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RESUMEN

La superfamilia B-hidroxiacido deshidrogenasas (BHADH) son enzimas oligoméricas
que catalizan la oxidacion dependiente de NAD o NADP de diversos B-hidroxiacidos
(BHA). Cada subunidad estd compuesta por un dominio N-terminal de plegamiento tipo
Rossmann, que posee en el loop B2-a2 los motivos, NRX3K o D[V/L]X3[V/A] que
constituyen el bolsillo de union de la regién ribosa-adenina del dinucle6tido y un dominio
C-terminal o helicoidal que es importante para la union al BHA. Este dominio puede estar
conformado de sdlo 6 alfa hélices, como ocurre en el caso de las 3-hidroxisobutirato
deshidrogenasa (3HIBADH) o por dos repeticiones del mismo patrén de seis alfa hélices,
como en las 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), en que a cada unidad de seis alfa

hélices se le ha denominado hemidominio.

La gran mayoria de los miembros de la familia 6PGDH que han sido estudiados, son de
caracter dimérico, poseen el motivo NRX3K, y muestran una estricta preferencia por
NADP, como ocurre en el caso de la 6PGDH de Escherichia coli. Ademés, en el
hemidominio duplicado, la Gltima alfa hélice se desempaca de su subunidad e interactta en
el sitio activo de la subunidad adyacente, formando el bolsillo de unién a 6PG. Esta

caracteristica es particular de los representantes de la familia 6PGDH.

Recientemente, aparecio en el PDB la estructura de una 6PGDH putativa de Geobacter
metallireducens (Gm6PGDH), sin caracterizacion asociada. A diferencia de las otras
6PGDHSs, esta proteina posee s6lo un hemidominio en el dominio C-terminal y tiene
asociacion tetramérica como las 3HIBADH, ademas posee el motivo de secuencia DLX3A
en el loop B2-02. La ausencia de densidad electronica en regiones de loops y especialmente
en el extremo C-terminal de la estructura impidié corroborar si en esta enzima habia
contribucion intersubunitaria de residuos en el sitio activo. La aparicion de esta

informacion, modifica el estado del arte sobre la evolucién de la familia 6PGDH.

Este trabajo de tesis se enfocd en analizar la evolucion de los determinantes de la
especificidad por sustratos, en dos representantes de la familia 6PGDH: las enzimas de E.

coli y la 6PGDH de Gluconobacter oxydans (Go6PGDH, de un hemidominio helicoidal).
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Se realiz6 un arbol estructural de las enzimas clasificadas segin SCOP a.100.1.1, en donde
se ve que Gm6PGDH, se encuentra mas relacionada con el resto de las 6PGDHs. Esto
implica que las 6PGDHs de hemidominio Unico habrian sido originadas desde otras
BHADHSs por adquisicion de residuos que le confieren especificidad por 6PG. Luego de
esto se realizd un arbol filogenético, enraizado con 3HIBADHSs. La duplicacion del
hemidominio en las 6PGDHs es un evento mas ancestral que la diversificacion de enzimas
con motivos variados en el loop B2-02. Esto sugiere que todos los representantes de la
familia 6PGDH tendrian elementos de estructura secundaria del dominio helicoidal

contribuyendo en el sitio activo de subunidades adyacentes.

Se subclonaron las enzimas Go6PGDH y EcC6PGDH vy se caracterizd la preferencia por
dinucleotidos, y por los BHAS, 6PG y 3 hidroxisobutirato (3HIBA). Ninguna enzima
presentd actividad por 3HIBA, sin embargo estudios de inhibicion por ese ligando, mostro
que a concentraciones elevadas se logra inhibir hasta un 5y 30 % de la actividad relativa
de Ec6PGDH y Go6PGDH, respectivamente. Se caracterizd el comportamiento de los
parametros cinéticos para NAD y NADP en ambas enzimas, variando la concentracion de
6PG. Interesantemente en todos los casos se obtuvo constantes cataliticas similares al tener
el sitio activo saturado de 6PG, independiente si la enzima posee uno o dos hemidominios
C-terminales. Se comparoé la preferencia por dinucle6tidos en ambas enzimas. EC6PGDH
resultd ser estrictamente preferente por NADP (1715 veces), consistente con la presencia
del motivo NRX3K. Para Go6PGDH, que posee el motivo DRX3V, la enzima mostrd
preferente por NAD (16 veces).

Con el proposito de evaluar la implicancia del motivo NRX3K en la preferencia por
dinucleotidos de EC6PGDH, se muto por el motivo DVX3A. La mutante triple presentd un
aumento de la Ky para NADP de 400 veces y una disminucion de la ks de 300 veces. Para
NAD en cambio, la kcy, cOn respecto a la enzima silvestre, aumenté 4 veces, sin embargo

la Ky, no presento variaciones.

Finalmente, se gener6 un modelo por homologia de Go6PGDH que fue simulado
mediante dinamicas moleculares en presencia de sus sustratos. Esto permitié evaluar los
residuos implicados en la union a los dinucle6tidos ademas de determinar la contribucion

de la alfa hélice 6 del hemidominio C-terminal en la composicion de los sitios activos de
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las subunidades adyacentes. El residuo D30 forma puentes de hidrdgeno estables con el 2"-
OH de la region ribosa-adenina del NAD. En la region difosfato del NAD el loop Bl-al,
contribuye con residuos cuya cadena principal estabilizarian la union al dinucleétido. En el
caso del NADP, R31 ubicado en el motivo del loop B2-02 y R10 del loop Pl-al,
estabilizan al dinucleotido. Ademas, durante las dindmicas se forman interacciones estables
entre los residuos R322 y H328 de la alfa hélice 6 con el 6PG y en algunos casos con NAD
y NADP, ubicados en el sitio activo complementario, tal cual ocurre en EC6PGDH,
sustentando nuestra hipdtesis que los determinantes de union por 6PG en la familia

6PGDH se habrian generado previo a la duplicacion del hemidominio C-terminal.
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ABSTRACT

The pB-hydroxyacid dehydrogenase superfamily (BHADH) is constituted by
oligomeric enzymes which catalyze NAD or NADP dependent oxidation of diverse B-
hydroxyacids (BHA). Each subunit is composed by an N-terminal domain of Rossmann-
like fold that possesses NRX3K or D[V/L]X3[V/A] motifs in the p2-a2 loop, these motifs
constitute the binding pocket of the ribose-adenin region of the dinucleotide and a C-
terminal or helical domain which is important for the binding of BHA. The C-terminal
domain can be conformed by just 6 a-helixes, as it occurs in the case of the 3-
hydroxybutirate dehydrogenase (3HIBADH), or by two repetitions of the same 6 alpha
helixes pattern, as in the 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGDH), where each unit of

6 alpha helixes is called a hemidomain.

Most members of the 6PGDH family which have been studied are of dimeric character,
possess the NRX3K and demonstrate an strict preference for NADP, as it occurs in the case
of the 6PGDH from Escherichia coli. In addition, in the second hemidomain, the last alpha
helix interacts in the active site of the adjacent subunit, forming the 6PG binding pocket.

This characteristic is particular of the representatives from the 6PGDH family.

Recently, a putative structure of the 6PGDH from Geobacter metallireducens
(Gm6PGDH) without associated characterization appeared in the PDB database. In
contrast with other 6PGDH, this protein has only one hemidomain in its C-terminal
domain and a tetrameric association, like the 3HIBADH, also it possesses the DLX3A
motif in the B2-a2 loop. The absence of electronic density in the loop regions and
especially in the C-terminal end of the structure prevented to corroborate if in this enzyme
there was intersubunitary contribution of residues in the active site. This information

modifies the state of the art regarding the evolution of the 6PGDH family

This thesis focused on analyzing the evolution of the determinants of substrate
specificity in two representatives of the 6PGDH family: The enzymes from E.coli and the
6PGDH from Gluconobacter oxydans (Go6PGDH, of one helical domain). An structural
tree was built from the classified enzymes in accordance to SCOP a.100.1.1, in which it
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can be seen than Gm6PGDH is more closely related with the rest of the 6PGDHSs and is
grouped with other BHADHSs. This implies that single domain 6PGDHs would have been
originated from other BHADHSs by the acquisition of residues that confer 6PG specificity.
After this, a phylogenetic tree was built, rooted with 3HIBADHSs. The duplication of the
hemidomain present in the 6PGDHs is a more ancestral event that the enzyme
diversification with different motifs in the B2-a2 loop. This suggests that all the
representatives from the 6PGDH family would have secondary structure elements of the
helical domain that participate in the site of adjacent subunits.

The enzymes Go6PGDH y Ec6PGDH were subcloned. Their preferences for
dinucleotides and for BHA, 6PG, and 3HIBA was characterized. None of the enzymes
presented activity with 3HIBA, however, inhibition studies for this ligand showed that at
high concentrations it achieved an inhibition up to 5 and 30% of the relative activity of
Go6PGDH and Ec6PGDH respectively. The behavior of the kinetic parameters of NAD
and NADP while varying 6PG concentration was characterized for both enzymes.
Interestingly, similar catalytic constants where values were obtained when the active site
was saturated with 6PG, independent of whether the enzyme possesses one or two C-
terminal hemidomains. The preference for dinucletides in both enzymes was compared.
Ec6PGDH resulted strictly prefent for NADP (1715 fold), which is consisted with the
presence of the NRX3K motif. For Go6PGDH, which possesses a DRX3V motif, the
enzyme showed a preference for NAD (16 fold)

With the purpose of evaluating the implication of the NRX3K motif in the preference
for dinucleotides of EC6PGDH, it was replaced with DV X3A. The triple mutant presented
an increase Ky for NADP of 400 folds and a decrease of kg, of 300 folds. For NAD, the
Keat In respect with the wild type enzyme increased 4 folds, however the Ky remained

unchanged.

Finally, a model by homology of Go6PGDH was generated through simulation of
molecular dynamics in the presence of its substrates. This permitted to evaluate the
residues implicated in the binding to the dinucleotides and also to determine the
contribution of the C-terminal hemidomain’s 6 alpha helix in the composition of the active

sites of the adjacent subunits. The D30 residue forms stable hydrogen bonds with the 2’-
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OH of the ribose-adenin region from NAD. In the diphosphate region of NAD, the f1-al
loop contributes with residues whose principal chain stabilizes the binding to the
dinucleotide. In case of the NADP, R31, located in the motif of the f2-02 loop, and R10,
from the Bl-al loop, stabilize the dinucleotide. Also, during the simulations, there are
interactions formed between the residues R322 and H328 from the 6 alpha helix with the
6PG, and in some cases with NAD and NADP, located in the complementary active site,
the same way it occurs in EC6PGDH, which sustains our hypothesis that the determinants
of 6PG binding in the 6PGDH family were generated before the appearance of the

duplicated C-terminal domain.
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INTRODUCCION

Las proteinas estdn conformadas de dominios que en si son arreglos tridimensionales
de elementos de estructura secundaria capaces de plegarse autonomamente y que
constituyen la unidad evolutiva estructural que define a una familia de proteinas y asi
jerarquicamente a una superfamilia y fold determinado [1,2]. En el caso de las enzimas, la
evolucion de los dominios conlleva, en el caso mas interesante, a la aparicion de familias
de homdlogos con nuevas funciones enzimaticas, determinando cambios en la red

metabolica y en su regulacion.

Las enzimas pueden ser clasificadas conformando familias y superfamilias de
homologos. Las enzimas de una familia comparten el criterio de poseer un mismo fold,
teniendo un origen evolutivo comun, en general presentan una misma funcion y han sido
originadas por eventos de especiacion [3]. Una superfamilia de proteinas corresponde a un
conjunto de familias que, teniendo baja identidad entre sus secuencias, comparten entre si
un fold comdn y funciones bioldgicas similares entre ellas [3]. La evolucion de los
dominios de una proteina incluye eventos de pérdida, duplicacién y combinacién con otros
dominios para formar nuevas enzimas [4], la combinacion de dominios permite formar
proteinas multidominio. Estos eventos tienen efectos sobre la estructura terciaria y
conformacién oligomérica de las enzimas, influyendo en la funciéon que éstas cumplen,
ademas, definen la historia evolutiva y funcional de las superfamilias de enzimas y han
sido ubicuos en la evolucion del metabolismo [5]. En el caso de enzimas oligoméricas
cuyos sitios activos estdn compuestos por mas de una subunidad, la duplicacion de
dominios puede permitir un cambio en el nimero de subunidades necesarias para constituir
una enzima funcional. Por su parte, los cambios de especificidad por sustratos, que ocurren
generalmente debido a cambios en los patrones de secuencia especificos para su
reconocimiento, pueden afectar la funcion que cumple la via metabolica donde esta

implicada la enzima.

En el caso de las deshidrogenasas del metabolismo central, la produccion de

equivalentes de reduccidn, alimenta el anabolismo o la produccion de energia dependiendo



de la especificidad de estas enzimas por NADP o NAD. Por ejemplo, en la via de las
pentosas fosfato, la rama oxidativa produce NADPH e intermediarios de biosintesis. En
este trabajo de tesis se estudiara la evolucion de la familia 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH) desde el punto de vista de su plegamiento y los determinantes
estructurales implicados en el reconocimiento de sustratos y actividad enzimatica, usando

como modelos las enzimas de Escherichia coli y Gluconobacter oxydans.

1. SUPERFAMILIA DE ENZIMAS $-HIDROXIACIDO DESHIDROGENASAS

La 6PGDH es miembro de la superfamilia B-hidroxiacido deshidrogenasas (BHADH),
enzimas que catalizan la oxidacién, dependiente de NAD o NADP, de hidroxilos ubicados
en el carbono 3 de diversos B-hidroxiacidos (BHA), cuya estructura general se muestra en
la figura 1A [6]. Las enzimas de esta superfamilia estdn compuestas por dos dominios: El
dominio N-terminal, de aproximadamente 170 aminodcidos, el cuéal presenta un
plegamiento tipo Rossmann (conformado por una sdbana beta central, de 6 hebras
paralelas, empacada por 7 alfa hélices [7]). Este dominio esta implicado en el sitio de
union al dinucleétido. Por su parte, el dominio C-terminal o helicoidal, implicado en la
unién al BHA, puede estar conformado de solo seis alfa hélices (figura 1C) o bien por dos
repeticiones del mismo patrén de seis alfa hélices (figura 4). En todos los miembros con
estructura conocida, siempre se observan empacados con un eje de simetria doble y por
esta razon, en este trabajo hemos denominado hemidominio a este bloque de seis alfa
hélices.

Entre los miembros de la superfamilia que han sido caracterizados cinéticamente
podemos encontrar las siguientes actividades BHADH: 3-hidroxisobutirato deshidrogenasa
[8], 6-fosfogluconato deshidrogenasa [9], D-fenilserina deshidrogenasa, tartronato
semialdehido reductasa [10], L-serina deshidrogenasa [11] y 3-hidroxipropionato
deshidrogenasa [12]. Esta superfamilia fue descrita y acuiiado su hombre por primera vez
en el afio 1996 por Hawes y cols [13], donde los autores establecieron similaridades entre

las enzimas 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Escherichia coli, Ovis aries y
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Saccaromyces cerevisiae y las 3-hidroxisobutirato deshidrogenasa (3HIBADH) de
Pseudomonas aeruginosa y Rattus norvegicus. Se observdO mas de 30% de residuos
conservados en un alineamiento que para las 6PGDHs incluia s6lo los primeros
aproximadamente 320 aminoacidos, es decir lo correspondiente a su dominio N-terminal y

al primer hemidominio.

De acuerdo a Howes y cols [13], las 3-hidroxisobutirato deshidrogenasas (E.C.

1.1.1.31), son los homologos mas emparentados con las 6PGDHSs. Sin embargo, los autores

no muestran filogenias a nivel de superfamilias ni otros antecedentes similares han sido

reportados en literatura. Estas enzimas tetraméricas, oligomerizan mediante el

empaquetamiento de sus hemidominios, conformando un dimero de dimeros (figura 1 C).
Realizan la oxidacion, dependiente de NAD o NADP, de 3-hidroxisobutirato (3HIBA)
hacia metilmalonato semialdehido (figura 1B), reaccion que es parte del catabolismo de
valina [12]. En estas enzimas, el hemidominio C-terminal es primordial para la unién del
3HIBA [14]. Hasta la fecha se han resuelto por cristalografia de proteinas 4 estructuras de
3HIBADH, correspondientes a las enzimas de Homo sapiens, Thermus thermophilus,
Geobacter sulfurreducens y Salmonella thyphimurium (PDBid: 219P; 1WP4; 3PDU;
3G00), respectivamente. De ellas, las primeras tres han sido determinadas en presencia de
su cofactor y ninguna ha sido cristalizada con 3HIBA. Interesantemente, solo la estructura
de la 3HIBADH de humano (Hs3HIBADH) muestra una molécula de NAD en el sitio de
union del dinucleétido (no publicado). En la vecindad del 2°-OH de la ribosa adyacente a
la adenina en el NAD, esta enzima posee los residuos D69, V70 y A74, en el loop a2-p2.
En cambio, las 3HIBADH de G. sulfurreducens y T. thermophilus que presentan un NADP
cristalografico poseen los residuos N, R y K en la region correspondiente, en torno al 2’-
fosfato del NADP. Se ha evaluado la funcién que cumple el residuo D69 en la 3HIBADH
humana mutandolo por arginina, resultando principalmente en una pérdida de actividad por
NAD [13]. Sin embargo hasta la fecha no hay estudios en los que se haya evaluado por
mutagénesis el poder discriminatorio de los motivos NRX3K y D[V/L]X3A, en la

especificidad por cofactor. Esta informacion es relevante en cuanto al poder de

discriminaciéon por NAD o NADP gue puede conferir la presencia de estos residuos en el

bolsillo de reconocimiento a la region ribosa-adenina del dinucledtido. Con respecto al

sitio de union al B-hidroxiacido, se sabe que una lisina esta implicada en oxidacion del
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hidroxilo en la posicion 3 del BPHA y reduccion del cofactor, pero no se tiene claridad
acerca del rol de otros aminoacidos que participarian de interacciones directas con 3HIBA.
Alineamientos de secuencia y de estructura muestran que el bolsillo de union al 3HIBA o
BHA es homoélogo en todos los representantes de las PHADHSs, sugiriendo que las

BHADHSs presentan un mecanimo catalitico comun [13].
2. FAMILIA 6-FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA

Las 6-fosfogluconato deshidrogenasas (E.C. 1.1.1.44) son enzimas que realizan la
descarboxilacion oxidativa, dependiente de NADP o NAD, de 6-fosfogluconato (6PG)
oxidando el 3-OH o B-OH (figura 2), hacia la formacion de ribulosa-5-P y NADPH [9].
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Figura 2. Reaccion de oxidacion de 6PG. Reaccion enzimatica de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa de E.coli. Tomada de Voet y Voet [15].

Contexto metabdlico de las 6PGDHs: Rama oxidativa de la via de las pentosa-fosfato

La via de las pentosas fosfato constituye una de las 3 posibles rutas metabolicas que
llevan a la oxidacion de glucosa a piruvato, las otras corresponden a la ruta Embden-
Meyerhof, y la ruta Entner-Doudoroff (Figura 3A, [16]). La via de las pentosas-fosfato esta
conformada de dos partes: la rama oxidativa (oxidative pentose-phosphate pathway,
oxPPP) y la rama no oxidativa. La primera es la responsable de oxidar irreversiblemente
glucosa-6-fosfato produciendo ribulosa-5-P y dos moléculas de NADPH (en algunos
organismos también genera NADH) [17]. La rama no oxidativa por su parte, utiliza
ribulosa-5-P, generado en la oxPPP, que puede ser isomerizada a ribosa-5-P o bien,
epimerizado a xilulosa-5-P. Ribosa 5-P es un metabolito primordial para la sintesis de

nucleotidos e histidina. Por otro lado xilulosa 5-P junto a ribosa-5-P, forman dos



A 4 Via de las
Glucosa pentosas

fosfato

GSP ﬁGF‘G —O—p RL5P

Via de I
Meyernot ¥ ¥ N
ye FBP E4P X5P
STP R5P

DHAP ﬂGACSF‘

Via de Entner
Doudoroff
1,3 ZGA
v

KDPG 3PGA

2F’GA

PEP

Piruvato
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glucdlisis (B) Diferencias estructurales entre NAD y NADP, izquierda y derecha respectivamente.



de 7 y 3 carbonos, que son precursores de eritrosa-4-P, el que es usado para la sintesis de
aminoacidos aromaticos [17]. A diferencia de la oxPPP, se sabe que el flujo de carbono a

través de la rama no oxidativa es reversible [15].

En la oxPPP, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH), que corresponden, respectivamente, a la primera y tercera
enzima de la via, juegan un rol primordial en la formacion de poder reductor en la célula
[17]. Las deshidrogenasas en general usan como agente reductor NAD o NADP. Estas
moléculas poseen potenciales redox estdndar equivalentes, sin embargo, la diferencia
estructural entre NAD y NADP (Figura 3B), un grupo fosfato esterificado en el extremo
2’-OH de la ribosa adyacente a la adenina [18], condiciona el reconocimiento especifico
por parte de las enzimas que los utilizan. En este sentido, las deshidrogenasas de oxPPP en
la mayoria de los organismos han sido reportadas como NADP especificas o capaces de
unir ambos dinucledtidos con similar eficiencia [19]. En el caso de las deshidrogenasas de
oxPPP de E. coli se les responsabiliza por la generacion de mas de un tercio del NADPH
necesario para la biosintesis, cuando se usa glucosa como fuente de carbono [20,21]. Sin
embargo, Unicamente para ECG6PDH se ha logrado cuantificar que la constante de
especificidad por NADP es alrededor de 500 veces més especifica que la de NAD [22].
Para EC6PGDH en cambio, la informacién acerca del uso y discriminacion por NAD o

NADP es solo cualitativa.

De acuerdo con Cornish-Bowden [23], la preferencia de una enzima por dos sustratos
alternativos (mutuamente excluyentes, que reconocen el mismo sitio de union), esta dada
por el cuociente de sus constantes de especificidad (kca/Kvm) para cualquier par de
concentraciones equimolares de estos sustratos. Por lo tanto, la preferencia de NADP sobre
NAD puede cuantificarse indicando cuantas veces mayor es la constante de especificidad
del primero sobre el segundo. Con respecto a los valores observados para los cuocientes se
pueden definir tres niveles de preferencia de un sustrato por otro: si el cuociente resulta ser
mayor o igual a 100 se habla de enzimas estrictamente preferentes, si esta entre 100 y 10 se
habla de preferencia, y si estan entre 10 y 1 se habla de enzimas duales [24]. No se ha

realizado un estudio comparativo en 3HIBADHs y 6PGDHs en cuanto a su preferencia por



NADP y NAD, que permita establecer si existen los patrones de secuencia asociados a la

especificidad por dinucledtidos.

La oxidacion de G6P es una reaccién que es comun tanto a la oxPPP como a la via de
Entner-Doudoroff. Dado que la rama no oxidativa de la via de las pentosas fosfato son un
conjunto de reacciones cuya aparicion fue evolutivamente independiente del metabolismo
de las pentosa fosfato [25,26], es probable que el surgimiento de la funcion 6PGDH haya
permitido el establecimiento de la rama oxidativa como una nueva via metabolica (figura
3). La comprension de la historia evolutiva de las 6PGDHSs en relacion con la aparicion y
evolucion de la especificidad por 6PG y por dinucleétidos, necesariamente implica el
analisis comparativo de los homdlogos (ortdlogos y paralogos) de la superfamilia a la que

las 6PGDHs pertenecen, como se describird méas adelante [26,27].
Estructura y funcion de la familia 6PGDH

Dentro de la superfamilia PHADH, las 6PGDHs han sido las més ampliamente
estudiadas en cuanto a sus aspectos estructurales, mecanismo catalitico y rol en el
metabolismo celular. En la actualidad (julio, 2014) se pueden encontrar en la base de datos
del PDB las estructuras de 6PGDH con hemidominios duplicados de 8 especies,
incluyendo Klebsiella pneumoniae [9], Saccaromyces cerevisiae [28], Ovis aries [29],
Lactoccocus lactis [30], Geobacillus stearothermophilus [31], Trypanosoma brucei [32] y

Escherichia coli [9] y Homo sapiens [33].

Las 6PGDHs de hemidominios duplicados son enzimas diméricas, cuyos mondmeros
de aproximadamente 470 aminoacidos poseen un peso molecular cercano a 52 kDa,
presentando un dominio N-terminal y 2 hemidominios de 6 hélices en el dominio C-
terminal, que incluye a-6, tal como se muestra en el diagrama de topologia de la figura 4.
Para la 6PGDH de Geobacillus stearothermophilus, Gs6PGDH, se ha logrado determinar
las Ky de NADP y NAD, las que corresponden a 17 y 3500 uM, respectivamente [31].
Esta preferencia por NADP es consistente con la presencia de los aminoédcidos N, Ry K en
loop a2-B2, de unidn a la region ribosa-adenina del dinucleétido, al igual que lo observado

en las SHIBADH mencionado anteriormente.
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Figura 4. Estructura y diagrama de topologia de EC6PGDH. (A) Se representa la estructura
de la Ec6PGDH. (lzquierda) En azul y gris se representa cada subunidad de Ec6PGDH, en
amarillo y purpura se representa el plegamiento tipo Rossmann del dominio N-terminal de la
cadena azul. (Derecha) Se representan los aminoacidos N33, R34, K38, que interactlan con parte
de la molécula de NADP (ATR , molécula que corresponde a NADP sin region ribosa-
nicotinamida). Los residuos K183, N187, E190, R445, H45 interactian con 6PG. (B) Diagrama
de topologia de Ec6PGDH, region N-terminal coloreada segin elementos de estructura
secundaria, region C-terminal coloreada segun hemidominio 1 (azul claro) y hemidominio 2 (azul
0SCUro).



En 1976, Veronese y cols [34] fueron los primeros en realizar una caracterizacion
cinética y estructural de la enzima de E. coli, ellos reportaron Ky, para NADP y 6PG de 33
y 50 uM, respectivamente. Para NAD en cambio, la informacion es ambigua ya que estos
autores sefialan no observar actividad probando concentraciones superiores a 1 mM de

NAD, pero no especifican la concentracion usada.

La estructura de la EC6PGDH ha sido determinada por cristalografia de proteinas [9].
Los residuos N33, R34 y K38 del dominio N-terminal participan de interacciones directas
con el fosfato esterificado en el 2°-OH de la ribosa adyacente a la adenina del dinucleétido,
(figura 4; [9]). El residuo R34 a su vez interactta con la adenina del dinucledtido mediante
empacamiento tipo = [2,35]. En el caso de NAD, la ausencia de las cargas negativas del 2°-
fosfato causaria que las cargas positivas presentes en R34 y K38 no contribuyan con la
energia de union, la cual favorece la discriminacion por NADP sobre NAD. De hecho,
mutaciones de los residuos homdélogos a R34 y K38 por A en 6PGDH de O. aries, reducen
en 2 6rdenes de magnitud la eficiencia catalitica de la enzima, afectando principalmente la
Kwm para NADP [36].

El dominio C-terminal est4 implicado en la unién al 6PG. En todas las estructuras de
6PGDHs se observa que la ultima a-hélice (0-6) del segundo hemidominio se desempaca
del resto del dominio y se empaca en la subunidad adyacente (Figura 4, [9]). Entonces, el
bolsillo de unién al 6PG se forma entre la primera y cuarta hélice del primer hemidominio
y la dltima alfa hélice (0-6), del segundo hemidominio proveniente del extremo C-terminal
de la otra subunidad. Los residuos N102, S128, K183, N187, E190 en una cadena y H451,
en a-6 de la subunidad adyacente, interactan con los hidroxilos centrales del 6PG (figura
4). En la 6PGDH de Ovis aries se mutaron los residuos homologos a K183 y E190,
permitiendo identificarlos como fundamentales para la oxidacion del 3-OH del 6PG y
descarboxilacion del intermediario oxidado, respectivamente [37]. Por otra parte, los
residuos Y191, K260, R287 de una cadena y R445 en al2 de la subunidad adyacente,
tienen relevancia en la interaccion con el fosfato del 6PG (Figura 4 [9]).
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6PGDHSs con un sélo hemidominio C-terminal

En los afios 70 y 80 aparecieron reportes de enzimas mas pequefias, con actividad
6PGDH, capaces de usar NAD o NADP como cofactor (enzimas duales, Tabla 1. cuadros
celestes). Estos reportes de purificaciones no estaban asociados al clonamiento del gen 'y a
los analisis de secuencia que permitieran correlacionar la especificidad por dinucleotidos
con motivos de especificidad [38-43]. Estos estudios mostraban enzimas tetraméricas, con
monomeros de aproximadamente 32 kDa, similar a lo observado con 3HIBADHSs. Sumado
a esto, para las especies Pseudomonas multivorans [39], Methylophilus methylotrophus
[43], y Methylobacillus flagelatum [44] se ha documentado la existencia de isoformas de
50 y 30 kDa aproximadamente, con actividades que sugieren preferencia por NADP y
NAD, respectivamente. Recién el 2010 fue clonada y expresada de manera recombinante la
6PGDH NAD preferente de Gluconobacter oxydans por Rauch y cols [41], lo que
permitiria corroborar que las 6PGDHs de s6lo un hemidominio presentan residuos
importantes para la especificidad por 6PG, homdlogos a K197 y E213 descritos

anteriormente. Sin embargo, no se han reportado evidencias de que en el bolsillo de union

a 6PG haya presencia de elementos de estructura secundaria provenientes de otra

subunidad, tal cual ocurre con residuos de la a-6 en el sitio activo de Ec6PGDH v el resto

de las 6PGDH con hemidominios dupliados.

En el PDB (marzo, 2012), se deposité la estructura de una 6PGDH putativa de
Geobacter metallireducens (Gm6PGDH), que muestra una asociacion tetramérica (4E21,;
figura 5, sin caracterizacién asociada). Esta enzima ha sido denominada por sus autores
PDB como una enzima NAD-dependiente. A pesar de aquello la estructura no presenta
NAD o 6PG y tampoco se ha reportado la caracterizacion de su actividad 6PGDH o la
preferencia por dinucle6tidos. Gm6PGDH corresponde a una proteina de 358 aminoéacidos,
cuyo dominio C-terminal posee un solo hemidominio de 6 alfa hélices y posee un 50% de
identidad de secuencia con la 6PGDH de Gluconobater oxydans ademas de presentar los
residuos clave para la interaccion con 6PG, como K y E, que apoyan su asignacion como
6PGDH. Gm6PGDH posee el motivo DLX3A en el loop f2-a2 del dominio N-terminal que

permite suponer que no poseeria preferencia por NADP.
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Tabla 1. Pardmetros cinéticos de Ec6PGDH y de 6PGDHs que se han
documentado Ky para NAD.

6PGDH NADP NAD
Kwm (“M) Keat (S-l) Kwm (P-M) Keat (s-l)

Escherichia coli 49 21 - -
Termotoga maritina 10 325 380 325
Bacillus stearothermophilus 17 - 3500 -
Pseudomonas ¢ 20 - 500 -
Pseudomonas multivorans 20 - 200 -
Gluconobacter oxydans 440 23 64 23
Leuconostoc lactis - - 320 -

Figura 5. Estructura de Gm6PGDH. 6PGDH de Geobacter metallireducens, (PDBid: 4E21)
estructura tetramérica coloreada por subunidades.
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A pesar de que la estructura de 6PGDH de G. metallireducens posee la misma topologia
que las 3HIBADHSs y otras BHADH, difiere de ellas, en que la alfa hélice terminal se
desempaca de la subunidad a la que pertenece, estableciendo interacciones con la
subunidad vecina (Figura 5). Sin embargo, en la region C-terminal de cada cadena en el

PDB, los ultimos 20 aminoacidos no muestran densidad electronica, dejando pendientela

conclusidn acerca de la contribucion intersubunitaria del sitio de 6PG puede ser un rasgo

conservado en las 6PGDHs independiente de la presencia de uno o dos hemidominios en el

C-terminal.

Aunque se han reportado relaciones evolutivas y estructurales entre las 3HIBADHSs y
las 6PGDHs de hemidominios duplicados [13], no se han realizado estudios evolutivos y
filogenéticos que vinculen a éstas con las 6PGDH de un hemidominio. Una revision
realizada en el afio 2006 por los autores de SCOP [45] establecié que las 6PGDHSs
provienen directamente de una duplicacién del dominio C-terminal de las 3HIBADHSs
(Figura 6). De esta forma, a partir de las 3HIBADH, se generaron 6PGDH homodiméricas
cuyos mondmeros poseen un dominio C-terminal con dos hemidominios de 6 alfa hélices.
Esta hipotesis evolutiva, que es parte de una nueva categoria de anotacién, blsqueda y
clasificacion de estructuras de proteinas de la reciente base de datos SCOP2 [46],

corresponde al estado del arte que se tiene sobre esta superfamilia de enzimas.

Tanto las 6PGDHs de hemidominios simple y duplicado, poseen elementos de
estructura secundaria que se desempacan de una subunidad e interacttan con la subunidad
adyacente. Esta caracteristica estructural no esta presente ni en las 3HIBADHSs ni en el
resto de las BHADHs. Por lo tanto, un evento de duplicacion como lo plantea Andreeva y
Murzin [45] no es suficiente para explicar los cambios estructurales involucrados en la
transicion desde las 3HIBADHSs a las 6PGDHs.

Es posible plantear que el primer evento evolutivo habria sido la especializacion de un
C-terminal capaz de unir 6PG, principalmente con el desempacamiento y extension de sus
extremos C-terminal hacia el sitio activo de las cadenas adyacentes. Luego en la

duplicacion para conformar 6PGDH diméricas en algunas especies.
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Figura 6. Origen de la 6PGDH dimérica. Figura adaptada de Adreeva y cols [45]. 1zquierda, se
representa el dimero de 3HIBADH. Derecha, se representa una cadena de 6PGDH. En azul se
colorea el dominio N-terminal de cada proteina. En rojo y verde se colorean los dominios C-
terminales de cadenas adyacentes de las 3HIBADHSs. ElI dominio C-terminal de las 6PGDH
esta coloreado en torno a las diferentes subunidades del dimero de la 3HIBADH.
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Un esquema de esta propuesta se muestra en la figura 7, donde tanto Go6PGDH como
Gm6PGDH asi como todas las 6PGDHs de cadena corta, serian parte de una de las dos
ramas principales de las 6PGDHs. Las 6PGDHs de esta rama presentarian el motivo de
union a la region adenina-ribosa D[V/L]X3A en el dominio N-terminal que permite
suponer la capacidad de unir preferentemente NAD, similar a lo que se observa en las
3HIBADHs y BHADH que contienen un aspartico en este motivo y que han sido
caracterizadas como enzimas NAD-preferentes. De esta manera la enzima antes descrita,
Go6PGDH, homologa a Gm6PGDH, pueden ser un excelente candidato para determinar su
estructura en presencia de 6PG y observar el extremo C-terminal, al igual que evaluar junto
a Ec6PGDH su preferencia por dinucledtidos, como representantes de miembros de la

familia con distintos motivos de union en el loop 02-f2 del dominio N-terminal.

La especificidad por sustratos en la familia 6PGDH estaria gobernada por eventos
evolutivos ocurridos en los dos dominios que conforman el plegamiento de la superfamilia
BHADH. Esta tesis presenta dos focos: uno sera establecer relaciones de estructura-funcion
que permitan comparar los sitios de 6PG en enzimas con uno o dos hemidominios. Esto
fue evaluado mediante analisis bioinformatico, analisis filogenético, cinética enzimatica,
modelamiento y simulaciones moleculares. El segundo foco sera entender la relacion entre
la preferencia por NAD y NADP y la presencia de distintos motivos de secuencia en o2-
B2. Para dar respuesta a esta interrogante, se realizaron mutaciones sitio dirigidas en
Ec6PGDH. Los efectos de estas mutantes fueron evaluadas por medio de cambios en la
especificidad para cada cofactor por medio de estudios de cinética enzimatica e ITC.
Ademas, se determind la preferencia por dinucledtidos de Go6PGDH, se generaron
cristales de proteinas, se model6 su estructura y se evaluaron por medio de dindmicas

moleculares otros residuos implicados en la discriminacion por cofactores.
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NRXzK 4
= D[V/L]X3A

6PGDH

D[V/L]XsA
B-HADH NRX3 K

Figura 7. Esquema resumen de la evolucion estructural de la familia 6PGDH.A los costados de
cada rama se muestran las conformaciones oligoméricas de cada tipo de enzima. En cuadrados
morados se representa el dominio N-terminal, los semicirculos blancos corresponden a
hemidominios de las BHADH, los semicirculos rojos representan los hemidominios duplicados
en las 6PGDH. El contorno negro representa la subunidad de cada oligémero. En flechas azules
se representa la contribucion intersubunitaria de hemidominios adyacentes. Al costado de las
figuras oligoméricas se muestra los motivos en el loop f2-02, NRXzK y D[V/L]X5A.
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HIPOTESIS

En la evolucion de las 6PGDHs, la subunidad adyacente contribuye con determinantes
de especificidad por 6PG independiente de la presencia de uno o dos hemidominios C-
terminal; mientras que la especificidad por dinucledtidos esta determinada por los motivos

en el loop p2-a2 en el dominio N-terminal.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los determinantes de especificidad por sustratos de 6PGDHs con uno o dos
hemidominios C-terminal, tanto variantes silvestres como mutantes del loop B2-02,

mediante enfoques cinéticos, estructurales y bioinformaticos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la evolucion estructural de la familia 6PGDH e identificar residuos

determinantes de especificidad por dinucléotidos y co-sustratos.
2. Expresar y purificar Go6PGDH y EC6PGDH.

3. Estudiar el efecto del 6PG sobre la actividad y preferencia por dinucleotidos, asi como el
efecto de 3HIBA en Go6PGDH y Ec6PGDH.

4. Caracterizar la preferencia por dinucledtidos en mutantes del motivo NRX3K del loop
B2-a2 de EC6PGDH.

5. Estudiar la interaccion de 6PG vy dinucleétidos con residuos del sitio activo de
Go6PGDH.
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MATERIALES

1. REACTIVOS

Tabla 2. Reactivos utilizados.

Proveedor Insumos
Becton Dickisnon (NJ-EEUU) Peptona
Biorad (CA-EEUU) Bradford
Biotium (CA-EEUU) Gel Red

Calbiochem (NJ-EEUU)

PMSF, Glicina, Tween-20, SDS

GE Healthcare (Sweden)

HisTrap™ HP

Invitrogen (CA-EEUU)

Genetailor, Acrilamida

IDT (I0-EEUU) Partidores

Lonza (Basel-Switzerland) LE Agarosa SeakKem®

Merck (NJ-EEUU) Azul de Coomssie R-250, APS,
Agar,Tris, MgCl,;, NaCl, NiSO0,,
Imidazol.

New England Biolabs®Inc (MA-EEUU)

Dpnl, 1Kb ADN Ladder, T4 ADN
Ligasa, ECORV

OMEGA Bio-tek (GA-EEUU)

E.Z.N.A (miniprep kit)

Biotium GelRed™

Stratagene PfuUltrall Fusion Polymerase
Fermentas Xhol, Ndel

Sigma Aldrich B-mercapto-etanol, BSA, NAD(P),

6PG, standard M.W. Metil (S)-(+)-3-
hidroxi-2-metilpropionato, TCEP

TCL (STGO-CHILE)

TEMED

US Biological (MA-EEUU) IPTG, Kanamicina, Tetraciclina,
ampicilina
Winkler (STGO-CHILE) Glicerol
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ablo Maturana

Biolabs Estandar de M.W. cod. P77085

Biosonda Estandar de M.W. 10-200 KDa

Se utiliz6 agua miliQ que posee una resistencia de 18,2 ohm.
2. CEPAS BACTERIANAS

Para la sobrexpresion de las proteinas estudiadas en este trabajo de tesis se usé la cepa
E. coli BL21(DE3) (F ompT hsdSB (rb” rb* ) gal decm (DE3)), PLysS, Amp', que posee una
copia del gen de la ARN polimerasa T7 inducible por IPTG.

Para la transformacion y extraccion de plasmidios se usé la cepa de E. coli DH5a (F
980lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAlendAl hsdR17 (rk” rk™ ) poa supE44 A thi” 1
gyrA96 relAl tonA.

3. VECTORES

El vector pET-TEV que contuvo el gen gnd (Ec6PGDH), variantes silvestre y mutantes,
y el gen gox1705 (Go6PGDH) se utiliz6 para la sobreexpresion de estas enzimas. El vector
posee un tamafio aproximado de 7200 pares de bases y contiene un gen que confiere
resistencia a kanamicina. Los genes gnd y gox1705 fueron clonados entre los sitios de
corte de las endonucleasas Ndel (permite la conservacion del codon de inicio) y Xhol, en
marco de lectura con la secuencia de hexa histidinas, ademas de un sitio de corte para TEV
en la region N-terminal. Las variantes mutantes de gnd se obtuvieron por medio de
mutagénesis sitio dirigida sobre el mismo vector, procedimiento que serd explicado méas

adelante.

El vector pBluescript Il KS(+) se us6 para el subclonamiento del gen gox1705, este
vector posee en su sitio multiple de clonamiento un sitio de corte para ECORV, ubicado en

el gen de la B-galactosidasa.
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4. PARTIDORES MUTAGENICOS Y DE SUBCLONAMIENTO

Los partidores mutagénicos para introducir mutaciones en el gen gnd fueron los

siguientes:
Asparragina 33 por Aspartico:

5 GTTATACCGTCTCTATTTTCGACCGTTCCCGTGA 3°

3> TTCGGCACCAATATGGCAGAGATAAAAGTTG 5’

Lisina 38 por Alanina:

5’ TCTATTTTCGACCGTTCCCGTGAGGCGACGGAAGAAGTGATT 3°

3> CGGCTCCAATATGGCAGAGATTAAAAGCTGGCAAGGGCACTC &°

Arginina 34 por Valina:

5" ATACCGTCTCTATTTTCGACGTTTCCCGTGAGCA 3’
3> TTCGGCACCAATATGGCAGAGATAAAAGCTG 5’

Los tripletes subrayados corresponden a los codones de los aminoacidos reemplazados.
Los partidores mutagénicos K38A fueron utilizados sobre el templado mutante gnd-N33D
y a su vez los partidores para sustituir la arginina 34 por valina fueron utilizados sobre la
doble mutante gnd-N33D-K38A.

Se us6 el siguiente par de partidores de sublconamiento con motivo de levantar el gen
gox1705 proveniente del vector pASK-IBA3 plus. Los partidores poseen zona de
apareamiento al extremo N-terminal del gen y sitio de corte para Ndel (letras
ennegrecidas) y una zona de apareamiento a la region C-terminal del gen, un codon de

término y sitio de corte para Xhol (Letras ennegrecida).

5 CATATGCGGATCGGAATCATCGGACTG 3’ Ndel (Partidor de avance)

5" CTCGAGTTATTTCTTTTCGACGTGTCCGCCG 3’ Xhol (Partidor reverso)
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METODOS

1. METODOS DE MICROBIOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR
1.1. Medios de cultivo
Medio Liquido

El medio Luria Bertani (LB) se us6 para el crecimiento de las cepas bacterianas DH5a y
BL21 de E. coli. Se prepar6 adicionando 10 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto
de levadura sobre 900 ml de agua desionizada. EI pH fue ajustado a 7,0 previo a aforar a 1

| final. Se esteriliz6 en el autoclave.
Medio solido Agar LB

A un medio LB se le agreg6 agar hasta una concentracion final de 1,7% p/v y se
esterilizé en autoclave. Para la suplementacion antibidticos, el medio solido fue calentado
hasta lograr una temperatura estimada de 65°C, se agregaron los antibidticos hasta una
concentracion final de 50 ng/ul.

1.2. Preparacion de ADN plasmidial

El ADN plasmidial de los clones recombinantes se purificaron mediante el uso del kit
E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit I de Omega Bio-Tek (CA-EEUU). Se determind la
absorbancia a 260 y 280 nm, de una dilucién 1:10 de la muestra purificada, en cubeta de

cuarzo. Las concentraciones de las muestras se calcularon mediante la ecuacion:
[ADN plasmidial] = Abs 260nm ¢ FD ¢ 50 (ng/ul)

El grado de pureza de las muestras se estimé usando la relacion Abs260/Abs280, la cual

resultd superior a 1,8, indicando un grado de pureza superior al 95% de ADN.

1.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Volimenes de 1 ul de muestra de ADN plasmidial se mezclaron con solucién
amortiguadora de carga 6X loading dye de fermentas (Tris-HCI 10 mM ph 7,6 EDTA 10
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mM, Azul de bromofenol 0,005 % y glicerol 10%) que fueron cargados en geles de
agarosa 0.8%. La agarosa fue preparada en solucion TAE 1X (Tris HCI 40 mM, acetato de
20 MM y EDTA 1 mM ) y Gel Red 1X (Biotium, CA-EEUU). Se incluy6 un carril con el
estandar de peso molecular MassRuler ™ ADN Ladder Mix (Thermo Scientific, CA-
EEUU) de 10 kpb. Las electroforesis se realizaron a voltaje constante de 80 V (fuente de
poder powerPac™ Basic, de Biorad, CA-EEUU).

1.4. Electrotransformacién de células

Se mezcl6 50 pl de células DH5a o BL21(DE3) electrocompetentes con 1 pul de ADN
plasmidial, en cubetas de electroporacion de 2 mm. Se utiliz6 un electroporador
GenePulser Xcell (Biorad) en condiciones de voltaje 2,4 KV, capacidad eléctrica 25 uF y
resistencia de 200 Ohm. Se colocaron las cubetas en la cdmara de electroporacion y se
genero el pulso. Las células electroporadas fueron suplementadas con 0,1 ml de medio LB
incubandose en tubos de microcentrifuga durante 1 hora a 37°C con agitacion moderada.
Luego de la incubacion se centrifugd a 850 x g por 10 minutos, se removié el sobrenadante
y el pellet fue sembrado en medio sélido agar-LB con los antibidticos correspondientes.

Las placas fueron incubadas por 16 horas o hasta obtener crecimiento de colonias.
1.5. Mutagénesis sitio dirigida

Para las mutaciones sitio especificas se utilizo el sistema Genetailor™ de Invitrogen
(CA-EEUU). EI procedimiento consiste en la amplificacién por PCR del plasmido pET-
TEV que contiene el fragmento de interés. Se utiliza un par de partidores, uno de ellos
contiene el codon mutagénico (Figura 8). El procedimiento utiliza como molde el plasmido
de doble hebra proveniente de una cepa DH5a, la cual es metilada especificamente en el

nucleétido de adenina en la secuencia GACT [24]

Luego de la reaccion de amplificacion, se somete la mezcla de PCR a digestion con la
enzima Dpnl, la cual reconoce metilaciones en la secuencia GACT, degradando asi los
plasmidos parentales. Los productos PCR lineales fueron transformados en células DH5a,
las cuales recircularizan los amplicones, formando de esta manera nuevamente el

plasmido, pero con la mutacion deseada.
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La reaccion de amplificacion se realizo en un volumen de 25 pl. La mezcla de reaccion
contenia 2,5 pl de amortiguador PCR 10 X, 30 ng de plasmido, 1 ul de ambos
oligonucledtidos (1 pM final para cada uno); 0,25 ul de la mezcla de deoxinucléotidos 25
mM, 0,5 pl (1,5 U) de la enzima Pfu Ultra II Fusion HS ADN®, y por ultimo 19,5 ul de
agua miliQ estéril. Las reacciones de mutagénesis se realizaron en un termociclador Peltier
Termal Cycler PTC-100® (MJ Research, Waltham-EEUU). Se utiliz6 un protocolo que
consistia de una etapa inicial de denaturacion a 95 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos
de amplificacion que incluian 3 etapas: 20 segundos a 95 °C; 20 segundos de alineacion a
la temperatura de apareamiento de los partidores utilizados y una etapa de extension a 72
°C por 2 minutos. Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa, resultando por lo general en una Unica banda de amplificacion con una
migracion electroforética cercana a los 7,2 Kb, correspondiente al tamafio del vector pET-

TEV-gnd en su forma lineal.

Region de sobreposicion  MUtacion: Regisn de extension

\ \
[ \ |
Partidor mutagénico = ﬁ 3
Partidor no mutagénico 3 ' 5
\ J \ J
| |
Regién de extension Region de sobreposicién

Figura 8. Disefio de partidores segin Kit Genetailor. En Azul se representa la regién de
extension, en rojo se sefiala la region de complementaridad y en amarillo, el codén mutagénico.
Los partidores para cada mutacion se encuentran detallados en la seccion de materiales.

Usando cada reaccion de PCR, se transformd células electrocompetentes de E.coli
DH5a obteniéndose colonias en todos los casos. Tres colonias resultantes de cada
transformacion fueron sometidas a extraccion de ADN plasmidial mediante kit de miniprep
(Omega). Muestras de 50 ng/ul en 15 L fueron enviadas a secuenciar por Macrogen Inc.
(Maryland, EEUU). En la secuenciacion se usaron los partidores universales del promotor
y terminador del fago T7, ubicados rio arriba y rio abajo respectivamente del gen gnd en
nuestro vector de expresion. Los cromatogramas de secuenciacion fueron analizados con el

programa Geneious v4.8 y las secuencias finales fueron contrastadas con la secuencia
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silvestre del gen gnd de E. coli para corroborar la adquisicion de la mutacion y descartar la

presencia de mutaciones espureas.

Usando el protocolo de mutagénesis descrito, se procedio primero a realizar la mutante
simple N33D, luego sobre el plasmidio mutado la segunda mutacion K38A vy

consecutivamente la mutacion R44V.

1.6. Subclonamiento de la 6 fosfogluconato deshidrogenasa de Gluconobacter

suboxydans y de Escherichia coli.

La 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Gluconobacter suboxydans fue donada por el
Dr. Uwe Deppenmeier del Institute fur Mikrobiologie und Biotechnologie de la
Universidad de Bonn, Alemania. El gen de esta enzima, gox1705, venia contenido en el
vector de expresion pASK-IBA3plus cuyo promotor es inducible por tetraciclina y que
posee una secuencia codificante para estreptavidina fusionado en el extremo C-terminal de
la proteina, sin poseer una regién de corte entre esta proteina y el gen de la enzima. Tanto
el sistema de expresion como de purificacion de este vector se aleja de los métodos
empleados en nuestro laboratorio, por otro lado nos resultd relevante para los fines de
nuestra investigacion, obtener la proteina fusionada en el extremo N-terminal con una
secuencia de corte de la proteasa TEV seguido de una region enriquecida en histidinas para

facilitar la purificacion.

El subclonamiento se realizd desde el vector pASK-1BA3plus al vector pET-TEV. Para
esto se realiz6 un PCR usando partidores flanqueantes de las zonas N y C terminal del gen,
en cuyos extremos 5’ se encontraban las secuencias de reconocimiento para las enzimas de
digestion Ndel y Xhol (partidor forward y reverse, respectivamente, detallados en la
seccion de materiales). El producto PCR se purificd desde la electroforesis de gel de
agarosa y se incubd con 1 U de T4 Ligasa y 30 ng del vector pbluescripll, que fue
previamente digerido con EcoRV, enzima de digestion que genera extremos romos,
durante 16 horas a 20°C. El producto de la ligacion se electroporé en celulas
electrocompetentes de E.coli DH5a, luego se plaqued en agar solido en presencia de 50
pug/ml Ampicilina y 15 pg/ml X-gal. Se seleccionaron las colonias resistentes a estos

antibidticos de coloracion azul a las que se les purifico el ADN plasmidial. Los Plasmidios
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puirificados fueron incubados con enzimas Ndel y Xhol, posteriormente se corrié un gel de
agarosa y se purificO una banda correspondiente al fragmente de gox1705 con los
respectivos extremos de las enzimas de restriccion, el cual fue incubado con T4 ligasa y el
vector pET-TEV, previamente digerido con Ndel y Xhol, durante 16 horas a 20°C. Los
productos de ligacién fueron electroporados en células E. coli DH5a, las células fueron
plaqueadas en agar LB sélido con resistencia a kanamicina. Las colonias que presentaron
resistencia a kanamicina, se les purificd sus plasmidios, siendo enviados a secuenciar por
Macrogen Inc. (Maryland, EEUU), utilizando los partidores universales del promotor y

terminador del fago T7.

Finalmente los plasmidios pET-TEV-gox1705 que resultaron positivos fueron
transformados en la cepa E. coli BL21(DE3) adecuadas para la expresion y purificacacion

de proteinas.

Para el procedimiento de subclonamiento de gnd, gen de la 6PGDH de E. coli, se utilizd
el mismo protocolo anteriormente expuesto, con la diferencia que gnd fue extraido

directamente desde el genoma de E.coli.

1.7. Test de induccion de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa de G. suboxydans y E.

coli

Los plasmidos pET-TEV-gox1705 y pET-TEV-gnd silvestre y mutantes fueron
electrotransformados en cepas BL21 (DE3) Tet' que fueron cultivadas en placas de agar
LB en presencia de kanamicina y tetraciclina. Para cada cepa transformada con sus
respectivos vectores de expresion se seleccionaron cuatro colonias al azar, las cuales
fueron incubadas en 3 mL de medio LB suplementados con los antibioticos
correspondientes a 37 °C durante toda la noche. Luego de esperar el crecimiento de las
colonias, éstas fueron inoculadas en 50 mL de medio LB liquido en presencia de 50 pg/ml
de tetraciclinay kanamicina. Se monitoreo el crecimiento del cultivo hasta alcanzar una
ODggo de 0,5, instancia donde se recolectaron 25 ml de indculo y traspasados a otro
recipiente (como control sin induccion). Los 25 ml restantes fueron inducidos con 1 mM
de IPTG durante 4 horas a 37 °C para el caso de gnd y de 4 horas a 37°C y 16 horas a 20°C

para el caso de gox1705. Posteriormente se centrifugd a 850 x g por 10 minutos ambos
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cultivos para obtener un debris celular, las cuales fueron resuspendidas en 2 ml de
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8,0, MgCl, 10 mM vy sonicados para lisar las células.
Nuevamente se centrifugaron las muestras a 18000 x g, a 4 °C por 30 minutos, luego se
determind la concentracion de proteinas y se cargaron ambos extractos (inducidos y no

inducidos) en un gel de poliacrilamida al 11,5 %.

2. METODOS DE CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE Go6PGDH vy
Ec6PGDH SILVESTRE Y MUTANTES

2.1. Purificacion de proteasa TEV, Gs6PGDH y Ec6PGDH mutantes y silvestre .
Purificacion de Gs6PGDH, Ec6PGDH, proteina silvestre y mutante

Se inocularon 50 ml de un cultivo crecido durante la noche anterior de la cepas de E.
coli BL21 (DE3) tet" transformada con los plasmidos pET-TEV-gnd silvestre y mutantes
(segun sea el caso), en 1 L de medio LB suplementado con tetraciclina (20 pg/ml) y
kanamicina (50 pg/ml). Cada cultivo, se incubo a 37 °C con agitacion a 200 rpm, hasta
alcanzar una ODg de 0,5. Luego, fue inducido con IPTG 1 mM y se mantuvo la agitacion
por 4 horas méas. Pasado este tiempo, las células fueron colectadas por centrifugacion a
8.000 x g por 30 minutos a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810R utilizando un rotor F-
34. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron suspendidas en un volumen
equivalente al 10 % del volumen inicial del medio LB, con el amortiguador Tris-HCI 50
mM pH 8,0, MgCI2 10 mM, NaCl 100 y 40 mM de imidazol, al cual se le suplementd el
inhibidor de proteasa, PMSF a una concentracion final de 1 mM. Para lisar las células y
liberar el contenido intracelular, se utilizd un sonicador Branson Digital Sonifier® (CA-
EEUU), con una sonda de 3,2 mm. Se aplicaron 12 pulsos con una amplitud de 40 % de 15
segundos con 1 minuto de pausa entre cada pulso en hielo. Luego, el extracto obtenido se
centrifugo a 18000 x g, a 4 °C por 30 minutos en una centrifuga BOECO M-240R. La cepa
E. coli BL21 transformada con pET-TEV-gox1705 fue sobreexpresada de igual forma que

Ec6PGDH con la diferencia que la induccion se realiz6 durante 16 horas a 20°C.

Los extractos de cada protefna se sometieron a una cromatografia de afinidad a Ni*? por

medio de una columna HisTrap™ HP de 5 ml de la empresa GE Healthcare (Sweden).
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Cargado el extracto, la columna fue lavada con 5 volimenes de solucion de resuspension y
eluida en un gradiente de 40 a 500 mM de imidazol. A las fracciones con mayor actividad
6PGDH se colectaron y se les determind la concentracion de proteina por el método de
Bradford [48]. Para chequear la homogeneidad de la preparacion de la enzima, se realizo

un analisis de SDS-PAGE, comprobando la pureza de cada una de las fracciones.
Purificacion de la Proteasa TEV

Para la proteasa TEV se usé el mismo método de purificacion que las 6PGDHs de E.
coli y de G. oxydans. El pellet de la induccién de la cepa con la proteasa TEV fue
resuspendido en una solucion de Tris-HCI 50mM pH 8.0, 500 mM de NaCl, 40 mM de
imidazol y 5 mM de B-mercaptoetanol. Se tomo la precaucion de incluir agente reductor en
cada solucién de purificacion. El extracto de proteinas fue cargado en una columna
HisTrap HP de 5ml, luego de recolectar el frente se realizé un lavado con la misma
solucion de amortiguacion de la resuspencion del pellet. La proteina se eluyd por medio de
un gradiente de imidazol, de 40 a 500 mM, se obtuvieron dos peaks que contenian la
proteina, el segundo resultd ser la proteasa en mayor estado de homogeneidad. La proteina
se dializ6 durante 2 horas en una solucion gque contuvo Tris-HCI 50mM pH 8,0, 300 mM
de NaCl, 1 mM de TCEP y 0,5 mM de EDTA para quelar metales divalentes remanentes
del proceso de purificacion que pueden afectar la actividad de la enzima. La enzima se
conservo en glicerol al 50 % a -80°C en una concentracion final de 1 mg/ml hasta su

posterior uso.
2.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

Fue llevada a cabo por el método de Bradford [48]. Para algunos experimentos se uso la
determinacion de absorbancia intrinseca de triptéfanos a 280 nm para obtener la
concentracion de proteina en agua. Se usaron los coeficientes de absortividad molar en
agua de 59250 cm™M™ para Ec6PGDH silvestre y mutantes, y 39420 cm™*M™ para
Go6PGDH entregados por el servidor ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).
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2.3. Electroforesis de proteinas en condiciones denaturantes (SDS-PAGE).

El analisis de las masas moleculares sobre las muestras de proteina de cada etapa de la
purificacion, se realizé mediante electroforesis en condiciones denaturantes en una camara
vertical Mini PROTEAN® 3 cell (BioRad). Las muestras se mezclaron en proporcion 3:1
con un amortiguador de carga 4 X (Tris-HCI 250 mM pH 6,8, glicerol 4 % v/v, SDS 8 %
p/v, p-mercapto-etanol 2,8 mM y azul de bromofenol 4 %) y se calentaron a 100 °C por 5

minutos.

Posteriormente, las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 11,5 %. Las
electroforesis se realizaron a corriente constante de 30 mA por 1 hora aproximadamente,
hasta el momento antes de la caida del frente de corrida (fuente de poder powerPac™
Basic, de Biorad, CA-EEUU). Como amortiguador de corrida se utilizd Tris-glicina-SDS
(Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y SDS 0,1 % p/v).

Realizada la electroforesis, se tifid el gel con azul brillante de comassie R-250 0,3 % p/v
disuelto en una mezcla de metanol 50 % v/v, &cido acético 10 % v/v, durante dos horas con
agitacion constante, y se destifio con la misma mezcla sin comassie, hasta obtener un
contraste claro de las bandas. La masa molecular relativa de las proteinas se determiné a
partir de su migracion electroforética. Se utilizO el estandar de peso molecular
SigmaMarker™ Low Range (Sigma) que contiene 7 proteinas patrén de una masa

molecular: 66, 45, 36, 29, 24, 20 y 14,2 kDa.
2.4. Proteolisis de cola de histidina

La remocion de la cola de hexa histidina de EC6PGDH fue llevada a cabo por la
proteasa de TEV. Para estudiar las condiciones Optimas de corte se utilizaron razones
molares proteasa:sustrato de 1:10, 1:20 y 1:30, a temperaturas de 4°, 20° y 30°C, siguiendo
la reaccion a los tiempos 0, 1, 2, 4 horas y overnight (figura 9A). La reaccion se realizé con
200 pg de 6PGDH en un volumen final de 200 pL en una solucién de Tris 50 mM pH 8.0,
EDTA 0,5 mM y TCEP 1 mM. Se tomaron alicuotas en los tiempos mencionados y se
detuvo la reaccién agregando reactivo de carga 4X e hirviendo la muestra 5 minutos a 100

°C. El seguimiento de la reaccion se realizé mediante Western blot (figura 9B).
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SDS-PAGE y Western Blot

Los geles fueron preparados al 12% de acrilamida y fueron corridos a 90 V durante el gel
concentrador y a 120 V durante el gel separador. La electrotransferencia fue realizada a
600 mA totales a 4 °C. La membrana fue bloqueada con leche al 5% y lavada con TBS-T.
Se utiliz6 Ni-NTA conjugado a peroxidasa, el cual fue incubado 1 hora a temperatura
ambiente. La membrana fue lavada con TBS-T 0,05% y fue revelada utilizando una
solucion con 18 mg de 4-cloro-1-naftol, 6 mL de metanol, 24 mL de Tris Salino y 60 pL

H,0, 30%. La cuantificacion de las bandas se realiz6 mediante el programa ImageJ.

% Corte

1:10

1:20

Tiempo (Hrs) © 1 4 0 1 4 0 1 4

Fig. 9. Ensayo de actividad de la protesa TEV. Distintas temperaturas, tiempos de reaccion y
relaciones molares de la proteasa y el sustrato fueron usadas en el ensayo. (A) Cuantificacién de
bandas mediante el programa ImageJ, tiempo O hrs fue considerado arbitrariamente como 0% de
actividad. (B) Western blot utilizando Ni*? - NTA-HRP, las bandas representan proteinas que no
fueron proteolizadas.

2.5 Sintesis de 3-hidroxisobutirato

La sintesis del 3 hidroxisobutirato, integramente desarrollada en esta tesis, se llevd a
cabo gracias a las facilidades de equipamiento otorgada en los laboratorios de Quimica
Bioinorganica del profesor Patricio lturriaga y en el laboratorio de Fisicoquimica de
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Polimeros de la profesora Marcela UrzGa. Ambos laboratorios del Departameto de

Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Para la sintesis de 3HIBA se utilizd el ester Metil (S)-(+)-3-hidroxi-2-metilpropionato
obtenido de Sigma Aldrich. Un volumen de 1 ml del ester se someti6 a hidrélisis basica
con un 5% de exceso molar de NaOH en agua como medio de reaccion. La reaccion se
mantuvo a reflujo durante 24 horas a 37°C. El producto de la reaccion se congel6 usando
nitrogeno liquido y se realizd un secado seco por medio de un proceso de liofilizacion. La
sal del acido 3HIBA fue disuelto en agua y titulado con HCI (,) concentrado hasta alcanzar
pH 7,0.

El proceso de sintesis quimica tuvo un rendimiento superior al 95 %, esto fue
corroborado, al igual que la integridad de la molécula, por medio de resonancia magnéetica
nuclear de protones, H-RMN, figura 10. En la figura se representan las sefiales
espectroscopicas de los protones con los respectivos multplicidades que indican la cantidad
de protones. A 1 ppm se observa la sefial de los protones del 2-metil a 2,4 ppm se aprecia
el proton del carbono 2 de la molécula. Y en el desplazamiento de 3,4 y 3,6 ppm aparecen
los cuadrupletes del carbono 3. A 4,8 ppm se observa la sefial propia del intercambio
H,0/D-0. El resto de las sefiales corresponden a trazas de acetato de etilo que quedaron

presentes luego de la preparacién de la muestra.
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Figura 10. Espectro H-RMN del producto de la sintesis de 3HIBA. En el eje de las ordenadas
se representa la intesidad de la sefial, en las abscisas, el desplazamiento quimico. Se muestran las
sefiales integradas para los hidrdgenos presentes en el 2-metil, en carbono 2 y en el carbono 3 del
3HIBA. 31



2.6 Titulacion de sustratos

Todos los sustratos (NADP, NAD y 6GP) fueron llevados a pH cercarno a 7,0. La
concentracion se determind mediante el cambio de absorbancia hasta la formacion de
NAD(P)H monitoreado a 340 nm, en una mezcla de reaccion que contenia a la propia
Ec6PGPDH previamente purificada para el caso del NADP y G6P, 0 a LmG6PDH (Sigma-
Aldrich) para el caso del NAD. Se utiliz6 una concentracion de co-sustrato al menos 20
veces mayor, lo cual garantiza que mas del 99,9% del sustrato a titular se convierta a
producto. Una vez que la ha consumido todo el sustrato, la diferencia entre las
absorbancias inicial y final de la mezcla de reaccion, AAbs 340 nm, se utilizd para

determinar la concentracién (C) real de los sustratos mediante la ecuacion 1:
Abs280=C g1 (Ecuacion 1)

En donde, ¢ es el coeficiente de extincion molar del NADPH e 1, es el paso éptico de la
cubeta (1 cm). Debido a que el valor del coeficiente de extincién del NADPH de 6220 U.A
M™ cm™ a 340 nm [49] fue determinado en condiciones de pH, fuerza idnica y temperatura
distintas a las usadas en estas mediciones, es que se optd por utilizar un coeficiente de
extincion aparente determinado para nuestras condiciones de trabajo de 5186 U.A. M'cm™

[22]. Preparados de esta manera, los sustratos se conservaron a -20 °C.

2.7 Determinacion de la actividad enzimatica de Go6PGDH y Ec6PGDH silvestre y

mutante

La actividad enzimatica de EC6PGDH se determind en un mezcla de reaccion que
contenia: amortiguador Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, NADP 0,4 mM, 6PG 2 mM a pH
8,0. Para el caso de Go6PGDH a diferencia de NADP se usé 0.4 mM de NAD. Durante la
reaccion enzimatica, se monitore6 la formacion de NADPH a 25 °C por medio del aumento
en la absorbancia a 340 nm. Utilizando el coeficiente de extincion de 5186 U.A. M-1 cm-1,
se calcul6 la actividad de la enzima como el nimero umoles de NADPH formados por

minuto y por volumen de enzima (ml) lo que equivale a una unidad de enzima (U).

Los ensayos cinéticos se realizaron en un espectrofotometro Biotek Synergy 2 UV-
visible a 25 °C, con dos inyectores utilizando placas Nunc® de 96 pocillos (modelo
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269620), las cuales tienen propiedades adecuadas de trasmitancia y baja adsorciéon de

proteinas.

Se genero un protocolo a traves del software Gen5 del espectrofotémetro, para realizar
las mediciones cinéticas. La secuencia de pasos se aprecia en la figura 11. En todos los
casos, la reaccion siempre fue desencadenada con la adicion de enzima. Se realizaron tres
réplicas para cada concentracion, con cinéticas de 30 segundos a una tasa de adquisicion de
datos, que resultaba en 334 observaciones totales: unas cada 9 centésimas de segundo. Se
midio la absorbancia a 340 nm antes y al final del experimento con el proposito de calcular
el sustrato consumido. Adicionalmente, el espectrofotémetro midio la longitud del paso
Optico de cada pocillo para normalizar las mediciones a una longitud de paso Optico de 1

cm.

B Read: (A) 340

="=-WEII Mode
eﬁDispense 10 pL using dispenser 1
gshake: Fast for 0:02
eﬁDispense 10 pL using dispenser 2
gshakﬂ: Slow for 0:02
Q}Start Kinetic [Fun 0:30.00, Interval 0:00,09]

Read: (A) 340

‘{E End Kinetic

=|L_Eru:| Mode

I2Read: (A) 340

Figura 11. Protocolo software Gen5. Instrucciones creadas en el software del espectrofotometro
para realizar las mediciones cinéticas. Los iconos pequefios representan los diferentes pasos
efectuados para cada medicion. En el dispensador 1 se coloca la enzima, la cual es inyectada al
pocillo que contiene la mezcla de reaccion, seguido de un paso de agitacion por 10 segundos. En
el dispensador 2 se coloca el 6PG, la cual es inyectado para desencadenar la reaccion. Este paso es
seguido de una segunda agitacion por 2 segundos. Finalmente se realiza la cinética. Esta
secuencia se repite para cada pocillo de la placa.
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Se realizaron mediciones de curva de progreso para NAD y NADP en condiciones de
velocidad inicial a distintas concentraciones de 6PG. La concentracion de sustrato
consumido no supero el 5% del total. En los ensayos cinéticos para las 6PGDHSs de E. coli
y G. oxyddans se usé una solucion amortiguadora que contenia Tris 25 mM pH 8,0, 10
mM de MgCl, y 100 mM de NaCl a 25°C . Las concentraciones de enzimas variaron de
acuerdo al rango de concentracion de sustratos usados en las cinéticas. En casos de baja
concentracion de 6PG se usd hasta un maximo de 50 nM y 500 nM de Ec6PGDH en
curvas de NADP y NAD respectivamente. Para Go6PGDH por su parte, se usé una
concentracion maxima de 20 nM para cinéticas con ambos cofactores. En cinéticas a
concentraciones altas de 6PG, tanto para EC6PGDH como para Go6PGDH se utiliz6 5 nM

de enzima, independiente del tipo de cofactor implicado en las curvas de progreso.

En las mediciones de velocidad inicial para EC6PGDH a distintas concentraciones de
sustrato, se utilizaron mezclas con 12 concentraciones de NADP, cubriendo un rango para
este sustrato de 2 a 850 pM. Estos ensayos se realizaron a concentraciones fijas de 6PG
que iban desde 2 hasta 0,025 mM. En el caso de las mediciones con NAD, se us6 un rango
de concentracion desde 0,5 hasta 45 mM de NAD, por sobre la cota superior de
concentracion de este nucleotido se observa el artefacto optico “difusion de luz” [50],
descartandose esos puntos. El rango de concentracion de 6PG usado fue desde 0,5 hasta
22,5 mM.

En las mediciones de velocidad inicial de NAD y NADP para Go6PGDH se us6 un
rango de concentracion para los dinucledtidos desde 5 hasta 500 pM combinadas de
concentraciones de 6PG entre 5 y 2,5 mM. Para las cinéticas en las que se uso
combinaciones menores de 6PG (entre 2 a 0.25 mM) las concentraciones de NAD y NADP

usadas variaron de 10 a 1000 uM y de 25 a 2000 uM, respectivamente.

Para los ensayos de velocidad inicial de las mutantes de EC6PGDH, se utilizaron rangos
de 1 hasta 10 mM de NADP y entre 1 y 45 mM de NAD a la concentracion fija de 2 mM
de 6PG.
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En la determinacién de los parametros cinéticos para 6PG se utilizaron rangos de
concentracion del azucar entre 5 y 1500 uM para el caso de Go6PGDH y 5 y 1000 uM
para EC6PGDH, esto a concentraciones saturantes de NAD y NADP respectivamente.

2.8 Determinacion de las constantes cinéticas aparentes.

Las constantes cinéticas tanto de la enzima silvestre como mutantes, se calcularon a
partir de mediciones de velocidad inicial (Vy) a diferentes concentraciones de sustrato (S)

(ver resultados), ajustando a los datos el modelo cinético de Michaelis-Menten descrito por

la ecuacion:
_ Vmax x[S] .,
Yo = TS (Ecuacion 2)
En donde,
Vmax = kcar X Er (Ecuacion 3)

En la ecuacion 2, La Ky es la constante de Michaelis, cuyo significado corresponde a la
concentracion de sustrato a la cual Vo = %2 Vuax. La Vumax por su parte, es la velocidad
méaxima que puede alcanzar la reaccion catalizada por la enzima y a su vez, equivale al
producto de la constante catalitica keix por la concentracion de enzima total [E]y.
Especificamente, la ke Se calcula por medio de la ecuacion:

Vmax X PMgpgpn) X0.001
60

keqr(s™1) = (Ecuacion 4)

Vmax es la velocidad maxima expresada en unidades de pmoles mint mg'l de enzima;
PM es el peso molecular de la enzima 6PGDH expresado en g/mol; 0,001 el factor de
conversion para convertir los g/mol en mg/umoles y 60 el factor de conversion para

convertir los minutos a segundos. Finalmente, la key Se expresa en s™.

Los ajustes a los datos cinéticos fueron realizados en el programa SigmaPlot 11.0
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2.9 Efecto del 3HIBA en la actividad relativa de Ec6PGDH y Go6PGDH

Se determiné el efecto de la concentracion de 3HIBA en la actividad relativa de
Ec6PGDH y Go6PGDH. Cada ensayo de actividad enzimatica contuvo el tampon Tris 25
mM pH 8.0, 100 mM de NaCl y 10 mM de MgCl, ademas de 0,1 mM de 6PG y 5 mM de
NADP, para el caso de EC6PGDH y 0,6 mM de 6PG y 5 mM de NAD, para Go6PGDH. Se
usaron concentraciones de 3HIBA desde 0,1 hasta 60 mM. Para cada ensayo a
concentracion fija de 3HIBA, se determiné el promedio de la actividad enzimatica, que fue
normalizada por la actividad en ausencia del inhibidor y graficado versus la concentracion
del 3HIBA.

2.10 Mediciones de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular fueron determinados en un espectropolarimetro
JASCO J-815 del laboratorio de Biofisica Molecular, del Instituto de Fisica de Séo Carlos,
de la Universidad de S&o Paulo. Se midio en el rango de UV-lejano (200 a 300 nm) usando
una celda con 1 mm de paso Optico. Las muestras contenian Tris-HCI 50mM, pH 8,0,
MgCl, 5 mM y concentraciones de proteinas de 5 y 10 uM. Cada medicion comprendio el
promedio de 8 determinaciones de espectro. Los datos fueron determinados en términos de
elipticidad observada, en unidades de miligrados.

2.11 Mediciones termodinamicas de la interaccion proteina-ligando a través de

microcalorimetria isoterma de titulacion

En esta tesis se realizaron estudios de interaccién de la unién de NAD(P) y 6PG a
Go6PGDH y Ec6PGDH, en este Gltimo caso tanto las ezimas silvestre como mutantes.
Previo a cada experimento las enzimas se purificaron por afinidad al tag de hexa histidina,
y el que se elimind por digestion proteolitica con la proteasa TEV. Las proteinas fueron re
purificadas por filtracion en gel, usando una columna preparativa 16/60 Sephacryl S-200
GE, lo que permiti6 por un lado, eliminar agregados e impurezas como también mudar la
solucion de solucién inicial por 50 mM de HEPES pH 7,5 y 0,05 mM de TCEP, condicién
que resulto adecuada para los experimentos de ITC con EcC6PGDH y Go6PGDH. El stock
de ligandos fue diluido en la misma solucion de purificacion por exclusion molecular de

las enzimas. Es muy relevante descartar cambios de entalpia dependientes de la interaccion
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de la solucion en la celda y la solucion en la jeringa a medida que se va realizando la
titulacion, por tal motivo tanto la celda como el inyector deben poseer la misma matriz

analitica.

En la titulacion de EC6PGDH con 6PG, NADP y NAD la celda contuvo 13,5 uM, 22,5
UM y 20 uM de enzima, respectivamente. Las jeringas de inyeccion de muestra
conteniendo 417 uM de 6PG, 500 uM de NADP y 1 mM de NAD en la misma solucién de
la proteina . En cada experimento fueron realizadas un total de 30 inyecciones de 8 ul de
titulante en intervalos de 300 segundos. Para la titulacion de ligandos con la mutante N33D
de EC6PGDH la celda contuvo 30 uM de la enzima para el caso de la titulacion con NADP
y 40 uM de enzima para la titulaciéon con NAD, en una solucion de 50 mM de Hepes pH
7,5y 0,056 mM de TECP . La jeringa contuvo volimenes de 800 uM de NADP y NAD
para cada experimento. Para cada ligando se realizaron un total de 35 inyecciones de 8 pl

de titulante en intervalos de 300 segundos.

En la titulacion de la mutante N33D-K38A de la 6PGDH de E. coli con NADP. La
celda contuvo 40 uM de proteina en una solucion de 50 mM Hepes pH 7.5 y 0,05 mM de
TCEP. La jeringa contenia 1 mM de NADP. Un total de 29 inyecciones de 9 pl de titulante

fueron realizadas en un intervalo de 300 segundos.
2.12 Cristalizacion de Go6PGDH

Se ensayaron experimentos de cristalizacion de Go6PGDH en estado apo, y co-
cristalizacion con NAD, 6PG y 3HIBA. EI método utilizado fue difusién de vapor por gota
sentada, con un volumen de 80 ul de solucion madre en el reservorio y una mezcla de 0,8
ul de muestra por 0,8 ul de solucion del reservorio de la gota. Se ensayaron 6 kits de
cristalizacion, ensayando 3 concentraciones de proteina distintas, 5, 12 y 15 mg/ml. El
crecimiento de los cristales fueron observadas al microscopio de luz y por medio de un
seguimiento en linea hasta los 3 meses. La condicion mas favorable al crecimiento de
cristales, se optimizé mediante la ampliacion de la matriz de concentracion del agente
precipitante y sal. Se obtuvieron cristales de geometria hexagonal para la ezima en estado

apo y en presencia de NAD y 6PG.
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3. METODOS BIOINFORMATICOS

3.1. Busqueda de secuencias homologas a la familia 6PGDH

Con motivo de incluir organismos distintos a nivel taxonomico se realizé una busqueda
de homologos de EC6PGDH y de Go6PGDH, ambas proteinas parte de la superfamilia f3-
hidroxidcido deshidrogenasa con el programa blastp 2.2.22 utilizando la matriz de
sustitucion BLOSUMG62 [51], en la base de datos de secuencias no redundantes UniProt

(http://www.uniprot.org/).

La basqueda se hizo teniendo en cuenta las diversas variantes de 6PGDH que
presentaban distintos motivos en el loop B2-a2, ademdas de la presencia de uno o dos

hemidominios en la region C-terminal.
3.2. Alineamiento de secuencias

De las secuencias encontradas se eligié un total de 66 secuencias, no redundantes y
ubicuas a todas las clases y representantes de los distintos grupos de especificidad. Dichas
secuencias se alinearon usando el programa ClustalX 2.0.12 [52]. En primera instancia se
creo un perfil estructural en base a un alineamiento de las estructuras de los PDBs 3FWN y
4E21. Contra el perfil estructural se alinearon un grupo de 10 secuencias de 6PGDH, con
uno y dos hemidominios en la region C-terminal, generando un nuevo perfil de
alineamiento. Las secuencias restantes fueron alineadas contra el perfil anterior, usando la
matriz de sustitucion BLOSUMG62 e iterando en cada paso del alineamiento. Finalmente se

realizé un alineamiento multiple para reordenar posiciones.

El alineamiento de secuencias generado, fue usado para la construccién de un arbol

filogenético de la familia 6-fosfogluconato deshidrogenasa.
3.3. Superposicién y arbol estructural

Se hizo una busqueda en la base de datos Protein Data bank de las estructuras
clasificadas segin SCOP como la familia de dominio C-terminal 6-fosfogluconato y 3-

hidroxisobutirato deshidrogenasa (a.100.1.1). Para incluir estructuras que carecian de
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clasificacion pero que correspondian a la clasificacion estructural segin SCOP, se uso la
funcion de busqueda por similaridad 3D [53]. Estructuras correspondientes a 6-
fosfogluconato  deshidrogenasas,  3-hidroxisobutirato  deshidrogenasas, tartronato
semialdehido reductasa, serina deshidrogenasa y [ hidroxiacido deshidrogenasas sin
caracterizar, fueron superpuestas usando el programa STAMP 1.2 [54] de multiseq 2.1 [55]
integrado en el programa VMD 1.9.1 [56]. El algoritmo de STAMP 1.2 procede mediante
un ajuste de minimos cuadrados, en el cual para dos estructuras A y B se toman un
conjunto de n atomos provenientes de los carbonos a de la molécula A y B, se calculan las
traslaciones y rotaciones que minimizan el RMSD (ecuacion 5) para cada atomo de A con

respecto a B en sus coordenadas cartesiandas .

L — 2 P— 2  — )2
RMSD = \/2‘{1 (X4i—XBi) + (Y4i=YBi) + (Zai—Zpi) (ECU&Ci()n 5)

n n n
3.4. Construccion del arbol filogenético de la familia 6 fosfogluconato deshidrogenasa

Para la construccién de éste arbol filogenético se utilizé el programa Mr Bayes 3.2.0
[57] usando el modelo evolutivo WAG, un modelo empirico a partir de la comparacién de
un gran nimero de alineamientos de secuencias de proteinas solubles. Como archivo de
entrada se usé un alineamiento de 63 taxas de 6-fosfogluconado buscadas y alineadas por
las metodologias descritas previamente en 3.1 y 3.2. Se utilizd6 como grupo externo 3
secuencias de 3-hidroxisobutirato deshidrogenasas. Para la tasa de variacion entre los sitios
se asumio una distribucion gama. EI nimero de generaciones fue ajustado a 10 millones de
arboles con una frecuencia de muestreo cada 1000 generaciones. Fueron descartados el

10% de los arboles generados.
3.5. Modelamiento por Homologia de Go6PGDH

En la actualidad, no se encuentra la estructura cristalogréafica de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa de Gluconobacter oxydans, por tal motivo se utiliz6 la metodologia de

modelamiento por homologia para obtener una representacion tridimensional de esta.
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Se us6 como templado la estructura de 6 fosfogluconato deshidrogenasa de Geobacter
metallireducens PDBIid:4E21 (Gm6PGDH), enzima que presenta el mayor parentesco
evolutivo a la Go6PGDH dentro de las 6PGDH encontradas en el PDB.

La estructura de Gm6PGDH carecia de densidad electrdnica en la region C-terminal y
en varios loops a lo largo de la proteina. Para obtener estas regiones se uso la funcion
automodel de Modeller 9.11 que permitié completar la estructura ademas de modelar el
tetramero de esta enzima en presencia de ambos ligandos [53]. A pesar de esto, el extremo
C-terminal del templado no quedd bien modelado, por lo que la siguiente extrategia fue
construir un templado quimérico donde los dominios N y C terminales fueron tomados de
la Gm6PGDH vy la region terminal del dominio C-terminal fue tomada de la estructura
cristalogréfica de E. coli (PDBid: 3FWN). El porcentaje de identidad de Go6PGDH con
Gm6PGDH es de 50% vy el porcentaje de identidad de la region cola del dominio C-
terminal de Go6PGDH con la misma region de EC6PGDH es de un 39%.

Como alineamiento para la construccién del modelo se utilizé el generado para la
construccion del arbol filogenético. Se uso la funcion automodel [58] para la generacion de
los modelos usando el templado quimérico EC6PGDH y Gm6PGDH. Los modelos fueron
evaluados mediante los servidores web ProSA [59] y Verify 3D[60]. Se model6 el dimero
que mantiene contribucién inter cadenas entre ellos, con el motivo de disminuir el computo
para las simulaciones moleculares. El tetrdmero fue reconstruido por medio de
superposicién estructural con el PDBid 4E21 y fue minimizado usando el campo de fuerza

GROMOS presente en el programa Swisspdb viewer [61].
3.6. Docking molecular

El acoplamiento molecular o docking constituye una herramienta que permite modelar
la interaccién proteina-ligando. En este trabajo de tesis se realizd el acoplamiento de los
ligandos NAD/NADP, 6PG y 3HIBA al modelo generado de Go6PGDH. Para esto se uso
el programa autock Vina [62]. Por medio del programa autodock tools el modelo de
Go6PGDH se le agregd hidrogenos y se guardd en un formato apto para las simulaciones
de docking. Para cada ligando se gener6 una grilla que permite hacer un posicionamiento

inicial de los ligandos y que delimita el espacio de interaccion posible entre las moléculas
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y la proteina. Como no es posible realizar un docking de mas de un ligando a la vez, se
acoplo primero los BHA y luego los dinucléotidos. Las conformaciones obtenidas se
analizaron por medio del software Pymol y se selecionaron los ligandos que presentaron
una coordinacion con energias de interaccion favorables. En un mismo PDB se incluyod el
modelo por homologia de Go6PGDH y los ligandos acoplados en el proceso. Se calcularon
las distancias de interaccion de aminoacidos importantes con los ligandos posicionados a

través del programa VMD.
3.7. Dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular, que permiten calcular las
contribuciones de energias de enlace, angulos, diedros, van der waalls y coulombicas en un
sistema proteico, asi se pueden estudiar las interacciones entre Go6PGDH y 6PG y NAD
durante un determinado tiempo. Se usé el programa NAMD 2.9 [63] utilizando el campo
de fuerza AMBER para lipido y proteinas, y el modelo TIP3P para las moléculas de agua
del sistema. El sistema de simulacion consiste en el dimero de Go6PGDH que presenta en
uno de los sitios activos las moléculs de 6PG y NAD acopladas previamente por docking
molecular, adicional a esto, se posicionaron moléculas de Na* que permitieron equilibrar
las carga neta del sistema [64], el que fue simulado en una caja de moléculas de agua. Para
mantener el sistema estable e impedir la exclusion de atomos producto de la simulacion, se
impusieron condiciones periodicas de borde, que permite replicar el sistema en todas las
direcciones. Esto significa que si producto de la simulacién una molécula sale del sistema
espacial, es posible incorporarla por el extremo opuesto, permitiendo mantener el sistema

estable durante toda la simulacién.

Previo a realizar las dindmicas el sistema fue minimizado. Este proceso corresponde a
la busqueda de la conformacion que sea mas estable, haciendo que la energia entre los
atomos sea la menor posible. Posteriormente, el equilibrado tiene como objetivo llevar al
sistema a una temperatura constante de 300 K. Se realizaron 5000 pasos de minimizacion y

de equilibrado, finalmente el sistema fue simulado durante 10 nanosegundos.

Se analizaron los cambios estructurales que fue adoptando la proteina y los dominios de

esta durante el transcurso de la simulacion por medio del calculo de RMSD. Se calculd
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adicionalmente el RMSD de los ligandos durante el transcurso de la dindmica. Se analizé
la formacion de puentes de hidrogeno entre la proteina, 6PG y NAD, para esto se recurrié a
la extension de VMD Hbonds 1.2, ademéas de utilizar un script en lenguaje Tcl/Tk
facilitado por un colaborador que permitié determinar y cuantificar los puentes de
hidrogeno por residuo durante la trayectoria de la dindmica molecular. Se consideraron los
puentes de hidrogeno directos que se forman entre dos atomos a una distancia menor o

igual a 3.2 A y un angulo inferior a 60° entre el donante y el aceptor del hidrégeno.
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RESULTADOS

Capitulo |
EVOLUCION ESTRUCTURAL DE LA FAMILIA 6PGDH

1. Andlisis estructural de Gm6PGDH

SCOP define a la superfamilia a.100.1 “dominio C-terminal tipo 6-fosfogluconato
deshidrogenasa” como enzimas que presentan un dominio N-terminal de plegamiento tipo
Rossmann y un dominio C-terminal helicoidal que varia en arquitectura dependiendo del
tipo de familia SCOP. Dentro de las familias de a.100.1 se encuentra la familia a.100.1.1
“dominio  C-terminal  3-hidroxisobutirato  deshidrogenasa y  6-fosfogluconato
deshidrogenasa”. Se busco en el PDB las estructuras pertenecientes a esta familia
considerando la definicién estricta de SCOP (Tabla 3). La estructura de la 6PGDH putativa
de Geobacter metallireducens (PDBId: 4E21), a pesar de poseer una arquitectura similar a
las 3HIBADH, sus elementos de estructura secundaria en el dominio C-terminal se
disponen de manera distinta. En la figura 12 se muestra la estructura de Gm6PGDH vy las
interfaces de interaccion entre los hemidominios de cada cadena, los cuales conforman un
dimero y un tetramero. La interfaz donde se establece la interaccion entre dos subunidades,
estd dada por la asociacion de los hemidominios complementarios rojo y azul (Figura 12,
B), formando un dimero. La interfaz de asociacion entre los pares de hemidominios
complementarios rojo-azul y naranjo-gris forman un tetramero (figura 12, A). Si se
superponen los dominios helicoidales de subunidades adyacentes de Gm6PGDH (cadena
roja y azul) con el dominio C-terminal de EC6PGDH, coloreada en verde (figura 12, D), es
posible comprender que los hemidominios del dimero complementario de la enzima de G.
metallireducens son equivalentes al dominio C-terminal duplicado de una cadena de
Ec6PGDH. Este dominio posee una arquitectura simétrica, siendo uno de los ejes de

simetria, el centro de las primeras alfa hélices de cada hemidomio C-terminal.

Las estructuras de las 6PGDHSs de dos hemidominios, 3HIBADHs y Gm6PGDH, se

diseccionaron en sus respectivos dominios N-terminal y hemidominios C-terminal. En la
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Figura 12. Empacamiento de hemidominios de Ec6PGDH y Go6PGDH. (A) 6PGDH de
Geobacter metallireducens (PDBIid: 4E21), estructura tetramérica coloreada por subunidades. El
eje vertical representa la interfaz de dimeros complementarios (rojo-azul y gris-naranjo). (B)
Dominios helicoidales complementarios de las subunidades roja y azul de Gm6PGDH. El eje
horizontal representa uno de los ejes de simetria y la interfaz dada entre los hemidominios
complementarios. En lineas punteadas azul y rojo se completan los loops en que hay ausencia de
densidad electronica. (C) Superposicion estructural de hemidominios complementarios de
Gm6PGDH con el dominio helicoidal de una cadena de EC6PGDH. En linea punteada negra se
esquematiza la union de los hemidominios rojo y azul, simbolizando el evento de duplicacion-
fusion.
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figura 13 A, se muestra la superposicion estructural de Ec6PGDH, Gm6PGDH vy
Hs3HIBADH, como representantes del resto de las estructuras de la superfamilia. En el
dominio de plegamiento tipo Rossmann, las 6PGDHSs presentan elementos estructurales
que interactian con el hemidominio de la subunidad complementaria, para el caso de un
dimero de Gm6PGDH (en cuadrado resaltado, interaccion naranjo-naranjo), y con el
segundo hemidominio de Ec6PGDH, aunque, en menor medida (en cuadrado resaltado,
interaccion verde-negro). Al superponer el primer hemidominio del dominio C-terminal de
Ec6PGDH con los dominios C-terminales de la Hs3HIBADH y Gm6PGDH se ve una
correspondencia estructural, salvo hasta la Gltima alfa hélice (figura 13B). La alfa hélice
terminal de las 3HIBADHSs se disponen hacia el eje de simetria y centro del dominio C-
terminal. Las alfas hélices terminales del primer hemidominio de Gm6PGDH vy del
dominio C-terminal de EcC6PGDH, en cambio, se disponen distales del centro o eje de
simetria del dominio C-terminal. Al superponer el segundo hemidominio del dominio C-
terminal de EC6PGDH con los dominios C-terminales de las otras BHADHs (figura 13C),
se aprecia que Hs3HIBADH carece de una region terminal prolongada y dispuesta de
forma desempacada del centro del dominio helicoidal, como si ocurre con las 6PGDHSs, no
importando en éstas si poseen uno o dos hemidominios en el dominio C-terminal. Se
observa que la alfa hélice terminal de EC6PGDH se prolonga méas que la regién C-terminal
de Gm6PGDH, debido a que esta ultima carece de densidad electronica en su estructura
cristalogréfica.

2. Anélisis filogenético y de motivos conservados en la familia 6-fosfogluconato
deshidrogenasa

2.1. Busqueda de estructuras, alineamiento y arbol estructural de la familia SCOP
a.100.1.1

Las estructuras de la familia SCOP a.100.1.1 (Proteinas con dominio C-terminal 3-
hidroxisobutirato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa) corresponde
justamente a la superfamilia B-hidroxiacido deshidrogenasa denominada en 1996 por

Hawes y cols [13]. Estos autores establecieron relaciones para estas proteinas solo en base
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Hemidominios
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Figura 13. Superposicion estructural de dominios de Hs3HIBADH, Gm6PGDH y Ec6PGDH.
(A) Se representa una superposicion en cartoon de los dominios N-terminal y hemidominios
complementarios de Ec6PGDH (verde el dominio N-terminal; negro el hemidominio
complementario), de Gm6PGDH (naranjo) y de Hs3HIBADH (morado). En el cuadrado, se resalta la
interaccion interdominios que ocurre en las 6PGDHs entre elementos de estructura provenientes del
dominio N-terminal (regién sombreada azul), con elementos del hemidominio complementario
(region sombreada amarillo). (B) Superposicién estructural del primer hemidominio del dominio C-
terminal de Ec6PGDH (verde) con el hemidominio helicoidal de Hs3HIBADH (morado) y de
Gm6PGDH (naranjo). (C) Superposicion de los elementos estructurales de (B) con el segundo
hemidominio de Ec6PGDH, representado en new cartoon negro.
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a alineamientos de secuencia aminoacidica y relacionando las funciones enzimaticas. La
caracteristica coman del bolsillo de union a 6PG en las 6PGDHs, es la presencia de una
lisina importante para el mecanismo de oxidacion del BHA [8, 10, 37], tal cual se describe
en la introduccion. Con el objetivo de observar caracteristicas estructurales que distinguen
a las enzimas pertenecientes a la familia 6-fosfogluconato deshidrogenasa dentro de la
superfamilia B-hidroxidcido deshidrogenasa y a los caracteres que confieren la
especificidad por los cofactores NAD o NADP en esa familia, se realizé una busqueda de

estructuras pertenecientes a la superfamilia BHADHs.

Ademas de la clasificacion SCOP, se us6 la funcion 3D similarity presente en la base de
datos del Protein Data Bank, con el motivo de encontrar proteinas homologas a la familia
a.100.1.1 que no se encuentran catalogadas en SCOP [53]. En la tabla 3, se muestran los
resultados de la busqueda, clasificados segin la funcién enzimatica otorgada por los
autores del PDB, el organismo al que pertenecen, si tiene o no cofactor como ligando
cristalografico y la secuencia en el loop B2-a2. Las enzimas denominadas como 6-
fosfogluconato deshidrogenasa, son las Unicas que poseen uno (resaltado en amarillo) o
dos (resaltado en verde) hemidominios helicoidales en la region C-terminal.
Interesantemente, las enzimas en amarillo corresponden a un grupo de enzimas que no han
sido enzimaticamente caracterizados, por lo tanto no se sabe si efectivamente corresponden
a 6PGDH como fueron denominadas por los autores del PDB, o bien pueden oxidar otro
BHA. Las 6PGDHs resaltadas en verde, por otro lado, son enzimas estructural y
cinéticamente bien caracterizadas, todas tienen presente el motivo estructural NRX3K, esto
se correlaciona con la fuerte preferencia por NADP que ellas ostentan. En el caso de las
6PGDHs de Homo sapiens, Escherichia coli y Ovis aries, se ha reportado su estructura
cristalografica en presencia de NADP(H) o ATR (molécula de NADP sin la region

nicotinamida).

Se realizo un alineamiento estructural de las proteinas representadas en la tabla 3. De
cada estructura de la tabla se trabajé solo con la cadena A. En el caso de las 6PGDHSs cuyo
dominio C-terminal se encuentra constituido por dos hemidominios, se truncaron de tal
manera de dejar todas las enzimas con s6lo el primer hemidominio. En la figura 14, se

representa el arbol de semejanza estructural a partir de la superposicion de estructuras de la
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superfamilia BHADH, usando como grupo externo la enzima propanoato deshidrogenasa
(familia SCOP a.100.1.10, rama roja). De las estructuras putativamente asignadas como
6PGDHs, resaltadas en amarillo en la tabla 3, sélo la 6PGDH de Geobacter
metallireducens agrupa mas proxima con las 6PGDH de 2 hemidominios (rama azul). A

pesar de esto, en el loop f2-02 no estd presente el patron de secuencia NRX3K.

Para cada rama principal se muestra el alincamiento de los residuos en la hélice al del
primer hemidominio, involucrados en la oxidacién del B hidroxiacido, especificados como
motivo catalitico en la introduccidn. Lisina es un aminoécido estrictamente conservado en
la superfamilia BHADH, que participa del mecanismo de oxidacion del hidroxilo ubicado
en el carbono tres de los diversos P hidroxidcidos. Las ramas amarilla, verde y celeste no
logran diferenciarse como clados especificos de acuerdo a la funcidn enzimatica reportada
por los autores PDB. La rama 6PGDH se logra definir por la presencia de un &cido
glutdmico siete residuos rio abajo de la lisina. En la figura 14 se muestran los 2 eventos
estructurales que acompafan el origen de la especificidad de 6PG por sobre otros BHA. El

primer evento (nodo circular de color rojo) da origen a la familia 6PGDH por medio de la

aparicion de residuos como el acido glutdmico en el motivo catalitico y la extension del

Ligando en

Funcién denominada PDB Organismo cristal Motivo Publicacién
3-Hydroxyisobutyrate dehydrogenase BG0O [Saimonella typhimurium DLNPOA
3-Hydroxyisobutyrate dehydrogenase BPDU |Geobacter sulfurreducens NADP NRNPAK
3-Hydroxyisobutyrate dehydrogenase 219P  [Homo sapiens NAD DVFPDA -
3-Hydroxyisobutyrate dehydrogenase RCVZ |thermus thermophilus HB8 NADP NRTFEK (2005) J.Mol.Biol. 352:905-917
[Tartronate semialdehyde reductase [IVPD |Saimonellatyphimurium DRNPEA 2009) J Struct Funct Genomics 10: 249-253
L-Serine dehydrogenase BCKY |Fubacterium barkeri DLMEAN 2008) J.Mol.Biol. 382: 802-811
L-Serine dehydrogenase BOBB |[pseudomonas aeruginosa DLVQSA 2012)J.Biol.Chem. 287:1874-1883
Oxidoreductase BL6D |Pseudomonas putida NRSPGK -
b-Hydroxyacid dehydrogenase 1136 |Methanothermobacter thermautotrophicus NAP GRSPS
Oxidoreductase BQHA |Mycobacterium avium 104 DIRIEA
6-phosphogluconate dehydrogenase WGBJ [Dyadobacter fermentans NRTASK
6-phosphogluconate dehydrogenase WME21 |Geobactermetallireducens DLNVNA
6-phosphogluconate dehydrogenase BQSG |Alicyclobacillus acidocaldarius DAASA
6-phosphogluconate dehydrog MGWK [Homo sapiens NRTVSK (2012) Cancer Cell 22:585-600
6-phosphogluconate dehydrog R2IKV [Homo sapiens NADP NRTVSK (2012) Cancer Cell 22:585-600
6-phosphogluconate dehydrogenase [2ZYG |Klebsiella pneumoniae NRSREK 2009) J.Struct.Biol.
6-phosphogluconate dehydrogenase [BFWN [Escherichia coli ATR NRSREK 2009) J.Struct.Biol.
6-phosphogluconate dehydrogenase [2ZYA [Escherichia coli NRSREK 2009) J.Struct.Biol.
6-phosphogluconate dehydrogenase [1PGJ |Trypanosoma brucei NRTYSK 1998) J.Mol.Biol. 282:667-681
6-phosphogluconate dehydrogenase [21YO [Lactococcuslactis NRTTSK 2007) FEBS J. 274:275
6-phosphogluconate dehydrogenase [2W90 |Geobacillus stearothermophilus NRLREK 2009) Acta Crystallogr.,Sect.F 65: 450
6-phosphogluconate dehydrogenase [2P4Q_[Saccharomyces cerevisiae NRTQSK 2007) Bmc Struct.Biol. 7: 38-38
6-phosphogluconate dehydrogenase [1PGO |Ovis aries NADPH NRTVSK (1994) Structure 2: 651-668
6-phosphogluconate dehydrogenase [LPGP |Ovis aries NRTVSK (1994) Structure 2: 651-668

Tabla 3. Estructuras encontradas en el PDB de la superfamilia pBHADH. Por cada estructura se
representa el nombre designado por los autores (en amarillo se representan las 6PGDHSs putativas de
un hemidominio, en verde aquellas de dos hemidominios), el codigo PDB, organismo, presencia de
NAD(P) en la estructura cristalografica y el motivo en el loop p2-02.



A

Putative 6PGDH - Alicyclobacillus acidocaldarius
B-HIADH M. thermautotrophic

Propanoate dehydrogenase Synechocystis sp. PCC 6803

Oxidoreductase Geobacter sulfurreducens

Tartronate semialdehydo reductase S. thyphimurium
3-HIBADH T. Thermophilus HB8
putative 3-HIBADH H. sapiens
L-serine dehydrogenase
Eubacterium barkeri

putative 3-HIBADH

S. thyphimurium
Oxidoreductase ELRSSYT
M. avium 104

Popanoate dehydrogenase Aquifex aelicus

Propanoate dehydrogenase Haemophilus influenzae

putative 6PGDH D. fermentans

2-HMGDH E. barkeri

g Oxidoreductase P. putida KT244
Ovis aries

Saccharomyces cerevisiae
Klebsiella bneumoniae
Escherichia coli
o

"

Putative 6PGDH Geobacter metallireducens
Trypanosoma brucei

Geobacillus str P i
Lactococcus lactis Homo sapiens

1 2 3

Figura 14. Arbol estructural de la superfamilia BHADH y estados. (A) La rama azul
representa las 6 fosfogluconato deshidrogenasa. Otros colores representan las ramas principales
del dendograma. Para algunas ramas se muestra un alineamiento de residuos conservados
presentes en el sitio activo. La lisina (sefialada por flechas negras) es ubicua a todos los miembros
de la superfamilia. El acido glutamico (sefialado por flecha azul) esta solo presente en las
6PGDHs incluyendo Gm6PGDH. Como grupo externo se us6 a las propanoato dehidrogenasa
(rama roja) pertenecientes a la superfamilia SCOP a.100.1. En los nodos rojo y negro se mapean
los dos principales eventos evolutivos-estructurales de la familia 6PGDH. (B) En nimeros se
sefialan los 3 estados estructurales de la superfamilia BHADH vy las respectivas estructuras
oligoméricas, en ellas se representan esquematicamente el dominio N-terminal (cuadrados
morados) y los hemidominios del dominio C-terminal (semicirculos blancos y rojos representan
hemidominios simples y duplicados, respectivamente). El contorno negro define la subunidad de
una estructura oligomérica. Las flechas azules corresponden a la contribucion intersubunitaria de
residuos de hemidominios adyacentes en el sitio activo de una subunidad.
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hemidominio de cada subunidad, cuyos residuos lograrian interactuar con el sitio activo
adyacente. El segundo evento (nodo circular de color negro) corresponde a la duplicacién
del hemidominio C-terminal, conformando asi 6PGDH de caracter dimérico como la
Ec6PGDH. Por lo tanto, la familia 6PGDH que es parte de la superfamilia BHIADH, esta
conformada por dos subfamilias, la subfamilia de 6PGDH de dominio C-terminal con un

hemidominio y la subfamilia 6PGDH de hemidominio duplicado.

2.2 Analisis filogenético de la familia 6-fosfogluconato deshidrogenasa

Para el estudio evolutivo de la familia 6-fosfogluconato deshidrogenasa se usé el
programa Mr. Bayes 3.2.0. Se realizd un alineamiento de secuencias de 66 taxas, el cual
sirvi6 de archivo de entrada para generar el arbol filogenético mediante inferencia
bayesiana. Se us6 como grupo externo, las 3-Hidroxisobutirato deshidrogenasas, con el fin

de enraizar el arbol.

En el arbol, filogenético de la figura 15 el ancestro ya poseeria la extension del C-
terminal. La primera bifurcacion corresponde al evento de duplicacién del hemidominio
helicoidal C-terminal, lo que implicé que algunas 6PGDHs pasaran de ser tetrameros,
como el resto de las BHADHs, a dimeros, cuya conformacion oligomérica es propia de esta
subfamilia dentro de la superfamilia. En cada rama principal se puede, a su vez, evidenciar
la segregacion en ramas secundarias correlacionadas con motivos de secuencia en el loop
B2-a2 representados en el alineamiento a la derecha de la figura. El motivo NRX3K cuyos
residuos positivos permiten interactuar con el 2"-fosfato de la regidén adenina-ribosa del
NADP, y el motivo D[V/L]X3A que en ausencia de residuos positivos probablemente
indique falta de preferencia por tal cofactor. De acuerdo con las taxas de la rama rama 1
(figura 15) la duplicacion del hemidominio helicoidal es observada en eucariontes y
bacterias. En la rama 2, de representantes de sélo un hemidominio en la regién C-terminal,
encontramos s6lo enzimas pertenecientes a bacterias. En la rama 4, cuyo hemidominio fue
duplicado, las enzimas poseen un motivo DVX3N y corresponden sélo a organismos del
reino Fungi. La hipotesis mas parsimoniosa sugiere que el motivo ancestral habria
correspondido a uno que no posee R y Ky por lo tanto, no habria discriminado por el uso
de NADP.
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Un aspecto interesante de la familia 6PGDH, es la presencia de distintas isoenzimas en
un mismo organismo. Las bacterias de Bacillus megaterium, Leuconostoc mesenteroides,
Methylobacillus flagellatus, Lactobacillus rhamnosus, Bacillus anthracis, Streoptmycetes
avermitilis, poseen 6PGDHs de uno y dos hemidominio, con motivos D[V/L]XsA y
NRX3K, respectivamente. Esto se puede correlacionar a los estudios realizados para
algunas de las especies mencionadas [38-44], en donde se reportaron caracterizaciones
bioquimicas de isoenzimas de alto y bajo peso molecular en un mismo organismo y que
diferian en cuanto a la actividad especifica por cofactor. La subdivisién de enzimas de un
solo hemidominio con motivo NRX3K, solo se encontrarian presente en las especies de la
rama 5. Con respecto a enzimas del reino Fungi, que son parte de la sub rama de enzimas
de hemidominios duplicados y con un motivo DVX3N en el loop f2-02, provienen de
especies como Emericella nidulans, Penicillium chrysogenum, Aspergillus oryzae vy
Truchophyton tonsurans que también poseen isoenzimas de hemidominio duplicado con
motivo NRX3K (rama 3, figura 15). En el caso de Metarzidium acridum, interesantemente
posee una 6PGDH con un s6lo hemidominio, con un motivo de DVX3A (enzima no
incluida en el arbol) y dos enzimas con hemidominios duplicados, de motivos putativos de

unién para NADP y NAD (rama 3 y 4, respetivamente).

Las 6PGDHSs pertenecientes a plantas se dividen en dos ramas, ambas de hemidominios
duplicados con el motivo NRX3K, en una rama se encuentran las 6PGDHSs de plastidios y
en otra rama se encuentran 6PGDHSs citosolicas. Un ejemplo de esto ya fue reportado
filogenéticamente y constituye una evidencia de endosimbiosis [66].

A partir de estos resultados decidimos estudiar un representante bacteriano de cada
subfamilia: En el caso de las de hemidominio duplicado, la enzima de E. coli, aunque
presenta estructura conocida, su caracterizacion por la preferencia de cofactores es
incompleta, (aungque se le considere especifica por NADP). En el caso de las de un
hemidominio, la enzima de Go6PGDH aungue se ha demostrado por caracterizacion
cinética que es preferente por NAD, no se ha estudiado estructuralmente, para ella ni para

ningun representante de la subfamilia, la interaccidn con sus sustratos en el sitio activo.
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Figura 15. Arbol filogenético de la familia 6-fosfogluconato deshidrogenasa. 3-hidroxi isobutirato
deshidrogenasa fue usado como grupo externo enraizante (Rama Negra). La familia 6 fosfogluconato
deshidrogenasa esta dividida en dos ramas principales, aquellas que poseen un hemidominio duplicado
(rama 1) y aquellas que no lo presentan (rama 2). Dentro de cada rama es posible observar ramas
subdivididas de acuerdo a la presencia de los motivos NRX3;K y D[V/A]X;A en el loop f2-a2. (ramas
celeste, azul claro, azul y azul oscuro). Las estrellas rojas representan los dos miembros de las 6PGDHs
estudiadas en este trabajo de tesis.
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Capitulo 11

EXPRESION, PURIFICACION Y GENERACION DE MUTANTES DE
Ec6PGDH Y Go6PGDH

Acorde a los resultados filogenéticos obtenidos, las 6PGDHSs de E. coli y G. oxydans,
fueron los casos de estudio escogidos, en donde es posible evaluar la conformacion del
bolsillo de union a 6PG y las especificidades por dinucle6tidos. Se hace entonces necesario

expresar y purificar enzimas estables para obtener resultados en dicha direccion.

1. Subclonamiento de Go6PGDH, Ec6PGDH y mutagénesis sitio dirigida de
Ec6PGDH

El gen gox1705 correspondiente a la 6-fosfogluconato deshidrogenasa de
Gluconobacter oxydans fue subclonado en el vector pET-TEV. El tamafio del gen esté en
torno a las 1000 pb, el extremo 5 del gen fue empalmado en correcto marco de lectura con
una regioén codificante para hexa histidinas, y un sitio de corte para la proteasa TEV, entre
la region codificante para la proteina y la secuencia de seis histidinas. Una vez obtenido el
clon positivo, se envido una muestra de 5 ng/ul de ADN plasmidial en 15 a 20 pl a
secuenciar a Macrogen ™, para observar el resultado del empalme y desechar la presencia
de mutaciones espureas. En la figura 16 se documentan las etapas de amplificacion de
gox1705 del vector original, subclonamiento en el vector intermediario pBluescriptll y
luego escision del fragmento desde el vector del subclonamiento hasta la ligacién en el
vector pET-TEV.

Usando los procedimientos descritos en Materiales y Métodos seccion 1.5, se obtuvo las
mutantes N33D, N33D-K38A y N33D-R34V-K38A de Ila 6-fosfogluconato
deshidrogenasa de Escherichia coli. Los plasmidios mutantes fueron secuenciados por
Macrogen ™. En la figura 17 se muestran los resultados de secuenciacion en los codones

mutados.
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Figura 16. Subclonamiento de Go6PGDH (A) PCR Clonamiento gox1705 desde vector pASK-
3iba (carril 4), carril 1 2 y 3 Control corresponden a control positivo. (B) PCR de colonias con
ligacion gox1705 con PBS, carril 9 control positivo. (C) carril 1 gox1705 ligado desde vector PBS
con y escindido con Ndel y Xhol, carril 2 y 3 vector pET-TEV escindido con Ndel y Xhol. (D)
Carril 2-7 PCR colonia con ligacion pET-TEV con Gox1705, carril 1 control posivito Gox1704.
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Figura 17. Cromatograma de secuenciacion para las mutantes de EC6PGDH N33D, N33D-
K38A y N33D-R34V-K38A. Se muestran los cromatogramas de secuenciacion en la region del
loop B2-a2 para cada mutante (simple, doble, triple) y de la proteina silvestre. En rectangulos rojos
se resaltan los aminoacidos mutagenizados.
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2. Purificacion y eliminacion del tag de histidina de Go6PGDH y Ec6PGDH

2.1 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

La proteasa TEV fue purificada a homogeneidad usando como sistema de expresion el
vector pET-TEV y una columna cromatografica por afinidad a histidina. Se tomo la
precaucion de usar, en cada paso de purificacion, 5 mM de B mercaptoetanol debido al
contenido de cisteinas tanto en el sitio activo como expuestas a solvente de la proteasa. La
enzima (1 mg/ml) se conservo a -80°C a en una solucién amortiguadora deTris-HCI 50
mM a pH 8.0, 100 mM de NaCl, 1mM de TCEP y 50% de glicerol. En la figura 18C se
muestra un gel SDS-PAGE con las etapas de purificacion. Se us6 una elucién en gradiente
de imidazol, observandose siempre dos picos cromatograficos correspondientes a la
proteasa TEV, el primero en presencia de impurezas de pesos moleculares superiores e
inferiores, en el segundo pico se evidencio la elucion de la proteasa TEV sin las impurezas

antes mencionadas.

La enzimas Go6PGDH y Ec6PGDH variante silvestre y mutantes, también fueron
sobreexpresadas en el vector pET-TEV de manera que la secuencia de hexa-histidinas que
permite purificar las proteinas producidas puede ser removida por digestion con la proteasa
TEV. A partir de 1 a 2L de cultivo, se obtiene cerca de 100 mg de extracto de proteina
total, los que fueron cargados por la columna de afinidad y lavados con 10 volumenes de
40 mM imidazol. La elucién se realiz6 en gradiente de concentracién de imidazol (40 a
500 mM de imidazol) o por etapas, en la que se eluye proteina a concentraciones discretas
de imidazol. Las 6PGDHSs de E. coli y G.oxydans eluyen a 250 mM de imidazol. En la
figura 18.A se muestran los resultados de purificacion de la enzima Ec6PGDH, en los
carriles se aprecian las distintas etapas del procedimiento, contiguo al gel se muestran los
eluidos de las enzimas mutantes N33D, N33D-K38A-R34V, purificadas a homogeneidad.

En la figura 18 B se representa un gel de purificacion de la enzima 6PGDH de G. oxydans.

55



= 5N
&= E =1
50KDa —> -i - — — -
B St 1 2 3 4 5 6
46 KDa —> _. vy
30KDa —> -l
C St 12 3 4 5 6
50KDa —>
30KDa —=> — c—

Figura 18. Purificacion de Go6PGDH y Ec6PGDH silvestre y mutantes. (A) Gel de
purificacion de EC6PGDH proteinas silvestre y mutantes. Carriles: (St) Estandar de peso molecular
Biosanda 10-200 KDa. (1) Extracto crudo. (2) Frente de columna de purificacion. (3) Lavado 40
mM de Imidazol. (4) Elucion de Ec6PGDH (5) Lavado 500 mM Imidazol. (6) Elucion Ec6PGDH
N33D (7) Elucion Ec6PGDH N33D-K38A (8) Elucion de EC6PGDH N33D-R34V-K38A. (B) Gel
de purificacion de Go6PGDH. Carriles: (St) Estandar de peso molecular Biolabs P77085. (1)
Extracto crudo. (2) Frente de columna. (3) Eluciéon 40 mM de imidazol. (4) Elucién 50 mM de
imidazol. (5) Lavado 500 mM Imidazol. (6) Ec6PGDH (C) Gel de purificacion proteasa TEV.(St)
Estandar de peso molecular Biosonda 10-200 Kda. (1) Extracto crudo. (2) Frente de corrida. (3)
Lavado 40 mmM de imidazol. (4) Primer peak de elucién de TEV (4) Segundo peak de elucion de
TEV. (6) Lavado de 500 mM de imidazol.
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Para evaluar el efecto de las mutaciones en la estructura secundaria se compard los
espectros de dicroismo circular de las 6PGDHs de G. oxydans y E. coli, silvestre y
mutantes (figura 19). Los espectros de las mutantes muestran que no se producen
alteraciones en el contenido de la estructura secundaria de las proteinas mutantes con
respecto a la proteina silvestre. Los espectros de Go6PGDH y Ec6PGDH difieren, debido
al menor contenido de estructura helicoidal por mol de la primera enzima, disminuyendo la
sefial caracteristica para alfas hélices en los minimos a 208 y 220 nm. En paralelo se
analiz0 la estabilidad estructural de la mutante triple y las enzimas silvestres de E. coli y G.
oxydans por medio del seguimiento del dicroismo circular a 220 nm al aplicar una rampa
de temperatura 2°C/min. Esto permite hacer un seguimiento de la estructura secundaria de
la proteina, en un rango de temperatura de 25 a 90 °C. Para un experimento que representa
el promedio de 8 mediciones se determind una Tm de 59 °C para la 6PGDH de E. coli. La
mutante triple N33D-R34V-K38A de EC6PGDH mostré una Tm de 58°C. Por su lado, la
enzima de G. oxydans cuya Tm fue de 65°C (figura 20), la observacién de 4 posibles
estados podrian indicar un caso de desplegamiento y disociacién mas complejo debido al
estado oligomérico.

2.2 Ensayos de corte con proteasa TEV

Se realizaron en una solucion amortiguadora de Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, 100 mM
NaCL, 1 mM de TCEP, EDTA 0,5 mM en un volumen final de reacciéon de 45 ml. Se
utilizaron distintas proporciones de sustrato y enzima a tres temperaturas y tres tiempos de
reaccion. Se realizé un western blot utilizando Ni*? - NTA-HRP, que identifica al tag de
histidina de EcC6PGDH, para cuantificar el proceso de corte. Se cuantifico la eficiencia de
corte usando el programa ImageJ. La primera observacion es que a 4°C la reaccion es mas
lenta que a 20 y 30°C sin encontrarse notables diferencias entre ellas, a 20°C se observo
menos agregacion de proteina cortada por la proteasa TEV. A cuatro horas de reaccion a
temperatura ambiente ya casi la totalidad de la proteina fue proteolizada, el rendimiento de
la reaccion de corte siempre alcanzé un valor en torno al 60% para el caso de EC6PGDH
silvestre y mutantes. Se establecié como protocolo la incubacion por cuatro horas a
temperatura ambiente, usando una proporcién molar de proteasa TEV: proteina sustrato de

1:20, en amortiguador Tris y en presencia de 1 mM de TCEP como agente reductor.
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Figura 19. Espectros de dicroismo circular de las proteinas Go6PGDH y Ec6PGDH, silvestre
y variantes mutagenizadas. La concentracion de proteina usada para cada experimento fue de 10
uM. Se grafica la elipticidad observada e mili grados en funcion de la longitud de onda.
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de Go6PGDH, Ec6PGDH
y la mutante N33D-R34V-K38A (DVA) de EC6PGDH . Se midio6 la elipticidad observada a 222
nm en una rampa de 25 a 90 °C con una tasa de incremento de temperatura de 2°C cada 5 min.
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Capitulo 111

EFECTO DEL 6-FOSFOGLUCONATO EN LA ACTIVIDAD DE Ec6PGDH Y
Go6PGDH

Una vez purificadas las enzimas representantes de las subfamilias con uno y dos
hemidominios, asi como las formas mutantes, se procedid a caracterizar los parametros
cinéticos de las enzimas silvestres en relacion con la especificidad por dinucleotido y la

saturacion por 6PG.

1. Estudios cinéticos en condicién de velocidad inical

Previo a cada ensayo cinético, las enzimas purificadas fueron diluidas hasta obtener una
concentracion enzimética de stock entre 200 hasta 500 nM para ambas enzimas. La
concentracion final en el pocillo de reaccion varié también desde 5 hasta 50 nM, en
volimenes de 0,2 a 0,3 ml de reaccion por pocillo. En la solucién stock que contenia 50
mM de Tris-HCI pH 8.0, 2 mM de B mercaptoetanol, 10 mM de MgCl, y 100 mM de
NaCl, la actividad se mantiene estable relativa a los tiempos de ensayos e incubaciones. La
pendiente inicial de la curva se calculé en un intervalo de tiempo que asegurara un
consumo de sustrato menor al 5 % del total, y mostrara un comportamiento lineal de la
velocidad inicial con respecto a la concentracion de sustrato. Con los datos obtenidos del
conjunto de curvas de progreso se graficaron curvas de velocidad inicial a distintas
concentraciones de NAD, NADP y 6PG. Estos datos se ajustaron a un modelo hiperbdlico,
obteniéndose los pardmetros cinéticos segun la ecuacion de Michaelis-Menten, con los que

se calculd la constante de especificidad, k./Kw, para cada dinucleétido.

1.1 Efecto en la concentracion de 6PG en la actividad de Ec6PGDH

Se estudio el comportamiento de los parametros cinéticos aparentes para NADP y
relativos a distintas concentraciones de 6PG, el ajuste de estos datos permite determinar el

valor de las constantes cinéticas ket Y Ky reales para EC6PGDH y Go6PGDH.

59



Para EC6PGDH al aumentar la concentracion de 6PG de 0,1 mM a 2 mM (figura 21) ,
los valores de k™™ para NADP aumentaron de manera hiperbélica mientras que se
observo una disminucion hiperbélica para los valores de Ky* de NADP. La saturacion
por 6PG permite disponer de una enzima que es cataliticamente activa a menores
concentraciones relativas de NADP. Los ajustes para ambas curvas al alcanzar la
saturacion de 6PG, permiten obtener el valor en la asintota para ke €s igual a 41,8 sty
para la Ky es de 16,8 uM. Con estos valores es posible calcular el cuociente Keo/ Ky para
NADP, resultando en 2,5 s™/uM,

Se estudid también el comportamiento de los pardmetros cinéticos aparentes para NAD
en Ec6PGDH, frente al incremento del 6PG. En la figura 22, los datos de K™ para NAD
a distintas concentraciones de 6PG fueron tentativamente ajustados a un comportamiento
sigmoideo. A pesar de las diferencias en el comportamiento cinético cuando el
dinucleétido carece del 2" fosfato, el valor en la asintota resulta similar, siendo 45,6 s™. Sin
embargo, los valores de Ky, al saturar el sitio con 6PG, no parece mostrar una tendencia,
siendo todos muy cercanos a 30 mM. Por lo tanto se calculd el promedio resultando en
32500 uM, con propodsito de obtener la constante de especificidad para NAD a
concentracion saturante de 6PG, kea/ Kw, siendo de 1,4- 102 s™/uM..

Con los valores de las constantes de eficiencia para NADP y NAD se obtiene la
preferencia por dinucle6tido como Kead K>/ kea! Kn*°. EC6PGDH resulta ser 1715

veces més preferente por NADP que por NAD (tabla 4).

Tabla 4. Parametros cinéticos de EC6PGDH y Go6PGDH.

NADP NADP NADP NAD NAD NAD NADP
M kcat [kcat/KM] KM kcat [kcat/KM] [kcut /KM:I
M) 1 1 (uM) -1 -1 NAD
(u (s) (s /uMm) (s) (s /um)  [lk_ /K]
Ec6PGDH 16,8+0,5 40,5+0,9 2,4 32500 £ 1700 45,745,5 1,4_10'3 1715
Go6PGDH  285,5+24,9 41,4+2,8 0,14 20,1+32 47,4+1,2 2,4 0,06
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Figura 21. Dependencia de las constantes cinéticas de Ec6PGDH para NADP con la
concentracion de 6PG. Los puntos negros y triangulos representan el valor medio de Ky Y Keat,
respectivamente, obtenidas en cada experimento individual variando la concentracién de NADP a
una concentracion fija de 6PG. Las barras representan la desviacion estandar de las constantes
cinéticas obtenidas para tres experimentos distintos, por cada concentracion de 6PG.
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Figura 22. Dependencia de las constantes cinéticas de Ec6PGDH para NAD con la
concentracion de 6PG. Los puntos negros y triangulos representan el valor medio de Ky Y Keat,
respectivamente, obtenidas en cada experimento individual variando la concentracion de NAD a

una concentracion fija de 6PG. Las barras representan la desviacion estandar de las constantes
cinéticas obtenidas para tres experimentos, por cada concentracion de 6PG.
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Figura 23 Dependencia de las constantes cinéticas de Go6PGDH para NAD con la
concentracion de 6PG. Los puntos negros y triangulos representan el valor medio de Ky y Keat,
respectivamente, obtenidas en cada experimento individual variando la concentracion de NAD a
una concentracion fija de 6PG. Las barras representan la desviacion estdndar de las constantes
cinéticas obtenidas para tres experimentos, por cada concentracion de 6PG.
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Figura 24. Dependencia de las constantes cinéticas de Go6PGDH para NADP con la
concentracion de 6PG. Los puntos negros y triangulos representan el valor medio de Ky y Kea,
respectivamente, obtenidas en cada experimento individual variando la concentracion de NADP a
una concentracion fija de 6PG. Las barras representan la desviacion estandar de las constantes
cinéticas obtenidas para tres experimentos, por cada concentracion de 6PG.
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1.2 Efecto en la concentracion de 6PG en la actividad de Go6PGDH

Al igual que Ec6PGDH, se realizaron estudios cinéticos para NADP y NAD en
condiciones de velocidad inicial para determinar los pardmetros cinéticos aparentes a
distintas concentraciones de 6PG. En la figura 23, se muestra el comportamiento de K.y
Km™" para NAD frente a la saturacion por 6PG. ke crece hiperbolicamente, estimandose
un valor de 47,4 s en condiciones saturantes de 6PG. Los valores aparentes de Ky fueron
ajustados a un decaimiento hiperbdlico, resultando en un valor de 20,1 uM en la saturacién
del 6PG. De esta forma, el valor de la constante de especificidad de Go6PGDH para NAD,
corresponde a 2,4 s* M™ (figura 23).

Para NADP, el comportamiento de los parametros cinéticos al aumentar la
concentracion de 6PG presenta las mismas tendencias que con NAD. El valor obtenido
para Keo fue de 41,4 st en condiciones saturantes de 6PG. Los valores relativos de Ky se
ajustaron a un comportamiento sigmoideo de tres parametros, obteniéndose en la asintota
un valor de 285,5 uM. La constante de especificidad para NADP result6 ser de 0,14 s™/uM
(figura 24).

Tomando los valores de las constantes de especificidad para NAD y NADP en
Go6PGDH, se calcul6 la preferencia por NADP por sobre NAD, resultando ser 0,06 (tabla

4). El reciproco de este nimero, indica que Go6PGDH es 16,6 veces preferente por NAD.

2. Dependencia de la actividad de Ec6PGDH y Go6PGDH versus la concentracion de
6PG

Se grafico también el comportamiento de la velocidad inicial de EC6PGDH con
respecto al incremento de 6PG, a una concentracion saturante de 2 mM de NADP, los
datos fueron mejor representados por un comportamiento sigmoideo (figura 25). Se obtuvo
una constante catalitica para 6PG de 42,9 s™ y una Kgs de 75,8 pM. Este valor de kea €S
similar a la que se obtiene para NADP al saturar EC6PGDH con 6PG (figura 21). La
concentracion de 6PG con la que se obtiene la mitad del valor de la ke, de NADP en la
saturacion con 6PG resulto ser de 146,7 uM. Este valor es el doble de la K 5 obtenida para
6PG.
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Figura 25. Comportamiento cinético de Ec6PGDH para 6PG. Se muestra la actividad
especifica en U/mg, en condiciones de velocidad inicial, en presencia de 2 mM de NADP. Las
barras representan la desviacion estandar para tres mediciones realizadas.
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Figura 26. Comportamiento cinético de Go6PGDH para 6PG. Se muestra la actividad
especifica en U/mg, en condiciones de velocidad inicial, en presencia de 5 mM de NAD. Las
barras representan la desviacion estandar para tres mediciones realizadas.



El comportamiento cinético de la 6PGDH de G. oxydans para 6PG a una concentracion
de 5 mM de NAD se muestra en la figura 26. Los datos se ajustaron a un modelo
sigmoideo, obteniéndose una constante de hill de 1,52. La constante catalitica para 6PG
resultd ser de 44,5 s* y la Kos de 497 uM. Al realizar la misma comparacion con el
comportamiento cinético de Go6PGDH para NAD (figura 23). Se obtiene que el valor de
6PG necesario para alcanzar la mitad de la ke,: de NAD en la saturacion del co-sustrato es
de 375,2 uM, valor comparable a la Ko 5 de 6PG.

3. Estudios de union de 6PG a Ec6PGDH y Go6PGDH por medio de Calorimetria de

titulacién isotérmica

La calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) es una técnica que permite obtener los
parametros de union y termodinamicos de un proceso de union proteina ligando. Se intento
entender estos aspectos asociados a la union de 6PG en las 6PGDH de E. coli y G.
oxydans.

Se determinaron los pardmetros de union de 6PG a Ec6PGDH. La energia libre de
unién fue de 18,8 Kcal mol™ por monémero. La constante de disociacion fue de 10,7 pM
siendo un valor menor que la Ky para 6PG a una concentracién saturante de NADP. Los
detalles de los parametros termodinamicos y de unién se encuentran representados en la
tabla 5.

Para el caso de la unién de 6PG a Go6PGDH, se obtuvieron resultados preliminares que
vale la pena analizar. El tiempo de inyeccién de 300 segundos no fue suficiente para
alcanzar el equilibrio en cada medicion, lo que impide obtener valores fidedignos para este
experimento. Sin embargo, es posible estimar las tendencias de ellos. De la figura 27 se
infiere que la entalpia de union para este caso es mucho menor que en la union de 6PG a
Ec6PGDH. Por otro lado, se necesita una razon molar de titulante y enzima mayor para
lograr la forma hiperbélica de curva, que en el caso de EC6PGDH, por lo que es probable

que la constante de disociacién sea mucho mayor.
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Proteina

Ligando

Kq (nM)

AHo(Kcal mol™)

TASo(cal mol™)

Sitios/Monomero

Ec6PGD

H

6PG

10,7+0,2

-19,8+0,9

-1095

0,98 + 0,04

Tabla 5. Parametros termodinamicos de la unién de 6PG a Ec6PGDH
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Figura 27 Calorimetria titulacion isotérmica de Ec6PGDH y Go6PGDH con 6PG. (A)
Titulacion de EC6PGDH con 6PG a 25°C. La celda contenia 13,5 uM de EcC6PGDH en una
solucion de 50 mM Hepes pH 7.5. La jeringa contenia 417 uM de 6PG. Un total de 41 inyecciones
de 7 pl de titulante fueron realizadas cada intervalos de 300 segundos. Panel superior muestra 10S
datos crudos de ITC, en el panel inferior se muestra la integracion de los picos superiores luego de
la sustraccion del control de titulacion con la solucion amortiguadora en la celda y 6PG en el
inyector. (B) Titulacion preliminar de Go6PGDH con 6PG a 25 °C. La celda contenia un total de
80 uM de proteina. La jeringa contenia una concentracion inicial de 2 mM de 6PG. Se realizaron
un total de 44 inyecciones de 6 pl de titulante, en un tiempo de 300 segundos de inyeccion. En el
panel superior se muestra el cambio de calor en el tiempo en cada inyeccion de titulante, se ve que
no se logra alcanzar alcanza el equilibrio en cada medicion. Radio molar representa la proporcién
molar de Titulante/Enzima.
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4. Efecto del 3HIBA en la actividad relativa de EC6PGDH y Go6PGDH

La enzimas no presentaron actividad 3HIBADH. Sin embargo se probo el efecto
inhibitorio de 3HIBA sobre la actividad de 6PGDH en las enzimas de E. coli y G. oxydans
(Figura 28). Para EC6PGDH sélo se observd una inhibicion de un 5% a 60 mM de 3HIBA.
Interesantemente, para Go6PGDH, la inhibicion sobre la actividad relativa fue de un 30 %

a la mayor concentracion del BHA usada.

1.1

1,0

@
2
©
o) 0,9
04
©
(]
S o3
=
=
(&)
<C
0,7
GoB6PGDH
© Ec6PGDH e
0;6 T i ; T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
3HIBA, mM

Figura 28. Efecto de 3HIBA en la actividad relativa de EC6PGDH y Go6PGDH. Se grafica la
actividad relativa de EC6PGDH (puntos blancos) y Go6PGDH (puntos negros) en presencia de
concentraciones crecientes de 3HIBA. Cada punto representa un promedio de dos ensayos de
actividad especificas independientes. Los datos obtenidos para Ec6PGDH se ajustaron a un
modelo lineal, para Go6PGDH en cambio, los puntos fueron ajustados a un modelo de
decaimiento hiperbdlico.
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Capitulo 1V

IMPLICANCIA EN LA PREFERENCIA POR DINUCLEOTIDOS DE LOS
MOTIVOS NRX;Ky DVX;A EN Ec6PGDH

A concentraciones saturantes de 6PG la EC6PGDH muestra una preferencia estricta por
NADP (1715 veces, ver tabla 4). En esta tesis se propuso estudiar la importancia del
motivo NRX3K en esta propiedad. Por medio de mutagénesis sitio dirigida se reemplazé el
motivo silvestre por el motivo DV X3A que se encuentra en enzimas homologas preferentes
por NAD, particularmente en la 3HIBADH de humano. La racional del disefio de las
mutantes consistié primero en mutar la N33 por acido aspartico, pues este residuo esta
estrictamente presente en homologos de la rama 2 y 4 (figura 15). El siguiente paso fue
eliminar gradualmente las cargas positivas del motivo silvestre por residuos apolares. Se
mut6 K38 por alanina para eliminar la interaccion de este residuo con el 2”-fosfato de la
region ribosa-adenina del NADP. El reemplazo de R34 se realiz6 al final, ya que se ha
visto que este residuo establece no sélo interacciones electrostaticas con el 2 -fosfato del
NADP sino también interacciones tipo m con la adenina de los dinucledtidos [9], es decir,

su remocion debiera afectar mas alla de la interaccion con el grupo fosfato.

1. Caracterizacion cinética de mutantes del motivo NRX3;K de Ec6PGDH

Para cada mutante, se realizaron mediciones de la actividad enzimatica para NAD y
NADP, a 2 mM de 6PG, que se encuentra dentro del rango fisiologico de este metabolito
en E. coli [66]. En todos los casos, hubo una fuerte caida de la actividad enzimatica con
NADP, resultando en una reversion de la preferencia de NADP a NAD. Las mutantes
dobles y triples muestran un incremento en la constante catalitica para NAD. Sin embargo,
incluyendo a la mutante simple, N33D, que logra disminuir la Ky para NAD a la mitad con
respecto a la enzima silvestre, las mutaciones no conducen a la obtencion de constantes de
Michaelis-Menten del orden micromolar, como se observa en enzimas preferentes por

NAD de la superfamilia BHADH, como se expone en la introduccion, tabla 1.
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1.1. Reemplazo de asparragina 33 por aspartico

La actividad de la mutante simple con NADP se vio tan afectada que a las
concentraciones de sustrato ensayadas solo se pudo obtener el tramo inicial de la curva de
Michaelis-Menten (Figura 29). Sin embargo, de la pendiente, es posible obtener el
coeficiente de especificidad para NADP que resulté ser de 6,7 x 10° s'uM. Si
consideramos las constantes de preferencia de la tabla 6, ECBPGDH es 3,6 x 10 * veces mas
eficiente para oxidar 6PG con NADP que la mutante simple. La actividad con NAD, con
respecto a la silvestre, se vio favorecida, probablemente por la interaccion de un puente de
hidrégeno entre el 4cido aspartico y el hidroxilo en la posicion 2’ de la ribosa, fendmeno
que ocurriria en Go6PGDH y gue se evidencia mas adelante con las dindmicas moleculares
de esta tesis. Se obtuvo una Ky de 1224 uM, es decir 2,5 veces menor a la Ky para NAD
de la enzima silvestre. La constante catalitica de NAD para esta mutante result6 ser de 9,1
s, lo que corresponde a un aumento del 50% de la kes: de NAD para EC6PGDH (tabla 6).
El cuociente de las constantes de especificidad de NADP versus NAD para la EC6PGDH-
N33D, resulta ser 0,09, lo que indica que es una enzima 11,1 veces mas preferente por
NAD que por NADP.

1.2.Reemplazo de lisina 38 por alanina

Para esta mutante fue posible obtener los parametros cinéticos tanto para NAD como
para NADP. La constante catalitica para NADP se afecté de manera importante, resultando
ser 0,08 s, 506 veces menor que la ke de la enzima silvestre. La Ky para NADP fue de
7116 uM, esto es 423 veces mas que la Ky de EC6PGDH para el mismo sustrato (Figura
29). Para NAD, la incorporacién de alanina por lisina sobre la mutante simple significo en
un importante incremento de la Ky desde aproximadamente 12000 uM a 43000 uM (Tabla
6). La kea, Sin embargo, pasé de ser 9,2 s (mutante simple) a 12, 6 s*. Comparando las
coeficientes de eficiencia catalitica de NADP y NAD, esta mutante siguiria siendo siendo

preferente por NAD.
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Figura 29. Comportamiento cinético de las mutantes N33D, N33D-K38A y N33D-K38A-
R34V de Ec6PGDH. Gréficos de actividad en condiciones de velocidad inicial para cada mutante
en presencia de 2 mM de 6PG, para NAD (negro) y NADP (rojo).
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Tabla 6. Constantes cataliticas, a 2 mM de 6PG, para NAD y NADP de Go6PGDH y Ec6PGDH,
silvestre y mutantes.

KMNADP kcatNADP [kcat/KM]NADP KMNAD kcatNAD [kcat/KM]NAD [kcat/KM]NADP/

(uMm) (s) (s*/um) (uM) (s) (s*/um) [Keat/ Kna""°
Ec6PGDH 17,9 45,6 2,5 30449 6,3 2,1-10* 12312
N33D - - 6,7 -10° 12244 9,2 7,5-10* 0,09
N33D-K38A 7176 0,08 1,1-10° 43178 12,6 2,9-10" 0,038
N33D- 7225 0,15 2,1-10° 36629 25,4 6,9-10* 0,03

R34V-K38A
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1.3. Reemplazo de arginina 34 por valina

Los resultados obtenidos con esta mutante fueron muy similares a los obtenidos con la
mutante doble. Para NAD la Ky a diferencia de la constante catalitica no varia
significativamente. La ke, para NAD, no obstante, se incrementa a 25 s™, correspondiendo
a un aumento de 4 veces la ke de la enzima silvestre. Esta mutante mantiene el mismo
comportamiento catalitico para NADP que la mutante doble. El cuociente entre las
constantes de especificidad de NADP y NAD es de 0,03, lo que implica que continla
siendo preferente por NAD (33,3 veces).

2. Estudios de unién de NAD y NADP a Ec6PGDH, silvestre y mutantes, por medio

de calorimetria de titulacion isotérmica

Se ensayaron experimentos de ITC con 6PG, NADP y NAD para EC6PGDH silvestre y
mutantes. Las Ky de union de 6PG y NADP para la enzima silvestre, resultaron ser
practicamente iguales, de 10,9 y 10,7 uM, respectivamente (tabla 7). En ambos casos se
ajusté a un modelo de union de un Unico sitio. Los pardmetros de union para 6PG y NADP
de EC6PGDH y N33D-Ec6PGDH son reportados en la tabla 7.

En el caso de la mutante N33D-Ec6PGDH, la constante de disociacion con NADP
aumenta en la mutante a 35,6 uM, (figuras 30 y 31). Por medio de esta metodologia, no fue
posible medir unién con NAD tanto para la enzima silvestre como para las mutantes. Por
lo tanto, en los rangos que el microcalorimetro permite determinar constantes de afinidad,

se pudo cuantificar inicamente una pérdida leve de afinidad por NADP.

Fue posible realizar experimentos de ITC con la mutante doble N33D-K38A (figura
32), pero al intentar ajustar los datos al modelo, no fue posible obtener los parametros de
unién. Sin embargo, es de relevancia mencionar que la constante de afinidad se encontraria
al menos por sobre el doble de la constante de afinidad para la mutante simple, acuerdo a
los rangos de concentracion y la relacion molar de titulante-proteina explorados en este
experimento. Para el caso de la unién con NAD, al igual que en EC6PGDH no fue posible

evidenciar unién (datos no mostrados).
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Proteina Ligando K4 (uM) AHo(Kcal mol™®)  TASo(cal mol™)  Sitios/Monomer

Ec6PGDH NADP 10,9+0,3 -9,9+0,2 -262,5 0,86 £ 0,02
6PG 10,7 £0,2 -19,8+0,9 -1095 0,98 £ 0,04

N33D-Ec6PGDH NADP 35,6 £0,4 -2,5+0,3 -297,5 1,22 +0,11

Tabla 7. Parametros de union de sustratos de 6PGDH a Ec6PGDH y N33D-Ec6PGDH
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Figura 30. Titulacion de Ec6PGDH con NADP y NAD. (A) Titulacion de Ec6PGDHcon NADP,
la celda contenia 22,5 pM de EC6PGDH en 50 mM de Hepes pH 7.5. La jeringa contenia 500 pM
de NADP en el misma solucion de la proteina. Un total de 30 inyecciones de 8 pl de titulante fueron
realizadas en intervalos de 300 segundos.(B) Titulacion con NAD, la celda contenia 20 uM de
Ec6PGDH en 50 mM de Hepes pH 7.5. La jeringa contenia 1 mM de NAD. Un total de 30
inyecciones de 8 pl de titulante fueron realizadas en un intervalo de 300 segundos. Los paneles
superiores representan los datos crudos de ITC, en el panel inferior se muestra la integracion de los
picos superiores luego de la sustraccion del control de titulacidn con la solucion amortiguadora y
NADP o NAD. Radio molar representa la proporcion molar de Titulante/Enzima.
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Figura 31. Titulacion de la mutante N33D de Ec6PGDH con NADP y NAD. (A) Titulacion
con NADP, la celda contenia 30 uM de N33D-Ec6PGDH en 50 mM Hepes pH 7.5y 0,05 mM de
TECP. La jeringa contenia 800 uM de NADP. Un total de 35 inyecciones de 8 ul de titulante
fueron realizadas en un intervalo de 300 segundos. (B) Titulacién con NAD, la celda contenia 40
uM de N33D-Ec6PGDH en 50 mM de Hepes pH 7.5. La jeringa contenia 0,8 mM de NAD. Un
total de 35 inyecciones de 8 ul de titulante fueron realizadas en un intervalo de 300 segundos. Los
paneles superiores representan los datos crudos de ITC, en los paneles inferiores se muestra la
integracion de los picos superiores luego de la sustraccion del control de titulacion con la solucion
amortiguadora y NADP o NAD. Radio molar representa la proporcion molar de Titulante/Enzima.
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Figura 32. Titulacién de la mutante N33D-K38A de Ec6PGDH con NADP. La celda contenia
40 uM de proteina en 50 mM Hepes pH 7.5 y 0,05 mM de TCEP. La jeringa contenia 1 mM de
NADP. Un total de 29 inyecciones de 9 pl de titulante fueron realizadas en un intervalo de 300
segundos. Panel superior muestra los datos crudos de ITC, en el panel inferior se muestra la
integracion de los picos superiores luego de la sustraccion del control de titulacion con la solucion
amortiguadora y NADP. Radio molar representa la proporcién molar de Titulante/Enzima.
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Capitulo V

INTERACCION DE 6PG Y DINUCLEOTIDOS CON RESIDUOS DEL SITIO
ACTIVO DE Go6PGDH

No se ha reportado la estructura cristalografica de Go6PGDH en presencia de sus
sustratos. Por ende, sus propiedades cinéticas y de union no pueden ser discutidas en
términos de interacciones con residuos del sitio activo. Particularmente, la contribucion de
un elemento de estructura del hemidominio adyacente es un aspecto crucial a dilucidar

respecto a la evolucion estructural de la superfamilia.

1. Co-cristalizacion de Go6PGDH con 6PG y NAD

Los cristales de Go6PGDH fueron obtenidos por el método de difusion de vapor en
gota sentada. La solucion del reservorio madre contenia 2 M de sulfato de amonio y 5%
v/v de 2-propanol como agente precipitante. En el pocillo se depositd la proteina a una
concentracion de 15 mg/ml, en una solucién 25 mM de Tris-HCIpH 8,0y 2 mM de DTT y
se mezcl6 en una razén de 1:1 con la solucidn del reservorio. Luego de montar las gotas, la
placa de cristalizacion se dejo en una sala a 18°C. A las 24 horas ya aparecieron los
primeros cristales, y luego de una semana se observé el maximo tamafio de crecimiento
(figura 33). Se congelaron en N, liquido cristales de Go6PGDH incubados con NAD y
6PG, a la espera de ser difractados.

Se intentaron obtener cristales de Go6PGDH con 3HIBA y NADP en la misma
condicion y otras condiciones ofrecidas por diferentes kits de cristalizacion (variando sales,
agentes precipitantes y otros componentes), a 15 y 5 mg/ml de proteina, sin embargo solo
se obtuvieron formas cristalinas amorfas o agujas de cristales, que eventualmente pueden

ser optimizados.
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Figura 33. Fotografia de los cristales de Go6PGDH, en estado apo y complejado con NAD y
6PG. Cristales de Go6PGDH crecidos con 2 M de sulfato de amonio y 5% v/v de 2-propanol. En
A se observan formas cristalinas apo de Go6PGDH, en B y C se observan cristales de la enzima
en complejo con 1,2 mM de NAD y 2 mM de 6PG respectivamente. La imagen fue tomada 3 dias
después de montar la gota.

Figura 34. Modelo estructural de la enzima 6PGDH de Gluconobacter oxydans. Se representa la
estructura tetramérica de Go6PGDH coloreada por cada cadena. La representacion tridimensional
fue obtenida con el programa VMD, en formato NewCartoon.
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2. Modelamiento por homologia de Go6PGDH

El modelo se construyé usando como templado los PDBs de la 6PGDH de Geobacter
metallireducens (PDBid 4E21) y la 6PGDH de E. coli (PDBid: 3FWN). Go6PGDH posee
un 50% de identidad de secuencia con Gm6PGDH y un 39% de identidad con EC6PGDH
en la a6 C-terminal. Lamentablemente, en el pdb 4E21se encuentran regiones que carecen
de densidad electronica, las que corresponden a los loops al-a2, a3-a4, ademas de los

residuos 326 al 336 del dominio helicoidal la proteina (a6).

Usando la funcién loopmodel de modeller, se pudo completar los loops mencionados
en la estructura de 4E21, esto se realizd en presencia de 6PG y NAD superpuestos
estructuralmente en los cuatro sitios activos, a modo de que no se posicionaran cadenas
laterales en espacio de los ligandos. La region C-terminal de 4E21 no se estructurd de
manera adecuada (datos no mostrados), esto se corrobord usando el servidor PrDOS
(Protein Disorder prediction System). Por tal motivo se realiz6 un alineamiento de la
region C-terminal de Go6PGDH con las regiones C-terminal del resto de las estructuras de
6PGDH depositadas en el PDB. Se seleccion6 la region C-terminal de EcC6PGDH, para
modelar el extremo C-terminal de la 6PGDH de G. oxydans. Se construy6 el dimero
quimérico cuyo dominio N y C terminal corresponden a la enzima Gm6PGDH vy la a6 del
hemidominio duplicado de Ec6PGDH para usar de templado para el modelamiento por
homologia de Go6PGDH.

Para la generacion del modelo, se uso el alineamiento multiple generado para el arbol
filogenético de la familia 6PGDH, de manera de incorporar informacion evolutiva. Se
extrajo las secuencias alineadas de Gluconobacter oxydans, Geobacter metallireducens y
E. coli y se modelé usando la funcion automodel de modeller, eligiéndose el modelo cuyo
score fuera mayor y poseyera el minimo valor del DOPE evaluador. El tetramero fue
reconstruido por medio de superposicion estructural del dimero modelado con Gm6PGDH
(Figura 34). La energia de la estructura del tetrdmero se minimizé usando el campo de
fuerza GROMOS96 43B1 [61] implementado en el programa Swiss-PdbViewer.

La calidad del modelo se evalu6 mediante dos metodologias: la primera fue utilizar

ProSA [59]. Los resultados se muestran en la figura 35.A, se representan los valores de
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Figura 35. Evaluacion del modelo de Go6PGDH. (A) Resultado energético por residuo del
andlisis de ProSA. En verde claro se representan los valores pseudo energéticos en una ventana de
10 residuos, para cada posicion del modelo, en verde osuro se representan las pseudo energias
promedio usando una ventana de 40 residuos. (B) Puntaje otorgado por Verify3D versus la
posicion de la secuencia del modelo tridimensional obtenido. En azul se representa el modelo, en
rojo el templado quimérico.
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pseudo energia por residuo en ventanas de 10 y 40 aminoacidos. En la ventana de
40residuos, cerca del 90% de las posiciones se encuentran bajo el umbral (valor 0, figura
35A). La segunda metodologia empleada fue el programa Verify3D [60], que permite
analizar la compatibilidad del modelo tridimensional con la estructura primaria de la
proteina. El resultado se muestra en la figura 35B EIl programa otorga un valor de
pseudoenergia para cada aminoacido promedio en una ventana de 20 residuos, valores por
sobre 0 corresponden a residuos bien modelados. En nuestro caso, se obtiene un 97,2 % de

los residuos en esta condicion.
3. Docking molecular: interaccion de Go6PGDH con 3HIBA, 6PG, NAD y NADP

Para posicionar los ligandos de Go6PGDH, NAD(P) y 6PG, se us6 el método de
docking molecular. Las simulaciones fueron realizadas por medio del software Autodock
Vina. Como no es posible realizar un posicionamiento simultaneo de los dos ligandos fue
necesario primero realizar un docking con el B-hidroxidcido, y sobre el complejo
resultante, realizar el acoplamiento con NADP o NAD. Para todas las simulaciones se
obtuvieron 9 posibles conformaciones asociadas a valores relativos de energia de union en
kcal/mol y el RMSD que resulta de la comparacién de todos los ligandos. En la tabla 8 se
muestra el detalle de estos valores para las moléculas NAD, NADP, 6PG y 3HIBA, que
presentaron menor valor de energia y una conformacién similar a sus homologos

cristalogréficos.

El resultado de la interaccion de 6PG con Go6PGDH, arroj6 que la mejor
conformaciéon del ligando presenta una energia de unién de -53 Kcal/mol. Las
interacciones de los residuos que en este complejo son realizadas con 6PG se representan
en la figura 36. Se puede observar que el hidroxilo posicionado en el carbono 3 del B-
hidroxiécido se orienta a 3 A hacia la lisina 197. Por otro lado los residuos histidina 328 y
arginina 322, parte del extremo C-terminal del hemidominio de la subunidad adyacente se
orientan hacia los hidroxilos 4 y 5° (H328) del grupo fosfato ubicado en el carbono 6 del
6PG (R322).Las interacciones con los cofactores NADP y NAD, arrojaron conformaciones
con valores de energia mas negativo que el caso del 6PG, debido a la mayor presencia de
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Figura 36. Interaccion de 6PG con residuos de Go6PGDH. Zoom del bolsillo de union a 6PG
en Go6PGDH. K197 y E203 corresponden a residuos relevantes para la oxidacion de 6PG y
descarboxilacion del carboxilato del sustrato. Histidina 328 y arginina 322 son residuos parte de la
regién C-terminal del hemidominio de la subunidad adyacente, que contribuye con residuos en el
sitio activo.

Figura 37. Interaccion de NAD y NADP con residuos de Go6PGDH. Zoom del sitio activo de
G06PGDH. Adicional a los residuos que interactuan con el Phidroxiacido, se muestra el motivo
de discriminacion por dinucle6tidos DRX3V y las interacciones que forman con los cofactores
NAD (A) y NADP (B). En azul se representa la region C-terminal aportada por el hemidominio
de | subunidad adyacente.
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interacciones, sin embargo la gran mayoria de las conformaciones de éstos, no se ha visto
en estructuras cristalograficas homologas de la familia. De las simulaciones se selecciond
una conformacion para cada dinucledtido, los valores obtenidos se encuentran
representados en la tabla 8. En la figura 37 se muestra la representacion del docking
molecular de NAD y NADP, en ambos casos la region adenina-ribosa se orienta hacia el
loop B2-a2. La Go6PGDH presenta la secuencia DRX3V y forma parte de la rama 2 que
presenta mayoritariamente un motivo D[V/L]X3[A/V]. Esto es consistente con los
resultados de estudios enzimaticos para esta proteina. El aspartico 30 cumple un rol
importante en la interaccion con el hidroxilo 2°(3,2 A) de la ribosa parte de la region
adenina del NAD, este residuo puede ser responsable de interactuar con ¢l 2°-OH del NAD

y de la repulsién con el grupo fosfato esterificado en la misma posicion del NADP.

El docking molecular de 6PG y NAD permitio el posicionamiento de estos ligandos
con el objetivo de iniciar estudios de dindmica molecular de esta enzima y evaluar

interacciones de Go6PGDH con NAD y NADP durante trayectorias de10 nanosegundos.

Tabla 8. Energias de interaccion de docking molecular. Se muestran los valores de la energia de
interaccion de NAD, NADP, 6PG y 3HIBA y los valores de RMSD resultantes de las simulaciones
usando autodock Vina.

Molécula  kcal/mol RMSD

6PG -5,3 2,314
NAD -6,5 3,260
NADP -6,4 3,976
3HIBA -3,4 3,522

4. Dindmica molecular: Interaccion de Go6PGDH con NAD, NADP y 6PG
4.1. Estabilidad conformacional de los sistemas de simulacién

Las dinamicas moleculares fueron analizadas en primera instancia observando el RMSD
de cada conformacidn con respecto a la estructura inicial, durante el tiempo de simulacion,
por medio de la funcion RMSD trajectory tool v3.0 incluido en VMD. En la figura 38 se
representa el RMSD de cada cadena del tetrdamero de Go6PGDH para los sistemas con
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NADP y 6PG, asi como NAD y 6PG. Para ambos casos se ven RMSD promedios en torno
a los 3 A, las cadenas principales de ambos sistemas logran estabilizarse luego de los 2

nanosegundos.
4.2. Puentes de Hidrdgeno

Para este andlisis se empled el programa Hbonds 1.2 (VMD 1.9.1) como parte de un
script creado en lenguaje Tcl/Tk para el calculo del nimero en promedio y total de puentes
de hidrégeno por residuo durante la trayectoria de dinamica molecular [67]. Se
consideraron los puentes de hidrégeno directos, que se forman entre dos atomos a una
distancia menor a 3,5A entre el donante y el aceptor del hidrégeno, con un angulo superior
a 120° entre el donante, el hidrégeno y el aceptor, respectivamente.

4.2.1 Sistema Go6PGDH NAD/6PG

Se grafican en las figuras 39, 40 y 41, el curso temporal de los puentes de hidrégeno
formados durante la simulacion entre los ligandos y la cadena lateral y cadena principal de
residuos que contribuyen con interacciones. En el caso del 6PG el patron de puentes de
hidrogeno establecidos durante la simulacion es bastante similar en ambas subunidades,
tanto para los enlaces formados por la cadena principal como las cadenas laterales. Las
interacciones formadas por las cadenas laterales de K197 (residuo catalitico), N201, Y205
y S277 son importantes en la estabilizacion del ligando en la proteina. En ambas cadenas
hay interaccidn estable de residuos que provienen de la alfa hélice final de la subunidad
adyacente del dimero complementario, R322 y H328. Este resultado es relevante pues
muestra que las interacciones formadas entre la region a6 y el ligando 6PG perduran

durante el tiempo de simulacién.

En el caso de NAD, figura 40, los puentes de hidrdgeno estarian ubicados en tres zonas
de la proteina. Una zona corresponde a la regién que se ha denominado en este trabajo de
tesis como loop 2-a2, el cual participa en la union de la region ribosa-adenina del NAD.
El residuo D30 es fundamental en establecer interacciones con el extremo 2°-OH. La otra
region relevante corresponde al primer loop de la proteina, llamado p-loop o loop B1-al.

Ha sido identificado la importancia de esta zona en la unién a dinucléotidos en otras
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Figura 38. Representacion RMSD de la cadena principal de Go6PGDH versus tiempo de
simulacioén para los sistemas NAD/6PG (A) y NADP/6PG (B). En lineas coloreadas se representa
la trayectoria RMSD por cadena principal de Go6PGDH para cada sistema. En negro se representa
la cadena A, en rojo la cadena B, en verde la cadena C y en amarillo la cadena D.
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deshidrogenasas [68], mutaciones de residuos en esta region estan implicados en cambios
s de especificidad [69,70]. La cadena principal de los aminoacidos L8, G9 y M11 establecen
interacciones con la region difosfato. R10 por su parte puede establecer puentes de

hidrégeno con la region difosfato del NAD a traves de su cadena principal como de su

cadena lateral. Este residuo es ampliamente conservado en 6PGDH que presentan el

motivo D[V/L]X3A y no asi en secuencias de 6PGDH que presentan motivo NRX3K. La

tercera region corresponde a la alfa hélice C-terminal del hemidominio de la subunidad

adyacente, esta zona conforma un tipo de tapa del sitio activo (figura 40). Los residuos

R322 y H328 pueden interactuar tanto con el 6PG como con la region nicotinamida.

4.2.2 Sistema Go6PGDH NADP/6PG

Para este sistema se analizaron los puentes de hidrogenos formados con NADP y 6PG.
En el caso de éste ultimo, los resultados fueron similares a el sistema anterior, en cambio,
con NADP, se pierden interacciones que se forman entre Go6PGDH y NAD. Sin embargo
es interesante la estabilizacion del NADP que ocurre durante la simulacion por medio de
los residuos R31 del loop B2-02 y R10 del p-loop. La arginina 31 parece participar en la
conformacion de dos tipos de enlaces, uno es el empaquetamiento tipo @ que se da con la
adenina del NADP vy la atraccion electrostatica que ocurre con el fosfato que se encuentra
esterificado en el hidroxilo 2° de la ribosa del cofactor. R10 a diferencia de las
interacciones que se forman en el sistema con NAD (exclusivamente con la region
difosfato del dinucle6tido),en el caso de NADP las interacciones transitan entre el fosfato

2" y el difosfato de este cofactor (Figura 41).
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DISCUSION

En este trabajo se estudio la evolucion estructural de la familia 6PGDH, se evaluo el
comportamiento cinético de EC6PGDH y Go6PGDH usando NAD o NADP como sustratos
para la oxidacion de 6PG, se determind la preferencia por dinucleétidos en mutantes del
motivo NRX3K de Ec6PGDH y finalmente se model6 la estructura de Go6PGDH para
poder estudiar mediante dindmica molecular las interacciones con sus sustratos. Los
resultados se contextualizan desde dos puntos de vista. Uno es la relacion entre la
especificidad por dinucle6tidos y la presencia de motivos conservados en el dominio N-
terminal de la superfamilia BHADH. El segundo guarda relacion con las consecuencias de
la duplicacion del hemidominio C-terminal sobre el comportamiento cinético y la

conformacion del bolsillo de union al 6PG.
1. EVOLUCION ESTRUCTURAL DE LA FAMILIA 6PGDH

Por medio de diversas metodologias se pudo analizar, en el contexto de la evolucién
estructural, los eventos de duplicacion y cambio en el motivo conservado del loop 2-02
de la familia 6PGDH. En el trabajo no se aborda el mecanismo genético de evolucion, sino
solo evidencias de los estadios estructurales en la evolucién de la familia. A grandes rasgos
se describen tres estados evolutivo-estructurales (figura 14). El primero se da en el nivel de
superfamilia, corresponde a una enzima que posee un dominio N-terminal, que presenta
motivos que podrian discriminar preferentemente por uno u otro cofactor, y un dominio C-
terminal de un sélo hemidominio de 6 alfa hélices. En el siguiente estado el dominio
helicoidal se desempaca y adquiere una region terminal prolongada, capaz de establecer
interacciones con el sitio activo de la subunidad adyacente; el dominio N-terminal es capaz
de establecer interacciones con el hemidominio helicoidal de la subunidad complementaria
(figura 13). El area de interaccion que se da entre estos dos ultimos dominios mencionados
en Gm6PGDH, es mayor que en 6PGDH de hemidominios duplicados. Es probable que
estas interacciones le confieren estabilidad a la estructura cuaternaria en enzimas
tetraméricas, y que se harian menos necesarias en enzimas de hemidominios duplicados.
Finalmente, en el tercer estado evolutivo ya ha ocurrido la duplicacion del hemidominio

helicoidal, modificando el estado de asociacion oligomérica, de un tetramero a un dimero,
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pero conservandose el empaquetamiento de cuatro hemidominios del estado anterior. Al
ocurrir el evento de duplicacion fusion, el hemidominio duplicado logra complementar la
interfaz que se da entre dimeros adyacentes de las 6PGDHSs pequefias, de tal manera que
las nuevas 6PGDH conservan el empaquetamiento de dos hemidominios C-terminales en
un solo dominio helicoidal (figura 12). El segundo y tercer estado, equivalen a las ramas
principales de la filogenia de las 6PGDHes, y se les denomina como subfamilias de uno y
dos hemiodominios. Probablemente la duplicacién del dominio helicoidal repercuti6 sobre
la estabilidad y via de plegamiento de la enzima (figura 20).

Las primeras 6-fosfogluconato deshidrogenasas de bacteria y eukarya, cuyas
estructuras fueron resueltas por medio de cristalografia de rayos X, corresponderian a
enzimas diméricas cuya repeticion de seis alfa hélices presentan dos ejes de simetria. Esta
particularidad estructural fue reportada por primera vez en 1995, mediante la
esquematizacion de un diagrama de topologia de la 6PGDH de Ovis aries [29]. Hasta esa
fecha existia evidencia en literatura, de enzimas que presentaban actividad 6PGDH, pero
que a diferencia de las enzimas de estructura conocida, las subunidades presentaban pesos
moleculares mas bajos y conforman tetrdmeros. En el 2012 la estructura de Gm6PGDH fue
depositada en el PDB, haciendo finalmente posible sugerir la estructura del estado
intermediario en la evolucidn de la familia. Sin embargo, tal antecedente no fue incluido en
la revisiéon de Andreeva y cols [45], realizada el 2006. Mas aln, una nueva reedicion en el
2013 de la base de datos de SCOP [46], tampoco considera la existencia de un estado
intermediario. Por lo tanto, el presente trabajo actualiza el estado de conocimiento que se

encuentra en literatura sobre la evolucién de la familia 6PGDH.

El arbol filogenético se divide en dos ramas principales (rama 1 y 2, figura 15),
correspondientes a ambas subfamilias de 6PGDH (con uno y dos hemidominios). En la
subfamilia 6PGDH con C-terminal de hemidominio Gnico (rama 2, figura 15), s6lo se
encuentran representantes de bacterias. La otra rama principal del arbol filogenético de la
familia 6PGDH, corresponde a la subfamilia de las 6PGDH de cadena larga. En la primera
division de la subfamilia de hemidominios duplicados, el nodo que la divide da origen a
una rama exclusiva de fungi (rama 4, figura 15), que presenta Unicamente el motivo

D[V/L]X3[N], la otra rama principal de esta subfamilia (rama 3, figura 15), incluye
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6PGDHSs bacterianas y de los reino animal, vegetal y protista, todas presentan el motivo
NRX;3K.

Las especies fungi incluidas en el analisis filogenético, interesantemente, todas poseen
isoenzimas con hemidominio duplicado que presentan el motivo D[V/L]X3[A], y 6PGDH
de hemidominios simples con el mismo motivo. En particular, Metarzidium acridum,
posee 3 isoenzimas, dos con dominio helicoidal duplicado que presentan motivos
D[V/L]Xs[A] ¥y NRX3K, respectivamente, y una enzima de hemidominio simple que
presenta un motivo D[V/L]X3[A]. El segundo nodo de la subfamilia de 6PGDH con
hemidominios duplicados, da origen a protistas en una rama y en la otra a diversas
especies, que incluyen alfa proteobacterias, termotogales, levaduras, mamiferos, plantas,
actinobacterias y gamaproteobacterias entre otros. La distribucién de los diversos clados
implica que en la evolucion de los genes de esta enzima habria ocurrido eventos de
adquisicion de genes de 6PGDH eucarioticos desde bacterias via transferencia horizontal
[71]. Otro aspecto que se desprende de la filogenia de las 6PGDHSs, es la presencia en beta
proteobacterias de 6PGDHs de ambas subfamilias, similar a lo que ocurre con fungi, pero
en este caso corresponden a 6PGDHs con dominios duplicados que presentan motivos de
unién a NADP y 6PGDHs de hemidominios simples con motivos de unién para NAD. Para
el caso de la subfamilia de 6PGDH de un hemidominio, el nodo que origina enzimas con
especificidad por NADP ocurriria en eventos posteriores a la duplicacion del hemidominio.

(rama 5, figura 15).

Estas coincidencias sugieren la hipotesis de que la aparicion de las 6PGDHSs es
posterior a LUCA, por lo que la rama oxidativa de la via de las pentosa fosfato no seria
parte de un organismo ancestral, sugiriendo que la aparicion de la funcion 6PGDH desde
enzimas capaces de oxidar otros BHAs, habria sido crucial para el origen de la via de las
pentosa fosfato. Todo esto es consistente con una posterior bdsqueda bibliogréafica de
6PGDH en arqueas ya que este dominio aparentemente carece de enzimas de la rama
oxidativa de la via de las pentosas salvo el genero Halobacterium, que Unicamente posee
6PGDH [72]. Interesantemente, estas enzimas presentan sélo un hemidominio en el C-
terminal y motivos de dualidad o preferencia por NAD, D[V/L]X3[A/V/L] en el loop p2-

a2. La rama de la sufamilia 6PGDH de cada corta se divide en ramas secundarias que
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presentan mayoritariamente el motivo D[V/L]X3[A], esto ocurre hasta el tercer nodo de
division en el arbol, donde da origen a una rama de 6PGDH que posee el motivo de
preferencia por NADP. Esto junto con la evidencia de la 6PGDHs del genero
Halobaterium sugieren que la familia 6PGDH habria primero surguido de la especiacion
de una enzima PHADH de caracter NAD preferente, determinado en el dominio Rossmann
y que adquirio especificidad por 6PG a través de residuos que son parte del motivo
catalitico KMXHNXXE vy la extension de la region terminal en el dominio helicoidal,
capaz de contribuir con residuos en el sitio activo de subunidades adyacentes. Es probable
que la evolucion de la especificad por 6PG en BHADH permitio la conexion de la rama
oxidativa con la rama no oxidativa contribuyendo a la conformacién de la via de las

pentosas fosfato en el metabolismo central.

2. EFECTO DEL 6PG EN LA ACTICVIDAD DE ENZIMAS CON UNO Y DOS
HEMIDOMINIOS

Ambas enzimas silvestres estudiadas en este trabajo de tesis ya habian sido
caracterizadas parcialmente. En 2010 se resolvio la estructura para EcC6PGDH [9]. En
dicho trabajo se determinaron los parametros cinéticos para NADP y 6PG en una
concentracion saturante de 6PG (2 mM),pero no se reportaron parametros para NAD, ni
tampoco en estudios posteriores. También en 2010, se publicaron los resultados de los
parametros cinéticos para NAD y NADP a una concentracion no saturante de 6PG (5 mM)
para Go6PGDH [41], por lo tanto ya se contaba con evidencia de la preferencia de esta

enzima por NAD. Nuestra enzima fue facilitada por los autores de ese estudio.

Nuestra interrogante, entonces, se enfocd en cuantificar el poder discriminatorio por
NAD y NADP en estas enzimas y observar el comportamiento de los parametros cinéticos
de NAD y NADP cuando se va saturando el sitio activo con 6PG, en enzimas que difieren

en la presencia de uno o dos hemidominios y en el motivo 2-02.

El comportamiento de los parametros cinéticos de NADP para EC6PGDH y de NAD y
NADP para Go6PGDH, frente al incremento de 6PG, fue ajustado a un comportamiento
hiperbdlico creciente para las kcy; € hiperbolico decreciente para Ky (figura 21, 23, 24). Es

interesante que al saturar los sitios activos con el BHA, se obtienen constantes cataliticas
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similares independiente de la enzima y del cofactor que se use para la oxidacion del 6PG.
En condiciones de saturacion las Ky, a diferencia de las ket , Si varian desde el rango
micromolar a milimolar. Interesantemente en Go6PGDH, la concentracion de 6PG con la
que se alcanza la mitad del valor de kg, en la saturacion, es menor para NAD, que para
NADP. La concentracion de 6PG para alcanzar el doble del valor de la Ky en la
saturacion, es es similar en ambos dinucledtidos. Cuando la 6PGDH de E. coli usa NAD
como cofactor, se necesita saturar con mayor concentracion de 6PG los sitios activos, para

obtener un valor de ke Similar a la ko de NADP en la saturacion.

Los comportamientos observados en EC6PGDH con NADP y Go6PGDH con NAD y
NADP se pueden asociar a comportamiento en donde las enzimas forman un complejo
ternario [72]. Esto quiere decir que la entrada de sustratos y salida de los productos puede
ocurrir de manera ordenada o secuencial, o bien, puede ser al azar. Para establecer esto,
seria necesario estudiar la inhibicion por producto. Este aspecto no fue abordado en esta
tesis, sin embargo, los experimentos de ITC muestran que tanto 6PG como NADP se
pueden unir a la enzima libre, de manera independiente con constantes de disociacién de
10,7 y 10,9 uM, respectivamente. Tomando en su conjunto los resultados, sugerimos que
Ec6PGDH posee un mecanismo cinético de tipo desordenado. Esta propuesta difiere de lo
expuesto por los autores que determinaron la estructura cristalografica de Ec6PGDH,
quienes proponen que la enzima tiene mecanismo ping-pong [9]. El que ambas enzimas
posean un comportamiento similar, al saturar el sitio activo con 6PG, propone que el
mecanismo podria ser conservado, tanto en representantes con uno o dos hemidominios C-

terminal.

Las cinéticas de 6PG para EC6PGDH y Go6PGDH, presentan un mejor ajuste al
comportamiento sigmoideo, mostrando coeficientes de Hill similares, 1,25 para EC6PGDH
y 1,52 para Go6PGDH (figura 25 y 26). Esto nos sugiere que la conformacion oligomérica
permitiria un nivel de comunicacion entre los sitios de 6PG en ambas enzimas. Las
constantes cataliticas en ambos sistemas alcanzan un valor similar (42,9 y 44,5 s™). Los
valores de Kgs, en cambio difieren, de 75 uM para el caso de ECOPGDH a 497 uM para

Go6PGDH. Estos resultados se correlacionan con los resultados preliminares de ITC, que
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sugieren que la afinidad de la EC6PGDH por 6PG seria mucho mayor que la de
Go6PGDH.

Si bien ambas enzimas son especificas por 6PG y no presentan actividad por 3HIBA,
incluso a concentraciones por sobre 50 mM (datos no mostrados), pareciera ser que la
enzima de hemidominio duplicado ademéas de poseer mayor afinidad por 6PG, es mas
insensible a la inhibicion por 3HIBA Go6PGDH (30 % de inhibicién a 50 mM, figura 28).
Es probable que en el sitio activo Go6PGDH aun se conserven interacciones propias de

3HIBADHS que con la duplicacion del hemidominio en la familia se hayan perdido.

3.IMPLICANCIA DE LOS MOTIVOS NRX3;K 'y DVX3A en EC6PGDH EN LA
PREFERENCIA POR DINUCLEOTIDOS

Nuestros resultados muestran que para EC6PGDH el cuociente de las constantes de
especificidad de NADP y NAD es de 1715, lo que indica que es una enzima fuertemente
preferente por NADP. Para el caso de Go6PGDH el mismo cuociente pero respecto de
NAD es 16,6, indicando que es una enzima preferente por NAD, en lo que respecta a su
especificidad por sustrato. Esta caracteristica bien podria ser atribuida a los residuos del
loop B2-02 que interactiian con el 2’-fosfato en el caso de NADP o con el 2-OH del NAD.
Es consistente el caracter fuertemente especifico del motivo NRX3K por NADP atribuido
para EC6PGDH y otras 6PGDH que lo presentan. Sin embargo, es dificil proponer que el
motivo D[V/L]XzA, esté relacionado con preferencia por NAD, pues no existen mas
caracterizaciones de representantes de la familia 6PGDH con estas caracteristicas, para
afirmar esto. En Go6PGDH, es probable que la presencia de R31 en el loop B2-02, le
confiera la capacidad de unir NADP con mayor afinidad que enzimas con el motivo.
D[V/L]XsA. Esto tendria que ser evaluado con mutaciones en ese residuo ya sea por
alanina o por residuos como V o L, presentes en el motivo, que establezcan Unicamente
interacciones apolares con la adenina del cofactor y prescinda de formar interacciones con
el 2"-fosfato, exclusivo del NADP.

La racionalidad de las mutaciones se realizd bajo los siguientes argumentos. El
reemplazo de asparragina por acido aspartico debiese tener una fuerte implicancia sobre la

unién a NADP, debido al impedimento electrostatico que se daria entre este residuo y las
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dos cargas negativas del 2’-fosfato. En la estructura cristalografica de EC6PGDH la lisina
38 interactia con el 2"-fosfosfato del ATR, por lo que el reemplazarlo por residuos
apolares podria también afectar la afinidad por NADP. La mutacion de R34V, en cambio,
podria no sélo discriminar exclusivamente por la preferencia por NADP pues, este residuo
es parte de enzimas con la secuencia DRX3V y que agrupan con 6PGDHs de la rama 2 del
arbol filogenético (figura 15), las cuales presentan mayoritariamente el motivo
D[V/L]X3[V/A]. Siendo ésta arginina comun con el motivo NRX;3K, su presencia podria
también discriminar por el uso de NAD. Por otro lado, en enzimas homologas de la
superfamilia que poseen preferencia por NAD, se ha visto la presencia de aminoacidos de
cadenas laterales hidrofobicas, esto se correlaciona con los resultados filogenéticos
obtenidos en el capitulo I. Por lo tanto, la idea de mutar el motivo NRX3K altamente
conservado en 6PGDHs NADP especificas, por el motivo DVX3;A se fundamentd en
obtener una enzima con residuos homdlogos a los de la 3HIBADH humana, la que es
preferente por NAD, ademas de ser la Unica enzima de la superfamilia cuya estructura ha

sido determinada con este dinucleétido.

Al mutar el motivo NRX3K de EcC6PGDH por el motivo DVX3A presente en la
3HIBADH de humano, enzima cristalizada con NAD, se logra revertir la preferencia de
por dinucleotidos (figura 29). En la tabla 6 se muestran los pardmetros cinéticos a 2 mM de
6PG, considerando esta concentracion como representativa fisiolégica. Sin embargo es
importante comparar en la saturacion, pues como se vio, los parametros cinéticos de
Ec6PGDH se ven modificados al variar la concentracion de 6PG. Es probable que las

mutantes posean un comportamiento similar

La mutante del motivo, N33D-Ec6PGDH, disminuye la Ky, de la enzima silvestre a una
tercera parte y aumenta en un tercio el valor de la k., para NAD. Para NADP en cambio,
la constante de especificidad disminuye en cinco 6rdenes de magnitud. Por lo tanto, con
una sola mutacion se logra una EC6PGDH mutante, preferente por NAD. A pesar de
aquello, la Ky resulta ser alrededor de 5 veces mayor que la concentracion fisiologica de
NAD en E. coli. Con las mutantes doble y triple (N33D-K38A y N33D-R34V-K38A de
Ec6PGDH) se observa el valor de la Ky para NAD de la enzima silvestre. La kg en

cambio, aumentaa 12, 6 s* y a 25,4 s para la mutante doble y triple, respectivamente.
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Las mutantes del motivo 2-a2, si bien logran revertir la especificidad de la enzima
silvestre, tornandola mas preferente por NAD que con NADP, no podria ser usada como
variante NADH productora en el metabolismo de E. coli, debido a su elevada Ky. Otros
residuos estarian implicados en la afinidad por NAD, tal vez entre aquellos del loop 2-02
no estudiados en este trabajo. Los aminoacidos serina y treonina son estrictamente
conservados 2 residuos rio arriba de N en el motivo f2-02 de 6PGDH que presentan el
motivo NRX3K (rama 3 y 5, figura 15). Por su parte, en esta posiciéon las enzimas que
presentan el motivo D[V/L]X3[A/V], poseen asparragina o lisina. Es probable que estos
aminoacidos, debido a su longitud puedan establecer puentes de hidrdgeno con el 2"-OH.
Otra posibilidad es mutar K38 por otros residuos distintos a alanina (evaluada en esta tesis)
que estan presentes en enzimas de la rama 4 o 2 de la filogenia (figura 15). Otra zona
importante en la discriminacién por dinucle6tidos en enzimas de esta superfamilia,
corresponde al loop B1-al, denominado como p-loop. Se aprecia una arginina conservada
en enzimas que presentan el motivo D[V/L]X3[A/V],la cual participa de interacciones
estables que estabilizan el NAD en la region difosfato. Este residuo no se encuentra
presente en 6PGDHs con el motivo NRX3K, por lo que mutar por ese residuo sobre la
mutante triple de EC6PGDH constituye otra estrategia de disefio racional en pos de obtener

un incremento en la afinidad por NAD.

La preferencia estricta por NADP en representantes de la familia 6PGDH, estaria
determinada por la presencia del motivo NRX3K. Los residuos de este motivo estarian
actuando como una verdadera pinza electrostatica, sosteniendo al NADP en la region
ribosa—adenina, por medio de interacciones con el 2’-fosfato con la adenina del
dinucleétido [12]. Para el caso del NAD en cambio, no podemos asegurar que la presencia
del motivo D[V/L]X3[A/V] confiera afinidad a la enzima. Los residuos que estabilizan al
NAD estarian distribuidos en otras zonas del bolsillo de unién al dinucleétido (loop B1-al,
B2-a2 y region C-terminal, figura 42) y no fundamentalmente en el loop 2-a2 como
ocurre en EC6PGDH con NADP. Seria necesario caracterizar las 6PGDH de otras ramas
para poder correlacionar los niveles de preferencia por uno u otro dinucleétido con la de

agrupacion en distintas ramas principales en el arbol filogenético de la familia 6PGDH.
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Loop B2-a2

a6
C-terminal
Adyacente

al
C-terminal

Figura 42. Bolsillo de unién a NAD y 6PG en Go6PGDH. Los residuos estan representados
en Surf y coloreados segun el tipo de aminoacido. Estos provienen del loop B1-al, f2-02 y de la

a6 del hemidominio de la subunidad complementaria.
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4. ANALISIS ESTRUCTURAL DE Go6PGDH

La obtencion de una estructura para Go6PGDH con 6PG vy dinucle6tidos, resulta
fundamental en este trabajo de tesis, pues permitiria entender las propiedades cinéticas
obtenidas para esta enzima y correlacionarlas con las interacciones que se dan con los
residuos del sitio activo. Por otro lado, comprender como se conforma el bolsillo de union
al 6PG, es un aspecto que no ha sido esclarecido ain en las 6PGDH de un solo
hemidominio y que constituye una de las preguntas pendientes en la descripcion de la

historia evolutiva de la superfamilia.

Aunque se obtuvieron cristales de Go6PGDH en estado apo y complejados con NAD,
6PG, hasta la fecha no se ha podido difractar. En vista de esta situacion, se hizo necesario
modificar la estrategia y se privilegio realizar un modelamiento por homologia de la
estructura de Go6PGDH. EI docking se realizd con la intencion de posicionar tanto
dinucle6tidos como 6PG. Si bien hay estructuras homdlogas que presentan dinucle6tidos
en sus PDBs, esta metodologia se torno atractiva en vista que se desconoce totalmente la
contribucion del hemidominio complementario en la unién a sustratos en enzimas 6PGDH
de un s6lo hemidominio. Ademas, no existen PDBs en la superfamilia que contengan
3HIBA cristalogréafico por lo que no es posible comparar con el patrén de interacciones de
6PG. El modelo que se obtuvo para la Go6PGDH, junto con el posicionamiento de los
ligandos, reafirman los resultados obtenidos en el capitulo | de esa seccidon, de que hay
intercambio de elementos de estructura secundaria de hemidominios adyacentes que

contribuyen con residuos en la interaccion con 6PG (figura 36 y 37)

Se simularon dos sistemas de Go6PGDH: con los ligandos 6PG y NAD; con los
ligandos 6PG y NADP. Se cuantificaron los puentes de hidrégenos con 6PG, NAD y
NADP. Los puentes de hidrogeno que se forman entre la enzima y 6PG provienen de dos
subunidades de la proteina. La a6 de la subunidad adyacente contribuye con 2 o 3 puentes
de hidrégeno durante el tiempo de simulacion, correspondiendo a la cuarta parte del total
de interacciones que estabilizan el BHA. En la figura 39 se cuantifican las interacciones por
residuo, durante el tiempo de simulacion, para las dos cadenas analizadas R332 e H328
aportan con puentes de hidrogeno estables. Lo importante de este resultado es que nos dice

que el empaquetamiento de la a6 en la subunidad adyacente es estable en el tiempo y las
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interacciones que se forman con residuos de esta subunidad y 6PG perduran durante la
simulacion. Es probable que estas interacciones sean ubicuas en todos los representantes de
la familia 6PGDH, debido a la presencia practicamente conservada de estos dos residuos
(figura 43).

Las interacciones con NAD y NADP, se pueden clasificar de acuerdo con su
proveniencia desde 3 zonas distintas de la proteina. Una zona es el loop f2-a2, que no
amerita discusion pues se ya se ha abordado la implicancia de éste en la discriminacién por
los dinucledtidos, y los resultados apuntan todos a la misma direccién. La otra zona de
interaccion proviene del loop B1-al (p-loop). En el caso del NAD, todos los residuos del p
loop contribuyen, en mayor a menor medida, a la formacion de puentes de hidrogeno desde
la cadena principal a la region difosfato con este ligando. Mencion especial tiene la R10,
que en nuestras simulaciones hemos visto que puede formar puentes de hidrégeno tanto
desde su cadena principal como su cadena lateral, con el NAD (figura 40). Este resultado
nos permitio darnos cuenta que la R del p-loop es un residuo conservado en las 6PGDHSs
con motivo D[V/L]X3[V/A] y no en aquellas deshidrogenasa de la rama 3 del arbol
filogenético (figura 43). En el caso del NADP en cambio, el Gnico residuo del p-loop que
forma puentes de hidrogeno es la R10, en las dindmicas pareciera verse forzada a transitar
entre unién con el 2"-fosfato y la region difosfato del NADP. Finalmente, la tercera region
corresponde a la a6 de la subunidad adyacente, que si bien establece interacciones con el
6PG, debido a la proximidad también cumpliria en general en acomodar y estabilizar la
region nicotinamida de los dinucledtidos. Esto tiene relevancia, pues corresponde a la zona

donde ocurre la catélisis enzimética.
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LoopB1l-al LoopB2-02  ab6 C-terminal

Escherichia coli (3FWN)
Geobacillus stearothermophilus (2W90)
Homo sapiens (2JKV)
Trypanosoma brucei (1PGJ)
Metarhizium anisoppliae
Metarhizium acridum

Aspergillus oryzae

Trichophyton tonsurans
Geobacter metallireducens (4E21)
Gluconobacter oxydans
Lactobacillus anthracis

Bacillus rhamnosus

Nitrolancea hollandica
Oscillochloris trichoides
Reseiflexus sp

Desulfovibrio magneticus

L T T s T T

Figura 43. Motivos que contribuyen al sitio activo en la familia 6PGDH. Se muestra el
alineamiento de un total de 16 secuencias de 6PGDHs, se tomaron 4 secuencias de cada una de
las ramas principales de la filogenia de la familia. En rectangulo rojo se muestra el loop f1-al, en
flecha roja se sefiala la posicion de R10. En rectangulo verde se identifican los residuos propios
del loop B2-02. En rectangulo azul se sefiala la conservacion de los residuos parte de la a6 de
enzimas con uno o dos hemidominios en el dominio C-terminal, en flechas azules se muestran los
residuos que se analizaron en las dindmicas moleculares.
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CONCLUSIONES

Evolucion estructural de la familia 6PGDH

En la historia evolutiva de la superfamilia BHADH, el origen de la familia 6PGDH
coincide con la aparicion de elementos de estructura secundaria en el sitio activo, que son
contribuidos desde subunidades adyacentes. En esta familia la duplicacion del
hemidominio C-terminal habria ocurrido de manera previa a la segregacion de los motivos

del loop B2-a2, que estarian implicados en la especificidad por cofactor.
Expresion y purificacion de Go6PGDH y Ec6PGDH silvestre y mutantes

Las proteinas purificadas a homogeneidad, de Go6PGDH y Ec6PGDH son activas y
estables, en tanto que las mutaciones en el loop B2-a2 de Ec6PGDH no afectan el

contenido de estructura secundaria.

Efecto del incremento del 6PG en la actividad de EC6PGDH y Go6PGDH con NADP y
NAD

El incremento del 6PG modula la preferencia por dinucle6tidos en enzimas con
distintos motivos en el loop B2-02, independiente de la presencia de uno o dos
hemidominios C-terminal. S6lo en el caso de EC6PGDH, la tendencia del comportamiento
de los parametros cinéticos para NAD y NADP difiere en su dependencia con la

concentracion de 6PG.

Ambas enzimas alcanzan valores similares de actividad especifica en la saturacion del

6PG, independiente del cofactor utilizado.

Implicancia en la preferencia por dinucleotidos de los motivos NRX3K y DVX3A en
Ec6PGDH

Ec6PGDH prefiere NADP sobre NAD 1715 veces. En cambio, la mutante del motivo
del loop B2-02 de EC6PGDH, DVX3A, es preferente por NAD 33 veces. Go6PGDH por su

parte, posee preferencia por NAD 16,6 veces.
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Interaccion de 6PG y dinucleotidos con residuos del sitio activo de Go6PGDH

En el sitio activo de Go6PGDH existe contribucion intersubunitaria de residuos
provenientes de la alfa hélice 6 de hemidominios adyacentetes (de la misma manera que

ocurre en EC6PGDH).

Los residuos del loop Bl1-al y del p2-a2 de Go6PGDH estabilizan la region difosfato y
ribosa-adenina del NAD, respectivamente. En cambio, residuos en el loop Bl-al y p2-a2

estabilizan al NADP principalmente por interacciones electrostaticas con el fosfato 2°.
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