INDICE DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS. .. e e e e eaas iii
INDICE DE CONTENIDO ......cutiiiiiatiiisieieeeieit ettt seese e seseeseesnenas iv
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt nee b e eeenas vi
INDICE DE TABLAS ..ottt sttt sttt seene et e snenas viii
RESUMEN ..o e e e e e e e e e et e e et e e eaaas 1
1.MARCO TEORICO. ... ccuiiitiiiiieieieieie ettt ettt eseeseseese e te e neese e seenas 5
1.1 EVOIUCION € BNZIMAS. .oioee e e 5
1.2 Super-familia rboqUINASA. ........cooeeeiiieeeeee e 5
1.3 Hidroximetil Pirimidina quinasas (HMPKS). ... 8
1.4 Piridoxal QUINASAS (PLKS). ...ccooeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
1.5 Enzimas bifuncionales HMPK/PLK. ... 10
1.5.1 Enzima bifuncional HMPK/PLK de B. subtilis. ..........cccccevvviiiiiiiiiiiiennnns 10
1.5.2 Enzima bifuncional HMPK/PLK de Staphylococcus aureus.................. 11
1.5.3 Reconstruccion y resurreccion experimental del ultimo ancestro en
comun entre las enzimas HMPK y HMPK/PLK. ..........ccoooviiiiiiiiiieeecceen, 11
2. HIPOTESIS. ..ottt 15
S.OBUIETIVOS. ..ottt ettt e e e e e s e r e e e e e e e e nnn s 15
S L GENEIAL e 15
3.2 ESPECITICOS. vt ——— 15
4. MATERIALES Y METODOS. .....ooviieeeeeeeeeeeeeee et 17
4.1 MAEEIIAIES. ... e 17
g Ot I o P 1= 1o o 17
N I O o - 1 F PP 17
4.1.3 MediOS d€ CUILIVO. ..o 17
4.1.4 Reactivos qUIMICOS JENETAIES. ........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibieebeeeeeeeaees 18
ST =T 0 1] 010 ] 1T PP 18
4.2 Metodos experimentales. ...........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 18
4.2.1 Electroforesis en geles de agaroSa. ..............uuuuuueeiiiiiiimiiiiiiiiiiiiiiininnnnnns 18
4.2.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida. ........................ 19
4.2.3 Aislamiento de pIASMIdOS. .......ccooiiiiiiiiiii e 19
4.2.4 Transformacion de cepas bacterianas. .........ccccvvvvviiiiiieeeeeeciiee e 19

iv



4.3 Reconstruccion del arbol filogenético de la familia de las quinasas de

coenzimas dependientes de ATP. ... 20
4.3.1 Obtencion de secuencias homoélogas HMPK/PLK. ...........cccccccvieeiieennn. 20
4.3.2 Reconstruccion del arbol filogenético de la familia HMPK/PLK. ........... 21
4.3.3 Inferencia de la secuencias ancestrales: AncC2 y AncBi. .................... 21

4.4 Resurreccion experimental del dltimo ancestro en comun HMPK/PLK y

mutante ANCCL QASM. .. ... e 22
4.4.1 Sobreexpresion de las proteinas ancestrales AncBi/BA y AncC1 Q45M.
....................................................................................................................... 22
4.4.2 Purificacion de la proteina ancestral por columna de afinidad. ............. 23

4.5 Caracterizacién cinética con hidroximetil piridina y piridoxal como sustratos

en las enzimas ANcBI/BA Y ANCCL Q45M.......coooumiiiiiiiieeeeeeeciee e 23
4.5.1 Determinacion de parAmetros CINELICOS. ..........ccvvvvviiiieeeeeeeeeieee e, 23
4.5.2 Determinacion de la actividad HMPK..............cccovimimiiiiiiiiiiin, 26
4.5.3 Determinacion de la actividad PLK. ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 26

4.6 Andlisis de la especificidad de sustrato por HMP y PL in silico................... 27

4.6.1 Modelo por homologia de las enzimas ancestrales AncC2 y AncBi/BA.27

4.6.2 Analisis de los aminoé&cidos implicados en la catélisis y/o union de los

sustratos HMP y PL mediante doCKiNg. .............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineees 28
4.7 Mutagénesis sitio-dirigida: remplazo de glutamina por metionina en el sitio
activo del Ultimo ancestro COMUN. ........cooiviiiiiiiiiieeeeeeeee e 29

4.7.1 Disefo de oligonucleodtidos para la mutante AncC1 Q45M.................... 29

4.7.2 Mutagénesis sitio-dirigida mediante PCR. ..........ccccoooiviiiiiiiiiiee e, 29
4.8 Obtencion de la estructura 3D del ultimo ancestro comudn entre enzimas
HMPK Y HMPK/PLEK. ...ttt e e e e e e e 30

4.8.1 Cristalizacion del ANCCL. .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeernnneeaanee 30

4.8.2 Resolucién y refinamiento de la estructura. ...........cccooeeeeeiiiiiiiiieeeneeenn, 31

5. RESULTADOS. ..ottt ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e nnnnnnees 32
5.1 Reconstruccion del arbol filogenético de la familia de las quinasas de
coenzimas dependientes de ATP. ... 32
5.2 Reconstruccion de las Secuencias Ancestrales. ........cccccccvvvvvviiiiiiiiieeeeennnn. 35

5.2.1 Reconstruccién de las secuencias ancestrales AncBiy AncC2............ 35

5.3 Sobre expresién y purificacion de las proteinas ancestrales: AncCl Q45M y
ANCBI/BA. ...ttt aaaas 44

5.4 Caracterizacion cinética con hidroximetil piridina y piridoxal como sustratos
de ANCBI/BA Y ANCCL QA5M. ...t 46



5.4.1 Curva de saturacion para ATP-MQ..........oviiiiiiiiiiieeeieee e 46
5.5 Modelos por homologia de las proteinas ancestrales AncBi/BA y AncC2. . 51

5.6 Andlisis de los aminoacidos implicados en la catalisis y/o union de los

sustratos HMP y PL mediante doCKING ..........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 54
5.7 Resolucion cristalografica del ancestro comun entre HMPK/PLK y HMPK. 60
B. DISCUSION ....oiuiiiiiiiieieie ettt ettt ee s 65
7. CONCLUSION ...ttt 68
8. REFERENCIAS ... ..ottt e e e e e e e e e e e e e nnnneeees 69
0. ANEXOS oo e 73
9.1 PresentaciOn @ CONQIESOS. ....cuuuaaaiiiiuriiiieeeeaaaaaaanirtteeeeeeaassssasnnsreeeeeaaaeasaans 73

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Enzima bifuncional HMPK/PLK ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 6
Figura 2. Familias de la super-familia riboquinasa.. ............cc.ccocovviiiiiiiiiiie e, 7
Figura 3. Arbol filogenético de la familia de coenzimas dependiente de ATP. ....... 7

Figura 4. Las dos reacciones de fosforilacion catalizadas por la enzima HMPK.... 8

Figura 5. Formas activa de la vitamina BB .................euuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 9
Figura 6. Dendograma de la relacion evolutiva de PLKy HMPK .............cccccoo.... 12
Figura 7. Curvas de saturacion para la ecuacién de Michaelis-Menten y del

modelo de inhibiCiON POr SUSIIALO.. ........coviiiiiiiie e 25
Figura 8. Ensayo acoplado PK/LDH. ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieineeeeeeenees 26
Figura 9. Reaccion de la actividad PLK..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieinees 26

Figura 10. Oligonucledtido directo y reverso para la construccion de mutante

Figura 11. Convergencia del andlisis de MrBayes para la reconstruccién

LLL{eTe =T 1] (o TP 32
Figura 12. Arbol filogenético consenso, generado con el programa MrBayes ..... 34
Figura 13. Reconstruccion filogenética obtenida por maxima verosimilitud ......... 35
Figura 14. Perfil de probabilidades de las secuencias inferidas por BAy ML.. .... 37

Vi



Figura 15. Histogramas de las probabilidades de las secuencias AncBiy AncC2
inferida por el MEtodo BA Y ML ... 38
Figura 16. Alineamiento de las secuencias ancestrales inferidas utilizando el
meétodo bayesiano (BA) y maxima verosimilitud (ML).. ....cccoooeeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenns 41

Figura 17. Gel de agarosa del plasmido pET-TEV con la secuencia Q45M AncCl1.

Figura 18. Alineamiento de secuencia entre el ancestro AncC1 y AncC1l Q45M. 43
Figura 19. Cromatograma de elucion de la columna HisTrap HP ........................ 44

Figura 20. Electroforesis desnaturante en gel de poliacrilamida de proteinas AncBi

Y ANCCL QASM ...t 45
Figura 21. Actividad ATP-Mg y parametros cinéticos del ancestro AncBi/BA 'y
ANCCL QASM ... ittt e e e e e e e s e st e e e e e e e e a b raaaaaeeaaan 47
Figura 22. Actividad piridoxal (PL) y parametros cinéticos del ancestro AncBi/BA 'y
ANCCL QABM ...ttt 48
Figura 23. Actividad hidroximetil-pirimidina quinasa (HMPK) y parametros
cinéticos del ancestro AncBi/BAY ANCCL Q45M........coiiiiiiiiiiiiiiiiii e 49
Figura 24. Representacion estructural de los modelos por homologia ancestrales
............................................................................................................................. 53
Figura 25. Ligandos HMP y PL optimizados con el método semiempirico PM6... 54
Figura 26. Docking del dltimo ancestro en comun de enzimas bifuncionales ...... 56
Figura 27. Docking del altimo ancestro comun entre enzimas bifuncionales ....... 57

Figura 28. Residuos del sitio activo de AncBi/BA en comparacion con enzima
ESPECIfICA HIMPK . ... e e e e e 58
Figura 29. Residuos del sitio activo de AncBi/BA en comparacién con enzimas
DIfUNCIONAIES. ...t e e e e e eeeees 59
Figura 30. Estructura cristalografica del ANCCL. ............uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 62
Figura 31. Residuos del sitio activo de la proteina AncC1 obtenida de la

(o (1S =1 [ To = 1 = PR 63
Figura 32. Residuos del sitio activo de AncC1 en comparacion con enzima

bifuncionales de StaphyloCOCCUS AUIEUS.. ........cccovviiiiiiiiiie e 64

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Pardmetros cinéticos del ultimo ancestro comun entre HMPKs y

HMPKIPLKS. oottt e e e e e e et e e e e e e e e e s nssbbreeeeeeens 13
Tabla 2. Identidad de secuencias ancestrales inferidas por BA 'y ML, con respecto

a enzimas HMPKS Y HMPK/PLEKS. ......oouuuiiiiiiieiieieieee e 40
Tabla 3. Parametros cinéticos de las enzimas ancestrales AncC1, AncC1-Q45My
ANCBIIBAL. ..ottt et a e e e e et eaaaaeaenann 50
Tabla 4: Tabla comparativa de las estructuras AncBi/BA y AncC/BA con respecto

a enzimas HMPKS Y HMPK/PLEKS.. ......ouuuiiiiiiii e 52

Tabla 5: Validacion de la estructura de los modelos seleccionados de cada

21 0161 ST 1 o J PP 52
Tabla 6: Comparacion de los residuos que se encuentran en un radio de 5 A del
sitio de unidén a sustrato, en los modelos ancestrales y templados utilizados....... 54
Tabla 7: Energia asociadas al docking con los ligandos HMP y PL ..................... 55
Tabla 8: Resumen de las estadisticas de recopilacion de datos y refinamiento de
|2 €StrUCTUra A& ANCCL.... . ittt nssnnennnnnnnnes 61
Tabla 9: Comparacién estructural de la estructura cristalografica AncC1 con
respecto a proteinas HMPK y HMPK/PLK depositadas en PDB.............ccccccuvune. 62

viii



