie de experimentos de concentraciones de los distintos
sustratos en los ensayos de sintesis y de defosforilacion de ATP para

establecer las condiciones 6ptimas de las enzimas.

Los ensayos realizados con los anélogos del ATP, N°-bencil-ATP y N°-
bencil-ADP indicaron que las enzimas silvestre y mutante son capaces de
reconocerlos como sustratos. La TmMPGKF223G presentd mejor afinidad por el
bencil-ATP que la enzima silvestre en el ensayo inverso. En el ensayo directo,
no hubo diferencia significativa en la afinidad entre estas dos enzimas por el
bencil-ADP.
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En general, la TmPGK presento actividades favorables en los ensayos
de defosforilacion de ATP, pero no sucedio lo mismo en los ensayos de sintesis
de este nucleétido, asi como del N®-bencil-ADP tanto en la enzima silvestre
como en la mutante. Con las condiciones de temperatura utilizadas en estos
ensayos se observo que las enzimas no alcanzaban su actividad maxima
debido a la posible degradacién de los sustratos a 40°C, por lo que es de
interés seguir analizando diversas condiciones en los ensayos para determinar
la temperatura a la cual las enzimas presentan una actividad favorable y de

igual forma que los sustratos no sean susceptibles a una degradacion.

Por otro lado, seria interesante corroborar la presencia de N°-bencil-ATP
y Né-bencil-ADP y cuantificarlos con las condiciones hasta ahora establecidas
mediante una cromatografia para los ensayos de sintesis y defosforilacion de

los nucleétidos.

Dado que la mutacion en la posiciéon F223G no resulté tan favorable para
usar N°-bencil-ATP como se esperaba, ya que los nucleétidos bencilados
también fueron reconocidos por la enzima silvestre, se podria hacer uso de
nucledtidos méas especificos (3-Metil-ATP) y voluminosos (N°-2-Feniletilamino-
ATP ) (Liu et al., 1998; Hindley et al., 2004) para la enzima TmPGKF223G, y de
igual forma se podria hacer el analisis de otros residuos de aminoacidos que
podrian intervenir en la unibn o acomodo favorable de estos analogos del ATP.
Un posible candidato que se ha analizado al momento podria ser el residuo de

aminoacido, Leu 194 que se encuentra cercano al sitio de union del nucledtido.
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