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BIOGRAFIA .2

Mi nombre es Diego Valdés y naci en Santiago de Chile hace
poco mas de 28 anos, el 21 de marzo de 1983. Hijo de los sefiores,
Rafael Valdés D. y Carmen Balbontin S, soy el menor de 5
hermanos, hecho que influyd de manera muy importante en mi
personalidad y caracter, dado mi esfuerzo constante para adaptarme
a un mundo de adultos, en el que el mayor de mis hermanos me
superaba por mas de veinte afos.

Desde muy temprano comenz6 mi interés por las diferentes
ciencias de la naturaleza; a los 4 afos, dedicaba gran parte de mi
tiempo a construir maquinas que volaran o a medir el tiempo que
demoraba un barquito rojo de juguete, en cruzar la acequia que
recorria mi casa, preocupando a mi madre por mi poca socializacion
y mi rechazo a asistir al jardin infantil.

Toda mi etapa escolar la realicé en el Colegio del Verbo Divino. Fue ahi donde
descubri una de las grandes pasiones de mi vida: el atletismo. Herencia de mi padre, un
destacado atleta durante los afos 60. En el colegio, tuve la suerte de aprender con los mejores
entrenadores del pais: Alberto Labra y Pedro Soto, de quienes recuerdo especialmente
haberme inculcado la autodisciplina y resiliencia, conceptos que fueron claves para alcanzar
muchos de los logros conseguidos en mi vida, tanto en el atletismo como en otros aspectos.

Ademas de las largas horas dedicadas al entrenamiento mismo, parte importante del
tiempo lo destinaba a la lectura de libros de Fisiologia de William Ganong, con el objetivo de
entender mejor como funcionaba el metabolismo celular y poder mejorar mi desempefio
atlético. Fue tal el interés y entusiasmo por el tema, que recurri a mis profesores de Biologia y
Quimica: José Aravena y Jorge Sanhueza, quienes, finalmente, se convirtieron en grandes
amigos.

En esas conversaciones, surgio la posibilidad de utilizar bicarbonato de sodio en mis
entrenamientos como mecanismo para neutralizar la produccion de acido lactico endégeno (en
otras palabras, la quemazén muscular luego del ejercicio fisico). Pese a las advertencias,
decidi embarcarme en este proyecto, siendo yo mi propio conejillo de indias. Los resultados
fueron excelentes. Con 16 afios, bati el record nacional de 100 mts planos de la categoria
menores y fui semifinalista del Mundial de Atletismo Sub 17, estando dentro de los veinte
mejores velocistas del mundo en dicha categoria. Un afio después, ocurrié uno de los hechos
mas importantes de mi vida: la participacion en los Juegos Olimpicos de Sydney 2000,
representando a mi pais en la posta 4 x 100 mts, con el valor afadido de convertirme en el
atleta chileno mas joven en participar en unos juegos olimpicos. Si bien el rendimiento no
superd nuestras expectativas, el hecho de estar entre la elite del deporte mundial, compartir
con los mejores velocistas y deportistas del planeta, y participar de la ceremonia inaugural con
la delegacion de mi pais, se transformé en una experiencia inolvidable.

La dedicacion y concentracion en el deporte, tuvo sus costos. Aunque en el colegio
consegui mantener un buen rendimiento académico, pese a la alta exigencia de los
entrenamientos, me fue dificil preparar la Prueba de Aptitud Académica (PAA), requisito
fundamental para el ingreso a las universidades en Chile. Afortunadamente y gracias a mis
logros deportivos, obtuve una beca para ingresar a la Universidad de Chile, la casa de estudios
con mayor tradicion en el pais, para estudiar Ingenieria en Biotecnologia Molecular. Esta
carrera encajaba con mis intereses y pude optar a un horario flexible, que me permitia




continuar con mi carrera deporliva y concenlrame en mi objetivo de clasificar a los Juegos
Qlimpicos de Atenas 2004 y Bejjing 2008, metas que lamentablemente no pude alcanzar.

Una lesién que afectaba una de mis rodillas, la falta de recursos y las deficientes
politicas deportivas del pais, no me permitieron alcanzar el rendimiento requerido para
participar en una nueva cita olimpica ni para convertirme en uno de los grandes atletas de la
historia de! pais, como indicaban mis proyecciones. Asi y todo, fui dos veces campedn nacional
y estuve dentro de los ocho mejores velocistas de Sudamérica, animado por mi incondicional
grupo de amigos: Rafael Mayorga, Carlos Cottin, Sebastian Martinez, Rodrigo Debesa, Diego
Errazuriz, José Miguel del Solar y Andrés Alemparte, y bajo la tutela del excepcional atleta y
amigo, Sebastian Keitel. El afic 2006 fue el afio en que finalmente decidi dejar la actividad y
despedirme del alto rendimiento y de las pistas.

Pese a que mi carrera deportiva se truncd a temprana edad, tengo la tranquilidad que
hice todo lo que estuvo a mi alcance para extenderla y haber obtenido triunfos para Chile. La
decision me produjo mucho dolor, pero a la vez traerfa consigo la etapa mas fructifera en mi
vida.

El atletismo habfa ocupado un porcentaje altisimo en mi vida. Durante afios postergué
todo lo demas; por lo tanto, el abandono trajo un vacio importante, per lo que fue necesario
darle un giro a mi vida y generar un verdadero cambio. En ese proceso fue fundamental haber
conocido a una mujer que se convirtid en mi gran apoyo, partner y polola: Consuelo Mackenna,
gestora del impulsc que tuve mi vida durante los (ltimos cuatro afios.

A pesar de nunca haber dejado la universidad de lado, tomar muy pocos ramos
durante 5 afios incidié en el hecho de haber perdido a mis comparfieros de generacién. Ya a
esas alturas casi todos se encontraban titulados. Gracias a la ayuda de nuevos compaheros
realmente jugados, como Juan Camilo Moreno, Camila Mardones y Luis Zapata, guienes se
encargaron de ponerme al dfa en todo, logré adaptarme a mis dltimos afios de carrera.

En 2009 entré al laboratorio de Bloquimica y Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile, para comenzar a desarrollar mi tesis. Aqui fui acogido por
el recién establecido grupo ‘ingenieria de enzimas y metabolismo redox”, liderado por el Dr.
Ricardo Cabrera. Gracias a Dios, nuevamente tuve la suerte de rodearme por los mejores.
Recuerdo con especial carifio los consejos de mi ahora tutor Ricardo y la ayuda inestimable de
sus alumnos de doctorado y magister, Karel Olavarria, Luis Matsuda y Rodrigo Mufioz.

Mis estudios de tesis decian relacién con la ingenieria de enzimas, comprendiendo
cdmo éstas reconocen sus sustratos. Fueron casi dos afios y medio de incesante trabajo,
repleto de aciertos y desaciertos, frustraciones y satisfacciones y muchisimas noches frias que
parecian no terminar, todo coronado con ¢! teremoto de Febrero de 2010, que casi nos hace
perderlo todo. Fue en esos afios donde pude poner en practica una de las grandes lecciones
del atletismo: el factor resiliencia fue determinante.

Y asi llegamos a junio de 2011. Momento que parecia inalcanzable hace casi una
década. El ciclo termina y el balance, sin duda, es positivo. La nostalgia me embarga, miro
hacia atrds y me despido: es hora de un nuevo capitulo. Sin prisa, pero sin pausa, enfrentaré
los desafios que vienen de aqui en adelante, y a la hora de proyectarme al futuro, recuerdo el
consejo de mi director de tesis y amigo Ricardo, en un momento de debilidad: “A medida que
pasan los afios, el vértigo aumenta. Mira primero, respira profundo y aguanta la ola”,
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Dedicado a lodos Jos que creyeron en mi:
A mis papas, hermanos, amigos

y a la Consuelo, pero en especial

a Dios que todo fo hace posible.
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RESUMEN

L os cofactores de nicotinamida adenina dinucleotidos: NADP y NAD, son moléculas
esenciales dentro del metabolismo de la céluta. Ellos conectan la oxidacién de intermediarios
en las vias cenirales con el consumo de equivalentes de reduccion en importantes procesos
celulares como biosintesis y respiracion. La (nica diferencia estructural entre ambas moléculas
(un grupo fosfato en la region adenosina) tiene repercusién scbre la especificidad de las
deshidrogenasas, pudiéndose observar aquellas que son preferentes por uno u otro cofactor y
otras que no poseen una determinada preferencia (duales).

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la primera enzima de la rama
oxidativa de la via de las pentosas fosfato, que en Escherichia coli, provee un tercio del NADPH
requerido para la biosintesis. La G6PDH se ha considerado como una enzima preferente por
NADP, sin embargo hasta la fecha, no se habfa lograde determinar la magnitud de esta
preferencia. Estudios estructurales con la GEPDH de Leuconostoc mesenteroides, sugieren la
participacion crucial de un residuo de arginina conservado que se encentraria interactuando
con el fosfalo y la adenosina del cofactor. Para esta enzima, dicho residuo seria una pieza
clave en la interaccién con NADP mas gue con NAD.

En esta tesis, logramos obtener por primera vez parametros cinétices de la G6PDH de
E. coli, purificada a homogeneidad y a concentraciones saturantes de los co-sustratos, que nos
permite registrar la magnitud de la preferencia por NADP sobre NAD. Por otra parte, se pudo
evaluar la importancia de la arginina conservada {arginina-50) sobre las constantes de
especificidad para NADP y NAD, sustituyéndola por 4 aminodcidos: Acido glutamico (R50E),
alanina (R50A), valina (R50V) y glutamina (R50Q), mediante mutagénesis sitio-dirigida.

Al comparar las constantes de especificidad para estos cofactores de las G6PDH de E.
coli y L. mesenteroides (silvestre y mutantes) y basados en la teorfa del estado de transicion,
pudimos evaluar la contribucidn tanto del grupo fosfaio del NADP, como de la arginina-50 a la

energfa de unién del complejo enzima-sustrato (ES), asi come a la estabilizacién del estado de
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transicién (ESY). Este andlisis pemitié determinar, que para la forma silvestre de ambas
enzimas, la ausencia del grupo fosfato en el cofactor provoca cambios en la energia de unién
que desestabilizan a los complejos ES en mayor medida que a los ES*, pero el efecto es
notorfamente mayor en la enzima de E. coli. La contribucién del grupo fosfato del NADP a fa
energia de unidn en el estado de transicion es de 3,5 kcal/mol. Este mismo calculo para la
G6PDH de L. mesenteroides resulta en una contribucién de 1,38 keal/mol

En cuanio al aporie de la arginina-50, los resultados mostraron que las cuatro
sustituciones generaron desestabilizacién en los complejos ES y ES* con ambos cofaciores,
pero que los cambios fueron de menor magnitud que los reportados para la enzima de L.
mesenteroides. En E. cofi, la preferencia por NADP se mantiene en iodas las mutantes,
mientras que en la enzima de L. mesenteroidss, las sustituciones revierten la preferencia por el
cofactor. Estos resultados permiten concluir que el residuo de arginina-50 parece tener un rol
menos importante que su homélogo en L. mesenleroides en cuanto a la union con NADP. Si
bien esta arginina es determinante para la eficiencia catalitica de la enzima con NADP mas que

con NAD, no es clave para la discriminacidn molecular.
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ABSTRACT

Nicotinamide adenine dinucleotide cofactors NADP and NAD are essential molecules
involved in cell metabolism. They connect the oxidation of the intermediates in the central
pathways with the consumption of the reducing equivalents during important cellular processes
such as biosynthesis and respiration. The only difference between these two molecules (a
phosphate group in the adenosine region) has an impact on the cofactor specificity of the
dehydrogenases. It is possible to observe those that have preference for one or the other
nicotinamide adenine dinucleotide cofactor, and others that do not have a specific cofactor
preference (dual dehydrogenases).

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G8PDH) is the first enzyme in the oxidative
branch of the peniose phosphate pathway, which provides a third of the whole NADPH required
for biosynthesis in Escherichia coli. G6PDH has been considered a NADP preference enzyme,
However, to date, the magnitude of this preference has not been determined yet. Structural
studies with Leuconostoc mesenteroides G6PDH suggest the participation of an important
conserved residue that plays a key role in the interaction with NADP but not with NAD.

In this thesis, we obtain for the first time the kinetic parameters for GBPDH from E. colf
purified to homogeneity and with saturating concentrations of the co-substrates. This allow us to
determine the magnitude of the preference for NADP over NAD. Moreover, the importance of
this conserved arginine {arginine-50) was evaluated considering the specificity constants for
NADP and NAD. To approach this we replaced, by site-directed mutagenesis, the arginine-50
with four different aminoacids: glutamic acid (R50E), alanin (R50A), valin (R50V) and glutamine
(R50Q)).

Comparing the cofactor specificity constants for E. coff and L. mesenteroides GEPD
(wild type and mutants), and based on the transition state theory, we evaluated the contribution
of both the phosphate group of NADP and the arginine-50, to the binding energy of enzyme-

substrate complex (ES) as well as the stabilization of the transition state (ES¥). This analysis let
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us to determine that for the wild type forms of both enzymes, the absence of the phosphate
group, causes changes in the binding energy, destabilizing the complex ES in a greater extent
than the corresponding ES*. Nevertheless, the destabilizing effect is significantly greater in the
E. colienzyme. The contribution of the 2° phosphate group of NADP to the binding energy in the
transition state is 3,5 keal/mol. The same calculation for GEPD from L. mesenteroides results in
a contribution of 1,38 kcal/mal.

Regarding the contribution of arginine-50, our results show that the four substitutions
generated destabilization in the ES and ES* complex with both cofactors, but the changes in the
enzymes from E. coli were smaller in magnitude than those reported for the enzyme from
L.mesenteroides. In the mutant enzymes from E.coli, the preference for NADP remains, while in
the mutant enzymes from L. mesenieroides, the substitutions generated a reversion in the
colactor preference. This results suggest that arginine-50 in the GBPDH from E. cofi appears to
have a less important role than its counterpart from L. mesenteroides in terms of binding with
NADP. Although this arginine is critical for the catalytic efficiency of the enzyme with NADP

rather than NAD, this residue is not a key determinant in molecular discrimination.




INTRODUCCION

A pesar de la semejanza estructural que poseen los cofactores de nicotinamida
adenina dinucledtido, NAD y NADP (Figura 1), los destinos metabélicos que poseen
sus formas reducidas, NADH y NADPH, son distintos. El NADH, se encuentra
implicado en la transferencia de iones hidruro hacia la cadena iransportadora de
electrones, participando en la generacién del gradiente de protones que permite la
sintesis de ATP. Mientras que el NADPH, participa de las reacciones reductoras de la
biosintesis o para atenuar el estrés oxidativo en diversos organismos (Levy & Daouk
1979; Rosemeyer, 1987).

En el metabolismo heterotrdfico, la fuente principal de produccién de NADH y
NADPH proviene a partir de las deshidrogenasas de las vias centrales del
metabolismo. En estas vias, las deshidrogenasas pueden presentar diferencias en su
preferencia por el cofactor, cbservandose fres iendencias principales: NADP
preferentes, NAD preferentes y aquellas que usan NADP o NAD con similares
eficiencias, conocidas como deshidrogenasas duales.

Por supuesto, la capacidad de poder utilizar con diferentes eficiencias
cataliticas uno de estos cofactores por sobre el otro, resulia de las interacciones
especificas entre residuos de! sitio activo de la enzima y los grupos quimicos de la

molécula.




Figura 1.- Estructura de los cofactores de nicotinamida dinucleotidos. En A,
molécula de NADP y en B, molécula de NAD. En recuadros de color se sefialan:
region difosfato (verde), region nicotinamida (naranjo), region adenosina (azul). En
color rozado se muestra el grupo fosfato esterificado con el hidroxilo del carbono 2° de
la ribosa de la adenosina en el NADP.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasas y preferencia por el cofactor

Ahora bien, en dependencia del microorganismo, las deshidrogenasas de una
via en particular pueden corresponder a alguno de los tres tipos anteriormente
mencionados.

En el caso de Escherichia coli, la produccion de NADPH es llevada a cabo por
cuatro de las ocho deshidrogenasas de sus vias centrales (figura 2A).
Aproximadamente un tercio de la demanda total por NADPH para la biosintesis, es
abastecida por las deshidrogenasas de la via de las Pentosas fosfato (PP): la Glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Fuhrer &

Sauer, 2009) (figura 2B).
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Figura 2.- Esquema de las principales vias del metabolismo central de E. coli. En
A, los circulos naranjas muestran las diferentes deshidrogenasas a cargo de la
produccion de cofactores reducidos (NADPH y NADH). En azul, las deshidrogenasas
productoras exclusivas de NADPH. En B, tasa estimada de consumo por formacién de
biomasa crecida en glucosa en un cultivo bach (barra gris de atras) y produccion molar
de NADPH a partir de las diferentes vias metabolicas (barras de adelante). En letras
azules se describen las diferentes enzimas a cargo de esta produccién. Segun el
grafico, el segundo tercio es aportado por la Isocitrato deshidrogenasa del ciclo de
Krebs y la enzima malica. El resto es aportado por las transhidrogenasas, enzimas que
de manera acoplada al flujo de carbono, interconvierten cofactores reducidos.
(Modificado de Fuhrer & Sauer, 2009).




La G6PDH (E.C.1.1.1.49) es la primera enzima de la rama oxidativa de la via
de las pentosas fosfato. La reaccion catalizada por la GEPDH consiste en la reduccién
del NAD(P)" (dependiendo del microorganismo) a expensas de la deshidrogenacién de

la glucosa 6-fosfato (G6P) a 6-fosfogluconolactona (6PG):
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Se han reportado estudios cinéticos de G6PDHs, para una variedad de
microorganismos a los cuales se les ha podido evaluar su preferencia por el cofactor,
mediante caracterizaciéon cinética de las eficiencias cataliticas con ambos cofactores
(keat/Kn). De acuerdo con Cornish-Bowden (1975), la preferencia de una enzima entre
dos sustratos se obtiene a partir del cuociente de las eficiencias cataliticas. Este es un
parametro que determina la razén de velocidades de dos sustratos que compiten por
el mismo sitio activo de una enzima cuando éstos se encuentran en una mezcla a
concentraciones equimolares. De esta forma, el cuociente que resulta entre la k.. /Ky
de uno de los cofactores sobre la k../Ky del otro, permite expresar la preferencia de la
enzima por un cofactor.

Segun esto, la G6PDH de Thermotoga maritima, presenta una preferencia de
988 veces por NADP (Hansen y col, 2002), mientras que las G6PDH de Leuconostoc
mesenteroides y Gluconacetobacter hansenii, presentan una preferencia de 9 veces
por NADP (Levy y col, 1996) y de 5 veces por NAD (Ragunathan & Levy, 1994),

respectivamente. A estas dos ultimas se les considera como enzimas duales.




En relacidn a la G6PDH de E. coli, si bien se le conoce como una enzima
preferente por NADP, los estudios cinéticos reportados no son lo suficientemente
claros para determinar la magnitud de esa preferencia.

En el afio 1969, Sanwal informé pardmetros cinéticos con una enzima
parcialmente purificada. La Ky real para NADP que obtuvo fue de 15 pM. En cuanio al
NAD, sélo se menciona que la velocidad de la reaccion es 50 veces mas lenta que la
obtenida con el otro cofactor en presencia de una concentracion de NAD 30 veces
superior a la de NADP. Para ningln cofactor se mencionan sus Aca.

Por ofra parte Banerjee & Fraenkel en el afio 1971, reportaron una Ky para
NADP y NAD de 16 y 1670 uM, respectivamente. Si bien los parametros cinéticos
fueron obtenidos con enzima purificada a homogeneidad, no se aclara si estos Ultimos
son cbtenidos en concentraciones saturantes de co-sustrato. Tampoco se informa la
kea para ambos cofactores.

Es por esto que esta tesis tiene por objeto esiudiar a la GGPDH del
microorganismo E. cofi, el cual es ampliamente utilizado como moedele de estudios en
ingenieria metabdlica. El proposito es poder cuantificar la preferencia de esta enzima
por estos cofactores en téminos de las Ka/Kw, ¥ con esto, aproximarnos a una
explicacién de como realiza la discriminacién molecular en la catalisis. Para llevar
acabo tal objetivo, se requiere: 1) Cbiener a la enzima pura y caracterizar sus
pardmetros cinéticos., Con esto, podemos calcular sus eficiencias cataliticas con
ambos cofactores, permitiendo deteminar claramente la magnitud de la preferencia
por los cofactores; y 2) Identificar cual{es) podria{n) ser el{los) residuo(s)

estructural(es) involucrado(s) en dicha discriminacion y evaluar su contribucion(es).




Estudios cinético-estructurales de la G6PDH dual de Leuconostoc
mesenteroides

Se ha determinado la estructura tridimensional de la deshidrogenasa de L.
mesenteroides en complejo con NADP y NAD, permitiendo observar las interacciones
de los residuos del sitio activo con estos cofactores (Naylor y col, 2001). La
importancia de algunos de estos residuos ha sido estudiada por mutagénesis sitio-
dirigida, como es el caso de la Unica cadena lateral que establece interacciones
electrostaticas.

Este residuo correspondiente a la arginina-46, ubicado en el loop B:-ag del
dominio de union a nucleétido, seria potencialmente importante en la uniéon con NADP
mediante la contribucion de una carga positiva que interactia principalmente con el
fosfato 2" de la adenosina. Esta interaccion involucraria dos puentes de hidrogeno
entre los dos atomos de nitrégeno del grupo guanidinio del residuo de la arginina y
dos atomos de oxigeno del fosfato (Naylor y col, 2001).

Esta arginina se encuentra altamente conservada en todas las G6PDH para las

cuales su secuencia se encuentra disponible (figura 3).
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Figura 3.- Alineamiento multiple de secuencias de la G6PDH de distintos
organismos. Se observa una conservacion del residuo arginina (flecha negra) que
participa de la interaccion con el fosfato que diferencia al NADP del NAD. Arriba del
alineamiento, se muestra una representacion de los elementos de la estructura
secundaria donde se ubica la arginina-50.




Levy & Vought (1996, 2000), con el fin de evaluar la importancia de esta
arginina en la interaccion con los cofactores, la sustituyeron por tres residuos: por
alanina (R50A) para evaluar la contribucion de la cadena lateral, por glutamina
(R50Q)), con el propésito de eliminar la carga positiva y mantener el largo de la cadena
lateral, y por acido glutamico (RS0E), para la generacion de un ambienie poco
favorable para la carga negativa del fosfato 2° de la adenosina.

Los resultados obtenidos demostraron que todas las sustituciones de arginina-
46, disminuyeron las eficiencias cataliticas con ambos cofactores. Estas disminuciones
siempre tuvieron un efecto mayor con NADP mas que con NAD (figura 4A).

En cuanto a la preferencia por el cofactor, sorprendentemente se observd que
en todas las sustituciones se vid revertida hacia NAD (figura 4B). Para la sustitucion
por glutamico, alcanzoé las 208 veces de cambio en relacion a la enzima silvestre.
Estos trabajos concluyeron que la arginina-46 es un residuo determinante en la
catélisis, unién y especificidad por NADP el cual estaria implicado en otorgarle a esta

anzima su preferencia (aunque leve) por NADP.
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Figura 4.- Parametros cinéticos de la enzima de L. mesenteroides. En A, grafico
de eficiencias cataliticas con ambos cofactores de la enzima silvestre y mutantes de
Arginina-46. En B, grafico de cuccientes de selectividad para la enzima silvestre y
mutantes. Los valores del eje Y, se obtienen a partir del logaritmo de! cucciente. Datos
tomados de Levy & Vought (1996, 2000)




En nuestro laboratorio, por medio de analisis de dinamica molecular en
trayectorias de 10 nanosegundos (ns), utilizando la estructura de G6PDH de L.
mesenteroides con ligandos NADP y NAD (resultados tesis de pregrado, Matias
Fuentealba), se determiné el nimero de puentes de hidrégeno formados entre los
residuos del domino N-terminal de union a nucleétido de la enzima con el segmento de
la adenosina del cofactor (figura 5).

Estas observaciones indicaron que la arginina-46 establecia un alto nimero de

interacciones con el cofactor NADP, en tanto que en las dinamicas con NAD, esas
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Figura 5.- Resultados de las dinamicas moleculares con las enzimas de L.
mesenteroides y E. coli. En la figura se muestran los residuos involucrados en la
interaccion con la region adenosina del cofactor. En el eje de las ordenadas se
muestran el nimero de puentes de hidrégeno establecidos entre la region adenosina
del cofactor y residuos de la region N-terminal de las G6PDH's durante10 ns. En el eje
de las ordenadas (eje central) se muestran los elementos consecutivos de la
estructura secundaria del dominio de unién a nucledtido. Las barras en negro
representan los puentes de hidrogeno generados entre el cofactor y la cadena
principal, mientras que las barras en blanco corresponden a interacciones con la
cadena lateral.




interacciones eran menores. Adicionalmente, ofros residuos establecieron una
cantidad significativa de interacciones

Por otra parte, se generd un modelo de la G6PDH de E. coff utilizando como
templado la estructura proteica de L. mesenteroides. Realizando el mismo protocolo,
se observd que el residuo homdlogo, arginina-50 (figura 3 y 5), establecia un aito
ntimero de interacciones entre la cadena lateral del aminodacido y el ligando, en tanto
que en las dinamicas con NAD, éstas disminuyeron poco mas que Io observado en L.
mesenteroides.

En este caso, la arginina-60, es probablemente el tnlco residuo que exhibe
interacciones con la regién adenosina de ambos nucledtidos. A diferencia de lo visto
con la enzima de L. mesenleroides, su remocidn afectaria drasticamente los
pardmetros cinéticos de ambos cofactores, con consecuencias fundamentalmente
para el NAD (debido a la ausencia de residuos que aporten en la interaccién con este
nucledtido).

Es por esto que, a parlir de estos resultados, surge la idea de evaluar la
importancia de la arginina-50 scbre la preferencia por NADP y determinar las
diferencias que se establecen con su homodlogo arginina-46 de la G6PDH de L
mesenteroides. Permitiendo con este entender las interacciones que determinan la
discriminacion molecular entre NADP y NAD.

Por (itimo, para realizar dicho analisis, en este seminario de titulo evaluamos la
importancia de esta arginina sustituyéndola por aquellos tres aminodcidos propuestos
por Levy & Vought (1996, 2000), mas una cuarta sustitucién por valina {la que tiene
por cbjeto determinar la contribucién del tamafo de la cadena lateral), mediante
mutagénesis sitio-dirigida en el gen zwf, y posterior comparacion de los parametros

cinéticos con la enzima silvestre pura.
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Adicionalmente, se realizaron estudios de union con el ligando NADP, por
medio del apagamiento de la fluorescencia intrinseca del triptéfano. Dada la cercania
de un triptéfano al sitio de unién a nucleétido de la enzima, este puede censar cambios
conformacionales por efecto de la unién del cofactor de acuerdo con el modelo de la

G6PDH de E. coli.

Arginina-50

NADP

Triptéfano-53

Figura 6.- Estructura tridimensional de la G6PDH de E. coli. En verde, se muestra
la estructura de un monémero de la proteina con sus 12 triptéfanos representados por
esferas blancas. En el recuadro de acercamiento se aprecia parte del sitio activo,
denotandose la estrecha cercania entre el triptéfano-53, la arginina-50; y el NADP.
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HIPQTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

“En la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Escherichia coli el residuo conservado del
sitio activo, Arginina-50, es determinante para la eficiencia catalitica con NADP mas

que con NAD, pero no para revettir [a preferencia por el cofactor™.

Objetivo general

e Evaluar la contribucion de la Arginina-50 de G6PDH de E. coli a la preferencia

por el cofactor,

Objetivos especificos

. Produccidn de G6PDH de E. colf silvestre y mutantes de Arginina-50 puras.

. Caracterizacion estructural: fluorescencia y estructura cuaternaria de las

enzimas purificadas.

. Caracterizacién de parametros cinéticos Ky, kea, Kea/Km ¥ de union (Kq) de las

enzimas purificadas.




MATERIALES Y METODOS

Materiales

Reactivos

Tabla 1.- Reactivos utilizadas durante el seminario de titulo
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LBORATORIO

REACTIVOS

Sigma (MO-USA)

B-mercapto-etanol, BSA, NAD(P}, G6P,
Rojo ponseau, standard

Merck (NJ-USA)

Azul de Coomssie R-250, APS,
Agar,Tris, MgCl,, CaClz, NaCl, NiSQz,
Imidazol, Metanol, Etanol, H.O,,

Calbiochem (NJ-USA)

PMSF, Trombina, Glicina, Tween-20,
SDS§, 4-cloro-1-naftol

Qiagen (CA-USA) HRP-Ni-NTA
Becton Dickisnon (NJ-USA) Peptona
UsBiological (MA-USA) IPTG, Kana;rm;lfgir;i%,atetramclma,
Biorad (CA-USA) Bradford
Winkler (STGO-CHILE) Glicerol
Invitrogen (CA-USA) Genetailor, archilamida
Omega Bio-Tek (GA-USA) E.Z.N.A {miniprep kif)
Biotium (CA-USA) Gel Red
Fermentas (MA-USA) Enzimas de restriccion: BamHAl y Hindlli
TCL (STGO-CHILE) TEMED

Lonza (Basel-Switzerland)

LE Agarosa SeaKem®

Cepas bacterianas

El agua utilizada en 1odos los experimentos se ulirapurificod (agua nanopura), hasta una resistencia de 18, 2 ohm,

Tabla 2.- Cepas bacterianas utilizadas durante el seminario de titulo

TIPO DE BACTERIA

GENOTIPO

E. colicepa DH5a™-T1®

F- 80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAlendAl
hsdR17(rk-, mk+) phoA supEdd A-thi-1 gyrA96 relA1
tonA

E. colicepa BL21(DES3) tet’

F ompT hsd Sy (ra'ma') gal dem {DES), pLysS, Cam'’
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Medios de cultivos liquidos

Medio Luria-Bertani (LB)
Se adiciond 10 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura sobre
900 ml de H;O desionizada. El pH se ajusto con NaOH a 7,0 antes de aforara 1 |

esterilizar en autoclave.

Medios de cultivo sdlidos

Agar LB
Para la preparacién de los cultivos sélidos, se agrego agar al 1,7 % p/v & un
medio LB y se esterilizé en un autoclave. Para suplementar con antibidticos se espero

a gque el medio se entibiara primero antes de anadirlos.
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Vector de expresion pET28b-eczwf

El vector pET28b-eczwf (donacién realizada por la doctora Adriana Krapp,
Universidad Nacional de Rosario, Argentina y postericrmente modificado por nuestro
laboratario) contiene el gen zwf, que se utiliz6 para la expresion de la enzima silvestre
y para realizar la mutagénesis sitio-dirigida (Figura 7).

Este vector posee un tamano aproximado de 7500 pb y contiene al gen npif
cuyo producto confiere resistencia a Kanamicina. El gen zwf se encuentra inserto
entre los sitios de corte de las endonucleasas BamH! y Hindill (conservando el coddn
de término) adyacente y en marco de lectura con la secuencia que codifica para 6
histidinas. A continuacion, se encuentra una secuencia de corte por trambina seguido
de una secuencia espaciadora que expresa 12 aminocacidos.

E! gen zwf se encuentra bajo el control del promotor del bacteridfago T7, que
es reconocido por la t-RNA polimerasa de éste Gltime. La produccion de esta
polimerasa es inducible por isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) en células BL21(DES3).

De acuerdo a la prediccibn del programa bioinformatico ProtParam
{(www.expasy.org), segin la secuencia dei gen, ésta corresponderia a una proteina de
520 aminoécidos, con una masa molecular de 58731,6 Da y de punto isoeléctrico de

5,83.
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T? terminator
t1 origin /  Histag
(I Hindlll (174)

kan sequence zwi recombinante

(nptl)
Neol (16686)
J.-";B::mm (1671)
pET28b-eczwf = I7tag
ST thrombin
"|."._
ColE1 pBR322 origin ___ ', His tag
\ Neol (1768)
.
\T7
promoter
B \
lac operator
lac|
Neol His-Tag Region espaciadora
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGC AGCGGCCTGGTGCCGCGCGOCACCACTGGTGGACAGCAA
MetGl ySerSerHisHisHisHisHiI sHiIsSerSerGlyleuVolProArgGlySerThrGlyGlyGInGin
' thrombin
Eagl ;
BanH | 520 aa _Hind Il __Notl  Xhol His-Tag
ATGGGTCGGGATCLG AAGCTTGCGGCCGUACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetG | yArgAspPro LysleuAloAloAl cleuGluHisHisHisHisHiI sHisEnd

Figura 7.- Mapa del plasmido de expresion pET28b-eczwf. En A, se destacan:
Promotor T7: secuencia de reconocimiento para la RNA polimerasa del fago T7; Lacl:
gen que codifica para el represor lac; ori ColE1 pBR 322: ori bacteriano derivado de
pBR 322; f1: origen de replicacion del fago f1; nptl (kan sequence): gen de resistencia
a kanamicina. En B, Esquema del MCS y regiones contiguas del vector pET28b (+).
zwf: secuencia del gen que codifica para la enzima G6PDH de E. coli fusionado a: His
tag: Secuencia codificante para el tag de poli-histidinas; Thrombin: Regién codificante
para el sitio de corte por trombina; Region espaciadora: secuencia de 36 nucleétidos
(12 aminoacidos) previo al codon de inicio de la traduccion de la G6PDH.




Partidores

En la tabla 3 se muestran los partidores utilizados para la reaccion de

mutagénesis. El triplete de bases subrayado corresponde al codén del aminoacido

reemplazado y las letras que aparecen en “azul” corresponden a las bases sustituidas.

Las letras en “rojo” corresponden a la region de superposicion del par de partidores y

las letras negras corresponden a la region de extension (ambas representadas en la

figura 8, ver seccién mutagénesis sitio-dirigida). Los partidores para R50A fueron

sintetizados por Invitrogen (CA-USA) a través de Bios Chile (Chile). El resto de los

demas partidores fueron sintetizados por IDT (IA-USA) a través de Fermelo Biotec

Chile (Chile).

Tabla 3.- Partidores utilizados para introducir las mutaciones en el gen de zwf

Mutacion Secuencia de los partidores de 5'a 3’ Tw (°C) | Ta(°C)
R50A ATTATCGGCGTAGGGGCTGCTGACTGGGATAAAG 69,4 61,3

NM-R50A | CCCTACGCCGATAATCCGGGTGTCCG 68,2 -
R50Q CCCGGATTATCGGCGTAGGGCAAGCTGACTGGG 69,6 63,9
R50E CCCGGATTATCGGCGTAGGGGAAGCTGACTGGG 69,3 65,4
R50V CCCGGATTATCGGCGTAGGGGTIGCTGACTGGG 69,5 63,9

NM-R50X | CCCTACGCCGATAATCCGGGTGTCCGGGTTG 68,9 -

R50A: Arginina por alanina, R50Q: Arginina por glutamina, R50E: Arginina por glutdmico, R50V: Arginina por valina, NM: partidor no
mutagenico, NM-R50X: partidor no mutegenico de Q, E y V. TM: temperatura de melting, TA: temperatura de annealing.
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Metodos

Aislamiento de DNA plasmidial (miniprep)

El DNA plasmidial de los clones recombinantes se purificé mediante el uso del
kit E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit Il de Omega Bio-Tek (GA-USA). Se determiné la
absorbancia a 260 y 280 nm, de una dilucion 1:10 de la muestra purificada de DNA, en

cubeta de cuarzo. La concentracion de la muestra se calculd mediante la ecuacién:

DNA{ng/nl) = Abssgy - 80 « Factor de dilucién (1)

Se estimd el grado de pureza del DNA, mediante Ia relacién Absses / Abszso.

Esta siempre resulto superior a 1,8, lo cual indica un grado de pureza superior al 95 %.

Andlisis de resiriccion del plasmido pET28b-eczwi

El analisis de restriccién del plasmido pET28b-eczwf se realizd por medio del
uso de dos enzimas de restriccién: BamHl y Hindlll. La reaccién de digestion se realizd
en un volumen de 10 pl. La mezcla de reaccién contenia 200 ng de plasmido, 1 yl de
Fast Digest buffer 10 X, 0,4 pl de fastDigest® BamHl o 0,4 ul de fastDigest® Hindlll
dependiendo del caso {la enzima de restriccién no debe superar el 10% del volumen
total de la reaccion) y 4,6 pl de agua nano pura estéril. La mezcla de reaccion se
incubé por 20 minutos a 37 2C. Pasado ese tiempo, se colocd a 4 9C, hasta el

momento de su uso.
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Mutagénesis sitio especifica

Para las mutaciones sitio-especificas se utilizo el sistema Genetailor™ de
Invitrogen (CA-USA). El procedimiento consiste en la amplificacion por PCR del
plasmido pET28b-eczwf que contiene al gen de interés, utilizando un par de partidores,
de los cuales uno es mutagénico (figura 8). El procedimiento utiliza como molde el
plasmido de doble hebra previamente metilado. Luego de la reaccion de amplificacion,
los amplicones lineales generados son transformados en células DH5a-T1, las cuales
degradan el plasmido parental metilado y recircularizan los amplicones, formando de
esta manera nuevamente el plasmido, pero con la mutacién deseada.

La reaccion de metilacion se realizd en un volumen de 30 pyl. La mezcla
de reaccion contenia 188 ng de plasmido, 3 pl de metilation buffer 10 X, 3 pl de S-
adenosyl-metionina (1,43 veces mas concentrado de lo recomendado por el

fabricante), 1,9 pl (8 U) de DNA metilasa y 18,35 pl de agua nano pura estéril.

Region de sobreposicidnn Mutacidn  Regidn de extension

o AR F—
Partidor mutagénico 5 i A 7

Partidor no mutagénico 3°
FX S/
L ~

Regidn de extension Regidn de sobreposicidnn

&

Figura 8.- Disefio de los partidores segun kit Genetailor™. En este esquema se
muestra el disefio de los partidores para el uso de este kit. En rojo se sefala la
complementariedad de los partidores (region sobreposicion) necesarios para introducir
las mutaciones en el gen de zwf.
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La reaccion de amplificacion se realizd en un volumen de 50 pl. La mezcla de reaccién
contenia 5 pl de High Fidelity PCR buffer 10 X, 150 ng de plasmido metilado, 1,5 pl de
ambos oligonucledtidos (0,3 uM finales para cada uno); 1,5 Wl de la mezcla de
deoxinucleotidos (dNTPs) 10 mM, 1 ul de MgSO, 50 mM, 0,3 ul (1,5 U) de la enzima
Platinum® Tagq High Fidelity, y por tltimo 36,2 pl de agua nano pura estéril.

Todos los reactivos para las reacciones de metilacion y mutagénesis fueron
aportados por el kit Genetailor™ (Invitrogen, CA-USA).

Las reacciones de mutagénesis se realizaron en un termociclador Peltier
Termal Cycler PTC-100° (MJ Research, Waltham-USA). Se utilizé un protocolo que
consistia de una etapa inicial de desnaturacién a 94 °C por 1 minuto, seguida por 20
ciclos de amplificacion que incluian 3 etapas: 1 minuto a 94 2 C; 1 minuto de alineacion
a la temperatura de annealing de los partidores utilizados (tabla 3) y una etapa de
extensién a 68 °C por 8 minutos (1 minuto por cada kilobase de DNA que se quiera
amplificar). Los productos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

La secuencia de nucledtidos de los plasmidos obtenidos por miniprep a una
concentracion de 50 ng/ul en 100 pl fue realizada por Macrogen Inc (Maryland, USA),
utilizando la metodologia de Sanger y empleando terminadores bigdye en condiciones
ciclicas, con el equipo ABI3730XL (PE Applied Biosystems). Para la secuenciacion se

utilizaron los partidores universales del promotor y terminador del fago T7.
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Electroforesis de DNA plasmidial en geles de agarosa

El DNA plasmidial y amplificados de PCR se analizaron mediante electroforesis
en una camara horizontal. Cada muestra se mezcld en proporcién 2:1 con una
solucién de amortiguador de carga 6 X loading dye de fermentas (Tris-HCI 10 mM pH
7,6, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,005 % y glicerol 10 %) y luego se cargaron en
geles de agarosa a una concentracién de 1 % p/v. La agarosa se prepard en solucién
TAE 1 X (Tris-HCI 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y Gel Red 3 X {Biotium, CA-
USA). En los geles, se incluyd el estandar de peso molecular MassRuler™ DNA
Ladder Mix de10 Kpb. Las electroforesis se realizaron a voltaje constante de 80 V
(fjuente de poder powerPac™ Basic, de Biorad, CA-USA). Finalmente, los geles se

observaron sobre un transiluminador UV y se fotografiaron.

Preparacion de células de E. coli electrocompetentes

Un pre-indculo de la bacteria receptora BL21{DE3) tet’ ¢ DH5a-T1, se incubd
durante toda la noche a 37 °C con agitacion a 200 rpm en un agitador orbit environ
(Mi-USA). Al dia siguiente se inocularon 4 m! del pre-inéculo en 400 mi de medio LB y
se incubé a 37 2C y 200 rpm hasta que el cultivo alcanzé una ODggp de 0,5.
Seguidamente el cultivo se incubd en hielo por 30 minutos y después se centrifugs a
4.000 x g por 15 minutes a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810 R utilizando un
rotor F-34. Se elimind {anto sobrenadante como fuera posible y se suspendieron las
células en 400 ml de agua nano pura estéril fria. Luego, se centrifugé a 4.000 x g por
15 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se suspendieron las células en 200 ml
de agua nano pura estéril fria. En [a (ltima etapa se centrifugd nuevamente a 4.000 x g

por 15 minutos a 4 2C y se suspendieron las células en 8 ml de glicerol al 10 % estéril
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y fri6. Finalmente, se centrifugé a 4.000 x g por 15 minutos a 4 °C y se suspendieron
las células en 800 pl de glicerol al 10 % estéril y frid. El volumen final de células
obtenido se repartié en alicuotas de 40 pi, las cuales fueron almacenadas en tubos

Eppendorf a -80 2C hasta el momento de su uso.

Electrotransformacién de E. coli

Se mezcld 40 pl de células DH5a-T1 electrocompetentes con 2 ul de DNA
plasmidial, en cubetas de electroporacién de 2 mm. Se utilizé un electroporador
GenePulser Xcell (Biorad) en condiciones de voltaje 2,5 KV, capacitancia 25 pF y
resistencia de 200 ohm. Se colocaron las cubstas en la camara de electroporacion y
se generd el pulso. Inmediatamente después de esto, las células se suplementaron
con 500 1! de medio LB y se incubaron en tubos eppendorf por 2 horas a 37 2C con
agitacion moderada. Luego, se sembraron 100 pl del cultivo en agar LB suplementado
con los antibidticos correspondientes y se incubaron por 12-14 horas para obtener

colanias, a las cuales se les extrajo el DNA plasmidial para su posterior secuenciacion.

Purificacién de la G6PDH silvestre y mutantes

200 ml de medic LB suplementado previamente con tetraciclina (20 pg/ml) v
kanamicina (50 pg/ml) fueron inoculados con 8 ml de un cultivo crecido durante la
noche anterior de la cepa de E. coli BL21 (DE3) tet’ transformada con el plasmido
pET28b-eczwf. Este culfivo, se incubd a 37 °C con agitacién a 200 rpm, hasta alcanzar
una ODgg de 0,5. Luego, éste fue inducido con IPTG 1 mM y se mantuvo la agitacion

por 4 horas mas. Pasado este tiempo, las células fueron colectadas por centrifugacién




22

a 8.000 x g por 5 minutos a 4 *C en una centrifuga Eppendorf 5810 R utilizando un
rotor F-34. E] sobrenadante fue eliminado y las células fueron suspendidas en un
volumen equivalente al 10 % del volumen inicial del medio LB, con amortiguador S
{Tris-HCI 50 mM pH 8.2, MgCl, 10 mM) al cual se le suplementé con NaCl 40 mM e
inhibidor de proteasa, PMSF, a una concentracion final de 1mM. Para lisar las células
y liberar el contenido intracelular, se utilizé un sonicador Branson Digital Sonifier® (CA-
USA}, con una sonda de 1,2 cm de didmetre. Se aplicaron 7 pulsos de 20 segundos
con 1 minuto de pausa entre cada pulso con una amplitud de 40 %. Durante este
proceso, la suspensidon de células se mantuvo siempre en hielo para evitar que el
ultrasonido calentara la muestra. Pasada esta etapa, el extracto obtenido se centrifugd
a 82300 x g, a 4 °C por 30 minutos en una ultracentrifuga Beckman L5-50B. El
sobrenadante se sometié a una cromatografia de intercambio idnico en una columna
HiTrap Q HP (GE Healthcare) de 5 ml pre-equilibrada con amortiguador S (Figura 9).
En esta etapa la columna se lavé con al menos 10 volimenes de columna. Luego, la
proteina fue eluida de la columna utilizando 100 ml de un gradiente creciente y
continuo de NaCl en amortiguador S desde 40 miM hasta 1M. Las fracciones con
mayor actividad G6PDH, fueron colectadas y suplementadas con imidazol hasta 40
mM y sometidas a una cromatografia de afinidad a Ni*? en una columna HisTrap (GE
Heaithcare) de 5 ml. De esta segunda columna, la proteina de interés fue lavada tal
como se describid para la columna anterior y eluida utilizando un gradiente creciente v
continuo de imidazol en amortiguador S desde 40 mM hasta 600 mM, suplementado
con 250 mM de NaCl. A las fracciones con mayor actividad G6PDH, se les determind
la concentracién de proteina por el método de Bradford y fueron colectadas para la

siguiente etapa de digestion de la cola de histidina por trombina.
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Cepa: E. coli BL21(DE3) tetr
Plasmido: pET28b-zwf kan'
Induccién con IPTG 1TmM por 4 hr a 37°C

8.000 g x 5min

Resuspension de
células

Sonicacioén a 4°C (((

)

|
w

i» . Columna Hi-Q GE
.

S & . Columna His-Trap GE
82.000 g x 30 min A2 E

Extracto crudo . ¥
(sobrenadante) # § &

Digestion con Trombina

rYYT TTTY

Enzima pura
Elucion diferencial Elucion sin gradiente:
de enzima y trombina  retencién de colas de
histidina

Figura 9.- Esquema de purificacion de las G6PDH silvestre y mutantes.
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La muestra de proteina pura fue diluida con amortiguador S hasta alcanzar una
concentracién final de 0,3 pg/ul, 1a cual fue suplementada con CaCl, 10 mM y se le
afadié trombina sdlida hasta alcanzar una proporcién molar de 1:36 proteasa:G6PDH.
La reaccion de protedlisis procedio durante 5 horas a 37 °C con agitacién suave.
Terminado este tiempo, la mezcla de reaccion se suplementd con B-mercapto etanol
10 mM para prevenir que la enzima formara un precipitado blanco inactivo.

Para poder lograr separar la proteina cortada de la no cortada, la mezcla de
reaccién se inyectd en una columna HisTrap, y una vez pasada por ésta, se colectd el
frente y el primer lavado (las proteinas cortadas ya no tienen la capacidad de unirse a
la columna HisTrap). Dado que [a trombina co-gluye con la G6PDH cortada, la mezcla
se somete a una cromatografia de intercambio iénico en una columna HiTrap Q HP de
5 ml utilizando las mismas condiciocnes descritas anteriormente para esta columna. La
separacién efectiva de las dos proteinas fue confirmada con mediciones de actividad
especifica y absorbancia a 280 nm en las fracciones colectadas. Para chequear la

pureza de la enzima, esta se analizé por SDS-PAGE.

Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE)

El andlisis de las masas moleculares sobre las muestras de proteina de cada
etapa de la purificacion, se realizdé mediante eleciroforesis en condiciones
desnaturantes en una camara vertical Mini PROTEAN® 3 cell {BioRad). Las muestras
se mezclaron en proporcién 3:1 con un amortiguador de carga 4 X (Tris-HCI 250 mM
pH 6,8, glicerol 4 % viv, 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 paliacrilamida al 11,5 %.




Las electroforesis se realizaron a amperaje 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-USA). Como solucién de corrida se utilizé
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 % pfv disuelto en una mezcla de metanol 50 % v/v, acido acético 10 % viv, durante
dos horas con agitacion constante, y se destifié con la misma mezcla sin comassie,
hasta obtener un contraste claro de las bandas.

La masa molecular relativa de las proteinas se determind a partir de su
migracion electroforética. Se utilizé el estandar de peso molecular SigmaMarker™ Low

Range (Sigma) que contiene 7 proteinas patron de 66, 45, 36, 29, 24, 20 y 14,2 kDa.

Wesiern blot de la cola de histidina por sondas HRP Ni-NTA

A las muestras de proteina que fueron digeridas con la proteasa (ver
purificacion de la G6PDH), se les realizé SDS-PAGE y posteriormente se las transfiria
a una membrana de nitrocelulosa. Para la transferencla, se formd un “sandwich”
compuesto por dos esponjas plasticas, diez laminas de papel Whatman 3 mm, una
lamina de nitrocelulosa y el gel SDS-PAGE sin tefiir; todo esto apretado por dos
soportes de plastico perforade. Este “sandwich” se colocd en una camara de
transferencia con una orientacién gel/membrana/dnodo. La transferencia transcurrié a
temperatura ambiente a amperaje constante de 200 mA durante 1 hora, en
amortiguador Tris-HCI 25 mM pH 8,4; glicina 192 mM y metanol 20 %. La membrana
que contenia las proteinas transferidas fue lavada por 2 veces con amortiguador TBS

(Tris-HC! 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) y se confirmé la eficiencia de la transferencia
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mediante tincién reversible con rojo Ponceau S 05 %, y acido acético 1 %.
Posteriormente, la membrana fue incubada por 1 hora con amortiguador TBS y
seroalbimina de bovino {BSA) 3 %. Luego, fue lavada tres veces por 15 minutos cada
vez con TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 500 mM; Tween-20 0,05 % p/v) y se
incubd por 1 hora con la sonda HRP Ni-NTA Conjugate Qiagen 34530 en una dilucion
111000, la cual se asocia a la cola de histidina de la proteina. Seguidamente, la
membrana fue lavada 3 veces durante 10 minuios cada vez en TBS-T. La deteccidn
de la reaccién de la sonda de HRP Ni-NTA con la cola de histidina sobre la membrana,
se realizd mediante el método el ensayo de la peroxidasa. Este consistié en incubar la
membrana en una solucién de tincion que contenia: 24 ml de amortiguador Tris-salino
10X (Tris-HCI 1M pH 8,0 NaCl 9 % p/v}, 18 mg de 4-cloro-1-naftol, 6 m! de metanal y
60 ul de 30 % H,O: (la solucidn de tincion es estable por muy poco tiempo). La
reaccion se llevo a cabo por 5-15 minutos en la oscuridad y una vez obtenidas una
buena intensidad de bandas, ia reaccién se detuvo con lavados secuenciales en agua
destilada. La masa molecular relativa de las proteinas se determiné a partir de su
migracion electroforética. Se utilizd el estandar de peso motecular BenchMark™ His-

tagged (Invitrogen).

Cromatografia de exclusion molecular (HPLC)

Los experimentos se realizaron en una columna de exclusign molecular
TSKgel® G200SWL (Tosoh, Bioscience) con dimensiones de 300 mm x 7,8 mm y
tamafo de poro de 5 pm, usando un sistema de HPLC Waters 1525 con bombas
binarias. La columna se equilibré con una solucidn de lavado que contenia
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7,4, MgCl, 5 mM y NaCl 200 mM previamente filtrada

para su uso. Se apiicaron vollmenes de muestra de 20 y! con una concentracién de
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proteina de 0,15 pg/ pl a un flujo de 0,8 mliimin. La absorbancia del eluyente se
registré continuamente a 280 y 260 nm con un detector de absorbancia Dual A Waters
2487,

Para determinar la masa molecular de la G6PDH pura, se us6 una curva de
calibracién (figura 10} que contenia los volimenes de elucion de diferentes proteinas
patrén abastecidas en el Molecular Gel Filiration Standard (BioRad): Tiroglobulina de
bovino (670 kDa, 85 A Rg); y-globulina de bovino (158 kDa, 41,8 A Rs); Ovoalbumina
de pollo (44 kDa, 30,5 A Rg); Mioglobina de caballo (17 kDa, 19 A Rg) y Vitamina By2
(1,35 kDa, 8,5 A Rg).

Log PM= -0,3199* t(min) + 7,7517 (R°=0,99)

6 7 8 9 10 11 12
Tiempo min
Figura 10.- Curva de calibracién HPLC. En la figura se sefiala la ecuacion de la recta

obtenida con los patrones estadndar de peso molecular para la determinacién de las
masas molecular de la proteina.
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Titulacion de sustratos

Todos los sustratos {(NADP, NAD y G6P) fueron llevados a pH 7.0. La
concentracion se determiné mediante el cambio de absorbancia del NAD{P)H a 340
nm, en una mezcla de reaccién que contenfa a la propia G6PDH de E. coli
previamente purificada para el caso del NADP y G6P, o a la G6PDH de L.
mesenteroides (Sigma-Aldrich} para el caso del NAD. Se utilizé una congentracion de
co-sustrato al menos 20 veces mayor, lo cual garantiza, segun el valor de la constante
de equilibrio (keq = 6.02 x 107 M", Glaser & Brown, 1955), que més del 99.9% del
sustrato a titular se convierta a producto. Una vez que la reaccion alcanza el equilibrio,
la diferencia entre las absorbancias inicial y final de la mezcla de reaccién, AADSzaonm,

se utilizé para determinar la concentracion real de los susiratos mediante la ecuacion:

AAb S3i00m (2)

Sustrofo| =
{ ] .

En donde, € es el coeficiente de extincién molar del NADPH vy |, el paso éptico
de la cubeta (1 em). Debido a que el coeficiente de extincién del NADPH de 6220 U.A
M? cm? a 340 nm (Bergmeyer, 1974) 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™.

Preparados de esta manera, los sustratos se conservaron a -402 C por dos

semanas como maximo.
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Determinacion de la actividad enzimatica de G6PDH

La actividad enzimatica se determind en un mezcla de reaccion que contenia:
amortiguador Tris-HCl 50 mM, MgCl: 10 mM, NADP 0.4 mM, G6F 2 mM pH 8,0.
Durante la reaccién enzimatica, se monitored la formacién de NADPH a 25 °C por
medio del aumento en la absorbancia a 340 nm.

Utilizando el cosficiente de extincién de 5186 U.A. M' cm’, se calculé la
actividad de la enzima como el numero ymoles de NADPH formados por minuto y por
volumen de enzima (ml) lo que equivale a una unidad de enzima (U).

Todos los ensayos cinéticos se realizaron en un espectrofotometro Biotek
Synergy 2 UV-visible a 25 9C, con dos inyectores utilizando placas Nunc® de 96
pocillos (modelo 269620), las cuales tienen propiedades adecuadas de trasmitancia y
baja adsorcion de proteinas.

Se generd un protocolo a través 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 reaccidn siempre fue desencadenada con la adicién de GEP. Se
realizaron cuatro réplicas para cada concentracion, con cinéticas de 30 segundos a
una tasa de adquisicion de datos, que resultaba en 334 observaciones totales: una
cada 9 centésimas de segundo. Se midié la absorbancia a 340 nm antes y al final del
experimento con el proposito de calcular el susirato consumido. Adicionalmente, el
espectrofotometro midié la longitud del paso éptice de cada pocillo para normalizar las

mediciones a una longitud de paso optico de 1 cm.
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ﬂ Temperature: Setpoint 25 °C

@ Read: lectura inicial (A) 340

™ well Mode
6 Dispense 10 pL using dispenser 1
&3 shake: Fast for 0:10
éDispense 50 pL using dispenser 2
&3 Shake: Fast for 0:02
W Start Kinetic [Run 0:30,00, Interval 0:00,09]

TPRead: cinetica (A) 340

4% End Kinetic

iL_End Mode

W@Read: lectura final (A) 340

Figura 11.- Protocolo software Genb5. 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 la
G6P, la cual es inyectada 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.

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 (vp) a diferentes concentraciones
de sustrato (S) (ver resultados), ajustando a los datos el modelo cinético de Michaelis-

Menten (M-M) descrito por la ecuacion:

_ Varax - [5]

e Ky + [5] 3

En donde,

Viax = kear - [E]‘l' (4)
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En esta ecuacidn, La Ky es ia constante de M-M, cuyo significade en términos
de constantes de velocidad varia segin el mecanismo catalitico, pero que en términos
operacionales corresponde a la concentracién de sustrato a la cual v = 2 Vuax. La
Vuax por su parte, es la velocidad maxima que puede alcanzar la reaccion catalizada
por la enzima y a su vez, equivale al producto de la constante catalitica k.a por ia
concentracién de enzima total [E]+. Especificamente, la k.« se calcula por medio de la

ecuacion:

_ VM}%X’ v P.{MF(GGPDH} . ﬂ,ﬂﬂl (5)

Ceat(s7") 60

En donde, Vuaxes la velocidad maxima expresada en unidades de jmoles min’
' mg* de enzima; PM el peso molecular de la GEPDH expresado en g/mol; 0,001 el
factor de conversion para convertlr los g/mol en mg/umoles y 60 el factor de
conversion para convertir ios minutos a segundos. Finalmente con todos estos datos,

la ket S€ BXpresa en s™.

Proceso de datos y analisis estadistico

Los ajustes del modelo M-M con los datos experimentales de vo y
concentracion de S, se realizaron en SigmaPlot v11. Este programa entregd para cada
ajuste su coeficiente de determinacion (R?) y la desviacion estandar (DS) de sus
parametros Viax ¥ Ku.

Al convertir los datos de Vuax a K, S€ debid re-calcular la DS utilizando la

formula de propagacion de errores para transformaciones lineales (Lindberg, 2000):
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03% = agcri (6)
En donde, g4 es la DS de la Vuax; a es el factor de conversion y og es la DS de
la Kea
Por otra parte, para determinar la DS de las eficiencias cataliticas (kea/ Ku), s€

utilizé la formula de propagacion de errores para cuocientes (Lindberg, 2000):

2 2 2
o\ {04 2 0a08B
(F) = (@) (&) %% o

En donde, f es €l valor de la media del cuociente ka/Ky; oy la DS del
cuociente a determinar; A y B los parametros k.a Y Ku respectivamente; oa y Og SUS

DS v pas el coeficiente de correlacion de Pearson entre estos dos parametros.

Mediciones de fluorescencia intrinseca

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un espectrofluémetro
Shimadzu RF-5301PC (Tokio, Japén). Se excitaron los residuos de triptéfano a 295
nm y se registré el espectro de emision entre los 300 y 480 nm, usando aperturas de
excitacion y emisién de 3 nm. Todas las mediciones se realizaron en una cubeta de
cuarzo de 1500 yl a 25% C. La concentracién de proteina que se utilizé para todos los
experimentos fue de 0,09 ug/ul en amortiguador Tris-HC! 30 mM pH 8,0, MgClz 10 mM
y B-mercapto etanol 2 mM. A cada especiro de emision se le substrajo la contribucion
del amortiguador y se midid el area bajo la curva entre los 302 y 380 nm utilizando el

programa SigmaPlotvi1.
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Los experimentos de titulacidn consistieron en la adicién de pequefias
cantidades de ligando (NADP ¢ GBP) sobre la solucién que contenia a la enzima. Por
cada concentracion de ligande afadido a la cubeta, se media el drea bajo la curva
entre los 302 y 390 nm, corrigiendo siempre por el factor de dilucién. Los valores
obtenidos se transformaron a porcentaje y se graficaron en conira de la concentracién
del titulante.

Para el caso del NADP, la saturacion fraccional de la unién de este cofactor fue
determinada a partir de la disminucion del area bajo la curva con la concentracidn de

ligando adicionado mediante la formula:

AF® — AR,

En donde, AF, representa el area bajo la curva del espectro de emisién en

ausencia de ligando, AF, representa el area bajo la curva obtenida después de la
adicién de una cierta concentracion de ligando y AF~ representa el 4rea bajo la curva

a concentracion saturante de ligando.
La constante de unién se determind ajustando la curva de saturacién fraccional

a la ecuacion.

_ Fyeax - {1

P, =
€7 Ky + 11

(9)
En donde, F; es la saturacion fraccional del NADP, Fuax la saturacion
fraccional maxima alcanzada a concentracién infinita de ligando, L, la concentracion de

ligando NADP y Ky, la constante de disociacion.




M

Efecto del filtro interno

Para los experimentos que utilizaron NADP como ligando, fue necesario aplicar
una segunda correccidn a las mediciones. Estos cofactores fienen la propiedad de
absorber a los 260 nm, por lo que, a medida que se utilizan concentraciones mayores
de estos ligandos para las titulaciones, estos tienden a absorber fotones a longitudes
de onda cada vez mayores, interfiiendo de esta manera con la excitacion del
triptéfano a 295 nm. Este fendmeno denominado filtro intemo (Lakowicz, 1983)
distorsiona las mediciones dando resullados incorrectos. Afortunadamente, este
fenémeno se soluciona empleando la funcién de Gauthier (Gauthier y col, 1986}, la
cual corrige los datos por las contribuciones de las absorbancias de estos ligandos a
las longitudes de onda de emisién y excitacién utilizadas en estos experimentos,
tomando en cuenta las dimensiones de la cubeta. La funcién de correccion que se

empled fue [a siguiente:

Fag _ 23480 oann 235 Am (10)

Fp, 1—107%= 1~ 1075 Aem

En donde, Fer ¥ Fous SON la fluorescencia corregida y observada; A ¥ Aen SON
las absorbancias del ligando a las longitudes de onda de excitacion y emision y d, g, s

las dimensiones de la cubeta de acuerdo con la figura 12.
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Figura 12.- Dimensiones de [a cubeta utilizada en los experimentos de
fluorescencia. /o, corresponde al haz incidenle de excitacidn; s, grosor del haz
incidente (0,6 cm); d, ancho de emision (0,4 cm); g, distancia entre ef haz incidente y el

limite de la cubeta y F emision de |a florescencia at detector.
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RESULTADOS

Generacion de mutantes de arginina-50 de G6PDH de E. coli

Plasmido pET28b-eczwf

Gird y col (2006) clonaron el gen zwf en el vector pET-28b (+) (Novagen), entre
los sitios de corte: BamHI| y Hindlll (figura 7A, materiales y métodos). Al recibir el
plasmido (pET28b-eczwf) se decidid confirmar la estructura de dicha construccion,
mediante analisis de restriccion y secuenciacion (ver materiales y métodos). De las
digestiones con ambas enzimas, se obtuvo dos fragmentos de aproximadamente 1,7 y
5,8 Kb, correspondiente a los pesos moleculares aproximados del gen zwf y el vector,
respectivamente (figura 13). El fragmento de mayor tamafio presenta la misma
migracion que el vector pET28b (+) linearizados por digestion con BamH]I (figura 13,
carriles 2 y 4, respectivamente). Por otro lado, la suma de tamafos del fragmento
mayor y menor es aproximadamente de 7,5 Kb, congruente con el tamafo del
plasmido pET28b-eczwf. La secuenciacion del plasmido pET28b-eczwf, se realizd
mediante el uso de partidores universales (promotor y terminador T7). En la figura 7B,
se muestra parte de la secuenciacion del plasmido con sus aditamentos y al gen zwf,

el cual conserva su codon de inicio.

Figura 13.- Electroforesis en gel de
del plasmido pET28b-eczwf
purificado. La electroforesis se
corrid en un gel de agarosa al 1%.
Orden de los carriles: carril 1:
estandar de peso molecular 1Kb;
carril 2: pET28b-eczwf+BamHI; carril
3: pET28b-eczwf+BamHI+Hindlll y
carril 4: vector pET-28b sin inserto
digerido con BamH|.

10000 pb
6000 pb

4000 pb

2000 pb

1500 pb
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Mutagénesis sitio dirigida

Todas las reacciones de mutagénesis mediante PCR (seccidn mutagénesis
sitio-dirigida, materiales y métodos) dieron una banda de amplificacién con una
migracion electroforética cercana a los 7,5 Kb correspondiente al tamario del plasmido
pET28b-eczwf en su forma lineal (figura 13 y 14A). Usando este producto, se
transformaron células de E. coli DH5a-T1 obteniéndose colonias para 3 de los 4
productos de mutagénesis, aunque con una baja eficiencia (2 a 3 colonias por 120 ng
de DNA). El producto de mutagénesis R50E no generd transformantes.

Para solucionar este problema, fue necesario variar las condiciones de PCR,
mediante el uso de un termociclador en gradiente. Este equipo permite utilizar
diferentes temperaturas de annealing (T,) para una serie de reacciones en una misma

corrida de PCR.

Figura 14.- Electroforesis de los productos de PCR provenientes de la reaccion
de mutagénesis. En A, electroforesis en gel de agarosa al 1%. Orden de los carriles:
carril 1, estandar de peso molecular 1 Kb; carril 2: pET28b-eczwf purificado de
miniprep (control); carril del 3 al 5: fragmentos lineales amplificados del plasmido
pET28b-eczwf proveniente de las reacciones de mutagénesis: R50A, R50Q, R50E y
R50V. En B, productos de la reaccion de PCR en gradiente para R50E a diferentes T..
Orden de los carriles: carril 1, estandar de peso molecular 1 Kb; carril del 2 al 7:
fragmentos lineales amplificados del plasmido pET28b-eczwf proveniente de las
reacciones de mutagénesis en gradiente. Temperaturas de annealing: 58 (2), 60.9 (3),
62.8 (4), 64.4 (5), 65.4 (6) y 66 °C (7).
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Aunque en todas las condiciones se obtuvo cambios apreciables en la cantidad
del amplificado principal, se eligieron para la transformacién, los productos con las T,
de 64,4 y 65,4 °C, ya que no presentaban una banda espuria de alrededor de 2 Kb
(figura 14B). Esta vez, si se obtuvieron transformantes.

Dos colonias de cada reaccién de mutagénesis fueron seleccionadas. Se les
extrajo el DNA plasmidial mediante miniprep y se secuencio el gen completo de zwf
para confirmar que no tuviera mutaciones adicionales. En todos los casos, ambos
clones dieron el mismo resultado. En las figuras 15 y 16, se muestra la secuenciacion
alrededor de la regidn del codén mutado.

Solo R50E dio evidencia de una mutacién espuria en una (nica base. El
analisis de la secuencia fraducida del gen zwf mediante el programa bioinformético
hitp:/iwww.expasy.chftools/dna.html (utilizando un marco de lectura coherente con el
codon de inicio del gen) confirmé que la mutacion espuria era silente, es decir, &l
coddn con la base mutada, codificaba para el mismo aminoacido. Ya que esta
mutacién no implicd un problema de sesgo de codones para la bacteria en la cual se
expresaron las diferentes mutantes, E. coli BL21- DE3, (el coddn con ia base mutada
tiene una frecuencia de uso de un 31 %, comparado con un 34 % para el codén

original) se decidio continuar con la caracterizacién de esta mutante.
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Arginina 50 por Acido Glutamico

Silvestre  5°- CGGCGTAGGGCGTGCTGACT -3°
R50E 5- CGGCGTAGGGGAAGCTGACT -3

C @8 66 C 6 7T A G G GG A AG C T acCc T

Arginina 50 por alanina

Silvestre 5~ cGGCGTAGGGCGTGCTGACT -3
R50A 5- CGGCGTAGGGGCTGCTGACT -3°

E @8 6 C 68T A G G 0 G C T ac T a acT

Figura 15.- Resultados de secuenciacion de las mutantes R50E y R50A. Arriba de
cada secuencia, se muestra la secuencia del gen zwf silvestre, desde la citocina 284.
El triplete subrayado indica el codén donde se ubica la mutacién. El cromatograma
asociado se visualizdé mediante el programa ContigExpress Project (Invitrogen, CA-
USA).
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Arginina 50 por Glutamina

Siveste 5’ cGGCGTAGGGCGTGCTGACT -3’
RS0Q  5'. CGGCGTAGGGCAAGCTGACT -3’

l
f A\ f\

cC 6 6 C 6 T A G G 6 C A A G C T G A C T

Arginina 50 por Valina

Sivestre 5" CGGCGTAGGGCGTGCTGACT-3
RSOV 5. CGGCGTAGGGGTTGCTGACT -3’

Figura 16.- Resultados de secuenciacion de las mutantes R50Q y R50V. Arriba de
cada secuencia, se muestra la secuencia del gen zwf silvestre, desde la citocina 284.
El triplete subrayado indica el codén donde se ubica la mutacién. El cromatograma
asociado se visualizd mediante el programa ContigExpress Project (Invitrogen, CA-
USA).
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Condiciones de expresion de las G6PDH silvestre y mutantes

Luego de obtener colonias individuales de E. coli BL21(DE3) tet’ transformadas
con los plasmidos mutados, se selecciond y picoé una por cada mutante. Para inocular
10 ml de medio LB, se procedié como se describe en la seccién: purificacion de
G6PDH silvestre (materiales y métodos), excepto porque después de un tiempo de
induccion de 4 horas con una concentracion de IPTG de 1 mM, a), los cultivos de
células fueron centrifugados a 8.000 x g por 5 minutos, b) las suspensiones celulares
se sonicaron empleando una sonda de 0,3 cm de diametro y c) los extractos sonicados
se centrifugaron a 14.000 x g por 15 minutos. Se rescaté el sobrenadante de cada
muestra y se sacd una alicuota de 50 pg cada una para ser cargadas al gel de SDS-
PAGE segun como se describe en materiales y métodos. En la figura 17, se muestra el
gel obtenido evidenciando la presencia de una banda muy intensa en todos los
carriles, con una migracion electroforética respecto a los marcadores de peso

molecular congruente con la masa molecular de la enzima silvestre (57,8 kDa).

66 kDa =t

45 kDa I
36 kDa

Figura 17.- Electroforesis en condiciones desnaturantes para la prueba de
expresion de la G6PDH en E. coli BL21-DE3. Carril 1: patrén de peso molecular;
carril 2: extracto G6PDH silvestre; carril 3: extracto R50E; carril 4: extracto R50A; carril
5: extracto R50Q y carril 6: extracto R50V.
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Expresion y purificacion de la G6PDH silvestre y mutantes

Se obtuvieron alrededor de 80 mg de proteina por extracto crudo proveniente
de 200 ml de cultivo. Para el caso de la enzima silvestre, fue determinada una
actividad especifica de 40 U/mg.

Desde el inicio de la purificacion, el pH de los amortiguadores se mantuvo a un
valor de 8,2. Se observd que cambios en el pH por debajo de 7,4 (en ensayos de
optimizacién), causaban la precipitacion de la enzima.

La proteina expresada por el plasmido presenta una adiciéon de 6 residuos de
histidinas en el extremo N-terminal, lo que permite su purificacion por medio de
columnas de afinidad (His-Trap). Sin embargo, como primera etapa de purificaciéon se
emple6é una columna de intercambio i6nico (Hi-Q). La enzima siempre eluyd de las
columnas al alcanzar en el gradiente de elucion una concentracién de

aproximadamente 240 y 190 mM de NaCl e Imidazol, respectivamente (Figura 18, Ay

B).
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Figura 18- Cromatogramas de las columnas Hi-Q y His-trap. Tanto en A como en
B, las lineas rojas representan el perfil de elucion de la enzima en los diferentes
cromatogramas. Los circulos negros en A, representan el gradiente de 40 a 1 M de
NaCl; los circulos azules en B, representan el gradiente de 40 a 600 mM de Imidazol
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En la figura 19, se muestra el curso temporal de la digestion con trombina de la
enzima silvestre. Ya al cabo de 1 hora de digestién, se observa una disminucién del
90% en la senal de la sonda de Ni-HRP por western blot (ver western blot en
materiales y métodos). Finalmente, se fij6 el tiempo de incubacién para la etapa de
protedlisis en 5 horas. Cambios en la concentraciéon de CaCl,, asi como la
concentracion de enzima en el ensayo, condujeron a una disminucion en la eficiencia
del corte y precipitacion de la G6PDH.

Posterior a la remocion de la cola de histidina, la enzima eluye de la columna
His-Trap en el frente y primer lavado, quedando retenida en la columna, sélo la
proteina no digerida. En la figura 20, se muestra el perfil de elucion seguido por
absorbancia a 280 nm de la ultima columna Hi-Q, muestra la separacién efectiva de la

trombina de la enzima.

66 kDa = 70 kDa

RS
) e . e | 5 Da
45 kDa
P
36 kDa B — 40 kDa
29 kDa _ 1

Figura 19.- Optimizacion de la digestion del tag de histidina por trombina. A la
izquierda se muestra un gel SDS-PAGE con las muestras digeridas a distintos
tiempos: carril 1: patron de peso molecular; carril 2: 0 horas; carril 3:1 hora; carril 4: 5
horas; carril 5: 8 horas; carril 6: 10 horas y carril 7: toda la noche. A la derecha, los
resultados del western blot de las mismas muestras. La desaparicion gradual en el
tiempo de la sefal de la sonda de Ni-HRP, vista como una banda intensa negra que
desaparece, es indicativa del corte de la cola de histidina.
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Figura 20.- Separacion efectiva de la trombina de la G6PDH. Cromatograma de la
ultima etapa de purificacion (columna Hi-Q). La linea roja representa el perfil de
elucion de la enzima. Los circulos color cyan, indican la absorbancia a 280 nm medida
en las diferentes fracciones de la columna.

En la tabla 4, se muestran los resultados de las distintas etapas de purificacion.
Para la enzima silvestre, al final de la purificacién se obtiene una actividad especifica
de 108 U/mg, equivalente con un incremento de 2,8 veces en relacion al extracto
crudo, lograndose un rendimiento de aproximadamente 70 %. En la figura 21, se
muestran los resultados de un gel SDS-PAGE con muestras de las fracciones
provenientes de las distintas etapas de la purificacion de la enzima.

En el conjunto de fracciones eluidas de la primera columna His-trap (figura 21,
carril 4), ya no se observan la mayoria de los contaminantes observados en la etapa
anterior. Para el final de la purificacion, la proteina se obtuvo con un grado de pureza
mayor al 99 %, de acuerdo al andlisis densitométrico de los geles a través del
programa Gel-Pro analayzer. Se determind una masa molecular aproximada de 57,8
kDa para la enzima a partir de sus migraciones electroforéticas relativas respecto al
marcador de peso molecular utilizado en los geles de SDS-PAGE. Este valor confirma

el predicho por la secuencia aminoacidica de la proteina.
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Para la purificacion de las enzimas mutantes de G6PDH, se utilizé el mismo
protocolo que para la enzima silvestre, descrito anteriormente. Para medir la actividad
de las enzimas mutantes en las diferentes etapas de purificacion, fue necesario
incrementar la cantidad de NADP en el ensayo de actividad en aproximadamente 10
veces mas que lo usado con la enzima silvestre.

El incremento en nimero de veces de la actividad especifica para las enzimas
mutantes, en todos los casos resulté ser similar al incremento observado en la enzima
silvestre (aproximadamente 2,8 veces). Los resultados de la purificacion de las

mutantes se muestran en la tabla 5 y figura 22.

Tabla 4.- Etapas de la purificacién G6PDH silvestre

Etapa Unidades Totales Act. Especifica (U/mg) mg totales Rendimiento %
Extracto 3425 39 88 100
Hi-Q 1 3101 59 53 0
His-Trap 1 2630 69 38 76
His-Trap 2 2716 97 28 79
Hi-Q 2 2384 108 24 69

1 " 4% 4 5
66 kDaJ - & '

L=

45 kDa=—fp

36 kDa =g . =

29 kDa ==

Figura 21.- SDS-PAGE con las muestras de las diferentes etapas de la
purificacion de la enzima silvestre de E. coli. Carril 1: patron de peso molecular;
carril 2: extracto crudo; carril 3: Hi-Q 1; carril 4: His-Trap; carril 5: Hi-Q 2.




Tabla 5.- Etapas de la purificacion de G6PDH mutantes: R50E, R50A, R50Q y R50V
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Etapa Unidades Totales Act. Especifica (U/mg) mg totales Rendimiento %
Extracto 541 15 35 100
Hi-Q 1 343 18 19 63
His-Trap 1 464 32 14 86
His-Trap 2 314 44 72 63
Hi-Q 2 415 53 7.8 77
Etapa Unidades Totales Act. Especifica (U/mg) mg totales Rendimiento %
Extracto 3575 55 65 100
Hi-Q 1 3328 73 46 93
His-Trap 1 543 70 20 15
His-Trap 2 294 50 17 8,2
Hi-Q 2 53 117 0,4 1,5
Etapa Unidades Totales Act. Especifica (U/mg) mg totales Rendimiento %
Extracto 1918 49 40 100
Hi-Q 1 1635 42 38 85
His-Trap 1 902 67 13 47
His-Trap 2 674 87 7,7 35
Hi-Q 2 429 118 4 22
Etapa Unidades Totales Act. Especifica (U/mg) mg totales Rendimiento %
Extracto 3099 70 44 100
Hi-Q 1 2334 59 39 75
His-Trap 1 1804 85 21 58
His-Trap 2 1091 101 10 35
Hi-Q 2 373 130 2,9 12
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Figura 22.- SDS-PAGE con las muestras de las diferentes etapas de la
purificacion de las mutantes de G6PDH: En carril 1-5 se muestra las etapas de
purificacion de R50E. Carril 1: patron de peso molecular; carril 2: extracto crudo;
carril 3: Hi-Q 1; carril 4: His-Trap; carril 5: Hi-Q 2. En los carriles 6-8 se muestran las
etapas finales (Hi-Q 2) de las mutantes R50A, R50Q y R50V
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Analisis de la estructura cuaternaria por cromatografia de exclusion molecular

Las masas moleculares de las enzimas silvestre y mutantes en condiciones
no desnaturantes, fueron determinadas mediante una cromatografia de exclusién
molecular (figura 23). Tanto para la enzima silvestre como mutantes, se observé un
pico principal a los 7,8 minutos de elucion y un pico menor, de mayor estado
oligomérico a los 7 minutos de elucion, correspondiente a un 12,5% del pico mayor
(este mayor estado oligomérico, corresponde a una forma oxidada de la proteina,
estudiada por otras tesis del laboratorio). Con la utilizacion de una curva de
calibracion que contiene diferentes proteinas patrén y segun los picos de elucion
(ver HPLC, materiales y métodos), se determiné una masa molecular calculada para
la enzima silvestre de 219000 Dalton, lo que equivale a aproximadamente 4 veces la
masa del monémero observada por SDS-PAGE. Este resultado indica que la enzima
es un tetramero en solucion y que las mutaciones no perturban el estado

oligomérico.

1.0 7

R50Q

0,8 1

Silvestre
0.6 1

—— R50V

0.4 1

Abs 280 nm

RS50E

0.2 1

R50A

0,0

Figura 23.- Cromatografia de exclusion molecular (HPLC). Determinacion de la
masa molecular de las enzimas mutante y silvestre. En el grafico se muestran los
perfiles de elusion obtenidos para cada una de las enzimas.
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Caracterizacion cinética de G6PDH silvestre

Previo a los ensayos cinéticos, la enzima se dializé a 25 “C contra una
solucion de medicion que contenia: amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 8.2, MgCl; 10
mM, B-mercapto etanol. Luego de la didlisis, se determiné la concentracién de
enzima por absorbancia a 280 nm utilizando como blanco la misma solucion de
didlisis. Se usé como coeficiente de extincién molar el valor 86.860 UA M™ cm',
calculado por el programa bloinformatico ProtParam (www.expasy.org) a partir de la
composicion aminoacidica de la G6PDH, asumiendo que todos los residuos de
cisteinas estan reducidos. La concentraciéon minima de enzima que se utilizd para
los experimentos fue de 8 nM, excepto para los experimentos con enzima silvestre
que se utilizé una concentracién de 2 nM. La actividad de la enzima a estas
concentraciones, se monitoreé periédicamente en un ensayo control con
concentraciones de sustrato saturantes, durante el transcurso de todo el
experimento para asegurar que ésta se mantuvlera constante. Durante los ensayos,
la enzima se mantuvo a una temperatura constante de 25 °C.

El objetivo fue obtener parametros cinéticos en condiciones de velocidad
inicial. Se observaron curvas de progreso del incremento de absorbancia a 340 nm,
a diferentes concentraciones crecientes del cofactor, comprendidas entre ¢ y 600
KM para las reacciones con NADP, y entre 0 y 32 mM para las reacciones con NAD.
Cada conjunio de concentraciones se elaboré en presencia de concentraciones
crecientes del co-sustrato GBP. Entre 0,12 y 2,1 mM para [as reacciones con NADP
y entre 0,8 y 12 mM para las reacciones con NAD.

La velocidad inicial de las curvas de progreso, se calculd para e! intervalo de

tiempo correspondiente al tramo lineal de cada curva. Esto llevd a que la mayoria de
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las pendientes se registraran entre los 5 y 20 segundos (figura 24). En todos los
casos, la reaccion fue desencadenada por la adicion de G6P, de otra forma, se
observaba frecuentemente una fase lag de unas pocas milésimas de segundos.
Para asegurar condiciones de velocidad inicial, en el intervalo de tiempo
observado, se aconseja no haber consumido mas del 5 % de la cantidad inicial de
sustrato (Segel, IH, 1975). Para las mediciones con NADP, concentraciones por
debajo de 100 uM esto no fue un problema, sin embargo a una concentracién de 16
MM, el porcentaje de consumo fue del 15% y a una concentracién de 4 uM (la mas

baja usada) el consumo fue de aproximadamente 27% (figura 25).

0.06 0.06
0,04 0.04 -
800 uM
£
= 40 uM
00uM | 9 "
(32}
0,02 § 0,02 -
40 uM
: T J 4 uM H
0,00 = ! 2 0,00 { === el
|
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
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Figura 24.- Curvas de progreso medidas a diferentes concentraciones de
NADP obtenidas a baja y alta concentracion de co-sustrato G6P. En el grafico
de la izquierda, se muestran las curvas para NADP a 90 uM de G6P, mientras que
en el grafico de la derecha se muestran las curvas medidas a 300 uM de G6P. Las
lineas rojas achuradas demarcan el intervalo de tiempo que se utilizé para evaluar
las pendientes de las curvas y determinar las velocidades iniciales.
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Figura 25.- Porcentajes de sustrato consumido. En el grafico se muestra el
porcentaje de sustrato consumido de NADP para un intervalo de 20 segundos de
reaccion para cada concentracion puntual de este cofactor (4-2100 pM) en un
experimento de velocidad inicial a concentracién de G6P de 1800 uM (>10 Ky).

Con los datos obtenidos del conjunto de curvas de progreso, se graficaron
curvas de saturacion para NADP y NAD a distintas concentraciones de G6P. A cada
curva, se le realizé un ajuste del modelo cinético de Michaelis-Menten (figura 26),
asi como también al modelo sigmoide, obteniéndose el coeficiente de determinacion
(R?) y el coeficiente de Hill (ny) de estos ajustes. Aunque los R? del modelo de Hill
son siempre mejores, el indice de sigmoidicidad de la curva nunca fue mayor que
1,4 o menor que 0,88 (tablas 6 y 7).

Se elaboraron graficos secundarios con los valores de Ky y Vuax obtenidos
de los ajustes (figura 27). Se pudo observar un comportamiento decreciente de las
Ku aparentes de NADP y NAD, a medida que la concentracion G6P aumentaba

tendiendo a alcanzar un valor maximo. El mismo comportamiento, pero creciente, se

observo para las V. aparentes de ambos cofactores.
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Cada conjunto de datos fue ajustado a modelos hiperbélicos de aumento y
decaimiento, segiin los comportamientos descritos. Los ajustes indicaron que las
concentraciones de G6P muestrearon mas del 90% de cambio total. Los valores de
las asintotas, sefalan que a concentracion saturante de G6P, la Ky estimada es 8.0
%+ 1.05 pM para NADP y de 5233 + 497 uM para NAD, en tanto que la k.x es de
177.4 +5.7 5™ para NADP y 280 + 6.9 s™ para NAD.




Tabla 6.- parametros de los ajustes utilizados:

Vo (U/mg)

. M-M v Hill. reaccién con NADP.
G6P (uM) R? Ny
w0 120 0,994 1,08
200 0,991 1,29
100 4 300 0,979 1.4
600 0,983 1,24
900 0,989 1,18
50 4
1200 0,994 1,16
2000 0,984 1,36
07 2100 0,992 1,17
1 1l0 ;JO 1000
NADP (uM)
- Tabla 7.- parametros de los ajustes utilizados:
M-M v Hill. reaccion con NAD.
2
- G6P (uM) R Ny
800 0,998 1,15
- 1000 0,992 0,88
g 1400 0,996 1,02
=) 2000 0,998 113
g 100
3 4000 0,998 0,99
6000 0,998 1
501 ™
8000 0,996 1,03
o 9000 0,999 1,02
12000 0,999 1
10000 20000 30000 40000
NAD (uM)

Figura 26.- Curvas de saturacion para la enzima silvestre en funcion de la
concentracion de NADP y NAD medidas a diferentes concentraciones
crecientes de co-sustrato (G6P). Las curvas para NADP a diferencia de las de
NAD, se muestran en escala logaritmica con el propoésito de obtener una mejor
apreciaciéon de las diferencias entre las curvas. A la derecha de cada grafico, se
presentan los parametros de los ajustes utilizados (R, modelo M-M y ny, coeficiente
de Hill) para cada una de las curvas de saturacion medidas a diferentes
concentraciones de co-sustrato (G6P).




Kuarp NADP (uM)

54

35 180 35000 300
L 280
30000 1
] 100 - 260
] - 240
25 o B s 25000
§ 2 - 220
]
21 e § 3 - 200
=z o
P i
151 \\ oo g o 15000 4 180
\\i > - 160
0 E ~$— 3 " 10000 1 g - 140
B
5 5000 4
. ; , . & — 100
0 500 1000 1500 200 2500 0 2000 4000  ©0GO 8000  100GQ 12000 14000
GEP (M)} G6P (nM)

Figura 27.- Graficos secundarios obtenidos de los valores aparentes de Ky y
Vumax- Cada punto del grafico se determind a partir de los parametros cinéticos
conseguidos a partir de los ajustes realizados a cada una de las curvas de
saturacién con ambos cofactores versus la concentracion de G6P.

En relacion a los parametros cinéticos de G6P, éstos se obtuvieron usando
el mismo conjunto de datos, graficando la dependencia de v, respecto de G6P a
diferentes concentraciones de NAD(P). El resumen de los parametros cinéticos se
muestra mas adelante en la tabla 12.

Obtenidas y reunidas las constantes cinéticas, se calculd la eficiencia

catalitica de la enzima para cada cofactor. En la tabla 12, se muestra la kcathM
determinada con NADP, la cual es 3 ordenes de magnitud mayor que la
determinada para NAD. En relacién con G6P, se determiné una k_/K,, con NADP 5
veces mayor que con NAD. Por tltimo, el cuociente enire eficiencias cataliticas de

NADP sobre NAD, indica una preferencia por el cofactor NADP de 404 veces sobre

el cofactor NAD.

Vivaxspp NAD {Uimg)
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Caracterizacion cinética de mutantes de arginina-50 de G6PH de E. coli

Generadas y purificadas todas las enzimas mutantes, se procedio a evaluar
el efecto de las mutaciones de arginina-50 sobre los parametros cinéticos aparentes
de G6PDH de E. colj, utilizando NADP o NAD como cofactores para la oxidacion de
GBP. Bajo el mismo procedimiento experimental y analisis de datos ya mencionado
para la ‘enzima silvestre, se obtuvieron las curvas de saturacion para cada mutante
con ambos cofactores (figura 28). En estas curvas, con la concentracion de sustrato
mas alta alcanzada, se obtuvo mas del 93 % de saturacion (de acuerdo con el
ajuste hiperbdlico), en todas las mutantes. En tanto que para las curvas de NAD, se
alcanzo mas del 74 %, excepto para la sustitucién por glutamina donde alcanzé un
89 %. Concentraciones mayores de NAD, producian fendémenos Opticos que
introducian errores en las mediciones {(ver discusion).

En cuanto al uso de G6P (figura 29), todas las reacciones que involucraron
NADP se realizaron a concentraciones saturantes. Para las reacciones que
involucraron NAD, debido a las altas Ky, las curvas de saturacion obtenidas
alcanzaron mas del 64 %.

A todas las curvas cinélicas se le realizé un ajusie del modelo cinético de
Michaelis-Menten. E| coeficiente de determinacion (R? de la mayoria de los ajustes
se mantuvo superior a un valor de 0,998 {ablas, 8-11).

De los datos cbtenidos a parir de los ajustes, en la reaccidon con NADP,
todas las mutantes presentaron aumentos considerables en las Ky, alrededorde 2 a
3 6rdenes de magnitud. En tanto que las k., Se asemejaron a la k.4 de la enzima

silvestra.
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Tabla 8.- Variables de los ensayos cinéticos y
parametros de los ajustes de las mediciones
de las mutantes realizadas con NADP

Mutante % R? (?n!::l,)
R50Q 97 0,998 15
R50V 96 1,000 15
R50A 94 0,998 12
R50E 93 0,996 30

* % obtenido con la concertacion mas alta

Tabla 9.- Variables de los ensayos cinéticos y
parametros de los ajustes de las mediciones
de las mutantes realizadas con NAD

Mutante o R? (ﬁ,ﬁ)
R50Q 69 0,999 30
R50V 74 0,998 30
R50A 75 0,999 30
R50E 75 0,994 30

* % obtenido con la concertacion mas alta

Figura 28.- Curvas de saturacion para las enzimas mutante y silvestre en
funcion de la concentracion de NADP y NAD. Para el caso del NADP (grafico de
arriba), el eje de concentraciones se muestra en escala logaritmica. A la derecha de
cada grafico, se presentan las variables de los ensayos cinéticos y el R? del ajuste
de M-M utilizado para cada una de las curvas de saturacion. Para cada mutante
sefala la cantidad de co-sustrato (G6P) utilizado en las curvas de saturacion.
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Tabla 10.- Variables de los ensayos cinéticos y

350 parametros de los ajustes de las mediciones
de las mutantes realizadas con G6P (NADP)
300 1
0] Mutante % R? Tm‘;
200 1
R50Q 95 0,976 20
150
100 1 R50V 95 0,993 20
50 4
R50A 98 0,982 12
0 4
& . i . : R50E 93 0,975 30

o

10000 20000 30000
*0 < . .
G6P (uM) 7o obtenido con la concertacion mas alta

Tabla 11.- Variables de los ensayos cinéticos y

parametros de los ajustes de las mediciones
de las mutantes realizadas con G6P (NAD)
300
% 2 NAD
Mutante % R (mM)
200 1
R50Q 88 0,991 30
100 1 R50V 89 0,995 30
R50A 83 0,981 30
0
R50E 64 0,984 30

0 10000 20000 30000 40000 50000

* % obtenido con la concertacion mas alta
G6P (uM)

Figura 29.- Curvas de saturacion para las enzimas mutantes y silvestre en
funcion de la concentracion de G6P con NADP y NAD. A la derecha de cada
grafico, se presentan las variables de los ensayos cinéticos y el R? del ajuste de M-
M utilizado para cada una de las curvas de saturacion. Para cada mutante sefala la
cantidad de co-sustrato (NADP o NAD) utilizado en las curvas de saturacion.
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Todas las mutantes, debido al incremento en las Ky, presentaron una
disminucion significativa en sus eficiencias cataliticas, siendo las més afectadas, las
sustituciones por alanina y glutamico, donde la disminucién fue alrededor de 2
6rdenes de magnitud en relacién a la enzima silvestre.

En ia reaccion con NAD, de manera similar a lo sucedido con NADP, todas
las mutantes presentaron aumentos en ias Kw, pero la diferencia fue de menor
magnitud en relacién a la enzima silvesire. De acuerdo con eslo, la sustitucién por
glutamico presentd la mayor variacién, con un aumento de 5 veces, en tanto que las
restantes sustituciones presentaron un aumento de 3 veces. En cuanto a las k., las
sustituciones por alanina y glutamico provocaron una disminucion de 1,5 veces,
mientras que las sustifuciones por glutamina y valina no generaron cambios
evidentes.

En relacién con las eficiencias cataliticas se observa una disminucién, pero
con una variacion de menor magnitud. Las sustituciones por alanina y glutdmico
fueron mas afectadas con alrededor de 1 orden de magnitud de disminucién en
relacion a la enzima silvestre.

Scobre los parametros cinéticos de G6P se observa la misma tendencia.
Tanto las Ky como las k.. de todas las mutantes se ven aumentadas en relacion a
la enzima silvestre, con cambios que se encueniran siempre mas afectados en las
reacciones que involucran NADP. En todos los casos, estos cambios no alcanzan a
ser mayores a un orden de magnitud.

Se aprecla que todas las sustituclones provocaron una disminucion en la
preferencia por NADP en relacidn con la enzima silvestre. La sustitucién por

glutamina disminuyé 11 veces su preferencia, la sustitucién por valina 13 veces, la
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sustitucion por alanina 22 veces y por tltimo, la sustitucién por glutamico 33 veces

(figura, 30). Las constantes cinéticas de las enzimas mutantes obtenidas con sus

diferentes sustratos se muestran en la tabla 12.
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Figura 30.- Eficlencias cataliticas y preferencia por el cofactor de las enzimas
mutante y slivestre de E. coll. En A y B, eficienctas catalfticas con NAD(P) y G6P
{con ambos cofactores), respectivamente (NADP, barras negras y NAD, barras
grises). Ambos graficos de barras se muestran en escala logaritmica. En C,
preferencia por el cofacior comprendida como el cuociente obienido entre la
eficiencia catalitica con NADP sobre la eficlencia catalitica con NAD (kea/Kn nape/
k'K nap)- Los valores del eje Y, se obtienen a partir del logaritmo del cuociente.




Tabla 12.- Constantes cinéticas aparentes de las mutantes de Arginina-50 en G6PDH de E. coli.
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A. Reaccién con NADP

Enzima Ky G6P (UM) Ky NADP (M)  Kea GBP (S7) ket NADP(s™")  keadKu GBP (s UM™)  Kew/Ki cofactor (s™ pM™)
Slivestra 158 + 12 8311 VIR & 2 a8 1,13 £ 0,09 21,4+28
RE0R 931 + 153 408 + 12 288 + 11 286 + 2 01 E0.08 0.rx0.02
B&oY 546 + 48 304 + 8 205+ 5 203 + 1 QB42005 P08
RE0A 771 £ 104 763 + 30 224 + 6 201 + 1 0,20°:2:0,04 0,26 £ 0,01
RGOE 1221£186 2609 + 168 213+ 6 243+ 4 070,00 D,082:%/0,001
B. Reaccion con NAD
Enzima Ky G6P (M) Ky NAD (MM) ket G6P (5") ket NAD (57)  KeatKnt GBP (5™ UM")  KeafKiy cofactor (s™ pM”™)
Silvestre 1431287 5224 £ 497 28714 2807 0,20 £ 0,01 0,053 £ 0,005
R50Q 3805+420 14967 + 558 23717 311+5 0,06 + 0,01 0,02 + 0,01
R50V 3547 +287 11784 + 778 233+ 5 313+8 0,065 + 0,005 0,026 + 0,002
R50A 4030£709 13570 £ 460 103£5 200+ 3 0,025 + 0,005 0,0154 + 0,0005
R50E 5316+ 1231 26028 +3508 264+ 28 212 + 15 0,050 + 0,012 0,0081 + 0,63

Nota. La obtencion de los valores de las desviaciones estandar, se detallan en materiales y métodos
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Analisis de la fluorescencia intrinseca de la G6PDH silvestre y mutantes

Con el propésito de evaluar el efecto de las mutaciones sobre la estructura
terciaria de la enzima, se observo el espectro de fluorescencia intrinseca tanto de la
enzima silvestre como de las mutantes. La intensidad de la sefial de fluorescencia en el
espectro de emision fue alta, incluso a concentraciones bajas de proteina (alrededor de
0,09 pg/ul), probablemente debido a las 12 triptéfanos. Los resultados de los espectros
indican que todas las proteinas a excepcién de R50V, presentan el mismo A ma de
emision a 333nm. R50V presenta cierta diferencia en la intensidad de emision de
fluorescencia, con una disminucién respecto de la enzima silvestre de
aproximadamente 13 % (figura 31).

Tanto para la enzima silvestre como mutantes, se observoé una disminucion en
la intensidad de la fluorescencia en la region de los 333 nm del espectro de emisién a

medida que se agregaba NADP (ver fluorescencia, materiales y métodos).
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Figura 31.- Espectro de emision de la fluorescencia intrinseca de las enzimas
mutante y silvestre de E. coli. Todas las proteinas se encuentran normalizadas por
su concentracion
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Para la enzima silvestre, la titulacion con NADP, resulté en una disminucién de
la fluorescencia intrinseca en relacion a la enzima sin ligando, de aproximadamente un
10 %.

En la figura 32A, se grafica el efecto del NADP sobre la fluorescencia en
términos de fraccion de cambio, observandose un comportamiento hiperbdlico (los
datos fueron ajustados medlante la ecuacién 9). Los resultados del ajuste permitieron
obtener una constante de disociacion (Kq) para esa enzima de 17,5 mM (figura 32B).

A diferencia de lo que sucede con NADP, cuando la enzima se titula con G6P
como ligando, no se aprecian cambios evidentes en la fluorescencia. La disminucién
asociada es menos del 2 % (figura 32A).

En cuanto a las enzimas mutantes, todas exhiben comportamientos
medianamente similares entre si en cuanto al apagamiento de la fluorescencia {figura
32C).

Para la sustitucién por alanina un apagamiento del 10 % se logra con una
concentracién 4 veces mayor de NADP que lo requerido por la enzima silvestre para
lograr tal sfecto. Lo mismo sucede con las sustituciones por valina, glutamico y
glutamina, en las cuales la concentracion de NADP requerida para lograr un 10% del
apagamiento se obliene con concentraciones 5 y 8 veces mayores que |o requerido por
la enzima silvestre. Esto involucra también, que las concentraciones a las cuales se
alcanza la fluorescencia minima, se encuentra por sobre 1 mM de NADP, afectando de
esta manera la concentracién de ligando a la cual se obtiene ia mitad de la
fluorescencia minima, dando evidencias de cambios en la unidn de la enzima con el

NADP.
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Figura 32.- Experimentos de fluorescencia de las enzimas mutantes y silvestre de
E. coli. En A, se muestra el apagamiento intrinseco de la enzima silvestre cuando se
titula con los ligandos NADP y G6P. La curva con NADP que se muestra resulta del
ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (8). En B, apagamiento intrinseco de
la enzima silvestre en términos de fraccion de cambio a medida que aumenta la
concentracion del ligando NADP. La curva que se muestra resulta del ajuste de los
datos experimentales a la ecuacion 9. En C, apagamiento intrinseco de la enzima
silvestre y mutantes cuando se titula con el ligando NADP. Las curvas que se muestran
resultan del ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (8).




DISCUSION

A nivel metodolégico hay dos factores que pueden influir en la estimacion de las
consiantes cinéticas de la enzima silvestre estudiada: 1) La mantencién de las
condiciones de velocidad inicial y 2) La sensibilidad del espectrofotémetro a altas
concentraciones de NAD y NADP.

El primer factor tiene relacion con evitar que la cantidad de NADP consumido no
superase el 5% del sustrato inicial. Para esto, se requirié ocupar una concentracién
baja de enzima de 2 nM. A pesar de ello, por debajo de 60 pM se superd este
porcentaje, aunque nunca por encima del 27%. En estos casos, una potencial
consecuencia es la subestimacion de la velocidad inicial.

El hecho de que los coeficientes de Hill sean mayores (aungue nunca
superiores a 1,4) en los ajustes para las curvas de NADP, es consistente con que las
velocidades iniciales medidas a bajas concentraciones de este cofactor, pueden estar
siendo subestimadas. Sin embargo, la mayoria de los R® (modelo M-M) son muy
cercanos a 1 (tablas 7 y 8), indicando que 1a introduccidn de un nueve pardmetro con
el ajuste sigmoidal, no representa una mejora significativa. Para el resto de las
condiciones y mutantes, esto no represenidé un problema, ya que el porcentaje
consumido nuca supero el 5%.

El segundo factor, se relaciona con el hecho de utilizar concentraciones
elevadas de NAD (en algunos cascs por sobre 40 mM), para obtener la saturacién.
Esto involucraba la obtencidén de mediciones espectrofotométricas con valores de
absorbancia superiores a 2.0 U.A. Por encima de este valor, se produce una respuesta
no lineal del espectrofotometro infroduciendo errores en las mediciones que se

presentan como consecuencia de los elevados niveles de absorbancia. Para evitar este
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artefacto dptico, denominado “straylight” (Cavalieri & Sable, 1973), en varios casos con
la enzima silvestre y mutantes, las curvas oblenidas estuvieron limitadas a
concentracion sub-saturantes de NAD (tablz 9).

De esta manera, se determind para la enzima stivestre, una Ky de NAD 630
veces mayor a la obtenida con NADP. En el caso de la Ky de la enzima silvestre de L.
mesenteroides, se observa que dicha diferencia es de sélo 20 veces. En relacién a las
K.a e ambos cofactores, la enzima de E. coli presenta una diferencia tal, que para
NAD, el valor es 1,6 veces mayor que con NADP. En tanto que para la enzima de L.
mesenteroides, esta diferencia es de 2,2 veces.

En términos de la eficiencia catalitica (k.a/Ku), la enzima de E. colfi obtuvo con
NADP un valor de 2,4 x 10’ M s, Dicha constante es 404 veces mayor que la
obtenida con NAD. Este valor corresponde al primer reporte sobre la magnitud de la
preferencia en la GBPDH de E. coli por NADP, que ademads, se ha conseguido con
enzima purificada a homogeneidad y a concentraciones saturantes de los co-sustratos.

Al analizar las eficiencias cataliticas de la enzima de L. mesenteroides, se
observa que con NADP, ésta posee un valor de 6,5 x 10° M s™, siendo solo 9,3 veces
superior a la eficiencia catalitica con NAD (Levy y col, 1996). La eficiencia catalitica con
NADP, es aproximadamente 3 veces mas grande que la de E. cofi, en tanto que con
NAD es 132 veces (figura 33).

A juzgar por la figura 33, se puede concluir que, la ausencia del grupo fosfato
2°, impone un costo catalitico en ambos sitios activos, pero en E. coli ese costo es aun
mayor.

;Cudles son entonces los factores que determinan las diferencias observadas

en los parametros cinélicos de ambas enzimas con NADP y NAD?
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Figura 33.- Eficiencias cataliticas (k../Ku) de la G6PDH de L. mesenteroides y E.

cofi con NADP y NAD. En el grafico, el eje de las ordenadas se muestra en escala
logaritmica.

La respuesta a ésta implica, considerar y entender la estructura de los sitios
activos y su relacién con las estructuras de los sustratos en su estado fundamental y el
estado de transicidn.

Segiin se menciona en la introduccion, los andlisis de las dinamicas
moleculares para la G6PDH de E. coliy L. mesenteroides, dieron la evidencia de que
los sitios activos presentan distinto nimero y iipo de interacciones. Estos hallazgos
establecen una premisa importante para explicar parte de los cambios observados
sobre los parametros cinélicos de ambas enzimas.

Desde esta posicion, nuestro problema en particular puede plantearse desde
dos frentes: 1) Diferencias entre NADP y NAD, en cuanto al aporte que realiza la
presencia del grupo fosfato 2° (figura 1A, ver introduccién) a la unién y catdlisis en
ambas enzimas; y 2) Contribucién de la presencia de la arginina conservada en el sitio
activo de cada enzima sobre la Interaccion con ambos cofactores en téminos de

eficiencias cataliticas.
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De acuerdo con la teoria del estado de transicion, que analiza relaciones entre
estructuras moleculares y energias libres en una coordenada de reaccion, la velocidad
de una reaccion esta determinada por las diferencias en la energia libre de Gibss entre
el estado de transicion y el estado fundamental (figura 34, lineas azules).

De acuerdo con Fersht (1977), las constantes cinéticas Ky, Keat ¥ Kea/Kn €N
términos de la teoria del estado de transicion, se relacionan mediante ecuaciones a las
energias libres de Gibss asociadas a las diferentes etapas de una reaccién enzimatica

(figura 34, lineas negras). Asi por ejemplo, la energia de activacion AGes* se relaciona

SI

Ku Keat
E+S@d&—2 ES—PE+P
AGes AG keat

kcat’ KM

E+S§&— Est

E+S AG gs*

AG ieat

Coordenada de reaccion

Figura 34.- Diagrama de los niveles de energia de una reaccién catalizada por
una enzima y la correspondiente reaccion quimica no catalizada (lineas azules).
Los simbolos E, S, S*, ES, ES* y P representan a la enzima libre, el sustrato libre, el
estado de transicion libre, el complejo enzima-sustrato, el complejo de estado de
transicion enzima-sustrato y el producto de la reaccion respectivamente. La energia de
activaciéon, AGgs* y sus componentes, AGgs y AGg., SoOn las energias libres
correspondientes a cada etapa de la reaccion enzimatica mostradas en las ecuaciones
de la derecha del diagrama.
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con ka/Ky vy se compone de dos téminos: unc energéticamente desfavorable
denominado AGia, inversamente proporcional a la k¢ ¥ que corresponde a la energia
de agtivacion de las etapas quimicas de rompimiento y formacién de enlaces; y el otro
compensatorio, energéticamente favorable, que resulta de la energia de unién del
complejo ES, denominado AGegs y que es inversamente proporcional a la Ky (Fersht,

1977, capitulo 10, p244). De esta manera se construye la igualdad:

AGEes* = AGyea + AGes (11)

En la cual AGgs es algebraicamente negativo. Esto se muestra en la figura 34,
para condiciones de equilibrio rapido, donde Ky es igual a la constante de disociacion
del complejo enzima sustrato, K.

La méxima energia de unién entre una enzima y un sustrato ocurre cuando los
grupos de unién de ambos se unen. En este caso se dice que la enzima es
complementaria en estructura al sustrato. Debido a que la estructura del sustrato
cambia a través de la reaccion, transformandose primero en el estado de transicion y
luego en productos, la estructura inicial de la enzima (previa a la reaccién) pusde ser
complementaria a s6lo una forma del sustrato. Si es complementaria al estade de
transicion del sustrato, €l incremento en [a energia de unién a medida que el sustrato
cambia hacia el estado de transicidn, baja la energia de activacion de K. Sl por el
contrario, la enzima es complementaria a la estructura inicial del sustrato, la
disminucién de la energia de unién en la formacién del estado de transicion va a
incrementar la energia de activacion, disminuyendo k.. De esta manera, cualquier
cambio sobre los grupos de union tanto de la enzima como el sustrato {como por

ejemplo, la ausencia del grupo fosfato 2° & de la arginina conservada), puede alterar la




69

complementariedad con alguno de los dos estados, obteniendo como consecuencia
variaciones en las energias de unidn. Segtin esto Ultimo, se presentan tres casos que
ejemplifican tales variaciones:

1) Cambio uniforme sobre la energia de unidn. En este caso, la modificacién en
algtin grupo de unidén del sustrato y/o enzima provoca que el total de la energia de
unién asociada a ese cambio (ya sea favorable o desfavorable} se consuma de la
misma manera en el complejo enzima-sustrato {ES) como en el estado de transicién
(ESH, a fin de que la energfa libre de Gibss de ambos cambien de igual manera. En
otras palabras, la complementariedad enire el complejo enzima-sustrato y enzima-
estado de transicidn sigue slendo la misma. Esto, segin la figura 34, implica que los
cambios generados produzcan variaciones a nivel de Ky y ke/Kn, mientras que k. se
mantiene constante. Durante un cambio uniforme, la desestabilizacién de cualquier
complejo es proporcional al cambic en Ky, por o que la razén entre las Ky para estos
casos es un pardmetro sencillo para determinar la potencia de discriminacién de una
enzima entre dos sustratos. Un valor cercano a 1, indica incapacidad de discriminacién,
mientras que un valor lejano a 1, indica una fuerte capacidad para discriminar entre un
sustrato y ofro.

2) Cambio diferencial scbre la energfa de union. En estos casos, el total de la
energia de unién asociada al cambio, se consume solo en un tipo de complejo (ES 6
ES%), provocando que su energia aumente o diminuya (dependiendo de si el cambio es
favorable o desfavorable), mientras que el otro se mantiene constante. Con esto, si la
energia de unién se consume en el complejo ES, los cambios se van a observar solo a
nivel de KuY k.a, €n tanto que si se consume en el complejo ES?, los cambios se van

observar a nivel de Ka/Kuy kea
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3) Cambio siper diferencial. En este caso, el total de la energia de unidon
asociada al cambio, se consume en ambos complejos, perc de manera diferencial.
Esto implica que los cambios generados produzcan variaciones a nivel de Ky, ka ¥
Kea'Ka.

Segun esto, al analizar los parametros cinéticos, tanto de !la GP6DH de L.
mesenteroides como de E. coli con ambos cofactores, se puede llegar a una primera
conclusién, y es que los cambios en la energia de union sobre los complejos ES y ES*
provocados por la ausencia del grupo fosfato en el NAD (al compararios con NADP),
no corresponden al tipo diferencial, debide a que tanto la Ky como la ka/Ky aumentan.
De este modo, los analisis se simplifican, ya que la manera de distinguir entre los dos
tipos de cambio restantes: uniforme y siper diferencial, se basaria segin el
comporiamiento de las ka.

Bajo esta misma l6gica, se puede analizar la contribucién del residuo de
arginina (y sus componentes principales, tales como grupo gunidinio, cadena lateral,
polaridad y carga) en ambas enzimas sobre los cambios en la energia de unién de los
complejos ES y ES* provocados por la ausencia del grupo fosfato del NAD. La
clasificacion se realiza de acuerde con la razén entre las k.. de ambos cofactores (Kea
NAD / k. NADP). Un valor cercano a 1 sugiere un tipo cambio uniforme, en tanto que
un valor lejano a 1, advierte un tipo de cambio sdper diferencial. En Ia tabla 13, se
muestran las razones de las k., Obienidas a partir de las constantes cinéticas de la
tabla 12 (seccidn resultados).

Para las reacciones con NAD en ambas enzimas silvestres, la ausencia del
grupo fosfato de este cofactor provoca cambios del tipo stper diferencial, indicando

que se desestabilizan los complejos ES en mayor medida que a los estados de transi-
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Tabla 13.- Razon de k. ¥ Ku para las reacciones de NAD y NADP de las diferentes
enzimas silvestres y mulantes

kea (NAD) / K (NADP) Ku (NAD) / Ky (NADP)
Enzima L. mesneteriodes E. coli L. mesneteriodes E. coli
Silvestre 2,2 1,6 20 650
R{X)Q 09 1,1 0,27 37
R(X)V ND 1,1 ND 30
R{OOA 0,9 1,0 0,19 18
R(X)E 1 0,9 0,0047 10

Nota: (%), ingica la arginina 46 y 50 las enzimas de L. mesenteroidesy £. col, respectivamente. KU, no hay 0alos disponbles.

cién respectivos. Seglin los parametros cinéticos aportados por Levy y col (1996), vy tal
como se lagra apreciar en la figura 35, la desestabilizacién del complejo ES en la
enzima de L. mesentercides es notoriamente menor que la desestabilizacion hallada
en la enzima de E. cofi En tanio que para los estados de transicion, si bien se
encuentran similarmente estabilizados con NADP, el complejo de transicién con NAD
en la GBPDH de L. mesenteroides, se desestabiliza considerablemente menos que en
E. coli. El hecho de que tal desestabilizacién sea menor, implica que la Ka/Ku sea
superior en la enzima de L. mesenieroides. Esto es congruente con los andlisis
bicinformaticos, los cuales dan evidencia de una mayor cantidad de residuos en el sitio
activo de esta dltima enzima, que estarian estableciendo un mayor nimero de puentes
de hidrogeno con la regidén adenosina del NAD. Probablemente estas interacciones
ayudarian a impedir un mayor grado de desestabilizacién de los complejos ES y ES¥,
que los visto con la enzima de E. cofi.

Por otra parte, el hecho de que estas desestabilizaciones, afecten mas al
complejo ES que al de transicién, tiene una Implicancia directa sobre los AGica,
haciéndolos mas pequefios. Esto explicaria porqué en ambas enzimas el cofactor que

presenta menor eficiencia, NAD, tiene una k. mayor, o que a priori es inesperado.

e — —
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Figura 35.- Niveles de energia, segun figura 34, de una reaccion catalizada por la
G6PDH silvestre de L. mesenteroides y E. coli, respectivamente. Las flechas rojas
hacia arriba, indican el diferencial energético o desestabilizacion que sufren los
diferentes complejos (ES y ES*) cuando las enzimas trabajan con NAD. Los niimeros
subrayados, indican el nimero de veces de los valores de Ky 0 k.., de NAD sobre los
de NADP. Los valores de las constantes cinéticas no se muestran a escala con los
niveles energéticos.

Tal como lo demuestra Fersht (Fersht, 1977, capitulos 9 y 10), el término kea/Ku
puede ser usado para calcular la energia de unién de un sustrato en el estado de

transicion, mediante la ecuacion 11:

RT In (KeaKu) = RT In (KT/h) - AGycat- AGkm  (12)

(En donde, R a la constante de los gases en kcal mol” K, T la temperatura absoluta

en ° K, k es la constante de Boltzmann y h es la constante de Planck). Esta ecuacion
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puede ser usada para calcular las energias de unién de dos sustratos que difieren por
un grupo &, y que poseen la habilidad de reaccionar con una misma enzima. La energia
de union entonces, contribuida por aquel grupo, puede ser calculada mediante la

ecuagion:

AG; = BT In [(Kea/Bnd1 £ (Kea/Kig)2al  (13)

(En donde 1 y 2 se refieten al sustrato que carece y contiene al grupo &,
respectivamente). Siempre y cuando se cumplan tres condiciones bésicas: primero, el
grupo £ se encuentre involucrado en la unién y no en la catalisis; segundo, la enzima
debe exhibir un comportamiento cinético Michaeliano y tercero, la energia de activacion
para los pasos de formacién y ruptura de enlaces no debe verse afectada en mayor
medida.

Kurlandsky y col (1988), aplicaron esta ecuacién a la interacciéon de los
cofactores NADP y NAD con la G6PDH de L. mesenteroides. Asi, revelaron que la
energia de unién aportada por el grupo fosfato del NADP contribuye con 1,38 kcal/mol
a la estabilizacion del estado de transicion, mientras que en la GEPDH de E. cofi a
(partir de los dafos de la tabla 12), este grupo contribuye con 3,5 kcalimol a la
estabilizacion del estado de transicion. El hecho de que la presencia del mismo grupo
fosfato aporte de manera desigual, es otra evidencia méas de las diferencias en la
arquitectura del sitio activo de ambas enzimas {en la enzima de E. colj, a diferencia de
la enzima de L. mesentercides , la presencia de una lisina (Lisina-18), aporta con una
segunda carga positiva al sitlo activo), y que podria explicar parte del comportamiento
del entorno quimico del sitio activo de las G6PDH. En el caso de las enzimas de L.

mesenteroides y E. coli, la magnitud de esa desigualdad (AG; g cor -AG: L. mesenterides) €5
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de 2,1 keal/mol. Este valor, refleja la importancia del grupo fosfato en la estabilizacién
del complejo ES*-NADP en la enzima de E. cofi, en tanio que en L. mesenteroides, la
contribucion de este grupo es mencs significativa para dicha estabilizacién,
Probablemente, las interacciones de la enzima L. mesentergides con otras regiones del
NAD (por ejemplo, regién difosfato y nicotinamida) permiten que la ausencia de! grupo
fosfalo no sea determinante en la desestabilizacién del complejo de transicion, a
diferencia de lo observadoe con la enzima de E. cofi. Por otra parte, estas interacciones
sumadas a las ofras predichas por dindmica molecular, probablemente, ayudarian a
estabilizar el complejo ES-NAD, provocando una disminucién en la Ky de este cofactor
con un concomitante aumento de la k... Segun Wilkinson y col {1983), la energia de
unién intrinseca contribuida por un grupo determinado, puede ser utilizada tanfo para
incrementar Kca, asi como para reducir K.

Queda por aclarar e! aporte del sitio activo de estas enzimas a las diferencias
de las constantes cinéticas para NAD y NADP.

Levy y col (1996), al afirman que la arginina-46 juega un rol critico en la unién
con NADP, pero no con NAD; el hecho de remover este residuo (mediante la
sustitucién por alanina), generé una desestabilizacién en los complejos ES de ambos
cofactores que afectaron considerablemente mas al NADP (ver niveles de energia de
la figura 35). El efecto es tal, que la ausencia del grupo fosfato provoca que el complejo
ES-NAD, se encuentre mas estabilizado que el complejo ES-NADP.

De acuerdo con la tabla 13, las razones entre las ka4, indican que en todas las
sustituciones, la ausencia del grupo fosfato ahora, genera cambios del tipo uniforme en
la energia de unién. Esto sugiere que la presencia de la arginina (tanto como sus

componentes: tamafio de la cadena lateral, grupo guanidinio, polaridad, etc.) favorece
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la complementariedad de los complejo ES y ES* con ambos cofactores, con un efecto
mayotitario sobre el NADP.

Al analizar y comparar la confribucion del homdlogo arginina-50 en la enzima de
E. coli, se aprecian principalmente ios mismos efectos, excepto porque a) Los cambios
en ia Ky de las mutantes respecto de la enzima silvestre, son de menor magnitud que
los de la enzima de L. mesenteroides, lo cual sugiere, que los complejos ES se
desestabilizan en una menor proporcién; b} Las sustituciones en la GEPDH de E. cofi,
siempre mantienen la estabilidad del complejo ES-NAD menos que la del complejo ES-
NADP y c) de acuerdo con ia tabla 13, los cambios del tipo uniformes, indican que las
diferentes sustituciones, afectan la capacidad de discriminacién entre ambos
cofactores, pero ninguna es capaz de revertirla.

Los andlisis de las constantes cinéticas vistas en términos termodinamicos
aportados por los diferentes componentes del residuo de arginina, indican que la
sustitucion por glutamina, cuya principal diferencia con este residuc radica en la
ausencia de una parte importante del grupo guanidinio, afecta considerablemente la
preferencia por NADP. Del total de las interacciones por puntes de hidrégeno vistas por
dinadmica molecular, la mayoria son realizadas por este grupo, por lo que su ausencia
puede afectar drasticamente dichas interacciones. A pesar de esto, el grupo amida aun
puede ser capaz de generar puentes de hidrégeno con el grupo fosfato, aunque la
distancia entre estos dos sea mayor, por el tamafio de la cadena lateral. El grupo
guanidinio es capaz de generar interacciones con el anille de la adenina protegiéndolo
del solvente (Levy y col 1996). La remocion de este grupo por lo tanto, afecta la
interaccién con NAD, aunque en un menor grado que para NADP,

Al analizar la sustitucion por valina, se observan efectos practicamente idénticos

con el residuo de glutamina recién descrito. Si se considera que la Unica diferencia
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antre estos dos, es el grupo polar amida que posee la glutarnina, se podria concluir que
tal grupo no establece ninguna contribucién a la energia de union. Interesantemente, al
analizar la sustitucién por glutdmico, cuya Unica diferencia con glutamina es la
presencia de un grupo carboxilato en vez de una amida, se observan diferencias con
valina. Este hecho sugiere que probablemente el grupo amida, si establece una
contribucion, pero que en el caso de la sustitucion por valina, el metilo extra
compensaria la ausencia de dicha contribucion mediante nuevas interacciones
reallzadas por la cadena alifatica.

Visto desde el punto de vista termodindmico, la contribucion que realiza la
cadena lateral de la arginina-50 a la unién del NADP en el estade de transicion puede
ser estimada por la ecuacidén 13, en donde £ ahora pasa a representar a la cadena
lateral de la arginina-60 de la enzima silvestre, en tanto que 1 y 2, se refieren a la
enzima mutante alanina y silvestre, respectivamente. Esta ecuacion sera solo vélida
para enzimas bi-sustratos que obedezcan cinéticas de M-M, siempre y cuando la
cadena mutada sea mas corta que la que se encuentra en [a enzima silvestre, que la
mutacion afecte la unién de sélo uno de los dos sustratos y que por su puesto &, solo
se encuentre implicado en la unién y no en la catlisis (Wilkinson y col, 1983). De esta
marnera, Levy y col (1996, 2000) calcularon la contribucion de ia cadena lateral de la
arginina-46 a la unién con NADP en el estado de transicién. Obviando los pequefios
cambios que obluvieron con las mutantes sobre las k/Km de NAD y G6P, y
asumiendg que la cadena lateral reemplazante, alanina-46, no interacta con NADP,
evaluaron que la cadena lateral de [a arginina-46 contribuye con aproximadamente 3,1
y 0,9 kecal/mol a la unién del NADP y NAD, respectivamente.

Si se aplica esta ecuacion a la GEPDH de E. coli, bajo los mismos criterios (a

partir de los datos de la tabla 12, seccidn resultados), encontramos que la arginina-50
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contribuye con 2,6 v 0,7 kcal/mol a la unidn del NADP y NAD, respectivamente. El
hecho de que la contribucién aportada por la arginina en E. coli sea menor,
probablemente se debe al residuo lisina-18. Si bien las lisinas tienen una menor
tendencia que las argininas a unir fosfatos (Copley & Barton 1994), como se menciono
en la introduccidn las dindmicas moleculares demostraron que ésta lisina es capaz de
presentar un alte nimero de interaccionss entre la cadena lateral del aminoacido y el
fosfato del NADP. De esta manera, aparece razonable suponer que tanto la lisina-18
como la arginina-50 se encuentren implicados en estabilizar la carga del fosfato del
NADP.

En conclusién, la arginina-50 parece tener un rol menos importante que su
homdlogo en L. mesenteroides en cuanto a la unién con NADP. Si bien esta arginina
es determinante para la eficiencia catalitica de la enzima con NADP més que con NAD,
no es clave para la discriminacidn molecular. Esta habilidad seria llevada acabo no
Unicamente por la arginina, sino que por el aporte de otros residucs adicionales del
sitio activo, tales como lisina-18. Estos cdlculos son coherentes con las evidencias
cinéticas halladas para las mutantes (tabla 12, figura 36).

Los resultados de los experimentos de flucrescencia demostraron que todas las
mutantes presentaron cambios importantes en la unién con el ligando NADP, Esto
sugiere gue el residuo de arginina-50, estaria afectando drasticamente la constante de
disociacion de la enzima y NADP,

Por dltimo, el reemplazo de la arginina-50 por los diferentes aminodcidos
propuestos en esta tesis, produjo ademas otros cambios en los parametros cinéticos
importantes de mencionar: se observaron incrementos en relacion a la enzima silvestre
en los valores de las Ky para las reacciones de G6P con ambos cofactores (tabla 12,

resultados). Estos resultados siguen siendo objeto de estudio en nuestro laboratorio.
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Figura 36.- Eficiencias cataliticas y preferencias por el cofactor de las enzimas
mutante y silvestre de L. mesenteroides y E. coli. A la izquierda, los parametros
cinéticos calculados por Levy y col en el afno 1996. A la derecha, los parametros
cinéticos calculadas en este seminario de titulo. En rojo se destacan las veces de
cambio en relacion a la enzima silvestre.




79

CONCLUSIONES

Se logré obtener por primera vez parametros cinéticos kca, Ku, ka/Kn de la
G6PDH de E. coli purificada a homogeneidad v a concentraciones saturantes
de los co-sustratos. Estos datos permitieron registrar la magnitud de la
preferencia por NADP,

Para la reaccién con NAD, la ausencia del grupo fosfato 2° en este cofactor
genera cambios que desestabilizan al complejo ES en mayor medida que al
estado de transicién (ESY). Esto implica que el grupo fosfato contribuye
principalmente a la complementariedad del compisjo ES.

lL.a ausencia del grupo fosfato 2° en NAD, provoca que las desestabilizaciones
de los complejos ES como de ES* sean notoriamente mayores que las halladas
en la enzima de L. mesenteroides. Esto sugiere que en la G6PDH de E. coli, el
aporte del grupo fosfato 2° del NADP es principalmente importante para
estabilizar ambos complejos.

El residuo conservado arginina-50, cumple un rol importante en la estabilizacion
de los complejos ES y ES* con NADP mas que con NAD. A pesar de la
importancia de este residuo, éste no es determinante para la preferencia por el
cofactor.

La acentuada preferencia de la G6PDH de E. coli por NADP, no estaria
determinada dnicamente por la arginina-50, sino que por el aporte de residuos
adicionales de! sitio activo (lisina-18).

De acuerdo con los experimentos de fluorescencia, éstos sugieren que el
residuo de arginina-50, estaria afectando draslicamente la constante de
disociacitn de la enzima con NADP.,
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