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RESUMO

A adenosina quinase (ADK -EC 2.7.1.20) € uma fosfotransferase responsdavel pela transferéncia
catalitica do y-fosfato do ATP para adenosina (ADO). Essa reacdo desempenha um papel
fundamental na regulagdo de niveis celulares de adenosina e, desta forma, interfere em diversos
mecanismos homeostaticos e fisiopatolégicos (e.g. inflamacdo, isquemia, etc). A reagdo
catalitica da ADK, envolve regulacdo complexa pelos substratos e produtos, bem como por
Mg?* e fosfato inorginico. Apresentamos neste trabalho, pela primeira vez duas novas
estruturas cristalinas da ADK murina, sendo um complexo bindrio na presenca do substrato
ADO (mADK:ADO) e um complexo ternario na presenca de ambos ADO e ADP
(mADK:ADO:ADP). No complexo terndrio, além dos substratos, identificamos {ons
regulatorios essenciais para sua atividade catalitica, ¢ de forma inédita, um fon K* foi
encontrado ligado entre regides de alcas adjacentes ao sitio de interagao com o ATP. Neste sitio,
o K* liga-se de forma hexacoordenada envolvendo as cadeias principal e lateral do Asp310 e a
cadeia principal da Asn312, aminodcidos integrantes de um motivo que compde um anion hole
em quinases. Sua hexacoordenacdo completa-se através da interacdo com cadeias laterais da
I1e330, Arg333 e Gly335 a partir da alca de extensdao C-terminal da enzima. Ensaios de
ressondncia magnética nuclear 2D ’N-'H HSQC revelaram que a ligacio de K* perturba o
Asp310 e residuos das hélices adjacentes (all e al3), envolvendo uma transi¢do para uma
estrutura cataliticamente produtiva. Consistente com os dados estruturais, mutantes D310P e
D310A mostraram-se cataliticamente deficientes, com perda da capacidade de resposta ao K*.
Espectros de Diferenca de Transferéncia de Saturagao (STD) em experimentos de titulacdo de
ATPyS forneceram evidéncias para a redu¢do da afinidade do mutante D310P da mADK pelo
ATPyS. Além disso, demonstramos que aumento na concentra¢ao de K* modula a atividade in
vitro da mADK (aumento de 2,5 vezes; Kd aparente = 10,4 mM). Mecanisticamente, o K*
aumenta a eficiéncia catalitica (Kcat), mas nao afeta a afinidade da mADK para os substratos
ADO e ATP. A deplecdo de K* intracelular inibe, enquanto o restabelecimento da concentragio
intracelular do K* recupera completamente a atividade celular de ADK. De maneira geral,
nossos resultados contribuem para o entendimento da cinética da ADK e estabelecem base
estrutural para a ativag@o alostérica da ADK por K*. Ainda, os resultados de experimentos
funcionais em células apontam para o papel central da ADK como componente de um sistema

de regulacido do metabolismo de purina por variagdes da concentracdo intracelular de K*.

Palavras-chave: adenosina, adenosina quinase, anion hole, potdssio e metabolismo de purinas.



ABSTRACT

Adenosine kinase (ADK -EC 2.7.1.20) is a phosphotransferase responsible for the catalytic
transfer of y-phosphate from ATP to adenosine (ADO). This reaction plays a key role in
regulating cellular adenosine levels and thus interferes with various homeostatic and
pathophysiological mechanisms (e.g. inflammation, ischemia, etc.). The catalytic reaction of
ADK involves complex regulation by substrates and products, as well as by Mg?* and inorganic
phosphate. In this work, we report two new crystal structures of murine ADK, one binary
complex in the presence of ADO (mADK: ADO) and one ternary complex in the presence of
both ADO and ADP (mADK: ADO: ADP). In the ternary complex, besides the substrates, we
identified essential regulatory ions for its catalytic activity, and for the first time, a K ion was
found bound between loop regions adjacent to the ATP interaction site. At this site, K* binds
hexacoordinately in the main and side chains of the Asp310 and the Asn312 main chain, amino
acids that form an anion hole in kinases. Its hexacoordination is complete through interaction
with side chains of 11330, Arg333 and Gly335 from the enzyme C-terminal extension loop. 2D
15N-1H HSQC nuclear magnetic resonance assays revealed that K* binding disturbs Asp310
and adjacent helix residues (al1 and al3), involving a transition to a catalytically productive
structure. Consistent with the structural data, D310P and D310A mutants were catalytically
deficient, with loss of K* responsiveness. Saturation Transfer Difference (STD) spectra in
ATPyS titration experiments provided evidence for the reduction of D310P mutant affinity for
ATPyS. In addition, we demonstrated that an increase in K* concentration modulates in vitro
mADK activity (2.5-fold increase; apparent Kd = 10.4 mM). Mechanistically, K* increases
catalytic efficiency (Kcat), but does not affect mADK affinity for ADO and ATP substrates.
Intracellular depletion inhibits, while reestablishing of the intracellular K* completely recovers
ADK cell activity. Overall, our results contribute to the understanding of ADK kinetics and
establish a structural basis for allosteric activation of ADK by K*. Furthermore, the results of
functional cell experiments suggest the central role of ADK as a component of a purine

metabolism regulation system by intracellular K* concentration variations.

Keywords: adenosine, adenosine kinase, anion hole, potassium and purine metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Adenosina

Os sistemas vivos complexos contam com mecanismos de auto regulacdo para
ajustar a demanda metabdlica disponivel nas fontes de energia. A adenosina (ADO), um
nucleosideo purinico, € considerada um agente critico para a manutencdo do equilibrio
energético celular. De fato, ja foi denominada de “sinal da vida ou metabdlito retaliatério” (1),
pois seus niveis aumentam rapidamente em situacdes de deplecdo energética (ATP) e
desencadeiam mecanismos compensatérios que resultam ao mesmo tempo em inibicdo do
consumo energético e favorecimento dos meios para a producdo de energia. Assim, a ADO
controla importantes funcdes fisioldgicas que incluem: mecanismos para aumentar a oferta de
oxigénio por meio da regulacdo do fluxo sanguineo, regulacio da temperatura corporal,
regulacdo da angiogénese e também respostas imunes (2). Ainda neste contexto, € importante
destacar que a ADO ¢é um substrato critico para a sintese de agentes redutores como NAD e
FAD, pervasivos nas reagdes de oxirredu¢ao do metabolismo energético.

A maior parte das fungdes fisiologicas controladas por ADO sdo mediadas por
quatro tipos de receptores acoplados a proteinas G (A1, A2a, A2g, A3) (3-5), embora também

exerca fungdes independentes dos receptores (Figura 1).

Epigenética

Bioenergética Bioquimica

) -
\‘ J/ H
\\ )
\ HO /
K:/
O

Adenosina

¥ & K

Receptores de adenosina

Figura 1. Adenosina age como regulador homeostatico de modo independente ou dependente
de multiplos receptores de adenosina (Modificado de Boison, 2013).
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Sob condicdes de stress, os niveis de ADO sdao rapidamente aumentados,
desencadeando efeitos protetores locais (6, 7). Mais especificamente, ADO foi relacionada a
protecdao em lesdes decorrentes de isquemia-reperfusdo no cérebro (8), coracdo (9), medula
espinhal (10) e rim (11). Esses achados corroboram com relacdo ao mecanismo local de
protecdo desencadeado pelos altos niveis de ADO, o qual aumentou a oferta de energia e ao
mesmo tempo, sinalizou para a diminui¢do da demanda energética no mesmo tecido. O
aumento de ADO foi relacionado a um desbalanco entre e a demanda de O> e a demanda,
resultando em uma despropor¢do entre a formagdo e consumo de ATP. Consequentemente,
aumento do substrato AMP e elevado nivel de atividade de enzimas formadoras de ADO, que
serdo melhores discutidas nas sessdes abaixo. Esses estudos também sugerem que essa via pode
ndo ser a uUnica responsavel e suficiente por coordenar os efeitos de prote¢cdo miocardica.
Atribuiu-se adicionalmente, um importante papel a enzima adenosina quinase (ADK; EC
2.7.1.20) no acumulo e liberacdo de ADO durante a protecdo miocdrdica. A inibi¢do dessa
enzima durante a hipdxia (12), favoreceu a libracao de ADO, juntamente a ressintese via AMP
citosdlicos. Adicionalmente ao seu importante papel de protetor tecidual, ADO também exerce
efeitos diversos em fun¢des neuronais, com impacto na regulacdo do sistema nervoso e, por
conseguinte, agonistas de receptores de adenosina t€m demonstrado efeitos antinociceptivos
potentes em diversos modelos pré-clinicos de dor crdnica. (13). A desregulacdo de niveis de
ADO, implicou em epileptogénese e terapias celulares tem sido sugerida para aumentar
localmente niveis de ADO e consequentemente diminuir ou até evitar convulsdes. ADO foi
reportada como importante no controle das fun¢des cerebrais em condi¢des fisiopatoldgicas,
via neuromodulacdo mediada pela ativacdo dos receptores Ai, A2, A2B e A3 com menor
frequéncia (14). Além disso, anormalidades em sua regulagdo também t€m sido descritas em
distdrbios psiquidtricos e neurodegenerativos tais como, esquizofrenia, doenca de Alzheimer,
Doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica e esclerose multipla (15-18). Mais
recentemente, estudos empregam a ADO como um potente anticonvulsivante endégeno, que
age por meio de uma combinacdo de mecanismos dependentes e independentes dos receptores,
afetando diretamente o desencadeamento de crises convulsivas, bem como o desenvolvimento
da epilepsia e sua progressao (19-21). Os exemplos de problemas neuroldgicos citados acima,
indicam que concentracdes de ADO necessitam estar sob um fino controle, e qualquer aumento
ou diminuicdo da ADO ambiente, pode acarretar patologias via desbalanco de efeitos

secundérios de forma independente ou mediados pelos seus receptores especificos.
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1.2 Enzimas envolvidas na metabolizacdo e producdo de ADO

As concentragdes intra e extracelular de ADO coexistem em um estado de equilibrio
dinamico influenciado pela producgdo a partir de ATP, ADP e AMP e pela sua conversdo para
AMP em ambos os ambientes por um processo conhecido como “via de salvamento de purinas”,
que ¢ distinto da sintese de novo de purinas (Figura 2). Transportadores de ADO
(transportadores de nucleosideos — NT) localizados na membrana celular sdo efetores do
equilibrio entre os dois ambientes (22), onde as concentragdes intra e extracelular de ADO sado
relativamente baixas em condi¢des fisiolégicas, mas podem aumentar de forma expressiva em
situacdes de estresse celular. Sob condicdes normais, a concentragdo citosélica de ADO foi
estimada entre 0,01 a 0,1 uM em coragdo de porquinho da india (23), por outro lado, em eventos
de hipoxia a concentracdo intersticial de ADO foi demostrada estar acima de 30 uM no
miocardio (24), 30 uM no cérebro (25, 26) e 100 uM na medula espinhal (26). Phillis e
colaboradores estimaram a concentracdo de 30-50 nM em coértex cerebral de rato sobre
condi¢cdes normais (8) e concentragdes de ADO extracelular maiores que 20-40 uM foram
obtidas por microdidlise, ap6s inducao de isquemia (27-29).

Na *“via de salvamento” a formac¢do de ADO se da por meio de trés rotas possiveis.
A rota mais importante € via catdlise através da enzima 5’-nucleotidase (5’NT; EC 3.1.3.5),
responsavel pela hidrolise do AMP em ADO e fosfato inorganico. Alguns estudos mostraram
que essa enzima € responsdvel por mais de 70% da producdo de ADO em coracdes de
mamiferos (30). A enzima Ecto-5’-nucleotidase (CD73) por sua vez, leva ao acimulo de ADO
extracelular, que pode ativar os receptores especificos de ADO (31). E por fim, ADO também
pode ser formada através do metabolismo de aminodcidos via hidrdlise da SAH (S-
adenosilhomocisteina) via SAH hidrolase (EC 3.3.1.1) (32).

Quanto a metaboliza¢do, no ambiente intracelular a ADO € rapida e eficientemente
fosforilada em AMP pela ADK, o que impede a extrusao celular do nicleo purinico e forca seu
fluxo em direcdo a sintese de ATP. Alternativamente, no ambiente intracelular e extracelular, a
ADO pode ser desaminada em inosina pela Adenosina deaminase (ADA; EC 3.5.4.4), enzima
de baixa afinidade, a qual assume o papel de depuragdao em altos niveis de ADO, seguindo uma
rota de degradacao (33). O valor de Km para ADO da enzima ADA est4 na faixa de 25 a 150
uM (dependendo da isoforma)(34, 35), muito acima quando comparado ao da ADK, estimado
na faixa de 1 uM (36-38) . Essa caracteristica faz da ADK a principal enzima reguladora de
niveis de ADO, indicando que ADK ¢ ativada em concentra¢cdes muito menores comparadas a

ADA.
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Figura 2. Metabolismo, transporte e sinalizacdo de adenosina (ADQO). ADO intracelular pode
ser sintetizada de novo ou via salvamento de purinas, incluindo desfosforilagdo do AMP pela
citoplasmaticas 5-nucleotidases (cyto-5'-NTdase). Duas familias de transportadores de
nucleosideos mediam a troca de ADO através da membrana plasmatica: o transportador de
nucleosideo equilibrativo (ENT), que permite o fluxo bidirecional por difusdo, enquanto o
transportador de nucleosideo concentrativo (CNT) usa o acoplamento Na* para trazer a ADO
para a célula contra o gradiente de concentracdo. A ADO extracelular € formada principalmente
pela degradacdo do ATP por ectonucleotidases (ecto-NTdases) de superficie como CD39 e
CD73. Os niveis de ADO extracelular sd@o ainda regulados pela atividade da ectoadenosina
deaminase (ecto-ADA), que converte ADO em inosina, ou pela captacdo celular, seguida pela
degradacdo em inosina pela ADA citoplasmética (cyto-ADA) ou fosforilagdo em AMP pela
adenosina quinase (ADK). A atividade bioldgica da ADO extracelular nas células alvo é
mediada por quatro receptores de membrana (A Aza, A2 € A3z) acoplados a proteinas G
inibitdrias ou estimuladoras (Gi/ o ou Gs). As proteinas G sao importantes transdutores de sinal
que podem modular, por exemplo, os niveis de cCAMP na célula, interferindo em muitas vias
downstream e nos respectivos processos celulares.
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Portanto, ADK e 5’-nucleotidades s@o as enzimas criticas na determinacao do nivel
intracelular e, por conseguinte extracelular de ADO, sendo alvos de mecanismos de regulacao
que permitem que células respondam rapidamente a alteracdes no seu status energético.
Pequenas mudancgas na atividade da ADK sdo rapidamente traduzidas em grandes variacdes na
concentracdo de ADO intra e extracelular (40-42). Diante desse contexto, se a ADO ndo for
constantemente removida pela ADK, o equilibrio termodinamico da reac¢do de hidrélise da SAH
hidrolase, que é reversivel, favorece a formagao da SAH, demonstrado ser um potente inibidor
de reagdes de transmetilacdo (43). Portanto, sob condicdes fisioldgicas, a atividade da ADK
estd constantemente relacionada ao controle da homeostase de ADO e ao estado energético da

célula.

1.3 Adenosina quinase — ADK

ADK (adenosina 5'-fosfotransferase) ¢ uma fosfotransferase que converte a ADO,
em 5’- adenosina monofosfato (AMP) usando como principal fonte de fosfato o ATP (Figura
3A). O mecanismo reacional da ADK envolve a transferéncia do y-fosfato do ATP para o grupo
5’ hidroxi da ADO, formando AMP, com o Asp300 agindo como base catalitica na
desprotonacdo desde grupo (Figura 3B). A transferéncia do fosfato do ATP ocorre segundo

mecanismo do tipo Sn2, conforme dados cristalograficos (44).
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Figura 3. (A) Reacdo catalisada pela adenosina quinase. (B) Mecanismo reacional da ADK,
ilustrando o ataque nucleofilico do grupo y-fosfato do ATP pela ADO, levando a formagao de
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ADP e AMP. A presenga do Mg** é fundamental para a atividade enzimdtica, uma vez que
estabiliza as cargas negativas do grupamento fosfato, facilitando o ataque nucleofilico.

Trata-se da nucleosideo quinase mais abundante em tecidos de mamiferos (45, 46)
e, como discutido acima, possui papel fundamental na regulagcdo de niveis intra e extracelulares
de ADO. Ap6s o seu primeiro isolamento em tecidos de leveduras e de mamiferos (47), muitos
estudos vém sendo realizados envolvendo diferentes aspectos desta importante enzima. Em
particular, a sua inibicao farmacoldgica, que resulta em aumento dos niveis teciduais de ADO,
tem sido considerada para o tratamento de diversas condi¢des clinicas como protecdo tecidual
em infarto do miocdrdio, infarto cerebral, epilepsia e analgesia (48-51) e interessantemente,

para tratamento de esquizofrenia (52), diabetes (53) e linfoma de efusdo priméria (54).

1.4 Aspectos da enzimologia da ADK

A ADK contém dois sitios cataliticos: um de alta afinidade o qual liga
seletivamente ADO, e um de mais baixa afinidade, denominado de sitio de ligacdo ao
nucleotideo ou ATP (55). Uma caracteristica tinica da reacao catalitica da ADK € que o grupo
fosforil aceptor (ADO) compartilha do mesmo motivo estrutural do grupo doador de fosfato
(ATP). Como resultado, ADO pode ligar-se ao sitio do ATP, resultando na inibi¢do enzimética
conhecida como inibicdo pelo préprio substrato (56, 57). A inibicdo pelo substrato foi
observada em amostras de ADK purificada de placenta humana, em concentracdes de ADO
maiores de 2,5 uM (57). O mesmo efeito de inibi¢ao foi encontrado em ADK purificada de
eritrocitos (58) e figado humano (59), com inibi¢des na faixa de concentracdo
significativamente mais baixas de ADO (0,5 uM). Considerando que concentragdes fisioldgicas
intracelulares de ADO na maioria dos tecidos, estdo na faixa de 25 a 300 nM (60), faixa de
concentracdo mostrada ndo limitante para a atividade da ADK, a regulacdo pelo substrato em
concentracoes aumentadas de ADO pode representar um importante mecanismo fisiolégico
para potencializar as respostas de ADO enddgena, como por exemplo em condi¢gdes de injiria
ou estresse agudo, que podem levar a concentracdes micromolares de ADO (61, 62). A
atividade da ADK também depende da concentracdo do seu produto fosforilado, AMP.
Concentragdes de AMP abaixo de 5 mM ativam a enzima, enquanto que concentracdes acima
de 5SmM inibem a atividade da ADK (58). Sob condig¢des fisioldgicas, a concentragdo de AMP
¢ de ~ 0,3 mM (63), concentracdo a qual espera-se que a ADK seja ativada por AMP, ja que

apenas excessivas concentragdes de AMP inibem a enzima, como por exemplo sob condi¢des
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de estresse energético grave, uma resposta fisioldgica significativa para aumentar a sinalizagdo
via ADO. A inibicdo da ADK em resposta a altas concentracdes de AMP foi mostrada ser
competitiva com relacdo a ADO e ndo competitiva em relacdo ao ATP (57). Com relacdo ao
produto reacional ADP, estudos mostraram inibicdo competitiva em relacdo a ADO e ATP (64,
65). Estas caracteristicas unicas da reacdo catalitica da ADK, geram dificuldades na
interpretacdo de dados cinéticos e defini¢do do seu mecanismo catalitico. Estudos cinéticos
iniciais sugeriram mecanismo do tipo ping-pong com dois sitios (66), enquanto outros trabalhos

tém proposto mecanismo do tipo Bi-Bi ordenado (67, 63).

1.4.1 Especificidade do substrato

Ainda relacionado a reacdo catalitica, a ADK apresenta alguma promiscuidade para
interagir com ligantes no sitio do substrato aceptor do fosfato (ADO). Alteragdes no anel da
ribose sdo tolerdveis, embora a efici€ncia catalitica decresca de duas a cinco vezes (68). Um
requisito estrutural importante, é que o nucleosideo possua um grupo 2’- hidroxila na
conformacdo trans. Nessa conformacgdo, ambas 3’ e 4’- hidroxilas podem estar em cis ou trans.
Substituicdo ou adi¢do de grupos funcionais na base purica sdo aceitdveis, € compostos como a
8-aza-adenosina, apresentaram elevada eficiéncia de fosforilagdo em relacao o substrato natural
adenosina. Nucleosideos e seus andlogos, que sao eficientemente fosforilados por ADK,
também diferem da adenosina em substitui¢des nas posi¢des 2-, 6-, 7-, 8- € 9 (69, 70). Uma das
consequéncias diretas para a ampla seletividade da ADK diante de nucleosideos, € que a enzima
pode ativar um grande nimero de antimetabélitos. Essa caracteristica peculiar da ADK tem
permitido o desenvolvimento de uma nova drea promissora para a aplicacdo desses

antimetabolitos em cancer e doengas virais (71) e quimioterapia antiparasitaria (72).

1.4.2 Requerimento de cdtions bivalentes

Em relacdo ao substrato doador de fosfato, ATP ou GTP s@o os principais
nucleotideos doadores de fosfato para ADK, embora outros nucleotideos também possam
participar da reacao com menor eficiéncia (73, 74). No entanto, o principal substrato doador de

fosfato, como para a maioria das quinases, ¢ o complexo do nucleotideo e um fon metélico
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bivalente, no caso MgATP?~. Na auséncia de magnésio, a reacdo resulta em inatividade da ADK
humana, enquanto na presenca de magnésio, observa-se atividade 6tima em valores de pH onde
o ATP e o cation bivalente existem preferencialmente na forma quelada. Curiosamente, a ADK
também apresenta um efeito inibitdrio na presenca de altas concentracdes de magnésio livre
(64, 73). Quando em complexo com o ATP, o fon magnésio se liga ao sitio ativo, induzindo o
estado de transic¢ao reacional por aumentar a eletrofilicidade do 4&tomo fésforo-y, via interagao
com os atomos de oxigénio (74). Além disso, a presenca do magnésio pode induzir orientacao

apropriada dos grupos funcionais dos substratos (75).

1.4.3 Regulagao por fosfato inorgdnico

Além de ions metalicos bivalentes, a atividade da ADK também € sensivel a fosfato
inorganico, cujo mecanismo preciso de a¢c@o ndo € totalmente compreendido. Esta propriedade
da enzima, que foi referida como dependéncia de fosfato, foi demonstrada pela primeira vez
com a enzima de hamster chinés (76). Estudos estruturais indicam um fosfato ligado no sitio
ativo em estruturas tridimensionais de riboquinases, enzima evolutivamente relacionada a
ADK. O ion fosfato estabelece contato com os residuos Asnl187 e Glul90 e esses residuos
nessas posi¢des sao altamente conservados na familia das riboquinases, e encontram-se no
motivo de sequéncia, NXXE (73). Mutacdes pontuais destes residuos (Glu242 e N239) foram
avaliadas na ADK, e os mutantes mostraram-se completamente inativos, sugerindo a

importancia do motivo NXXE na ativacdo da ADK por fosfato.

1.5 Estrutura da proteina

A ADK cataliticamente ativa é expressa como um monomero (77, 78), e o uso de
promotores alternativos ou splicing produzem diferentes isoformas em mamiferos (79-82). A
ADK humana possui 4 isoformas, sendo que as isoformas 1 (P55263-1) e 2 (P55263-2) sao
enzimaticamente funcionais e sem grandes diferencas com relacdo as propriedades cinéticas
(83). Por sua vez, as isoformas 3 (P55263-3) e 4 (P55263-4) diferem-se da canOnica da pela

auséncia dos residuos 186-242 e residuos 1-17 e 48-65, respectivamente.
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cDNAs de Adk murina, utilizados no presente estudo produzem duas proteinas de
massas moleculares 40,1 e 38,4 kDa, denominadas de isoforma longa (ADK-long) e curta
(ADK-short), respectivamente. Essas isoformas assemelham-se com as isoformas 1 e 2 da ADK

humana, apresentando identidade de sequéncia de 91.44 % e 91,3%, respectivamente.

As isoformas murinas diferem-se apenas na regido N-terminal. A isoforma short
apresenta delecdo de 16 aminodcidos na regido N-terminal, e 4 aminodcidos distintos no inicio
da sequéncia (Figura 4A). Um estudo inicial in silico realizado para este trabalho, mostrou que
a regido N-terminal diferenciada nas isoformas murinas, representa um segmento de estrutura
secunddria ndo definida (Figura 4B) e de predi¢do intrinsicamente desordenada (Figura 4C).
Curiosamente, a ADK de Micobacterium tuberculosis possui apenas a isoforma longa descrita
(POWID5-1) e representa a unica ADK relatada como um dimero funcional (38). A
susceptibilidade da ADK em sofrer modificagdes pds-traducionais foi avaliada por Sahin e
colaboradores, que investigaram um painel de proteina quinases, € ndo foram encontradas
alteracoes pos-traducio (e.g. fosforilacdo) na ADK de camundongos (84). Interacdes proteina-
proteina foram identificadas em ADKs de alguns parasitas (77), sugerindo um mecanismo
baseado em agregacado e desagregacao da enzima. Resta ainda uma investiga¢do mais apurada

sobre a existéncia de interagdes semelhantes e parceiros para as ADKs de mamiferos.
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4. Alinhamento, predicdo de estrutura secunddria e regides desordenadas para as

isoformas longa e curta da ADK murina. (A) Alinhamento das sequéncias codificantes para as
isoformas longa (NP_598840.1) e curta (NP_001229970.1) da ADK murina. A figura destaca
residuos conservados em vermelho, residuos diferentes e/ou ausentes em azul e preto,
respectivamente. (B) Predicdo de estrutura secunddria da isoforma longa de acordo com o
servidor PSIPRED. A figura mostra a alta propor¢do de contetido de hélices-a e folhas- na
regido que € conservada entre as isoformas da ADK e regido N-terminal desordenada e sem
identidade de estrutura secunddria. A legenda abaixo da figura apresenta respectivamente cada
elemento estrutural e sua cor representativa no diagrama. (C) Perfil de desordem intrinseca
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calculado para a isoforma longa da ADK murina utilizando servidor DISOPRED. O Nivel de
precisao € estimado considerando a diferenca entre 0s outputs (regides
ordenadas/desordenadas).

1.6 Estrutura cristalina

A estrutura cristalografica da ADK foi inicialmente determinada para a enzima
humana (PDB: 1BX4) (85), e subsequentemente a do protozodrio Toxoplasma gondii (86, 87).
Mais recentemente, estruturas tridimensionais de ADK de vérios organismos eucariéticos e
procaridticos foram resolvidas (88-95). A estrutura global da ADK humana possui dois
dominios independentes, um dominio maior do tipo sandwich a/B/o. ¢ um dominio menor do
tipo o/p conectado por uma alca e constituindo-se em um /id na estrutura ativa (figura 5A). O
dominio maior é comporto por 9 folhas-f centrais flanqueadas por 10 hélices-a, abrigando os
sitios cataliticos. O dominio menor, é formado por 5 folhas-3 e 2 hélices-a, e duas moléculas
de ADO ocupam os sitios cataliticos (Figura 5B). Os dois dominios apresentam-se conectados
por um segmento de 4 residuos, e o enovelamento do dominio menor, /id, sobre o dominio

maior, forma a fenda catalitica que abriga os sitios de ligacdo (figura 5C).
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Figura 5. Estrutura cristalografica do complexo bindrio da ADK humana com ADO. (A)
Representac¢do na forma de fitas da ADK humana na presenca de 2 moléculas de ADO (PDB
ID: 1BX4)(85). Na figura estdo destacados os dominios maior e menor (Lid domain), 2
moléculas de adenosina representadas em bastdes verdes com os dtomos carbono, oxigénio e
nitrogénio nas cores verde, vermelho e azul respectivamente. As esferas na cor ciano
representam 2 cofatores Cl presentes na estrurura. (B) Residuos envolvidos na interagdo com
cada molécula de ADO no complexo bindrio. As esferas vermelhas representam moléculas de
agua. (C) Representacdo na forma de superficie da ADK, inicialmente na conformacao aberta
(colorida na cor salmdo- PDB ID: 5KB6), destacando a localizacdo da fenda catalitica na
interface dos dois dominios. Apds a ligacdo de ADO, ocorre uma mudanga conformacional e o
deslocamento do dominio lid sobre o dominio maior, protegendo a fenda catalitica do solvente
e desencadeando a formacdo dos sitios cataliticos. O modelo de superficie na cor cinza,
representa a estrutura do complexo bindrio da ADK humana (PDB ID: 1BX4)(16).

1.7 Regioes regulatorias da ADK e da familia das RK

A ADK pertence a familia das fosfofrutoquinases B (PfkB) ou também conhecida
como familia das Riboquinases (Familia RK). Essa familia de proteinas compartilha de uma
série de caracteristicas estruturais e elementos regulatdrios tinicos, os quais vem sendo alvo de

estudos abrangendo: andlises de estrutura primdria e tridimensional, relacdes filogenéticas,
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aspectos bioquimicos, exigéncias i0nicas e correlacdo entre certos inibidores (96-98). Estas
similaridades estruturais foram avaliadas e determinantes para sua classificacao e determinacao
quanto a origem evolutiva das ADKs (99).

Os membros da familia RK sdo identificados pela presenca de dois motivos de
sequéncia altamente conservadas (Figura 6). O primeiro motivo trata-se de duas glicinas
consecutivas (GG), presentes em uma regido rica em residuos de glicina localizada na por¢ao
N-terminal. Os residuos formam uma espécie de “dobradica” entre os dois dominios (100, 101),
e sofrem mudanga conformacional durante a transicdo da conformacdo aberta para a
conformacgdo fechada da enzima. O segundo motivo estrutural é encontrado na regido C-
terminal, e estd envolvido na ligacao ao ATP e na formacdo de uma regido que constitui um
anion hole (87, 91, 96, 102). Essa regidao consiste tipicamente em esqueletos de amidas
responsaveis pela estabilizacdo do estado de transi¢cdo e reducdo da energia de ativacdo
necessdaria para a reacdo e catalise. Este motivo também contém um residuo de acido aspartico

conservado que serve como base catalitica (85, 87, 100).

RBSK_ECOLI 41 |GGKCANQAVAAGR- - - - - SGANI AFI ACTC 249 DTIAAGDTFNGALI
RBSK_BACSU 38 |GGKGANQAVAAAR- - - - - LGAQVFWGKVG 236 DTTGAGDTFNAAFA
RBSK_YEAST 37 |GGKG-NQAAAI GKLKNPSSRYSVRM G\VG 277 DTTGAGDTFLGELV
RBSK_HUMAN 52 |GGKGANQCVQAAR- - - - - LGAMISMWCKVG 263 DTTGAGDSFVGALA
ADK_MYCTU 47 |GGVGGNVAFAI GV- - - - - LGGEVALVGAAG 251 DPTGVGDAFRAGFL

ADK_MOUSE 79 |GGSGONSMKVAQNLI QE- PHKAATFFGCI G 310 [DTNGAGDAFVGGFL
ADK_HUVAN 80 [GGEGONSI KVAQMWM QQ PHKAATFFGCI G 311 [DTNGAGDAFVGGFL

K1PF_BACSU 36 |GGKG NVSRLLKR- - - - - HHVASKALGFVG 243 [INSVGAGD|SVVAGFL
KHK MOUSE 40 |[GGNGSNSCTVLSL- - - - - LGARCAFMGSLA 252 DTLGAGDTFNASVI
KHK_HUMAN 40 |GGNGSNSCTVLSL- - - - - LGAPCAFMGSMVA 252 DTT.GAGD[TFNASVI
KDGK_ECOLI 27 |GGDANTSVYl ARQVD- PAALTVHYVTALG 258 DTTAAGDSFSAGYL
LACC _STRPN 36 |GGKGE_NVTRVLSE- - - - - FCDSVLATALVG 247 NPVGSGDSTVAG S
FRLD ECOLI 24 |GGNGVNVAVYCTR- - - - - YA QPCCI TW/G 218 DTMGAGDSFI AGFL

Figura 6. Sequéncias e motivos conservados entre enzimas da familia RK. Os residuos de
aminodcidos conservados estdo em negrito e destacados com caixas cinza, estdo os dois
dominios presentes dentro da familia. As enzimas estdo abreviadas da seguinte forma: RBSK,
riboquinase; ADK, adenosina quiinase; K1PF, 1-fosfofrutoquinase; KHK, cetohexoquinase;
KDGK, 2-desidro-3-desoxigliconoquinase; LACC, tagatose-6-fosfato quinase; FRLD,
fructoselisina quinase. Abreviaturas para as espécies: ECOLI, Escherichia coli; BACSU,
Bacillus subtilis; YEAST, levedura, HUMAN, homo sapiens; MOUSE, mus musculus,
MYCTU, Mycobacterium tuberculosis € STRPN, Streptococcus pneumoniae (78).
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Enzimas que catalisam reagcdes em vdrias etapas foram mostradas terem pelo menos
uma ou multiplas regides de anion hole, as quais foram descritas estabilizarem diferentes

estados de transi¢ao na reacao (103).

1.8 Regulacdo de ADK como alvo terapéutico

O interesse na fun¢do e regulacdo da ADK é em grande parte devido ao fato dessa
enzima representar um potencial alvo terapéutico para diversas doencas. Como discutido acima,
a ADO exerce ampla gama de efeitos protetores e anti-inflamatérios em tecidos (104). Em
contrapartida, a utilizagdo de ADO exdgena para fins farmacol6gicos foi mostrada ser limitada
devido a restri¢des farmacocinéticas e farmacodinamicas (105). Ainda neste contexto, o uso de
agonistas seletivos para receptores de ADO também foi mostrado ser limitado, devido a efeitos
adversos causados pela ativacdo dos receptores em tecidos ndo-alvo (14). Diante desse cendrio,
abordagens farmacoldgicas para regulacio/inibi¢cao da ADK tém sido alvo de muitos estudos e
vem sendo destacada como uma alternativa promissora para explorar a protecdo tecidual

mediada por ADO (106-108).

A classe de inibidores de ADK mais explorada até o momento consiste de andlogos
estruturais de ADOQ, tais como 5’-amino, 5’-deoxiadenosine (5’NH2dADO), 5-iodotubercidina
e 5’-deoxiadenosina (5°d-5IT), moléculas com IC50 na faixa de nanomoles. Embora esses
compostos tenham apresentado efeitos positivos em modelos animais de dor, epilepsia e
isquemia (109-111), sua utilidade farmacoldgica se mostrou comprometida devido a baixa
meia-vida no plasma, pobre biodisponibilidade, baixa seletividade e alto potencial na geragao

de metabolitos citosélicos capazes de exercerem efeitos inespecificos indesejados (112, 113).

Outras aplicagdes terapéuticas baseadas em intervengdes na ADK também estao
sendo testadas, como por exemplo, estratégias de terapia génica visando reduzir a expressao do
gene Adk enddgeno. Estudos aplicaram essa abordagem em modelos de convulsdes e acidente
vascular cerebral (52, 113), e juntos sugeriram que terapia genética alvejando a ADK
restritamente a uma area especifica do cérebro (hipocampo) e a um tipo de célula especifica
(astrécito), pode-se gerar efeitos terapéuticos potentes baseados no aumento das propriedades
anticonvulsivas e neuroprotetoras da ADO. Entretanto, mais investigacdes precisam ser
realizadas para confirmar se terapias genéticas anti-ADK sdo realmente eficazes em outros

modelos clinicamente relevantes. Utilizacdo de dieta cetogénica em modelos de
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experimentacdo (114) e repressdo transcricional (115) também tem sido metodologias
alternativas empregadas para se modular a concentracio de ADO, via ADK, entretanto

precisam ser melhores exploradas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo foi planejado para determinar a estrutura cristalografica e
explorar potenciais mecanismos de regulacio da ADK murina, com foco em potenciais alvos

para uso terapéuticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Clonar, expressar e purificar a isoforma longa da ADK (mADK) e sua variante

truncada mADKA19.

2.1.2 Avaliar, via ensaios biofisicos de dicroismo circular e DLS, a estabilidade e

caracteristicas estruturais das enzimas recombinantes.

2.1.2 Cristalizar a enzima na presenca dos substratos e/ou cofatores.

2.1.3 Resolver as estruturas e obter modelos tridimensionais dos complexos.

2.1.4 Produzir mutantes da ADK via mutacdes pontuais sitio dirigidas e obter as proteinas
recombinantes mutadas.

2.1.5 Avaliar estruturalmente a interacdo da mADK e proteina mutante com os substratos
via RMN.

2.1.6 Padronizar ensaios bioquimicos como ferramenta para caracterizagdo cinética,

elucidacdo dos mecanismos de regulagdo e inibi¢do da enzima.
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3. METODOLOGIA

3.1 Producao das proteinas

3.1.1 Amplificacao e clonagem da mADK e sua variante mADKA19

A construgdo para a producdo da isoforma longa da ADK murina (denominada de
mADK, Metl - His362) foi preparada pela amplificacdo da sequéncia nucleotidica a partir de
biblioteca de cDNA de Mus musculus. Utilizou-se oligonucleotideos iniciadores: oligo sense 5’
-GGCCGGGGATCCATGGCAGCTGCGGACGAG-3* e oligo anti-sense 5 -
GGCCGGAAGCTTTCAGTGGAAGTCTGGCTTCTC-3’, contendo endonucleases de
restricdo BamHI e Hindlll. O fragmento de DNA foi amplificado por reagao em cadeia de
polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) contendo tampdo reacional PCR Rxn
invitrogen®; 1,5 mM MgCl; 0,2 mM dNTP mix fermentas®; oligonucleotideos especificos na
concentracao final de 0,2 mM; 100 ng de cDNA e 2,5U de enzima Taq DNA polimerase high
fidelity. Em seguida, o fragmento amplificado e o vetor de expressdao pET28a(+)-sumo foram
digeridos com as enzimas de restricdo BamHI (NEB) e HindIll (NEB) em reacdes de 50 ul de
volume final contendo, 30U de cada enzima de restri¢do, 1X tampao CutSmart (NEB) e 3 pg
de DNA. A reac¢do foi mantida a 37 °C por 1 hora. Os produtos digeridos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v), excisados e purificados do gel utilizando o kit
QIAquick Gel Purification (QIAGEN) de acordo com o manual. Os fragmentos digeridos e
purificados foram ligados através da reacdo de ligacao contendo 1 pl da enzima T4 DNA ligase
(NEB), 1X tampao da enzima T4 (NEB) em 10 ul de volume final de reacdo. As propor¢des
entre inserto e vetor variaram na razao 3:1 e 5:1 (m/m), respectivamente. As reagdes de ligacao
foram conduzidas a 16°C, por 16 horas. Apds a incubacio, a reacao de ligacdo foi utilizada para
transformar bactérias competentes da linhagem DHS5a (Davis, 1993) por meio de choque
térmico (Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989). As células foram semeadas em meio LB sélido
contendo 50 pg/ml de canamicina e incubadas em uma estufa a 37 °C por 16 horas. As coldnias
selecionadas foram semeadas em meio LB, e uma aliquota de cada clone foi utilizada como
molde em reagdo de PCR para selecao de clones positivos, utilizando pares de oligonucleotideos
especificos para o vetor de clonagem. Os clones positivos foram submetidos a extragdo de
DNA plasmidial, e os DNAs recuperados foram quantificados a 260 nm e enviados para

sequenciamento de DNA em equipamento ABI3500x1 da Applied Biosystems. Para a
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clonagem, optou-se pelo vetor pET28a(+)-sumo, cedido gentilmente pelo Dr. André Ambrésio
do LNBio (Campinas). Este vetor consiste em uma versdo modificada do vetor pET28a(+)
contendo a inser¢ao de um fragmento de DNA que codifica a proteina Smt3 de 11 kDa,
Ubiquitina-like de Saccharomyces cerevisae (UniProtKB/Swiss-prot: Q12306.1) clonada entre
os sitios das endonucleases de restricdo Nhel e BamHI. A proteina Smt3, conhecida como
SUMO, ¢ um membro da familia ubiquitin-like. Essa ferramenta permite a clonagem da
proteina de interesse em fusdo com a proteina SUMO na extremidade N-terminal da proteina.
Apds a expressdo, o processo de clivagem da fusdo € realizado através de uma reacdo de
protedlise utilizando a SUMO-protease- Ulpl (Ubiquitin-like-specific Protease 1 — EC
3.4.22.68) de Saccharomyces cerevisae (UniProtKB/Swiss-Prot: Q02724.1). A clivagem ¢é
altamente especifica e eficiente devido ao reconhecimento do motivo Gly-Gly na regido C-
terminal da SUMO (Mossessova e Lima, 2000). A figura 7 apresenta o mapa linear da

construc¢do resultante apds a clonagem da mADK em vetor pET28a(+)_sumo.

(1513) BamHI

SUMO
(1167) Nhel
6xHis
RBS .
(lac operator) T7 terminator
T7 promoter 6xHis
lacl promoter (2605) HindIII

TR e ) < o TG TR e

PET28a(+)Sumo_mADK
6725 bp

Figura 7. Representacdo esquemadtica da construcdo resultante apés a clonagem da isoforma
longa da ADK murina (mADK) em vetor pET28a(+)_sumo. O mapa foi desenhado no
programa SnapGene (da GSL Biotech; disponivel em snapgene.com).

Apds a obtengdo da construgdo contendo a enzima ADK murina inteira (mADK,
isoforma longa), seguiu-se para a clonagem de uma variante da enzima truncada no aminoacido
19 (denominada de variante mADKAI19, Leu20-His362). A estratégia de delecdo dos 19
aminodcidos iniciais da regido N-terminal, foi fundamentada no estudo in silico preliminar
(apresentado na figura 4), que predisse essa regido como intrinsecamente desordenada e sem
estrutura secundéria definida. Diante disso, desenhou-se um oligonucleotideo sense (5°-
ATTATTATTGGATCCCTGAGTGAAAATGTGCTAT-3’) para iniciar a amplificacdo do

fragmento a partir do residuo de numero 20. O mesmo oligonucleotideo antisense usado
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anteriormente na clonagem da isoforma longa da enzima foi utilizado para compor a
amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase, PCR. Utilizou-se como DNA molde a
constru¢do da mADK (pET28a(+)sumo_mADK) e o fragmento de DNA obtido foi clonado da
em vetor pET28a(+)sumo utilizando o mesma metodologia aplicada na clonagem da isoforma
longa. A figura 8 apresenta o mapa linear da construg@o final referente a variante truncada

mADKA19 em vetor pET28a(+)_sumo.

(1513) BamHI

SUMO
(1167) Nhel
6xHis
RBS '
(lac operator| T7 terminator
T7 promoter 6xHis
lacI promoter (2548) HindIII ‘

-:E- MI‘ ‘H* > ! ;_g ‘{{H f1ori >-i Ll _

PET28a(+)sumo_mADKA19
6668 bp

Figura 8. Representacdo esquemadtica da construgdo final da enzima truncada, mADKA19 em
vetor pET28a(+)_sumo. O mapa foi desenhado no programa SnapGene (da GSL Biotech;
disponivel em snapgene.com).

O plasmideo para a expressdo heter6loga da SUMO-protease Ulpl também foi
cedido pelo Dr. André Ambrosio, de forma a ser produzida para a realizacdo dos experimentos

deste trabalho.

3.1.2 Expressiao e purificacdo das proteinas recombinantes

3.1.2.1 Teste de expressao em linhagem de E.coli BI21(DE3)

Inicialmente, realizou-se um teste de expressdo das proteinas clonadas como
descrito inicialmente para a ADK humana. (16). Os plasmideos recombinantes foram utilizados
para transformar cepas de E. coli da linhagem BI21(DE3) (Novagen) para a expressdao das
proteinas de interesse. O teste foi conduzido, variando-se a concentracdo do agente indutor,
temperatura e tempo de expressdo, objetivando melhorar o rendimento e a solubilidade das
proteinas. Preparou-se um pré-inéculo em meio LB suplementado com 50 pg/ml de canamicina
e a cultura foi mantida a 37°C, durante 16 horas sob agita¢ao constante de 200 rpm. Essa cultura

inicial, foi entdo diluida em meio LB (proporcao 1:100), suplementada com o antibidtico de
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selecdo canamicina e mantida a 37 °C sob agitacdo até atingir a densidade 6tica entre 0,6 e 0,8
a 600 nm. Apos atingida a densidade celular, volumes de 25 ml de cultura foram submetidos as
diferentes condi¢des para a expressao das proteinas: 0.2; 0.5 ¢ ImM do indutor isopropil-B-D-
1-tiogalactopiranosideo, temperaturas de 18, 22, e 37 °C pelo periodo de 4 a 16 horas. As células
foram coletadas por centrifugacdo a 4 °C, 6000xg, ressuspendidas em 0,5 ml de tampao para
lise (20 mM Fosfato de Sédio pH7.8 ¢ 300 mM NaCl), contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) e submetidas a sonicacdo a 5 W de poténcia por 6 ciclos de 10 s
cada e intervalos de 60 s. Os precipitados e sobrenadantes foram obtidos por centrifugacdo a
10000g e analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes

(SDS-PAGE) 12 % para verificar o rendimento e a solubilidade das proteinas.

3.1.2.2 Expressao em larga escala

Uma tnica colonia de células BL21 (DE3) transformada com cada plasmideo, foi
utilizada para inocular 10 ml de meio LB suplementado com 50 pg/ml de canamicina e a cultura
mantida a 37 °C durante 16 horas sob agitacdo constante de 200 rpm. As culturas foram diluidas
na propor¢ao 1:100 em meio de cultura LB, acrescido de50 pg/ml canamicina e incubadas a 37
°C sob agitacdo até atingir uma densidade 6tica entre 0,6 e 0,8 a 600 nm. A expressdao das
proteinas foi induzida com 0.5 mM de IPTG pelo periodo de 16 h a 22 °C. Em seguida, as

células foram coletadas por centrifugacdo a 4 °C e 6000xg e armazenadas a -20 °C.

3.1.2.3 Purificacao por cromatografia de afinidade

A primeira etapa de purificag@o foi cromatografia de afinidade em coluna de niquel
imobilizado (IMAC) pré-empacotada (HisTrap® Chelatinhg HP -GE), acoplada ao sistema
AKTA-FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography — GE). As células foram submetidas
a lise celular em tampao A (50 mM fosfato de sédio pH 7,8 e 300 mM NaCl), através de
sonicacdo a 5 W de poténcia com ciclos de 10 segundos e intervalos de 60 segundos, em
equipamento sonicador Vibra Cell® Sonics. O sobrenadante foi separado por centrifugacdo
durante 1 hora, 20000g a 4°C, e aplicado na coluna ja previamente equilibrada com tampao A.

As impurezas foram separadas através de duas etapas de lavagem, inicialmente com tampao A
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(aproximadamente 10 volumes de coluna) e sem seguida com tampao B (50 mM fosfato de
sodio pH 7,8; 300 mM NaCl e 10% glicerol)(10 volumes de coluna). As proteinas foram obtidas
apo6s aplicacdo de um gradiente linear de 0 a 500 mM imidazol em tampao B. As fracdes
coletadas foram analisadas em gel desnaturante SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970) e corado
com azul de Coomassie. Fracdes contendo as proteinas de interesse foram unidas e submetidas
a clivagem proteolitica da cauda de fusdo de 6-histidinas na presenga da protease Ulpl, durante
uma etapa de didlise em tampao B. Adicionou-se a protease Ulpl de acordo com a relagdo 1:50
(Img de Ulp1:50 mg de proteina) e incubou-se a por 16h a 4°C, sob agitacdo. Apds a clivagem,
o material dialisado foi novamente submetido a cromatografia afinidade em resina de niquel
previamente equilibrada com tampao B. As proteinas foram obtidas na fra¢do ndo adsorvida na
coluna (flow through), enquanto que a cauda de fusdo 6-His_sumo e a protease Ulpl
recombinante, mantiveram-se retidas na coluna e foram isoladas apds aplicagdo de 500 mM de
imidazol. As proteinas clivadas foram concentradas em concentradores do tipo Amicon® Ultra-

15 de 10 kDa (Millipore) e submetidas a cromatografia por exclusao de tamanho.

3.1.2.4 Purificacao por cromatografia de exclusao molecular

mADK e mADKA19 recombinantes foram submetidas a purificacdo por
cromatografia de exclusdo de tamanho usando a coluna Hiload Superdex 75 16/600 (GE
Healthcare), em sistema de cromatografia Akta purifier (GE Healthcare). A coluna foi
equilibrada previamente com tampao 20mM fosfato de sédio pH 7,8; 300mM NaCl, 10%
glicerol, 5mM de imidazol e 1 mM DTT. O grau de pureza das amostras foi avaliado por gel
SDS-PAGE 12% e as fracdes correspondentes ao pico de obtenc¢do das proteinas foram
combinadas, concentradas e quantificadas com base no coeficiente de extingdo molar tedrico

por absorbancia a 280 nm utilizando equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

3.1.3 Mutageénese sitio dirigida

Mutantes da mADK, D310P e D310A, foram obtidos a partir do plasmideo
pET28a(+)_sumo_mADK por mutagénese sitio-dirigida utilizando o kit QuikChange II Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies), conforme recomendacdes do fabricante. A
tabela abaixo mostra os pares de oligonucleotideos utilizados para gerar os mutantes D310A e

D310P, respectivamente.
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Tabela 2. Oligonucleotideos desenhados para geracdo dos mutantes de mADK D310A e
D310P.

Oligo Sequéncia nucleotidica

mADK_D310A_F 5°AACCAGGAAGAGATCATTGCCACCAATGGAGCTGGAGAT 3’

mADK_D310A_R 5’ATCTCCAGCTCCATTGGTGGCAATGATCTCTTCCTGGTT 3’

mADK_D310P_F 5 CCAGGAAGAGATCATTCCTACCAATGGAGCTGGAG 3’

mADK_D310P_R 5’ CTCCAGCTCCATTGGTAGGAATGATCTCTTCCTGG 3’.

Os oligos foram desenhados utilizando o programa QuikChange Primer Design
(disponivel em www.agilent.com/genomics/qcpd). As reacdes de mutagénese foram
transformadas em células competentes de E coli da linhagem XL10-Gold (da Agilent
Technologies). As mutagdes foram confirmadas por sequenciamento de DNA utilizando oligos
especificos para o vetor pET28a(+), T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGG) e T7
terminator (GCTAGTTATTGCTCAGCGG).

3.1.4 Expressao e purificacao dos mutantes D310A e D310P

Apds a confirmagdo por sequenciamento de DNA da presenca das mutagdes
pontuais, a producdo das enzimas recombinantes mutadas procedeu-se utilizando protocolos
previamente padronizados para a enzima selvagem. Brevemente, os plasmideos contendo as
mutacdes, foram transformados em E. coli B121(DE3) para os testes de expressdo. As proteinas
mutadas foram expressas empregando-se 0.5 mM do agente indutor IPTG, a 22°C e por 16h.
As células foram ressuspendidas em 0,5 ml de tampao A (50 mM fosfato de sédio pH 7,8 e 300
mM NaCl) contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e sonicadas com 5 W de
poténcia por 6 ciclos de 10s e intervalos de 60 s. Os precipitados e sobrenadantes foram obtidos
por centrifugacdo a 10000g e analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE) 12 % para se verificar o rendimento e a solubilidade das proteinas.
As proteinas mutadas apresentaram elevado grau de expressdo e solubilidade, viabilizando
assim a expressdao em larga escala e a obtencdo das mesmas, empregando os protocolos de

purificacdo utilizados para a enzima selvagem.
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3.2 Estudos estruturais

3.2.1 Espalhamento de Luz Dinamico — DLS

Medidas de espalhamento de luz dindmico, DLS (Dynamic light scattering) foram
realizados com objetivo de avaliar a monodispersidade populacional das proteinas em solug¢do
(homogeneidade estrutural). A medida de distribui¢do populacional tem-se demonstrado fator
essencial para o sucesso em ensaios de cristalizacdo e realizacdo de anélises biofisicas (116).
Além da porcentagem da polidispersidade (%Pd), também se obtém o raio hidrodindmico (Rh),
parametro referente ao tamanho fisico e forma da molécula nas condi¢cdes tamponantes (difusao
e viscosidade) em que a amostra se encontra. Para as medidas de DLS, as amostras foram
previamente centrifugadas por 30 minutos a 4 °C, rotacdo de 20000g. Os experimentos foram
realizados com as proteinas a 2 mg/ml, em tampao 20mM fosfato de sédio pH 7,8; 300mM
NaCl, 10% glicerol, SmM de imidazol e 1| mM DTT ap6s a purificagdo por filtragdo em gel. As
medidas foram realizadas em equipamento DynaPRO 180 (Protein Solutions), empregando 100
aquisicoes para cada amostra a temperatura de 18 °C, controlada por um sistema eletronico do
tipo Peltier. Os parametros hidrodindmicos foram calculados utilizando o software

DYNAMICS v.6.10.1.2).

3.2.2 Espectropolarimetria de Dicroismo Circular — CD

O conteddo de estrutura secundaria das proteinas recombinantes foi determinado
por Espectropolarimetria de dicroismo circular utilizando um espectropolarimetro Jasco J-180
(JASCO), equipado com médulo de temperatura Peltier. Coletou-se espectros de CD na regido
do ultravioleta distante (195 a 260 nm), em cubeta de quartzo de 1 mm de caminho 6tico na
presenca de 10 uM de proteina em tampao 10 mM fosfato de sédio pH 7,8 e 20 mM de NacCl.
Os espectros foram coletados com velocidade de varredura de 50 nm/min, largura da banda de
1 nm e tempo de resposta de 4 segundos. O espectro final foi obtido apds a média de 20
acumulagdes, e corrigido pelo espectro referente ao tampao empregado na medida. Os dados
foram convertidos para Elipticidade molar residual [®], através da equacao [®@] = ( CD) /10*

I* C* N, onde CD ¢€ o sinal de elipticidade (em miligraus), 1 € o caminho 6tico em centimetros
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(cm), C € a concentragdo da proteina (em molar) e N € o nimero de residuos (117). Os graficos
foram produzidos utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.1 para Windows (GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

3.2.3 Estabilidade térmica monitorada por dicroismo circular

A estabilidade térmica das proteinas recombinantes foi avaliada pela técnica de
dicroismo circular, através do monitoramento de mudancas na elipticidade molar (®) em fun¢do
do aumento da temperatura (AT, °C). A curva de desnaturacdo térmica foi obtida através da
elipticidade molar observada a 222 nm no intervalo de temperatura de 20 a 90°C, empregando-
se rampa de temperatura de 1°C/min. As proteinas foram preparadas a 10 uM de concentracio
em tampao 10 mM fosfato de sédio pH 7,8 € 20 mM de NaCl. A transicao do estado enovelado
para desenovelado e foi avaliada pela conversao dos valores de elipticidade molar para a (fragao
enovelada- fraction folded) de acordo com a equagdo: a = (0, — Ou/ Or — Ou), na qual O € a
elipticidade molar medida a qualquer temperatura, ®r elipticidade molar na forma totalmente
enovelada, ®u elipticidade molar na forma totalmente desenovelada (118). O grau de
estabilidade foi avaliado pelo parametro Tm (Melting Temperature), temperatura quando
a=0,5, ou seja, a temperatura observada de transicao entre os dois estados, utilizando modelo

sigmoidal de Boltzmann.

3.2.4 Ensaios de Cristalizacao

As proteinas submetidas aos ensaios de cristaliza¢do foram isoladas por técnicas de
purificacdo, gerando amostras homogéneas em solugdo e biologicamente ativas, pré-requisitos
essenciais para sucesso na obtengao de cristais (119). Atualmente, sabe-se que todos 0s passos
da cristalizagc@o de proteina estdo interligados, e ocorrem em continua evolug¢do. A nucleagdo e
o crescimento procedem apds a total supersaturacdo da solucao (120) , onde esse conjunto de
fatores faz da tarefa de se cristalizar uma macromolécula biolégica um enorme desafio.
Varidveis como estabilidade, grau de pureza, pH, temperatura, agentes precipitantes, forca
i0nica, entre outras representam a vasta gama de interferentes em um processo de cristalizacao.
Diante disso, e apds as etapas de isolamento das proteinas recombinantes, ensaios biofisicos e

andlises estruturais confirmaram as amostras como aptas para os ensaios de cristalografia. As
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concentracdoes das proteinas foram calculadas por absorbancia a 280 nm, utilizando o
coeficiente de extingdo molar tedrico (e= 26,275 M lecm™) calculado pelo programa Protparam
(disponivel em ExPASy: SIB bioinformatics resource portal) (121).

Os ensaios foram preparados em placas de 96 pocos do tipo COC Protein
Crystallization Microplates (Corning), roboticamente pipetadas pelo robé Honeybee disponivel
no Laboratério Robotizado de Cristalizacio de macromoléuculas (ROBOLAB-LNBio-
CNPEM). Inicialmente foram utilizados kits comerciais e disponiveis no ROBOLAB, Crystal
Screen I & II, Wizard I & II, JCSG+, Precipitant Synergy™, PACT and SaltRx. A técnica de
cristalizacao escolhida foi a de difusdo de vapor, que consiste no equilibrio entre duas solucdes
através da fase de vapor em um sistema isolado. Essa técnica pode ser aplicada de diferentes
formas: gota suspensa (hanging drop), gota sentada (sitting drop) e gota sanduiche (sandwich

drop) (122). O método implementado foi o de gota sentada como mostrado na figura 9.

Solugdo proteina +

el solugdo do

_— reservatorio
H,0

Solugdo precipitante
do reservatorio

Figura 9 — Representacdo esquemadtica do método de gota sentada, em placa Cryschem,
utilizado nos experimentos de cristalizagdo.

Empregou-se gotas de 0,5 ul da solugao de proteina e 0,5 pl de solucdo da condicao.
O sistema foi selado com a fita adesiva Crystal clear (Henkel Consumer Adhesives) e
armazenado a temperatura de 18 °C dentro do sistema automatizado Rock Imager 1000
(Formulatrix) para a visualizagdo e acompanhamento do crescimento dos cristais. Previamente
a montagem das placas, mADK e mADKA19, foram concentradas para aproximadamente 30 e
18mg/ml, respectivamente. As proteinas foram incubadas com 2.5 mM de cada substrato ADO,
ADP e ATP. Complexos na presenca de ambos os substratos, ADO e ADP ou ADO e ATP
também foram preparados na presenca de 2.5 mM de cada substrato. Os complexos
permaneceram sob agitacdo branda por 16h a 4°C. No dia seguinte, centrifugou-se a 20000g

por 30 minutos e as placas foram montadas.
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3.2.5 Refinamento das condic¢oes iniciais de cristalizacao

Para melhorar os cristais obtidos nos testes iniciais, preparou-se o refinamento das
condicdes de cristalizacdo da mADK na presenca de ADO e mADKA19 na presenga de ADO
e ADP. A partir dos componentes presentes na condi¢do inicial, variou-se a concentragao do
agente precipitante, gradiente salino e solu¢do tamponante de acordo com as condi¢des iniciais
obtidas. As condi¢des utilizadas na otimizagd@o dos cristais foram escolhidas de modo que cada
variavel foi modificada por vez, enquanto os outros componentes da condi¢do foram mantidos.
Apés a etapa de refinamento, novos cristais foram obtidos com morfologia e dimensdes

adequadas.

3.2.6 Coleta de dados de difracio e processamento

Os cristais foram difratados na linha de luz MX2 disponivel no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, LNLS-CNPEM, equipada com detector marmosaic 225mm CCD
(Mar Research) e uma mesa experimental da NatXray/Irelec. Para a coleta dos dados nao foi
necessario a utilizacdo de solucdo crioprotetora, pois a propria solucdo da condi¢do de
cristalizacao apresentou tal propriedade. As coletas procederam-se em temperatura criogénica
(100 K), com fluxo de nitrogénio gasoso para diminuir dano a radiacdo (Oxford Nitrogen
Cryojet XL) (123). Os dados foram indexados e escalonados usando DENZO e SCALEPACK
do pacote HKL2000 (124). Utilizou-se radiacdo de comprimento de onda 1,46 A, e 360 imagens
foram coletadas usando um angulo de oscilacdo de 0,5° ¢ um tempo de exposicdo de 20 s por
imagem para o conjunto de dados referente ao cristal da mADK na presenca de ADO e 30 s
para o conjunto de dados referente ao cristal da mADKA19 na presenga de ADO e ADP. A

distancia do detector foi definida para uma resolu¢do maximade 1,2 e 1,8 A, respectivamente.

3.2.7 Resolucao das estruturas e refinamento

As fases iniciais foram obtidas pelo método de substituicdo molecular (Rossmann,
1990) utilizando o programa MOLREP (125), que faz parte do programa CCP4 (Colaborative

Computational Project Number 4).
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Como modelo de busca utilizou-se a ADK humana (PDB ID: 1BX4), que apresenta
uma identidade da estrutura priméria de 90%. As estruturas foram refinadas com o programa
REFMAUC, e ap6s cada ciclo de refinamento os modelos foram inspecionados manualmente
pelo programa COOT (126). Moléculas de agua foram adicionadas manualmente apds
refinamento das cadeias polipeptidicas. As estatisticas de coleta, processamento e refinamento
estdo resumidas nas tabelas 6 e 8. Os fatores de estrutura e as coordenadas atdomicas foram

depositados no RCSB Protein Data Bank (PDB) sob cédigos de entrada SKBS5 e SKB6.

3.3 Caracterizacao Bioquimico-Cinética

3.3.1 Ensaio de atividade enzimatica

Para as medidas da atividade da mADK, empregou-se um ensaio acoplado de
quinases que permite monitorar a atividade enzimadtica de enzimas quinases, acoplando a
formacdo do ADP, a deteccdo de fluorescéncia via formagdo de resorufina. Trata-se de um
ensaio robusto e sensivel, onde a formacdo da resorufina é acompanhada via medidas de
fluorescéncia sob excitagao de 530-570 nm e emissao a 590 nm.

Este protocolo, adaptado do trabalho descrito por de Charter e colaboradores (127),
foi empregado na reacdo catalitica da mADK, onde seu produto ADP, entra como substrato
principal do sistema acoplado de quinases (Figura 10). O sistema emprega as enzimas piruvato
quinase (PK:20UI/ mL), piruvato oxidase (POX: 1UI/mL), peroxidase de raiz forte (HRP:
2UI/mL), juntamente a fosfoenolpiruvato (PEP: 0,3 mM) como substrato de PK e os cofatores,
pirofosfato de tiamina (TPP: 100 uM), flavina adenina dinocleotideo (FAD: 10 uM) e 10-acetil-
3,7-di-hidroxifenoxazina (Ampliflu red: 35 uM), para converter o ADP em peroxido de
hidrogénio, que por sua vez é oxidado para formar resorufina. A figura a seguir apresenta um
esquema destacando: areacdo catalitica da ADK, gerando o produto ADP, em seguida as etapas
da reacdo de acoplamento fluorimétrica com as enzimas envolvidas, substratos e cofatores

necessarios para a geracao de resorufina.
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Figura 10. Ilustraciao do ensaio fluorimétrico acoplado de enzimas quinases. A primeira
reacdo no topo da ilustracio representa a reacdo catalitica da ADK, com seus substratos ADO
e ATP e os produtos, AMP e o ADP. O produto ADP, entra como substrato para o ensaio
acoplado de quinases, e uma cascata de reagdes geram no final o produto fluorescente,
resorufina. As enzimas estdo destacadas na cor laranja e suas abreviaturas representam
respectivamente: PK, piruvato quinase; POX, piruvato oxidase e HRP, peroxidase de raiz-forte.
Os outros componentes reacionais sao: PEP, fosfoenolpiruvato; Pi, fosfato inorganico; FAD,
flavina adenina dinucleotideo; TPP, tiamina pirofosfato e Ampliflu red (10-acetil-3,7-di-
hidroxifenoxazina). As concentracdes utilizadas no ensaio estdo anotadas entre parénteses ao
lado de cada componente reacional.

O ensaio foi realizado em leitor de placas do tipo Multilabel EnVision® (Perkin
Elmer) em placa de 96 pocos, empregando-se a temperatura a 310K e medidas com duracdo de
30 a 60 minutos. Todos os experimentos foram normalizados através de curva padrdao de ADP
(RFU versus [ADP] uM), na presenca de 0 de 1,0 uM ADP em tampao reacional 50 mM de
Tris, pH 7,5, 20 mM KH2PO4, 10 mM MgSOs e 0,01%. Como controles reacionais, empregou-
se: 1) reacdo na auséncia da mADK, incluindo a presencga do substrato e ATP para a correcao
do sinal basal oriundo da reagdo de acoplamento. 2) reacdo na auséncia do substrato, incluindo
a presenga da mADK e ATP, para correc¢do de possiveis sinais de autofosforilacdo ou atividade

ATPasica.
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3.3.2 Determinacio dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos Vmax, Km e kcat/Km para a enzima mADK foram
determinados na presenca de 15 nM de enzima em tampao reacional 50 mM Tris-HCI pH 7,5,
20 mM KH;PO4, 10 mM MgSO4 e 0,01% de Triton X-100. Para a determinacdo do Km da
ADO, empregou-se curva de 0 a 40 uM de ADO, mantendo fixa a concentragdo de ATP (20
uM). Para a determinacdo do Km do ATP, empregou-se concentragdes de 0 a 40 uM de ATP,
mantendo a concentragdo de ADO fixa (10 uM).

Os ensaios para determinacdo dos parametros cinéticos dos mutantes D310A e
D310P foram realizados da seguinte maneira. Para os ensaios de km da ADO, empregou-se
150 nM de cada mutante, ADO variando de 0 a 80 uM, e concentracao fixa de ATP (50 uM).
O Km para o ATP foi obtido na presenca de 150 nM de cada mutante, variando-se ATP de 0 a
320 uM mantendo a concentragado fixa de ADO (50 uM).

3.3.3 Ensaio de ativacio por potassio

O efeito de sais de cloreto monovalentes (KCI, NaCl e LiCl) na velocidade inicial
da mADK e de seus mutantes foi acessado, empregando-se os protocolos e pardmetros cinéticos
determinados no ensaio de atividade. Antes dos ensaios, a enzima selvagem e os mutantes,
foram exaustivamente dialisados em tampao 30 mM Tris-HCI, pH 7,5. Apés o passo de didlise,
as enzimas foram centrifugadas a 20000g, por 30 minutos e submetidas a dosagem proteica a
280 nM. Os ensaios de ativacao foram realizados nas seguintes condi¢des: 15 nM de mADK na
presenca de 10 uM de ADO e 20 uM de ATP. Para os mutantes, 150 nM de enzima na presenca
de 50 uM de ADO e 50 uM de ATP. Todas as reacdes foram preparadas em tampao 50 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM MgSOy4, e 0,01% de Triton X-100, na presenga de concentracdes
crescentes (0 a 160 mM) de cada sal, KCI, LiCl ou NaCl.

3.3.4 Ensaio de deplecao de potassio celular.

Os ensaios celulares foram realizados com a linhagem celular HEK293 cultivadas em
monocamadas semeadas em meio DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino e 100U/ml
de penicilina e 100pg/ml de estreptomicina a 37 ° C. 1x107 células foram plaqueadas em placas

de petri de 150 mm x 15mm e divididas em grupos denominados de: CT (controle, células
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cultivadas em DMEM), 0, 2.5 ¢ 5 mM K. Para a deplecdo de K* celular, cada monocamada
celular referente aos grupos teve seu meio de cultura descartado e foi submetida a uma etapa de
lavagem em tampao 50 mM Hepes de sédio e 100 mM de NaCl 100 mM, pH 7,4). Logo em
seguida, cada monocamada foi submetida a choque osmético realizado por 10 minutos de
incubagdo em meio hipotonico (DMEM/H,0, 1:1), seguido de incubagdo durante 30 minutos
em tampado isotonico sem K* (50mM Hepes de sédio, 140 mM NaCl, ImM CaCl, e 0.5 mM
MgCly, pH 7.4). Ap6s 30 minutos de incubagao e deplecdo de potdssio, o tampao foi removido
e cada placa foi incubada no mesmo tampao (50mM Hepes de s6dio, 140 mM NaCl, I1mM
CaClz e 0.5 mM MgCl,, pH 7.4) contendo 0, 2,5 ¢ 5 mM de KCI. Uma das placas foi incubada
com DMEM (CT- controle), que possui em sua formulagdo 5 mM KCI. Apds o tratamento e
restabelecimento de potdssio, cada monocamada foi coletada e centrifugada a 500xg por 5
minutos. Uma aliquota celular referente a cada tratamento foi submetido a citometria de fluxo
para contagem do nimero de células e normalizagdo. Os lisados celulares foram submetidos a

ensaio de atividade da ADK.

3.4 Elucidacao estrutural por RMN

3.4.1 Marcacio seletiva das proteinas com °N, 13C e ?H

Utilizando método de expressao com marcagdo isotdpica de proteinas, a mADK e
o mutante D310P foram seletivamente expressos para incorporacio dos isétopos >N, 13C ou 2H
(128). De acordo com o ensaio de RMN especifico, realizou-se apenas a incorporagio de '°N
ou a marcagdo com os 3 isotopos. Para a expressao, células de E coli da linhagem BL21(DE3)
foram transformadas com os plasmideos de interesse e apds selecao em LB sélido contendo 50
pg/ml de canamicina, uma col6nia foi inoculada em 5 ml de meio A (Tabela 3), suplementado
com 50ug/ml de canamicina. Apds 16 horas de crescimento a 37°C e agita¢ao de 200 rpm, os
5 ml deste pré-inculo foram usados para inocular 1L de meio A previamente suplementado
com o antibidtico de selecao. A cultura foi mantida sob agitacdo até atingir a densidade 6ptica
DO a 600nmde 0,8 a 1,0. Apds atingida a densidade celular, a expressao foi induzida com 0.5
mM de IPTG, pelo periodo de 24h a 22°C. Para as marcagdes envolvendo o isétopo *H, a HxO

utilizada no preparo das solugdes estoque e meio A foi substituida por d4gua deuterada (D-0).



44

Tabela 3. Solugdes estoque e preparo do Meio A para marcacao isotdpica de proteinas

Meio A (p/ 1L)

100 ml Meio M9 (10X)
10 ml Solucao de metais (100X)
20 ml 10% Glicose (1*C)
Iml IM MgSOq

Iml Biotina (Img/ml)
Iml Tiamina (1mg/ml)
Meio M9 (10X), (1L)

60g Na,HPO4

30g KH2PO4

Sg NaCl

5¢g SNH.4CI

Solucao de Metais (100X), (1L)

0.83g FeCl3x6H>0
0,084¢ ZnCl,

0,013¢g CuClx2H,O
0,010¢g CoClx6H>0
0,010g H3BO;3
0,0016g MnCl,x6H,O
5¢g EDTA*

As etapas de lise celular e purificacdo foram realizadas seguindo os protocolos

padronizados para a producdo da enzima selvagem e apresentados no inicio dessa sessao.

3.4.2 Experimentos de RMN multidimensional

Dados de espectroscopia de RMN uni, bi e tridimensional foram coletados a 298 K
usando um Agilent DD2 500 MHz ou Inova 600 MHz espectrometro equipado com uma sonda
criogénica de ressonancia tripla ('°’N/'3C/ 'H). Os dados foram coletados no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear dentro do Laboratério Nacional de Biociéncias, LNBio. Todos

os espectros de RMN foram processados utilizando o programa NMRpipe (129). Para a anélise
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dos espectros foi utilizado o programa NMRview 5.0 (130). As amostras foram preparadas em
tampao 20 mM fosfato de sédio pH 7,5, 50 mM NaCl, 40 mM KCl, 2 mM MgCl, | mM DTT
contendo D20 a 5%/H>0 a 95% e a estabilidade das protefnas foram avaliadas ap6s mantidas a
298K por uma semana. Visando o assinalamento sequencial dos nicleos, os seguintes
experimentos de 3D de tripla ressonancia foram adquiridos: HNCACB, HN(COCA)CB,
HN(CO)CA, HNCA, HNCO e HN(CA)CO. Para tal, utilizou-se amostras no volume de 330 ul
de proteina triplamente marcada, utilizando tubos do tipo Shigemi e métodos padrdes para a
atribuicdo (131).

Os experimentos de interacdo especifica da proteina mADK e de seu mutante
D310P com o substrato ATPyS, foram conduzidos analisando a perturbag¢ao dos deslocamentos
quimicos observados em espectros de 2D >N '"H HSQC empregando-se amostras da proteina a
220 uM marcada com'>N, em experimentos de titulacio do substrato. As titulacdes foram
realizadas na proporcao de 1:0,05; 1:0,01 e 1:0,2 de mADK:ATPyS respectivamente. Para ao
mutante aplicou-se a propor¢ao de 1:0,1; 1:0,2 e 1:0,5 de D310P:ATPyS. As varia¢des dos
deslocamentos quimicos compostos do grupo amidico de cada residuo, Ains+isn, foram

calculados de acordo com Kim e colaboradores (132).

3.4.3 Experimentos de interacio da mADK e seu mutante D310P com o substrato

ATPyS via RMN-STD

A interacdo especifica entre o substrato ATPyS e mADK ou seu mutante D310P foi
avaliada através da técnica de RMN conhecida como Diferenca de Transferéncia de Saturagcao
(RMN-STD). O STD ¢ atualmente o método mais versatil e usado para a deteccao de interacoes
proteina- ligante (133). O experimento de RMN-STD tem como base o fendomeno de NOE
(Nuclear Overhouser Effect), que consiste na mudanca de populacdo de spins nucleares de uma
espécie, por influéncia de outro spin nuclear dipolarmente acoplado ao primeiro. Como
mostrado no esquema da figura 11, a proteina € submetida a uma irradiacdo seletiva (on-
ressonance), tendo todos os seus nucleos de hidrogénios magnetizados via difusdao de spin e
transfere para o ligante situado no sitio ativo através do evento de relaxacdo cruzada. Um
experimento controle € realizado com irradiacao fora da janela espectral (off-ressonance), onde
a andlise de espectros de RMN 1D H1 em condicdes de equilibrio para todas as magnetizagdes
dos H1 de todas as espécies presentes na solucdo, onde nenhum sinal foi saturado. Esses dois

experimentos sdo subtraidos e o resultado € a variacdo da intensidade dos sinais do ligante que
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interagem com a proteina. As intensidades dos sinais de STD resultantes, permite a

quantificagc@o das contribui¢des individuais dos principais elementos estruturais do ligante.

\ Selective saturation
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Figura 11. Representacdo esquematica de um experimento de STD-RMN. As ressonancias da
proteina sdo seletivamente saturadas (representadas pela seta vermelha) e rapidamente
transferidas por difusido de spin através da proteina. A transferéncia de NOE intermolecular
resulta em uma diminuicao na intensidade do sinal dos prétons do ligante em contato préximo
com a proteina (prétons em vermelho). Graficamente no exemplo, estdo mostradas apenas as
ressonancias H1’ Hé6'a. Essas alteracdes sao visivelmente detectadas apds a subtracdo dos
espectros (off — on resonance spectrum), a fim de obter o espectro de diferenca chamado
espectro de STD (STD spectrum), o qual apresenta os sinais do ligante que estava em contato
direto com a proteina. (Retirado de Jiménez-Barbero, 2012)(134).

Os experimentos de STD foram realizados empregando-se amostras de 600 ul de
mADK ou do mutante D310P a 1 mM de concentracdo, na presenca de excesso de 400 vezes
de substrato ATPuS. Utilizou-se 2,5 s de irradiacio alternando entre 0,5 ppm (on-ressonance)
e 30 ppm (off-ressondncia) usando um pulso de entrada de 50 ms Gaussianos e 4096 transientes.
Todos os espectros foram processados usando o software NMRPipe / NMRView (41) e

SpinWorks.



Tabela 4. Condic¢des experimentais de obten¢do dos espectros e STD.

Parametros

Janela espectral (sw)
Pontos de aquisicao (td)
Tempo de aquisicao (aq)
Tempo de espera (dl)
Numero de transientes (ns)
b

Tempo de saturaciao
Trava de spin

Pulso seletivo saturacao

8kHz

16K

Is

2s

8192 (para o STD) e 4096 (para o STDOFF)
1Hz

2s

50 ms

Gauss, 50 ms, 0,1 ms (interdelay)
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4. RESULTADOS

Os resultados desta tese serdo apresentados em formato de artigo, seguindo a

configuracdo alternativa de tese.

4.1 Artigo

Adenosine Kinase couples sensing of cellular potassium depletion to purine metabolism
(publicado — Anexo 1)
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ABSTRACT

Adenosine Kinase (ADK) regulates the cellular levels of adenosine (ADQO) by fine-tuning its
metabolic clearance. The transfer of y-phosphate from ATP to ADO by ADK involves

regulation by the substrates and products, as well as by Mg2+ and inorganic phosphate. Here
we present new crystal structures of mouse ADK (mADK) binary (mADK:ADO; 1.2 A) and
ternary (mADK:ADO:ADP; 1.8 A) complexes. In accordance with the structural demonstration

of ADO occupancy of the ATP binding site, kinetic studies confirmed a competitive model of

auto-inhibition of ADK by ADO. In the ternary complex, a K™ ion is hexacoordinated between
loops adjacent to the ATP binding site, where Asp310 connects the K* coordination sphere to

the ATP binding site through an anion hole structure. Nuclear Magnetic Resonance 2D '°N-'H

HSQC experiments revealed that the binding of K perturbs Asp310 and residues of adjacent
helices 14 and 15, engaging a transition to a catalytically productive structure. Consistent with

the structural data, the mutants D310A and D310P are catalytically deficient and loose
responsiveness to K¥. Saturation Transfer Difference spectra of ATPyS provided evidence for

an unfavorable interaction of the mADK D310P mutant for ATP. Reductions in K*

concentration diminish, whereas increases enhance the in vitro activity of mADK (maximum
of 2.5-fold; apparent Ky = 10.4 mM). Mechanistically, K increases the catalytic turnover (Kca)
but does not affect the affinity of mADK for ADO or ATP. Depletion of intracellular K*

inhibited, while its restoration was accompanied by a full recovery of cellular ADK activity.

Together, this novel dataset reveals the molecular basis of the allosteric activation of ADK by

K*and highlights the role of ADK in connecting depletion of intracellular K* to the regulation

of purine metabolism.
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Introduction

Adenosine Kinase (ADK; EC 2.7.1.20) catalyzes the phosphorylation of adenosine (ADO) to
5'-AMP using ATP as a source of phosphate'”.This reaction is a committed step in the purine
nucleotide salvage pathway, involved in maintaining the proper levels of cellular nucleotides®.
In fact, phosphorylation by ADK keeps the intracellular levels of ADO from building up and
maintains an out-in concentration gradient across the cell membrane, which makes the cytosol
a sink for extracellular ADO under physiological conditions® Accordingly, changes in the
ADK catalytic activity translate into significant changes in intra- and extracellular ADO. For
instance, hypoxia-induced inhibition of ADK potentiates intracellular accumulation and the
release of ADO to the extracellular milieu”. Similarly, the pharmacological inhibition of ADK
increases the levels of ADO and evokes a broad range of adenosine-mediated cell signaling’™
% Also, ADK deficiency caused by loss-of-function mutations leads to the accumulation of
ADO in organs such as brain and liver””- ®. Although many studies have previously focused on
the structure and function of ADK, the mechanisms that regulate the catalytic activity of ADK

are not yet fully understood.

Several factors have been shown to affect the activity of ADK. ADO itself is a primary regulator
of ADK, as increased levels of intracellular ADO inhibit the enzyme's catalytic activity
through a yet unclear mechanism®. In this respect, increases in ADO concentration from the
nanomolar to the micromolar range are needed to substantially reduce ADK activity, suggesting
that this mechanism is unlikely to influence ADK activity before extreme increases of
intracellular ADO are reached”?. Besides, ADP, AMP, and Pi in excess, as well as the lack of
ATP may all inhibit ADK to some extent!//9- ADK activity increases as the levels of free Mg>*
in the reaction increase up to an optimal concentration, after which point additional free Mg>*

leads to inhibition of the enzyme!?.

In this study, we determined the crystal structure of mouse ADK (mADK) as a binary complex
with ADO (mADK:ADO) bound to the nucleotide-binding site, and as a ternary complex with
ADO occupying the high-affinity nucleoside site and ADP the nucleotide-binding site

(mADK:ADO:ADP). We demonstrate, for the first time, the presence of a K in the large

domain structure of mADK, adjacent to the ATP binding site. Kinetic measurements and
mutational data indicate that K™ influences enzyme activity in such a way that K* ion depletion

is accompanied by inhibition of ADK. The observation that fluctuations of intracellular K™
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parallel changes in ADK activity further supports this conclusion. Overall, these data motivate
us to propose that functionally, inhibition of ADK by low levels of K* may serve to regulate
the intracellular levels of ADO and other purine metabolites under pathophysiological
situations that are accompanied by depletion of the K* ion such as ischemia and hypoxia, during

which purine metabolites may play a major protective role against cellular injury.
Results
General features of the mADK structures

Crystal structures of A19 mADK complexed with adenosine (mADK:ADOQO) and full- length-
mADK complexed with adenosine and adenosine-5'-diphosphate (mADK:ADO:ADP) were
determined at 1.2 and 1.8 A resolution, respectively (Table 1). The final models include the
residues 19 to 361 of mADK:ADO (Supplementary Figure la) and 20 to 360 of
mADK:ADO:ADP (Supplementary Figure 1b). Crystals from mADK:ADO grew in the
monoclinic space group P12, 1, while crystals from mADK:ADO:ADP grew in the
orthorhombic space group P2,,2,,2,. The enzyme consists of two unequally sized domains (i.e.,
a large three-layer (apa) sandwich domain and a small lid o/f domain), closely matched to the
previously reported human ADK"® (Supplementary Figure 2a) The large domain possesses
two binding cavities that are the sites for ATP (BS1) and ADO (BS2). The structures shown
here feature the BS1 and BS2 binding sites, the catalytic base Asp316 and an anion hole motif
(DTNGAG) in the large domain, whereas the small or lid domain contains the residue Argl48
that is involved in binding to ATP (Fig.1). In addition to the substrates of each complex, we
observed functionally relevant ions in the ternary complex including one potassium, one

chloride and two magnesium ions.
Interactions involved in ADO and ADP binding

In the mADK:ADO complex, electronic density for ADO was identified in the BS1 site, which
is a large hydrophobic cluster involving residues Ile308, Val300, Ala314, Phe318, Ala343,
Ile347 and polar residues Thr281, Arg284, Asp302, GIn305, His340, GIn303, Thr287, Thr311
and GIn282 (Supplementary Figure 3a). In this site, ADO assumes a standard anti-conformation
with a glycosidic torsion angle of -165.4°, while the sugar ring adopts the common C3'-endo
conformation. The adenine group is hydrogen bonded to GIn305, involving atoms N1-NE2 and
N6-OELl. The ribose ring makes no direct contact with the enzyme but instead establishes water-

mediated interactions with the main chain atoms of residues Thr281, Gly283, and His340.
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Considering the peculiar occupancy of BS1 by ADO in both mADK (PDB: 5KB6) and HSADK
(PDB:1BX4) binary complexes, and the potential importance of such an occupancy to the
mechanism of auto-inhibition of ADK by the substrate, we next performed a detailed analysis
of the superposed structures of both msADK and HSADK binary complexes (Supplementary
Figure 2a). The superposition of these binary complexes showed marked differences between
the structures (overall RMSD 3.14A, 9.74A to the 1id and 0.77A to the large domain). Distinct
from the mADK, the HSADK binary structure assumes a closed conformation (~34.6° bending
of the lid over the large domain), which agrees with the notion!” /® that the occupancy of the
BS2 site by the substrate is a major factor in determining the closure of the lid over the large
domain in the active form of the enzyme. Moreover, a detailed analysis of the BS1 in the
superposed structures of mADK and HsSADK binary complexes showed that ADO occupies a
similar pocket of BS1 in both structures (Supplementary Figure 2b). This configuration
suggests that ADO may compete with ATP for the binding to BS1, which could impact on the
auto-inhibitory influence of ADO on ADK. Thus, we next sought to explore the potential
mechanism of ADO auto-inhibitory influence on ADK. The inhibition of ADK by ADO and
the Michaelis-Menten kinetics for ATP are shown in the Figure 2a and 2b, and Supplementary
Table 1. In addition, we also show that stepwise increases of ADO reduce the affinity of mADK
to ATP, as indicated by the parallel increases of the Km (Fig. 2c). The mechanism of ADO
inhibition was assessed by double reciprocal Lineweaver-Burk plots data (Fig. 2d). The
apparent Km values observed for the ATP are higher, the greater the concentrations of ADO in
the assay (Supplementary Table 2), indicating that ADO is a competitive inhibitor for ATP,
which corroborates with data from previous kinetic studies’”. Overall the combination of the
structural and kinetic data of the present study help to clarify some discrepancies in the literature
about the kinetic mechanism and the structural models available for ADK of different species
in its apo and complexed forms®. Although our present data do not completely discard the
possibility of the existence of an additional regulatory adenosine-binding site in a different
region of the enzyme!/?-/9-U% 17 ‘it seems that, at least for the ADK from mammalian species,

this is not the case.

In the mADK:ADO:ADP complex, the electronic density for ADO occupies the BS2 site
formed by residues Asn30, Leu32, Leu56, Asp34, Gly79, Gly80, Ser81, Asn84, Cys139,
Alal52, Leul50, Leul54, Phe186, Gly313, Asn312 and Asp316 (Supplementary Figure 3b). In
this complex, ADO shows a glycosidic torsion angle of -123.3° and a O4'-endo sugar pucker.

The adenine ring displays a stacking interaction with Phe186, a hydrogen bond with Ser81 (N3-
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N), and interactions through water molecules with Phel86 (O) and Asn30 (OD1). Several
hydrogen bonds anchor the ribose moiety: the O2” and O3 atoms bind to the side chain of
residues Asp34, Gly80, and Asn84, while the O5” atom interacts with the side chain of the
catalytic residue Asp316. In this complex, ADP occupies BS1. This site arises from the edges
of B strands P11, B12, 13, f14 and a helices a12 and a13 on the enzyme surface. The adenine
group of ADP binds to GIn305 through a hydrogen bond and to Asp302 through a water-
mediated interaction. Val300, Ile308, Ile347, Ala343 and Ala314 complete a hydrophobic
cluster around the adenine ring (Supplementary Figure 3c). The sugar ring does not interact
directly with the enzyme, but it establishes hydrogen bonds with the solvent molecules through
its O2' and O3' atoms. The phosphate tail of ADP interacts with the enzyme through an

extensive network of direct and water-mediated hydrogen bonds. The O2A atom of the a-
phosphate interacts with Thr281 via 071, Gly283 via N and Mg2+. Water molecules and

Mg2+ mediate additional contacts with the o-phosphate and B-phosphate groups. The (-
phosphate also interacts directly with mADK through hydrogen bonds with Argl148 via NH1-
O1B from the lid domain, with Asn239 via ND2-O1B, and Gly315 via N-O3B from the large

2+

domain. Additional interactions between B-phosphate, Mg“™ and water molecules further

confer stability to ADP binding to mADK.
Conformational differences between the binary and the ternary mADK complexes

Crystal structures of ADK from different species have been determined and demonstrate a large
extent of structural conservation, despite the considerable sequence diversity/® - 2029 From
these data arises a model in that the binding of ADO to the BS2 site induces a large-scale
bending motion of the lid domain toward the large domain, resulting in a "closed" conformation
in the active state. Subsequent formation of an anion hole, induced by the binding of ATP,
completes the structural requirements for catalysis®> 2. The superposition of the binary and
ternary mADK structures highlights the large-scale conformational changes expected for the
transition of a fully open to a closed form of the enzyme (Fig. 3a). The least-square fitting over

all o-carbon atoms resulted in an r.m.s.d deviation between the structures of 3.32A. The ternary

complex is in a closed conformation with the two domains moving by up to 39.4° compared to
the binary complex, which assumes a conformation that is reminiscent of the apo form of ADK
from T. brucei’® (PDB: 4N08) (Fig. 3b). Besides, we found localized differences between the
binary and the ternary complex, which show how binding to the substrates and the changes in

closed conformation prepare the enzyme for catalysis (Fig. 3c). In the binary complex, Asn312
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(which is an integral part of the anion hole) appears in two alternate conformers as a function

of the torsion angle W1 (gauche’ and trans conformations). However, in the closed ternary
complex, it only adopts the trans conformation, which results from steric impositions by the
CB, Cy, and Cq of Arg148 of the lid subdomain. This residue is brought to interact with the p-
phosphate of ADP in the closed conformation, which perturbs the segment comprising the

GIn303-11e309 sequence adjacent to the anion hole segment (Fig. 3d). Interestingly, these

changes appear to coincide with the presence of K* between the ai1-0, and the C-terminal

loops.
Atomic detail of the potassium-binding site in mADK

In this study, the high-resolution data along with coordination geometry analysis of the ternary
mADK crystal structure enabled the identification of an atomic density corresponding to a K*

in the ADK structure (Fig. 4a). The K binding site locates in the large subdomain surrounded
by two loops that span from residues Ile309 to Asn312 (a11 and a.12 loop) and residues Arg348
to Cys352 (C-terminus), adjacent to the BS1 pocket (Fig. 4b). The ion adopts an octahedral
geometry with the backbone carbonyl oxygen of residues Asp310, Asn312, [le346, Arg349 and

Gly351 (Fig. 4c). Besides, the critical residue for Kt coordination, Asp310, contacts the ion via
main and side chains and presents a distinct rotameric conformation in the K*-bound form. In

the absence of KT (mADK binary complex) this residue is rotated away from the ion (Fig. 4d).
Of note, this is the last residue in the conserved anion hole sequence, which is postulated to
deprotonate the alcohol function during catalysis. Similar monovalent cation binding sites have
been reported for members of the ribokinase family®?" suggesting a conserved influence of

cation interaction structure on the formation of the anion hole in ADK.

Potassium modulates mADK activity

The role of K* in the mADK catalytic activity was determined by measuring the initial rate of
the reaction as a function of chloride salt concentration in the assays (i.e., KCI, LiCl, NaCl)
(Fig. 5a). Basal enzyme activity of mADK was still detected under conditions of zero K*
concentration in the buffer assay, suggesting that the K* ion is not needed for the basal activity
of this enzyme, similarly to what was previously suggested by studies performed in extracts of
human placenta®”. However, given the difficulties to completely eliminate the K* ion in the

biological samples (either from E. coli or other sources), one cannot be sure that K* is not
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necessary for the basal activity of ADK. In the samples of purified E. coli recombinant mADK,
the K* ion increased the initial rate of the reaction of mADK by 2.5-fold with respect to a buffer

without K. The dependence of mADK activation on K™ is saturable, with maximal kinase
activity observed at 40 mM KCI. These data are well described by an equation derived from

a one-site binding model. The estimated Kq of 10.4 mM suggests that at the physiological

concentration (140 to 150 mEq/L), K* fully activates the enzyme. The effects of Na™ and Li™

were also measured to ensure that the effects of the monovalent cations on the mADK activity

were limited to Kt and were not dependent on an ionic strength effect. We observed no

significant change in the mADK activity with increasing concentrations of NaCl or LiCl. To

address the mechanism behind the activation by K, we characterized the enzymatic activity of
mADK as a function of the ATP concentration in the presence or absence of 100 mM KCl

(Supplementary Table 3). There was a two-fold increase in the apparent Kcat values (Kcato

=0.25s"" versus Kcat&t = 0.46 s1), while the apparent Km remained almost the same with and

without Kt (Km0:2.4 UM versus KnEt=2.1 uM). In fact, the addition of K™ to the reaction
duplicated the catalytic efficiency (Kca/Km) from 0.1 to 0.22 s'/umol (Fig. 5b). Next, we

examined if the structural integrity of the K binding site would be critical for the influence of

this ion on mADK activity. Asp310 was targeted for mutation because structural analysis

indicated that this residue is a crucial constituent of the loops that coordinate K* binding to
mADK (Fig. 4c). We performed mutations D310A, which substitute Asp310 by a neutral
residue, and D310P because the Pro residue would be expected to break two interactions and
yet affect the volume of the K+ ion coordination sphere cavity. Of note, as shown in the
Supplementary Figures 4a to 4d, all biophysical data supported that the D310A and D310P are
well folded and still proficient at the catalytic point of view (Supplementary Table 1), but with
reduced affinity (Supplementary Figures 4e to 4h) to ATP (Km). As expected, both mutations
completely abolished the sensitivity of the enzyme to the K* (Figure 5c¢ and 5d), which is likely
associated to the inability of the enzyme to be activated through conformational transitions

induced by the binding to the K* ion, similarly to other members of ribokinase family?® 29,

Wild-type mADK and D310P mutant ATP interaction by NMR investigation

To further investigate the impact of the D310P mutation on the enzyme interaction with ATP,

we next used two- and three-dimensional NMR spectroscopy to compare the wild-type and the
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D310P mutant of mADK. 3D NMR experiments used U-labeled mADK for backbone

sequential resonance assignments. From the expected 331 peaks, we observed 209 peaks in the

I5n g HSQC, from which we attributed 200 peaks to ADK residues (Supplementary Figure
5a). As shown in the Supplementary Figure 5b, the missing signals are located at multiple

stretches of residues. Residues represented in gray were those that were not found in NMR

assays. During the titration steps in the 5N g HSQC protocol saturation of mADK by the
ligand some signals appear in the spectra, possibly due to conformational changes, but the
overlapped signals turn the spectra crowded and more difficult to attribute them. Moreover, the

protein becomes unstable.

Individual 2D 19N-1H HSQC spectra from samples of I5N-1abeled wild-type and D310P
mutant mADK were recorded in titration series with adenosine triphosphate-gamma-S (ATPyS)
for 8 hours, using a 600-MHz spectrometer with a cryoprobe. The proteins were stable under
the temperature and buffer conditions of the experiment, as revealed by the analysis of the
spectra from the reference samples. We focused on residues around the BS1 site, which showed
similar spectra in the reference samples of the wild-type and D310P mutant mADK. Comparing

the signals from both wild-type (Fig. 6a) and the mutant D310P mADK (Fig. 6b), we found

distinct changes in the 2D 5N-1g HSQC spectra during the initial steps of the interaction with
ATPyS. Analysis of the spectra obtained from the titration experiments of the wild-type mADK
indicated exchange broadening of residues Gly146, Argl148, Leul50, Asn212, Asn239, Thr281,
Thr287, 11e288, Asn304, Gly313, Gly321, and Gly339 (Fig. 6¢). However, the spectra of the
D310P mutant showed changes restricted to the residues Argl48, Leul50, Asn212, Asn239,
and Thr287. Besides, signals from many other residues such as Gly79, Lys98, Gly104, Asn132,
Glyl137, A140, 1le143, Lys164, Aspl67, Leu213, and Phe298 underwent a reduction in
intensity (Fig. 6d). The results showed that ATPyS caused significant chemical shift changes in
the wild-type mADK, especially in the residues around the BS1 site. However, the D310P
mutant did not present substantial exchange broadening in the residues adjacent to the BS1 site
(Gly146, Asn304, Gly321, Gly313 and Gly339). It appears, therefore, that the integrity of the
K* binding site is crucial to stabilizing the BS1 site, favoring the nucleotide interaction.
Considering that D310P mutation might cause ATP binding to BS2, we show in Supplementary
Figure 6a a rotated pose to highlight the residues of the mutant mADK that are affected during
ATP»S titration. As noted, residues of the BS2 (shown in orange) (Supplementary Figure 6b)
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remained unchanged during ATP titration, indicating that the D310P mutation does not

predispose the interaction of ATP to the BS2.

Also, 1D '"H STD NMR spectra were obtained for the wild-type mADK (Fig. 6e) and for the
D310P mutant (Fig. 6f) with ATPyS (1:400) to assess the modifications in the substrate that
result from the interaction with mADK. Signals from ATPyS H-2 were the ones that underwent
the most substantial increase in intensity in the presence of either the wild-type or the mutant
mADK. However, the enhancement of the signal (%STD) for the other protons was higher for
the wild-type than those for the mutant mADK. The signal-to-noise ratio to the acquisition of

the '"H STD NMR experiments demonstrated a value of approximately 40% lower for the
15 1
mutant. In the case of N- H HSQC titration, a greater amount of substrate was needed to see

1
an initial backbone amide group cross-peak modification. Thus, ID H STD NMR indicate that
the D310P mutant has an unfavorable interaction with ATPyS relative to the wild-type mADK,
which agrees with the kinetic data showing an increased Km for ATP in the D310P mADK.

Depletion of cellular K* is accompanied by ADK inhibition

To test whether fluctuations in the intracellular levels of K™ could influence the activity of

ADK in vivo, we performed experiments in HEK297 cells subjected to a previously reported

experimental protocol of depletion®”, followed by restoration of intracellular K*. In agreement
with the in vitro data, ADK activity was reversibly inhibited when the K* concentration in the
culture medium was reduced, while the activity was restored when the K* levels were gradually

increased to normal levels (Fig. 7).
Discussion

ADK is regarded as a regulator of intra- and extracellular levels of ADO and adenylate
pools®. The structural, kinetic and mutational results reported in this study reveal that K*
selectively activates mADK through an allosteric regulatory mechanism shared among the

members of the ribokinase family. Also, we report that in cells, depletion of K* inhibits ADK,
suggesting a link between the intracellular levels of K and the regulation of ADO and
adenylate pools through ADK.

Numerous results have demonstrated that many members of the ribokinase family of

phosphotransferases can be activated by KT 2% 29 Structures of the E. coli ribokinase,
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Salmonella enterica aminoimidazole riboside kinase and E. coli phosphofructokinase-2 show a
K* or the equivalent Cs* bound to a conserved site among the family members @ % 30,

Characteristically, the Kt binding site of the ribokinase family locates between two loops of

the large domain, immediately adjacent to an anion hole and the ATP-binding site®®. From

these studies, a model has been proposed in which the interaction of K* with the residues of
the loops results in conformational changes that assist the formation of the anion hole, which

contributes to the catalytic transfer of the phosphate group from ATP to the substrate. This

model can explain the enhanced activity of ribokinase family members upon binding of K.

Notably, although structures of ADK from different sources have been shown to possess the

conserved structures of the K binding site and the anion hole sequence DTNGAG in the large

domain, a definitive structural identification and biochemical characterization of ADK

activation by K™ are shown here for the first time. The high-quality electron density maps of
the mADK ternary complex enabled us to model a K* between the structurally conserved loops,
connecting the C-terminal extremity and al3 (loop 1) to other loop formed by all and al2

helices (loop 2). As in other members of the ribokinase family, this site is located nearby the

ATP-binding site and the anion hole sequence. The model predicts a K* ion hexacoordinated

across the carbonyls of residues Arg349, lle346, Asn312, Gly351 and both side and main chains

of Asp310, with oxygen-K™ distances ranging from 2.6 to 2.8 A (mean value of 2.7 A). Asp310
is also an integral part of the anion role. It is interesting to note that the mADK binary complex,

which lacks a bound ion in it, retains the structural features of the K* binding site. However,

superposition of the ternary and binary complexes shows that the presence of K¥ perturbs the
entire P-loop segment, comprising the Asn304-I1e309 sequence. These changes are presumed

to influence the binding of ATP to its cognate site in the enzyme.

Our biochemical investigations demonstrate that Kt activates mADK with exquisite

specificity over other metal ions such as Nat and Li*. Consistent with the structural data, single

mutations of Asp310 namely D310A and D310P, which disrupt interactions with K*, abolished
the activating effect of K*on mADK. Notably, the dependence of mADK on K* is saturable
with maximal kinase activity observed at a K* concentration of 40 mM, while the activity is

very low in the absence of Kt. The estimated K of 10.4 mM suggests that, under the

physiological conditions, K* fully activates the enzyme. Also, the results point to an influence
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of K* on the enzyme turnover, as indicated by the two-fold increase in the values of apparent

Kcat, while the affinity for ATP, as assessed by the K, was unaffected by the presence of

excess Kt in the reaction. Thus, the mechanism by which K* activates ADK is likely related to
the enhanced efficiency of the phosphate transfer, instead of the affinity of ADK for ATP, as

has been suggested for other members of the ribokinase family®® ¥,

Discrepancies regarding the effect of K* ion on the kinetics of mADK showed here with data
reported for other ion-sensitive enzymes may lead to uncertainty about the functional
importance of the K ion to the mADK function. For instance, a 60-fold increase in the enzyme
activity induced by increases in the K* ion was previously reported to the E coli ribokinase?.
Similarly, a 10-fold increase in the K* ion was reported to enhance the M tuberculosis ADK
activity by 3-fold®?. The reasons for the apparent discrepancies between our data and those
reported in the literature are unclear, however they can likely be due to differences in the
methodologies, study designs and source of samples (e.g. purified enzyme vs cell extracts)
utilized in the various studies. For instance, many of the studies in the literature lack complete

kinetic data, which make the comparisons between the studies a difficult undertaking.

It is also important to note that the K* ion is not apparently required for basal mADK, as some
level of the enzyme activity is still present in the assays performed without addition of K* to
their buffer composition. Similarly, previous data obtained in samples of human placenta®?
indicate that the K* ion seems not be required for basal activity of human ADK. These data may
contradict the notion of a major regulatory role for the K* ion on ADK. However, one cannot
be sure that the K* ion is completely eliminate from the biological samples, even after prolonged

dialysis against zero K* buffers as discussed below.

Another interesting finding of our study is that cellular depletion of K* reduces the
activity of ADK. It is worth to note that reductions of intracellular K* to very low levels,
obtained by a hypotonic zero potassium solution, were sufficient to reduce the activity of
intracellular ADK by approximately 80%. This protocol is expected to reduce the intracellular
K+ by approximately 70% of the basal normal levels, which would bring the intracellular levels
to 50 mEq/L*”. Somehow this may contradict the biochemical data, as a Kq of 10 mM would
preclude ADK from being inhibited by the diminished K* concentration, meaning that the
enzyme would be present only in the bound form. However, one must consider that there is

considerable uncertainty as to how much of K* exists in the free rather than the bound state, as
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the cytoplasm contains numerous species such as nucleic acids, phospholipids, proteins, and

small-molecule metabolites with an affinity for K¥. In fact, *’K NMR data suggest that up to
50% of cytoplasmic K* may be in the bound state®. The finding that ADK is inhibited under

K* depletion conditions is particularly interesting, because ADK is inhibited during hypoxia, a

situation that is accompanied by a rapid depletion of intracellular K*. Importantly, inhibition
of ADK during hypoxia has been postulated to contribute significantly, albeit not exclusively,
to the early accumulation of ADO during hypoxia® #. In fact, a pathophysiological hallmark
of the ischemia/hypoxia is the early increase in ADO signaling led by its accumulation in both
the intracellular compartment and extracellular space®. Thus, our present data encourages us
to speculate that inhibition of ADK by low levels of K* serves to regulate the intracellular levels

of ADO under pathophysiological situations like ischemia and hypoxia.
Methods
Engineering of mADK variants

Murine ADK was amplified from Mus musculus cDNA library using primers containing BamH1
and HindIlI restriction endonucleases sites. PCR product was cloned into a pET28a expression
vector comprising a sumo-cleavable N-terminal His6-tag to produce two mADK W'T constructs
(denoted Full_mADK Metl for His362 and A19mADK Leu20 — Phe360, residues respectively).
D310A and D310P site-directed mutagenesis were performed on pET28a-full_mADK using the
QuikChange II XI (Stratagene) method, DNA was transformed into DHSa competent cells and

the mutations were confirmed by DNA sequencing.
Expression and purification

mADK and mutants were produced in E. coli BL21(DE3) strain (Novagen). The expression
conditions were 0.5 mM isopropyl —D- thiogalactopyranoside at 293K for 18 hours. Frozen
pellets were thawed, sonicated and clarified by centrifugation. The purification steps comprised
the nickel-affinity with a HisTrap 5 ml (GE Healthcare) employed buffer A (50 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.8, and 300 mM sodium chloride), buffer B (50 mM sodium phosphate
buffer pH 7.8, 300 mM sodium chloride, 10% v/v glycerol and 10 mM imidazole) and the
elution step in buffer C (50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.8, 300 mM sodium chloride,
10% v/v glycerol and 500 mM imidazole). After obtaining of fractions containing

mADK_HisTAG, a cleavage of the His6-tag was performed during dialysis step into Buffer B,
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using Ubl-specific protease at 4 °C over 16 hours. Adsorption of the cleaved 6His-tag, was
performed by an affinity purification step by Ni** resin and the mADK without 6His-tag was
obtained in a flow- through fraction. The protein was concentrated using Amicon ultrafiltration
cell (10K MW cutoff membrane — EMD/Millipore). The protein was submitted to a size-
exclusion chromatography step (Hiload 16/60 Superdex 75 prep grade) in buffer D (20 mM
sodium phosphate buffer pH 7.8, 300 mM sodium chloride, 10% v/v glycerol, 5 mM imidazole

and 1mM dithiothreitol). mMADK WT was concentrated to ~18 mg ml™! for crystallization trials.
Biophysical characterization of the mutants

Secondary structure prediction and thermal denaturation of the D310A and D310P mutants
were performed by circular dichroism in Jasco J810 CD spectropolarimeter. The wild-type
enzyme was used as default. Spectra of 5 uM of mADK WT and mutants were recorded in a
buffer 20 mM Na,HPO, pH 7.5 and 10 mM NaCl between 198 and 260 nm in a 1 mm optical
path length cuvette. The denaturation was monitored at 222 nm with a temperature increase of
1°C increments with 2 minutes equilibration time between data points. The percentage of
unfolded protein was calculated by assuming samples were completely folded and unfolded

between 30 °C and 90 °C, respectively.
Crystallography

mADK WT was crystallized by the sitting drop vapor diffusion method in droplets composed
of one part protein solution (18 mg/ml) to one part reservoir solution (lithium sulfate 0.2M,
sodium acetate 0.1M and PEG 400 50%) for the mADK:ADO complex and one part reservoir
solution (PEG 400 40%, PEG 1000 15% and sodium di-potassium phosphate) for
mADK:ADO:ADP. Crystals appeared in approximately 7 days at 18 °C. The complexes were
prepared by previous incubation with 2.5 mM adenosine (ADO) and adenosine diphosphate

(ADP) at 4°C for 16 hours.
Data collection, processing and refinement

Data were collected at the MX2 beamline (LNLS, Campinas, Brazil) using 1.458 A wavelength
X-ray. As many as 360 images were obtained using an oscillation angle of 0.5° and an exposure
time of 20 s for the complex mADK-ADO and 30 s for the other set of data. The detector
distance was set to a maximum resolution of 1.2 and 1.8 A for mADK:ADO and

mADK:ADO:ADP, respectively. A charge-coupled device (CCD), MAR Mosaic 225 (MAR
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Research) was used to record the intensities. Data were indexed and scaled using Denzo and
Scalepack from the HKL-2000 package®®. The structure of mADK:ADO was solved by
molecular-replacement calculations using the program Phaser®” 8 with the HsADK as a
template (PDB entry 1BX4)/9. The mADK refined coordinates from the mADK:ADO crystal
was further used to find an MR solution for the mADK:ADP complex. Both structures were
refined using REFMAC5%?). In the mADK:ADO structure, the thermal parameters of all non-
hydrogen atoms were treated anisotropically, whereas, in the mADK:ADP, TLS
parametrization was applied. Following each cycle of refinement, the model was manually
adjusted to correspond to computed weighted (2Fo-Fc) and (Fo-Fc) electron density maps using
the program Coot “?. Water molecules were manually added at positive peaks above 1.8 A in
the difference Fourier maps, taking into consideration hydrogen-bond distances. The refined

@D Refinement statistics are

structures were evaluated using the program MolProbity
summarized in Table 1. The images were generated using PyMol Molecular Graphics System,

version 2.1.1 Schrodinger, LLC.
Kinase activity assay

mADK activity was performed by monitoring the resorufin fluorescence produced by a coupled
kinases system based on the ADP consumption“?, catalytic product of the mADK reaction.
The ADP enters as substrate into a coupled assay that employs Pyruvate kinase (20 Ul/mL),
Horseradish peroxidase (2UI/mL), Pyruvate oxidase (1UIl/mL), phosphoenolpyruvate (0.3 mM)
and cofactors thiamine pyrophosphate (100 uM), flavin adenine dinucleotide (10 uM), 10-
acetyl-3,7- dihydroxyphenoxazine (35 uM) responsible to convert ADP in hydrogen peroxide,
which in turn is oxidized to form resorufin. The fluorescence was quantified by 530-570 nm of
excitation and emission at 590 nm in an EnVision® Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer).
The assays were performed at 303 K for 30—60 minutes. The kinetic parameters of the mADK
WT were assayed employing 15nM enzyme with serial dilutions to ADO or ATP (0 to 40 uM)
fixing ATP (20 uM) or ADO (10 uM) in a reaction buffer 50 mM Tris-HCI pH = 7.5, 20 mM
KH2PO4, 10 mM MgSO4 and 0.01% Triton X-100. Kinase activity for the D310A and D310P
mutants, were performed with 150nM enzyme, substrates varying ADO 0 to 80 uM (in the
presence of 50 uM ATP) and varying ATP 0 to 320 uM (in the presence of 50 uM ADO)
(Supplementary Table S1). All kinetic data were normalized extrapolating the values obtained

by the standard ADP curve (RFU/s versus [ADP] uM). kinetic parameters were analyzed using
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the program GraphPad Prism 6.07 version with non-linear fitting substrate inhibition and the

Michaelis-Menten equations.
Potassium activation assay

Before kinetic activity measurements, mADK and the mutants (D310A and D310P) were
exhaustively dialyzed against 30 mM Tris-HCI (pH 7.5). For the investigation of activation by
monovalent cation, the following conditions were employed: 15 nM mADK WT with 10 uM
ADO and 20 uM ATP, and for the mutants, was used 150 nM enzymes in the presence of 50
uM ADO and 50 uM ATP. The assay was performed in a reaction buffer without potassium,
50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgSO4 and 0.01% Triton X-100 using dose-response curve
of KCl, LiCl or NaCl from 0 to 160 mM. The activity assays were measured at 303K and the
kinetic parameters were analyzed using the program GraphPad Prism 6.07 version with one site

total curve fitting.
NMR analysis

NMR data were collected at 298 K using an Agilent DD2 500 MHz or Inova 600 MHz

spectrometer equipped with a triple-resonance (ISN/ B3¢y 1H) cryogenic probe. NMR samples
were prepared in a 20 mM sodium phosphate buffer, pH7.5, 50 mM sodium chloride, 40 mM
potassium chloride, 2 mM magnesium chloride, 1 mM DTT containing 5% D,0/95% H,O.

Spectra for sequential resonance assignment of mADK were acquired from 330 uL samples of

0.5 mM 2H/13¢/15N protein using a Shigemi tube. Trosy version of the following experiments
was recorded: HNCACB, HN(COCA)CB, HN(CO)CA, HNCA, HNCO and HN(CA)CO using

standard methods for the assignment*?. The specific binding of small molecule substrates to
mADK or the D310P mutant was monitored by changes of signals of 220 uM 15N 1abeled

enzyme in 2D I5N- Iy HSQC spectra by titration with the substrate. Also, the binding of small
molecules was followed by ligand-detected saturation transfer difference (STD)
experiments“?. STD spectra were acquired using 600 uL samples of 1uM unlabeled mADK or
the D310P mutant in the presence of a 400-fold excess of ATPuS substrate with 2.5s irradiation
alternating between 0.5 ppm (on-resonance) and 30ppm (off-resonance) using a train of 50 ms
Gaussian pulses and 4096 transients. All spectra were processed using NMRPipe/NMRView

“3.96) and SpinWorks software.
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Intracellular potassium depletion

1x107 HEK293 cells were grown in a monolayer, seeded into a petri dish (150mm x 15mm)
containing 20 ml Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 2mM glutamine and ImM sodium pyruvate. Cells were
grown at 310K and 5%CO>. On day 3, cell growth reached 80% confluence, intracellular
potassium was depleted by the Larkin method with modifications®”. The medium was
discarded off each plate and washed in 15 ml Buffer A (50 mM sodium-Hepes and 100 mM
NaCl at pH 7.4). Each cell monolayer was subjected to 10 minutes incubation in 15 ml
hypotonic medium (DMEM/ water, 1:1), followed by incubation during 30 minutes in an
isotonic K*- free Buffer (50 mM sodium-Hepes, 140 mM NaCl, 1 mM CaCl, and 0.5 mM
MgCl, at pH 7.4). The medium was removed and the monolayer incubated with the appropriate
potassium concentration ((CT (DMEM), OmM KCl, 2.5mM KCIl and SmM KCI)) in 15 ml
Buffer B (50 mM sodium-Hepes, 140 mM NaCl, 1 mM CaCl, and 0.5 mM MgCl, at pH 7.4)
over 90 minutes. After incubation, the cells were collected and centrifuged (500xg, 5 min,
298K). An aliquot of the cells in each conditional was submitted to flow cytometry for counting

and normalization. The lysate the cell lysates were subjected to ADK activity assays.
Quantification and statistical analysis

GraphPad Prism 6.07 was used for graphics and analyses. Curve fitting for kinetic constants
was performed using non-linear fit - equations choose one site total, enzyme kinetics to

Michaelis-Menten or Substrate Inhibition.
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FIGURE AND LEGENDS

Ternary complex

Figure 1. Crystal structure of mADK ternary complex highlighting the catalytic pocket,
bound ADP (BS1) and ADO (BS2) and functionally relevant ions. The structure is
represented in surface, highlighting the lid domain in dark orange and the large domain in light
orange colors. ADP and ADO are represented in yellow sticks with carbon, oxygen, nitrogen
and phosphorus atoms colored as yellow, red, blue and orange, respectively. Argl48 (orange
stick), Asp316 catalytic residue (pink stick), the anion hole motif DTNGAG (cyan region),
ADO in the BS2, ADP in the BS1, two magnesium ions (green spheres), one chloride ion

(palecyan sphere) and one potassium ion (purple sphere).
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Figure 2. Determination of mADK Kinetic parameters and substrate inhibition study. The
mADK kinase activity was monitored through resorufin fluorescence which is directly related
to the amount of ADP converted to the ADHP (10-acetyl-3,7- dihydroxyphenoxazine) dye
precursor. The signals were measured at 530 nm (excitation) and 590 nm (emission)
wavelengths. (a) Apparent Km curve for ADO, employing 15 nM mADK, 20 uM ATP and
ADO from 0 to 40 uM. ADO concentrations above 5 pM inhibited the mADK. (b) Km curve
for ATP, employing 15 mM mADK, 10 uM ADO and ATP from 0 to 40 uM. mADK presented
characteristic Michaelis Menten Kinetic for the ATP substrate. Constants for ADO and ATP
are shown in Supplementary Table 1. (¢) Substrate competition studies evaluated by ATP Km
curves over a range of ADO concentrations (5, 10, 20 and 40 uM). Stepwise increases of ADO
reduce the affinity of mADK to ATP, as indicated by the parallel increases of the Km
(Supplementary Table 2). (d) The mechanism of ADO inhibition was assessed by double
reciprocal Lineweaver-Burk plots of 1/v versus 1/[ATP] uM data, which revealed that ADO is

a competitive inhibitor of ATP. Reactions were carried out at 303 K.
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Figure 3. The mADK lid domain dynamics. (a) Superposed crystal structures of mADK
binary (blue) and ternary complex (orange). The lid domain moves 39.4° over the large domain,
causing the transition between a fully open and a closed conformation. The Mg*? (green
spheres) and K* (purple sphere) ions were observed only in the ternary closed complex. The
substrates are shown as sticks with carbon, oxygen, nitrogen and phosphorus atoms colored as

yellow, red, blue and orange, respectively. (b) Superposed mADK binary complex (blue) and
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apo T. brucei apo form structure (PDB code: 4N08) (yellow). The lid domains of both structures
are in the fully open conformation. (c¢) Superposed lid domain of the binary (blue) and ternary
mADK (orange) complexes. The rotation of the lid domain results in the translocation of
Argl48 residue about the active site, being able to interact with the B-phosphate of the ADP
(ADP not shown). The anion hole residues (DTNGAG) are shown in sticks in both complexes.
The asterisk highlights the Asn314 that exhibit a different conformation at an open lid form
(binary complex) in relation to closed lid domain (ternary complex). (d) Influence of the
potassium ion on the ATP P-loop residues conformation (Glu303-11e309), continuous segment
to anion hole. The Glu305 residue shows a distinct conformation in the ternary complex leading

to a different position of the ADP adenine ring.
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N312

Figure 4. Putative K* binding site in the mADK. (a) Fo-F. electron density of the K* binding
site. (b) The loops (colored in red) are surrounding the K* binding site. Loops 1le309-Asp312
(all and 12 loop) and Arg348-Cys352 (C-terminus), adjacent to the BS1 pocket. The ADP
molecule is shown as sticks with carbon, oxygen, nitrogen and phosphorus atoms colored in
yellow, red, blue and orange, respectively. Two Mg>* (green spheres) and K* (purple sphere)
ions are shown in the figure. (¢) K* is hexacoordinated by the backbone carbonyl oxygens of
residues Asp310, Asn312, [le346, Arg349 and Gly351. (d) Asp310, residue belonging to the
anion hole, presents a distinct rotameric conformation in the K*-bound form (mADK ternary
complex) and an additional bond is observed (OD1-K). In the absence of K* (mADK binary

complex) this residue is rotated.
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Figure 5. Activation of mADK by K*. (a) mADK kinase activity in the presence of chloride
salts (KCl, NaCl and LiCl). The initial rate of the reaction of mADK was measured varying
chloride salts from 0 to 160 mM. The reaction conditions were, 15 nM mADK, 20 uM ATP
and 10 uM ADO. Ky average value obtained was 10.4+2.30 mM and was estimated by one
site total equation fitting by Prism 6.1 software (R square of 0.988 (K*)). There was no
coherent fit for sodium and lithium salts. (b) Kcat curves performance in the presence and
absence of potassium. Initial rate of mADK reaction was measured in function of ATP in the
presence (purple line) or absence (black line) of 100 mM potassium. Apparent Kcat values
were obtained by the Vmax (uM ADP. s')/ [mADK](uM). Continuous line represents the
Michaelis Menten model fitting. Kinetic constants are shown in the Supplementary Table 3.
(c) Effect of the D310A and (d) D310P mutations in the activation of mADK by K*. Both
mutants abolished the mADK activation by the K* ion.
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Figure 6. D310P mutation disrupts K* sensitivity of mADK. (a) mADK and (b) D310P
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and blue peaks represent chemical shifts changed ATPyS titration ratio of: free WT in black;
1:0.05 in red; 1:0.1 in green and 1:0.2 in blue. For the free D310P mutant, peak is black,
followed by 1:0.1 in red, 1:0.2 in green and 1:0.5 in blue. (¢) and (d) represent mapping of the
broadened residues for mADK and D310P mutant respectively. Broadened residues are
featured using as a model, the ternary mADK complex structure (PDB 5KB5). 1D 'H STD
NMR spectra of ATPyS interaction with mADK (e) and D310P (f). Enhancements are referred
to as 100% to the H-2 resonance of ATPyS. Upper part shows the ATPyS structure with the

number for each proton and the % STD enhancement.
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Figure 7. K* depletion reduces the mADK activity in cells. HEK293 monolayers were

subjected to hypotonic shock by 30 minutes followed by incubation in an isotonic K*-free

Buffer. After this, the cells received K*-Buffer (0, 2.5 and 5 mM KCIl) and the control cells

received a DMEM medium. The cells were remained byl hour under each evaluated condition.

After the treatments, the cells were lysed and the kinase activity (pg e-AMP/ ug PTN) measured

by HPLC quantification analysis. Statistical analysis: one-way ANOVA. Post hoc test:

Bonferroni (*For control P < 0.05)(Error bars represent 6 SD of the mean).



Table 1: Data collection and refinement statistics.

ADO complex ADO:ADP complex
Wavelength ( A) 1.458 1.458
Resolution range 20.13-1.20 24.63 - 1.80

(1.24 - 1.20)* (1.86 -1.80)
Space group P12;1 P22, 2
Unit cell parameters 50.84, 82.16, 89.19 49.26 73.56 84.33
@A, °) 90, 92.7, 90 90, 90, 90

Unique reflections
Multiplicity

Completeness (%)

Mean I/sigma(I)

R-meas

Reflections used in refinement
Reflections used for R-free
R-work

R-free

Protein residues

Ligands

RMS(bonds)

RMS(angles)
Ramachandran favored (%)
Ramachandran allowed (%)
Ramachandran outliers (%)
Rotamer outliers (%)
Clashscore

Average B-factor
Macromolecules

Ligands

Solvent

227,981 (22,546)
4.0 (3.8)

99.9 (99.8)

22.9 (2.02)
0.054 (0.653)
216,557 (22,527)
11,429 (1,099)
0.141 (0.274)
0.159 (0.299)
686 (2 chains)

2 ADN, 2 CL, 3 PG4, 2 SO4
and 2 ACT

0.010
1.38
97.6
24

0
0.52
1.90
20.01
19.44
21.94

31.54

28,498 (2,773)
42 (4.1)

98.8 (97.7)
12.8 (2.04)
0.058 (0.609)
27,048 (2,773)
1,450 (138)
0.165 (0.237)
0.199 (0.258)
341 (1 chain)

1 ADN, 1 ADP, 1K, 1CL, 2
MG, 2 PG4 and 2 PO4

0.018
1.85
97.4
2.6

0
0.35
474
2421
24.16
28.55

30.50
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary Figure s1

a .
Binary complex

Small lid domain

ADO (BS) \f\

Large domain

Supplementary Figure S1. (a) Structures of mADK in complex with adenosine and (b) mADK

in complex with adenosine and ADP. The mADK is a monomer formed by two unequally sized
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domains (i.e., a large three-layer (afa) sandwich subdomain and a small lid o/f subdomain).
The a-helices and B-sheets were numbered sequentially from al to a13 and B1 to f14 according
to HsSADK®?. ADO and ADP are shown as sticks with carbon, oxygen, nitrogen and
phosphorus atoms colored in yellow, red, blue and orange, respectively. Spheres represent
magnesium (green), chloride (pale cyan) and potassium (purple) ions. The mADK active sites
are highlighted as BS1 (nucleotide site) and BS2 (nucleoside site), both located in a cavity of

the large domain.
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Supplementary Figure S2

BS1
Q289;’Q305

R268J'R184 I’i 31/1347

kA%’J? /A343
Q287/Q303

D2861’D302

H124:'H34{]

Supplementary Figure S2. (a) Superposition of the mADK binary complex (PDB code:5KB6
shown in blue) and HsADK binary complex (PDB code: 1BX4 shown in grey) (RMSD overall
3.14A, Lid domain 9.74A and large domain 0.77A). The figure shows the occupancy of BS1 of
both mADK and HSADK by ADO. The mADK structure presented an additional o helix (al1)
instead of a loop that appears in the HSADK. (b) Stereo view of the BS1 showing that ADO
occupies a similar pocket in both mADK and HsADK structures. The residues were colored in

gray and blue to HsADK and mADK, respectively.
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Supplementary Figure S3

. -\\:-’

ADO (BS1)

ADP (BS1)

Supplementary Figure S3. (a) Stereo view of the BS1 interaction with ADO identified at the
mADK binary complex. A large hydrophobic cluster (light blue residues) surrounds ADO

together with five coordinated water molecules (red spheres). (b) Stereo view of the BS2
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interactions with ADO at the ternary complex. In this structure, the ADO molecule was
identified in the active nucleoside site (BS2). (¢) Stereo view of the BS1 interactions with ADP
in the ternary complex. ADP directly contacts with two magnesium ions, previously known as
cofactors of mADK and large hydrogen bonding network formed by eleven water molecules
which anchor the phosphate tail to the active configuration for catalysis. The B-phosphate

directly contacts Argl148 (highlighted in dark orange sticks) present in the lid domain.
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Supplementary Figure S4. (a) Residual molar ellipticity measures of D310P mutant (cyan)
and mADK wild-type (black) and (b) D310A mutant (orange) and mADK wild-type (black)
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evaluated by circular dichroism at 200 to 260nm. The protein samples were at a 5 uM in a 10
mM phosphate buffer, pH 7 and 10 mM NaCl. (c) Thermal stability curves of the D310P (d)
and D310A measured by CD. The molar ellipticity was assessed at 222 nm in temperatures
varying from 30 to 80 °C. The melting temperatures corresponding to each mutant are indicated
in figure. (e) The D310P and (f) D310A Km curve for ADO. The initial rate of the reaction was
measured with 150nM enzyme (D310P or D310A), 50 uM ATP and ADO concentration
varying from 0 to 80 uM. The kinetic parameters for ADO were obtained by substrate inhibition
fitting model. (g) D310P and (h) D310A Km curve for ATP. The initial rate of the reaction was
measured using 150nM of each mutant (D310P or D310A), 50 uM ADO and ATP
concentration varying from 0 to 320 uM. For the ATP substrate, the mutants exhibited
characteristic Michaelis Menten Kinetic. Kinetic constants for both ADO and ATP substrates

are shown in the Supplementary Table 1.
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Supplementary Figure SS. (a) TROSY I5N-1H HSQC spectrum of U—15N, 13C, 2 Jabeled

mADK recorded at 298K. Two regions of the spectrum are enlarged, and peaks are labeled with

residue numbers. (b) Multiples stretches of the mADK residues sequence. Residues in gray

were those that were not found in NMR assays by the I5nC g HSQC protocol saturation of

mADK by the YATP.
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Supplementary Figure S6

p 90°

BS2 residues

D167
D310P exchange
broadening residues

Supplementary Figure S6. (a) Stereo view of the mADK structure (gray; PDB:5KBSY).
Highlighted in cyan are shown the signals of residues that are broadened in the D310P mutant
in comparison with the wild-type mADK after ATPyS titration by 2D '"N-'H HSQC. The
rotated structure pose (90°) shows the location of the additional residues of D310P mutant that
are also broadened after the ATPyS titration, which are shown to be located in regions that are
distinct from the BS2. (b) The residues that compose the BS2 are shown in orange and they are

not affected during the ATPyS titration.
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Supplementary Table 1. mADK kinetic parameters

*ADO "ATP
WT D310P D310A WT D310P D310A
Vmax
1279(21.20)  9.26(+397) 259(+027)  7.84(x0.08)  1.15(0.06)  2.63(0.06)
(MM ADPs" pg’)
Km (uM) 230(x0,38)  12.81(0,65) 7.63(£1.39)  3,53(x0,14)  33,03(22,28)  23.12(+1.81)
Keat (s") 0.53 0.09 0.1 0.33 0.05 0.10
-1 -1 5 4 4 5 3 3
Keat/ KmM  s) 2,30x10 7.28x10 1.31x10 1.00x10 1.5x10 4.32x10

a- kinetic constants obtained by substrate inhibition fitting model. b- kinetic constants obtained

by fitting the Michaelis-Menten equation. Results are expressed as mean =+

independent experiments

SD of six

Supplementary Table 2. mADK kinetic parameters for the substrate competition assay.

‘ATP kinetic constants

ADO (uM)

Vmax (uM ADP s pg’)
Km (uM)

R square

7.03 (£0,05) 10.25 (+0,10) 16.17 (x0,30) 12,49 (x0,11)

0.74(x0.06) 1.82(x0.14) 6.99(x0.73) 6.64(x0.33)

0,9856 0,9799 0,9746 0,9822

a- kinetic constants obtained by non-linear Michaelis-Menten fitting. The initial rate of reaction

was obtained as a function of ATP and stepwise increases of ADO concentration.

Measurements were obtained from 3 independent experiments. Results are expressed as mean

+ SD of three independent experiments
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Supplementary Table 3. Kinetic parameters of mADK for ATP in the presence and absence

of potassium
100 mM 1 3 4
Kcl Km (uM) Vmax (uM s ) Kcat (s ) Kcat/ Km(M s )
- 2.42 (£0.13) 0.004 0.25 1.03x10°
*ATP
+ 2.10 (£0.12) 0.007 0.46 2.19x10°

a- Kkinetic constants obtained by non-linear Michaelis-Menten fitting. Results are expressed as

mean + SD of six independent experiments.
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5. RESULTADOS COMPLEMENTARES

5.1 Clonagem, expressao e purificacio da mADK e mADKA19

Tanto a proteina selvagem mADK quanto a variante truncada mADKA19 foram
clonadas com sucesso no vetor pET28a(+)sumo e expressas em E.coli BL21(DE3). O teste de
expressao revelou 6timas condi¢des para a producdo das proteinas apds inducao com 0,5 mM
de IPTG, a 22°C pelo periodo de 16h. Andlise em gel de poliacrilamida mostrou que as duas
construgdes, pET28a(+)sumo_mADK e pET28a(+)sumo_mADKAI19 foram expressas na
fracdo solivel, ligaram majoritariamente na coluna de niquel e apresentaram massas
moleculares coerentes para os tamanhos esperados, de 54,7 e 52,7 kDa, respectivamente
(Figuras 12 e 13A). As etapas de lavagem foram eficientes para eliminar maior parte dos
contaminantes e as proteinas foram eluidas na presenca de gradiente linear de imidazol de O a
500 mM. A mADK eluiu com aproximadamente 60 mM de imidazol e a mADKA19 com 100
mM. Ambas apresentaram elevado grau de pureza apds a primeira etapa de purificacao.

As fracdes eluidas da cromatografia de afinidade foram unidas e submetidas a uma
etapa de didlise para simultaneamente remover o imidazol e realizar-se a protedlise com Ulpl,
liberacdo das caudas de fusdo de 6-histidinas (Figuras 12 e 13 B). Apds a didlise, a fracdo
proteica, ja sem a cauda de fusdo, foi submetida novamente a uma etapa de cromatografia de
afinidade em coluna de niquel. Dessa etapa de purificacdo, coletaram-se as fracdes referente ao
flow-through (fracdo nao adsorvida) e as fracdes eluidas apds gradiente linear de imidazol
foram descartadas, pois tratavam-se da protease Ulpl e cauda de fusdo de 6 histidinas que
ficaram adsorvidas na coluna. As fragdes referentes as proteinas mADK e mADKAT19 clivadas,

foram concentradas e submetidas a cromatografia de exclusao de tamanho (Figura 12 e 13C).
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Figura 12. Geis de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das etapas de purificagdo e obtencao da
mADK. (A) purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de niquel HisTrap HP (GE).
Marcador de peso molecular (MM)(kDa), fracao insoldvel (Fi) e fragao solivel (Fs) apds a lise
celular, e em destaque na caixa vermelha estdo as fracdes correspondentes a etapa de eluicdo
apo6s gradiente linear de Imidazol (mADK ~ 54,7 kDa). (B) purificagdo por cromatografia de
afinidade apo6s a clivagem da cauda de fusdo com Ulpl protease. Marcador de peso molecular
(MM)(kDa), fragdes proteicas ndo clivadas (NC), fracdes proteicas clivadas (C) obtidas na
fracao nao adsorvida (Flow-through) (mADK ~ 40,2 kDa). Por fim as fra¢gdes eluidas com 500
mM de imidazol. (C) cromatografia por exclusdo molecular em coluna Hiload Superdex 75
16/600 (GE Healthcare). MM — marcador de peso molecular (kDa) e fragdes eluidas.
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Figura 13. Geis de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das etapas de purificagdo e obtencao da
mADKAT19. (A) fracdo soldvel (Fs), fracdo insolivel (Fi) ap6s a lise celular e purificagido por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel HisTrap HP (GE). Marcadores de peso
molecular (MM- Pageruler Thermo scientific) e (MM)(kDa) e em destaque dentro da caixa
vermelha estdo as fracdes correspondentes a eluicdo com gradiente linear de Imidazol (mADK
~ 54,7 kDa). (B) etapa de purifica¢do por cromatografia de afinidade ap6s a clivagem da cauda
de fusd@do com Ulpl protease. A figura apresenta: marcador de peso molecular (MM)(kDa)
utilizado, fragdes eluidas apés 500 mM de imidazol e a fragdo proteica (C) ja clivadas e obtida
na fracdo ndo adsorvida (Flow-through) na coluna de niquel (mADK ~ 40,2 kDa). (C)
cromatografia por exclusdo molecular em coluna Hiload Superdex 75 16/600 (GE Healthcare).
O gel mostra: MM — marcador de peso molecular (kDa) e fracdes coletadas referentes ao pico
de maior intensidade do cromatograma.

As proteinas obtidas apds a ultima etapa de purificagdo foram concentradas,
quantificadas por absorbancia a 280 nm utilizando o coeficiente de extingdo molar tedrico de

25900 M'ecm™!, calculado considerando todas as cisteinas reduzidas.
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5.2 Mutagénese sitio dirigida da mADK

Com o objetivo de investigar o papel dos residuos de aminodcidos criticos para a
coordenagdo do ion potdssio e sua fungdo estrutural na regulacdo da atividade da mADK, foram
realizadas mutacoes sitio dirigidas do residuo Asp310 na isoforma longa da mADK. Optou-se
pela geracdo de dois mutantes, o primeiro teve o residuo Asp310 substituido por uma prolina
(D310P) e o segundo por uma alanina (D310A). As mutacdes foram desenhadas para avaliar
além de possiveis alteragdes estruturais no sitio, modificagdes na estabilidade e esfera de
coordenagdo do fon. Os mutantes foram gerados por mutagénese sitio dirigida a partir de
amplificacdo via PCR utilizando como DNA molde o vetor de expressdo da enzima mADK

selvagem. As muta¢des foram confirmadas por reacao de sequenciamento de DNA (Figura 14).

A

960 L 670 980
AR EEREER H EjE R BN EEEEE NN DN
GCTIGG

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ cclaccaaTe
CAOG AT CAIIPC CPAC CA AIL1G

0 970 980

mADK IGAGATCATTGACACCARTGGAGCTGGF
D310A 1GAGATCATTGCCACCARTGGAGCTGGF
1GAGATCATTGaCACCARTGGAGC TGGF

940 950 960

mADK GAGATCATTGACACCARTGGAGCTGGA
D310p SAGATCATTCCTACCAATGGAGCTGGA
| GAGATCATTcacACCARTGGAGCTGGA

|

i
i
‘ul lll i[ ‘L’ ]L__ .,_J._U. {

| | |‘ [
| ) I l\ R
REAXR ¥

Figura 14. Confirmagdo da mutagénese sitio-dirigida por sequenciamento de DNA. (A) parte
do cromatograma obtido apds sequenciamento do mutante D310A. A direita, o alinhamento de
sequéncia referente a enzima selvagem e do mutante D310A, confirmando a ocorréncia da
mutacdo GAC para GCC. (B) parte do cromatograma obtido apds sequenciamento do mutante
D310P. A direita, o alinhamento das sequéncias da mADK selvagem e do mutante D310P,
confirmando a ocorréncia da mutacio GAC por CCT. Utilizou-se para a reacdo de
sequenciamento o oligo antisense utilizado na clonagem da enzima selvagem.
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Apo6s a confirmagdo da presenga das mutagdes por reacdo de sequenciamento, 0S
plasmideos foram transformados em linhagem de E.coli BL21(DE3). As enzimas mutadas
foram expressas e purificadas, seguindo protocolos estabelecidos previamente para a obtengao

da enzima selvagem.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) referente a etapa de cromatografia por
exclusdo de tamanho dos mutantes D310P e D310A. As purificacdes foram realizadas em
coluna Hiload superdex 75 16/600 (GE) em sistema AKTA-FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography — GE). As amostras presentes no gel sdo: marcador de peso molecular (MM
— kDa) e as fragOes coletadas para cada proteina mutante D310P e D310A. (B) e (C) Perfis
cromatograficos obtidos na purificacdo por exclusao de tamanho para o mutante D310P e
D310A, respectivamente.
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5.3 Caracterizacao estrutural das proteinas recombinantes por Dicroismo circular (CD)

e Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A homogeneidade estrutural das amostras foi analisada com intuito de inferir o
estado oligomérico das proteinas expressas e a adequabilidade para estudos biofisicos e
estruturais. As andlises de DLS indicaram baixa polidispersidade (< 20%) e raios
hidrodinamicos em torno de 3 nm (Figura 16), valor esperado para o tamanho hidrodinamico
da mADK. Esses resultados mostraram que tanto a mADK quanto a mADKA19, se comportam
como mondmeros em solucdo e estdo em conformidade aos requerimentos para andlises

espectroscopicas e ensaios de cristalizagao.

100- mADK
mADKA19
(]
©
T
S
£ 501
(V]
)
k=
X
0'. .y T T
0 1 2 3 4 5 6
Rh (nm)
Ry, (nm) % Pd MW (kDa) % Int
mADK 3.4 11,3 57 98.5
mADKA19 3.3 10.9 56 98.2

Figura 16. Distribuicdo de tamanho por DLS das proteinas recombinantes mADK e
mADKA19. Grifico da intensidade de espalhamento de luz (%) em fung¢do do raio
hidrodinamico médio estimado (nm). A tabela da figura apresenta os valores obtidos para o raio
hidrodinamico (Rn)(nm), polidispersidade (Pd%), massa molecular (Mw- kDa) e a porcentagem
de espalhamento de luz de cada particula em solugdo (% Int), respectivamente para as enzimas
estudadas mADK e mADKAI19.
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Espectros obtidos por espectroscopia de dicroismo circular no UV distante para
mADK e mADKAI9 apresentaram composicdo mista de elementos estruturais,
predominantemente hélices-a e folhas-B, compativel com o enovelamento da mADK e
equivalente as caracteristicas dos dominios que a compdem (Figura 17%). Além de confirmar a
elevada quantidade de estrutura secunddria, esses resultados sugerem que as proteinas
recombinantes conservam suas estruturas nativas em solucdo. Sabendo-se quais os elementos
presentes de estruturas secunddrias presentes, utilizou-se o comprimento de onda de 222 nm
para avaliar a estabilidade térmica das enzimas, diante do aumento de temperatura (Figura 17B).
Os dados revelaram que tanto a mADK quanto a mADKA19 apresentam apenas um estado de
transicao e a delecao de 19 residuos na regiao N-terminal, para geragdo da variante mADKA19,

ndo acarretou instabilidade da proteina em comparacio a enzima selvagem.

A B
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e Z 3 ADK o
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Figura 17. (A) Espectros de CD no UV distante das proteinas mADK e mADKA19. O espectro
apresenta perfil da elipticidade molar (® em fun¢do do comprimento de onda no UV distante
(200 a 260 nm). Na figura estdo evidentes minimos negativos em 222 nm e 208 nm,
caracteristicos de proteinas com predominancia de estrutura secundaria de hélices-a e folhas-f.
(B) Perfis de desenovelamento térmico das proteinas mADK e mADKA19 avaliados por CD.
As curvas foram obtidas medindo-se a elipticidade molar a 222 nm (® 22) em fun¢do do
aumento da temperatura (20 a 90°C). O gréfico expressa porcentagem de fracao desenovelada,
obtida a partir do célculo da fra¢dao enovelada através da equacao: a = (@t — OU/ OF — OU), na
qual ®t € a elipticidade molar medida a qualquer temperatura, OF elipticidade molar na forma
totalmente enovelada, ®U elipticidade molar na forma totalmente desenovelada (118). A
temperaturas de transi¢do entre os estados, Tm (melting temperature), esta destacada na figura
nas cores azul, Tm=55.6°C para mADK, e na cor rosa Tm=56,5°C para mADKA19.
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5.4 Caracterizacao estrutural dos mutantes por Dicroismo circular (CD) e Espalhamento

dinamico de luz (DLS)

A integridade e homogeneidade estrutural dos mutantes, D310P e D310A, foram
avaliados por CD e DLS. Os espectros de CD mostraram elevado conteido de estrutura
secunddria, composta por hélices-a e folhas-B, semelhante ao padrio estrutural obtido para
enzima selvagem, mADK (Figuras 18A e B). Portanto, as mutacdes pontuais nao alteraram
estruturalmente a enzima, conservando o enovelamento, conteudo de estrutura secundaria e
caracteristicas nativas em solucdo. A estabilidade térmica dos mutantes, D310P e D310A,
foram avaliadas por CD. As curvas de desnaturacdo térmica (Figuras 18C e D), revelaram que
0s mutantes conservam as transicoes Unicas de estado e estabilidade térmica andloga a da
enzima selvagem. Completando as andlises estruturais e de homogeneidade dos mutantes,
curvas de espalhamento dinamico de luz realizadas para os mutantes, corroboraram com o0s
estudos de CD, confirmando que as enzimas mutantes se comportam de forma homogénea e
monoméricas em solu¢do (Figuras 18E), viabilizando assim a realizac@o de ensaios funcionais

e estruturais.
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Figura 18. Espectros de CD no UV distante dos mutantes D310P (A) e D310A (B) em
comparacdo com a enzima selvagem mADK (espectros na cor preto). Os experimentos foram
realizados com as proteinas na concentracao de 10 uM. Perfis de desenovelamento térmico do
mutante D310P (C) e D310A (D), em comparacao com o perfil medido para a enzima selvagem.
As curvas foram obtidas medindo-se a elipticidade molar a 222nm (® 22) em funcido do
aumento da temperatura (30 a 90°C). A temperatura de transi¢do entre os estados (Tm), obtida
para cada mutante estd descrita na figura em comparagdo ao valor obtido para a enzima
selvagem. (E) Perfis de distribui¢do de tamanho analisados por DLS para os mutantes D310P
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e D310A, em comparagcdo com a enzima selvagem. As curvas apresentam a porcentagem de
intensidade de espalhamento de luz em funcao do raio hidrodindmico médio estimado. A tabela
da figura apresenta os valores obtidos de raio hidrodindmico (Rn)(nm), porcentagem de
polidispersidade (%), massa molecular (kDa) e a porcentagem de espalhamento de luz para
cada proteina em solucao.

5.5 Cristalizacio da mADK na presenca de ADQO, coleta de dados e processamento

Ap6s 4 dias de incubagdo da proteina mADK na presenga de 2.5 mM de ADO, o
primeiro cristal foi obtido da amostra de 18mg/ml (Figura 19). As condig¢des de cristalizagdao
foram: 0,1 M de Acetato de sédio pH 4,5, 0,2 M Sulfato de Litio e 50% PEG 400. Nao

ocorreram formagao de cristais nas outras condi¢cdes submetidas aos ensaios de cristalizacao.

Figura 19 — (A) Cristal da proteina mADK obtido na presenga de ADO nas condi¢des: 0,1 M
de Acetato de s6dio pH 4,5, 0,2 M Sulfato de Litio e 50% PEG 400. A foto foi adquirida pelo
Robb6 automatizado de visualizacdo Rock Imager 1000 (Formulatrix) e a esquerda estd a escala
de 271.47 uM. (B) foto do cristal por iluminacdo UV. A escala é de 643.32 uM.
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Realizou-se uma etapa de refinamento dessa condicao inicial obtida para a mADK
na presenca de ADO. Apds a otimizagdo e refinamento, cristais com morfologias mais
adequadas foram obtidos (tabela 5). O melhor conjunto de dados foi coletado do cristal oriundo
da condi¢do de refinamento 0,1 M de Acetato de sodio pH 4,5, 0,2 M Sulfato de Litio e 49%
PEG 400.

Tabela 5: Cristais de mADK na presenca de ADO otimizados apds refinamento da condi¢@o

inicial de cristalizacao

Imagem do Robd de Imagem com UV Condicao de cristalizacao

Visualizaciao

Image: Extended Focus

Score 4
Capture: UV High Exposure - Fast Uy y
— 44074 ym

Image. Extended Focus

e 0,1 M de Acetato de sédio pH 4,5, 0,2 M
‘Capture: UV High Exposure - Fast

—_— 1mm

Sulfato de Litio

49% PEG 400
R T T e 0,1 M de Acetato de sédio pH 4,5, 0,2 M
Capture: UV High Exposure - Fast " Capture: UV High Exposure - Fast
—t ] Sulfato de Litio

48% PEG 400

Image: Extended Focus Image: Extended Focus
Score

0,1 M de Acetato de sédio pH 4,5 0,2 M
Sulfato de Litio

Score: core:
Capture: UV High Exposure - Fast Capture: UV High Exposure - Fast

— 44074 ym

— 1mm

47% PEG 400

Os dados coletados tiveram resolucao méxima de 1,2 A. As reflexdes foram
indexadas no sistema cristalino monoclinico, com os pardmetros de cela unitdria a = 50.84 A,
b=28216A, c=89.19; o = vy=90 Ae B =92.69 A, pertencente ao grupo espacial P12, 1 e
duas moléculas na unidade assimétrica. As estatisticas estao descritas na tabela abaixo. (Tabela

6).
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Tabela 6. Estatistica de coleta e processamento de dados para o cristal da mADK na presenca

de ADO.
Parametros Resultados
Dados da coleta
Grupo espacial P12:1

Parametros da cela unitaria (10\, %)
Resolugdo (A)
Multiplicidade
Completeza (%)
Rmerge (%)
I/c (I)
Refinamento
Resolugdo (A)
Reflexdes unicas
Rwork/Rfree
Nimero de dtomos
Ligante/ion
Moléculas na unidade assimétrica
Moléculas de H>O
Média do fator B
RMSD do comprimento das ligacdes (A)
RMSD dos angulos de ligacoes (°)
Ramachandran
Regido favoravel (%)
Regides permitidas (%)

Outras regides

a=50,84, b=82,16, c=89,19 a=y=90, =92.7
50,00 - 1,20

4,0 (3,8)

99,7 (99.,9)

0,054 (0,653)

22,9

20,76 — 1,20 (1,23-1,20)
216557

0,141/ 0,159

5390

2 ADO, 2 CI', 3 PG4, 2 SO+* ¢ 2 ACT
2

481

20,01

0,010

1,39

97,6
2.4
0

Estatistica para highest-resolution shell estao mostradas entre parénteses.
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5.6 Cristalizacio da mADKA19 na presenca de ADO e ADP, coleta de dados e

processamento

Apos varias tentativas de cristalizagdo da mADK na presenca de ADP ou ATP, 1
cristal da proteina mADKA19 na presenca de 2.5 mM ADO e 2.5 mM ADP foi obtido apds 7
dias (Figura 20), na condicdo 0,15M de fosfato de sddio-dipotéssio pH 6,5, 40% PEG 400 e
15% PEG 1000.
A B

Image: Extended Focus
Score:
Capture: Imager Defaults

399.79 um

Image: Extended Focus
Score:
Capture: Imager Defaults

— 947.41 ym

Figura 20- (A) Cristal da proteina mADKA19 na presenga de ADO e ADP na condi¢io 0,15M
de fosfato de sddio-dipotassio pH 6,5, 40% PEG 400 e 15% PEG 1000. A foto do cristal foi
adquirida pelo Rob6 automatizado de visualizacdo Rock Imager 1000 (Formulatrix) e a escala
da figura € 399.78 uM. (B) foto do cristal por iluminacdo UV na escala de 947.41 uM. A
proteina mADKAI19 cristalizou a 18mg/ml na presenca de 2.5 mM de ADO e 2,5 mM de ADP.

Esta condicao inicial de cristalizagdo foi refinada, e a otimizagao da condigdo inicial
gerou o crescimento de novos cristais (Tabela 7), os quais foram submetidos a difracao de raio
X.
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Tabela 7: Cristais de mADKA19 na presenca de ADO e ADP otimizados apds refinamento da

condicdo inicial de cristalizagao.

Imagem do Robo de
Imagem com UV
Visualizaciao

N

mage. Ex1ended Focus

Capture: UV High Exposure - Fast
— 22453 pm

Condicao de cristalizacao

0,15M de fosfato de sodio-
dipotassio pH 6.5
40% PEG 400

15% PEG 1000

0,15M de fosfato de sodio-
dipotassio pH 6.5

40% PEG 400

14% PEG 1000

0,15M de fosfato de sodio-
dipotassio pH 6.5

40% PEG 400

12% PEG 1000

O melhor conjunto de dados foi coletado do cristal oriundo da condigdo: contendo

fosfato de s6dio-dipotéssio pH 6,5, 40% PEG 400 e 12% PEG 1000. Os dados coletados tiveram

resolucdo méaxima de 1,8 A. As reflexdes foram indexadas no sistema cristalino ortorrdbmbico,

com os parametros de cela unitdria a = 49.26 A;b = 73.56 IOX; c=8433;0a=0=y=90 A,

pertencente ao grupo espacial P 2; 21 21. As estatisticas estdo descritas na tabela abaixo. (Tabela

8).
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Tabela 8. Estatistica de coleta e processamento de dados para o cristal da mADKAI19 na

presenca de ADO e ADP.
Parametros Resultados
Dados da coleta
Grupo espacial P2i212;

ParAmetros da cela unitdria (A, °)
Resolugdo (A)
Multiplicidade
Completeza (%)
Rumerge (%)

I/c (I)
Refinamento
Resolugdo (A)
Reflexdes unicas
Rwork/Rfree

Nimero de dtomos

Ligante/ion

Moléculas na unidade assimétrica
Moléculas de H>O

Média do fator B (A?)

RMSD do comprimento das ligagdes (A)
RMSD dos angulos de ligacoes (°)
Ramachandran

Regido favoravel (%)

Regides permitidas (%)

Outras regides

a=49,26 b=73,56 c=84,33 0=P=y=90
50,00 - 1,80 (1,86 - 1,80)*

4,2 (4,1)

98,8 (97,7)

0,093 (0,732)

12,8 (2,04)

24,63 - 1,8
27048
0,165/ 0,199
2679

1 ADO, 1 ADP, 1 K*, 1 CL", 2 MG**, 1 PG4,
PO,*

1

131
24,26
0,018
1,85

97,4
2,6
0

Estatistica para highest-resolution shell estao mostradas entre parénteses.
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5.7 Determinacao das estruturas dos complexos

As fases iniciais para o conjunto de dados referente a estrutura da mADK na
presenca de ADO, foram obtidas por substituicdo molecular, utilizando o programa MOLREP
e empregando como molde a estrutura da adenosina quinase humana (PDB ID: 1BX4), que
possui 90% de identidade de sequéncia com a enzima murina. A qualidade do mapa de
densidade eletronica estd evidenciada no segmento que compreende os residuos His123 a
Tir129, na figura 21A (Figura 21A). Uma molécula de ADO foi claramente definida, ligada ao
sitio catalitico do nucleotideo (BS1) e seu mapa de densidade eletronica estd mostrado na figura

21B.

A B

Figura 21 — (A) Por¢do representativa (residuos His123 a Tyr129) do mapa final de densidade
eletronica 2Fo-Fc, a 1.2 A de resolu¢do com 6 (nivel de contorno) igual a 1. (B) mapa final de
densidade eletronica (2Fo-Fc) da molécula de ADO ligada ao BS1 (empregando-se ¢ igual a
1).

O modelo final compreende os residuos 19 aos 361, 2 fons cloreto, 2 ions sulfatos
,2 fons acetatos e 481 moléculas de H>O. As estatisticas do refinamento foram apresentadas na
tabela 6.

A estrutura do complexo da proteina mADKA19 na presenca de ADO e ADP, foi
refinada utilizando o conjunto de alta resolucao obtido para a enzima selvagem mADK (PDB
ID: 5KB6), na presenca de adenosina. A qualidade do mapa de densidade eletronica esta

mostrada na figura 22A. Uma molécula de ADO e uma molécula de ADP foram identificados

na estrutura ocupando o sitio do nucleosideo (BS2) e do nucleotideo (BS1), respectivamente e
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os seus mapas de densidade eletronica estdo apresentados na figura 22B e C). A estatistica do

refinamento e os pardmetros para esse modelo foram apresentadas na tabela 8.

Figura 22 — (A) Porcdo representativa do mapa final da densidade eletronica 2Fo-Fc (residuos
Is0218- Ala225),a 1.8 A de resolugdo com o igual a 1. (B) mapa final de densidade eletronica
2Fo-Fc da molécula de ADO ligada ao BS2 e da molécula de ADP (C) ligada ao BS1
(empregou-se ¢ igual a 1).

5.8 Estrutura global da ADK murina

A andlise do enovelamento da mADK mostrou que a enzima é composta de 14
folhas-f, 13 hélices-a e o restante da estrutura distribui-se em elementos do tipo S-hairpin, -
bulge, p-turn e y-turn, como demonstrado no grafico de topologia (Figura 23A). A estrutura
global, assemelha-se a reportada anteriormente para a enzima humana (85), apresentando dois
dominios distintos, sendo um maior de arranjo o/f/o sanduiche e um menor de arranjo o/p,
denominado de /id, como ilustrado na representagdo em fita do enovelamento global da mADK

(figura 23B).
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Figura 23- (A) Diagrama da topologia da mADK obtido pelo banco de dados PDBsum. (B)
Representagdo em fita da mADK ligada a uma molécula de ADO. Na figura a molécula de
ADO estd mostrada em bastdes amarelo e um fon Cl” em esfera na cor ciano. As hélices estdo
numeradas de al a al3 (vermelho) e as folhas-f§ de Bl a B14. A estrutura apresenta uma
molécula.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo revelaram a estrutura e os mecanismos estruturais
envolvidos na ativacdo catalitica da ADK apds a ligacdo de substratos. Além disso, nos
resultados identificaram mecanismo de regulagio alostérica da ADK pelo fon K* e sua potencial
conexdo com mecanismos homeostaticos de regulagao do metabolismo de purinas pelo K*

intracelular.

E digno de nota ressaltar que a resolucéo das estruturas de ADK de camundongos
foram a segunda e terceira estruturas resolvidas dentre as ADKs de mamiferos, sucedendo uma
tnica estrutura da ADK humana (PDB ID 1BX4)(85). No entanto, diferentemente da estrutura
de enzima humana resolvida em complexo terndrio com ADO, e apresentando ADO ligadas em
ambos os sitios de ligacdo (ADO e ATP), no presente estudo apresentamos duas estruturas
inéditas, uma em complexo bindrio com a ADO ocupando o sitio do ATP, e outra em complexo
ternario com a ADO ocupando seu proprio sitio e 0 ADP ocupando o sitio de ligagdo ao ATP.
Estes complexos permitiram que identificissemos diferencas estruturais entre os complexos
bindrio e o terndrio, representativas de modificacdes conformacionais dinamicas envolvidas nos

mecanismos de catalise da ADK.

A estrutura da enzima humana, em complexo terndrio com a ADO, apresenta-se em
conformagdo na qual o dominio /id posiciona-se de modo a ocluir os sitios de ligacdo aos
substratos no dominio maior. Na estrutura de ADK de camundongo em complexo binario com
a ADO, observamos um angulo de abertura de cerca de 39,4° do dominio /id em relagdo ao
dominio maior, e a enzima na conformacio totalmente aberta. No entanto, na estrutura do
complexo terndrio, observamos o dominio /id ocluindo completamente os sitios de ligacdao ao
substrato, apresentando-se com uma conformacgdo totalmente fechada, comparada a estrutura
da enzima humana disponivel (PDB ID1BX4). Assim, a estrutura do complexo bindrio parece
refletir uma situacdo semelhante aquela da forma apo da enzima, na qual os sitios de ligacao
aos substratos estio receptivos a interacdo com os mesmos. De fato, a estrutura do complexo
bindrio tem alta correlacdo com a estrutura da ADK apo de Trypanosoma brucei (PDB ID

4NO08).

Um aspecto revelador da estrutura do complexo bindrio ADK:ADO é que a
ocupacdo do sitio de ligagdo ao ATP pela ADO aparentemente ndo afeta os mecanismos

estruturais envolvidos nas mudancas conformacionais que determinam e acompanham a
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ativacdo catalitica da ADK. Apesar de ndo termos a nossa disposicao estrutura de ADK murina
com ligantes ocupando apenas o sitio de ligagdo da ADO, o fato de a estrutura do complexo
terndrio apresentar-se na conformacgao fechada sugere que a ocupacgdo do sitio de ligacdo de
ADO ¢ critica para o movimento do dominio /id em dire¢cdo ao dominio maior, oclusdo dos
sitios de ligacdo aos substratos e ativagdo catalitica da ADK. De fato, estruturas de ADK de
protozodrios com ligantes ocupando o sitio de ligacdo a ADO apresentam estrutura fechada (86,
135). Parece plausivel que a proximidade do sitio de ligagdo a ADO e da al¢a que conecta os
dois dominios, desempenhe alguma fun¢do nas modificagdes estruturais necessarias para o
movimento do dominio /id em direcdo ao dominio maior durante o processo de ativacdo da

ADK.

A descricao estrutural detalhada das interacdes dos ligantes ADO e ADP nos sitios
de ligacdo aos substratos nos complexos bindrio e terndrio também contribuiram para o
esclarecimento do mecanismo catalitico da ADK de camundongo. E importante notar que os
substratos ADO e ADP interagem apenas com residuos do dominio maior, excecdo a Argl48
que pertence ao dominio lid. De fato, a interagdo da Arg148 se da com o fosfato 3 do ADP, que
também interage com um fon Mg** e moléculas de dgua que estabilizam o préprio ADP na
posicao catalitica. Esta configuracao indica que na presenca do nucleotideo no sitio, a interagao
com Argl48 determina o posicionamento correto para o ataque nucleofilico que inicia o

processo de hidrdlise e transferéncia do fosfato y para a ADO.

Identificamos, na estrutura do complexo ternario, um ion potassio ligado entre alcas
que conectam a extremidade C-terminal e a a-hélice 13 e uma alca formada pelas a-hélices 11
e 12, localizadas préximo ao sitio de ligacdo do ATP e a sequéncia DTNGAG que forma um
anion hole. Nesta estrutura, o K* encontra-se hexacoordenado com grupos carbonilas dos
residuos Arg349, Ile346, Asn312, Gly351 e com Asp310. A Asp310 € parte integral da estrutura
do anion hole (96). A comparagdo entre os complexos bindrio e terndrio indicaram que a
presenga de K* perturba a alga entre o segmento Asn304-11e309, o que, presumivelmente,
impacta na ligagdo do ATP no sitio enzimatico. Portanto, as novas estruturas cristalograficas
de ADK apresentadas no presente estudo indicam que a ligacdo de potdssio proximo ao sitio de
ligacdo do ATP influencia a reacdo catalitica. Estes resultados sdo consistentes com outros,
obtidos em enzimas da familia das riboquinases que indicam a importancia do K* na regulacio

da atividade catalitica (97, 136).
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A hipétese de que o K* contribui para a atividade catalitica da ADK foi confirmada
por experimentos realizados com mutantes apds a substituicao do residuo Asp310 (D310A e
D310P), critico para a ligagdo hexacoordenada do K* a ADK. A redugao da afinidade da ADK
pelo ATP nos mutantes foi confirmada por experimentos bioquimicos (ensaio enzimatico) e
também por RMN (HSQC). Assim, o conjunto dos dados estruturais e bioquimicos indica um
modelo no qual a interacdo de K* com residuos préximos ao sitio de ligacdo ao ATP resulta em
modificagdes conformacionais que conduzem a formacao de um anion hole, que contribui para
a transferéncia catalitica do fosfato y do ATP para a ADO. Este modelo explica a ativagcdo da

ADK por K*.

A revelacdo de que o fon K* interage e regula a atividade catalitica da ADK nos
estimulou a avaliar a potencial importancia deste mecanismo na atividade de ADK em células.
Demonstramos que a deplec¢do celular de K™ acompanha-se, como esperado, de reducdo da
atividade catalitica de ADK. Por outro lado, a reposicdo de K* apds a deplecdo restitui a
atividade da ADK, indicando ndo sé a importincia do K* na regulacdo da atividade catalitica
de ADK em células, mas também a possibilidade de que este se restitua em um mecanismo
homeostitico que conecta os niveis intracelulares de potdssio, € o metabolismo em relacio a
disponibilidade intra e extracelular de purinas. Situacdes nas quais este mecanismo pode
potencialmente estar envolvido incluem isquemia/hipéxia e inflamacgdo, as quais cursam com
deplec¢ao intracelular de K* e a0 mesmo tempo aumento na concentragao intracelular de ADO,

uma consequéncia da inibi¢do da ADK.
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7. CONCLUSAO

O conjunto dos nossos estudos estruturais e bioquimicos permite-nos concluir que
a ativacdo catalitica da enzima ADK se da por um complexo conjunto de fatores que envolve,
ligacdo dos substratos em sitios especificos, modificagdo conformacional induzida pela ligagao
do ATP, a qual aproxima a Argl48 localizada no dominio /id aos fosfatos 3 ¢ y do ATP, e
finalmente a ligagdo de K* préximo ao fosfato y do ATP, que facilita sua hidrélise e
transferéncia para a ADO. A interacdo com K* aparenta exercer um controle no metabolismo
de purinas de cardter homeostatico. Sua fungdo estaria ligada as respostas celulares em

condi¢des como hipdxia/isquemia e inflamacao.
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ANEXO 2 - Reporte de validacdo da Estrutura de raio-x depositada no PDB: c6digo SKBS

W ORELEDWIDE

PROTEIN DATA BANK

Full wwPDB X-ray Structure Validation Report (i)

Mar 8, 2018 — 10:28 pm GMT

FDE ID : 5KES
Title : Crystal structure of the adenosine kinase from Mus musculus in complex with
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Authors : Oliveira, R.R.; Neto, R.M.; Polo, C.C.; Tonoli, C.C.C_; Murakami, M.T.; Fran-
chini, K.G.
Deposited on @ 2016-06-02
Resolution : 1.80 A(reported)

Acesso: https://files.rcsb.org/pub/pdb/validation reports/kb/5kb5/5kb5 full validation.pdf
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ANEXO 3- Reporte de validacdo da Estrutura de raio-x depositada no PDB: cédigo SKB6
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