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Introducao

A enzima bifuncional GInE é responsavel pela regulacao pos-
traducional da enzima Glutamina Sintetase (GS), em resposta aos
niveis nitrogénio intracelulares (Fig.1). Como as atividades de GInE sao
opostas, € necessario uma regulacao fina para evitar um ciclo futil.
Anteriormente, n0s demonstramos que a atividade removedora (AR) de
GInE é estritamente regulada pela razao ATP/ADP em Herbaspirillum
seropedicae, uma bactéria diazotrofica promotora do crescimento
vegetal (dados nao publicados).
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Figura 1. Desadenililacao de GS por GInE. Em condi¢cOoes de baixo nitrogéenio
GInE desadenilila GS; em condicoes de alto nitrogénio, GInE adenilila GS. A
adenililacao diminui a atividade de GS.

Objetivos

Caracterizar a interacao de ATP e ADP com o dominio AR de GInE de
H.seropedicae utilizando Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF).
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Figura 2. Desenho experimental de DSF para analise da interacao de ATP e
ADP o dominio AR de GInE. Para os experimentos de DSF foi utilizado uma
versao truncada de GInE correspondente ao dominio AR isolado (GInE-AR).
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Figura 3. Interacao de ATP e ADP com o dominio AR de GInE. As
curvas de saturacao A e B indicam a interacao de ATP e ADP com o
dominio AR, respectivamente. A ligacao de ATP tem um Kd aparente
(Kdap) de 0.47 mM, enquanto que a ligacao de ADP mostrou uma valor
de 0.61 mM. Os graficos C e D mostram a competicao entre ATP e ADP.
Quando GInE-AR foi saturada com 5 mM de ADP, a ligacao de ATP foi
abolida (C). A saturacao com 5 mM de ATP nao impediu completamente a
ligacao de ADP (D).

Conclusoes
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ATP e ADP competem
pela ligacao ao sitio
regulatorio

Sitio Regulatorio: Sensivel ao estado

O ADP pode se ligar energéetico (Razao ATP/ADP)

ao sitio ativo porque
e produto da reacao

Sitio Ativo
Figura 4. Modelo de interacao do ATP e ADP em GInE-AR. O dominio
AR possui um sitio regulatorio sensivel a razdo ATP/ADP, portanto ATP e
ADP competem pela ligacao a esse sitio. Os valores de Kd aparente
encontrados indicam a maior afinidade para ligacao de ATP em relacao
ao ADP. Além disso, o ADP ¢ produto da reacao de desadenililacao, logo
também pode se ligar ao sitio ativo.
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