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RESUMEN

Para estudiar la importancia metabdlica de la selectividad por el NADP de Ia
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Escherichia coli (EcGBPDH), 1) se
estudiaron las propiedades cinéticas de la EcG6PDH utilizando NAD y}NADP
como cofactores y 2) se sustituyé la secuencia cromosomal codificante para
aminodcidos de la EcG6PDH por la secuencia codificante para aminoacidos
de una‘ enzima homéloga pero especifica para NAD.

Con la insercién del gen zwf de E. cofi en un vector disefiado para lograr
altos niveles de expresion y facilitar la purificacién por afinidad, fue posible
obtener la enzima EcGBPDH en suficiente calidad y cantidad para hacer
ensayos cinéticos.

Se realizaron mediciones de la velocidad inicial con y sin presencia del
producto NADPH. Para evadir algunos problemas metodoidgicos asociados
a la medicién de la velocidad inicial de la reaccién catalizada por la
EcGBPDH se desarrolld una solucién analitica para la ecuacion integrada
que describe la evolucion temporal de la concentracién de sustrato,
considerando la inhibicién por el producto. La solucién encontrada permitio
obtener estimados de Ku, keat ¥ Ki con el analisis global de varias curvas de
progreso. La solucion analitica propuesta se utilizd para estudiar, por primera

vez, la inhibicién por producto de la enzima EcG8PDH por parte del NADH.




Se obtuvo una expresién matematica simple que calcula la produccién
relativa de NADH y NADPH en funcién de los cocientes redox
NAD(P)/NAD(P)H. Dicha expresion utiliza los parametros cinéticos
determinados para la EcG6PDH y otros datos experimentales obtenidos de
la literatura.

Mediante simulaciones de dinamica molecular fue posible hipotetizar que los
residuos 46 y 47 de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc
mesenteroides son muy importantes para la unién del NADP al sitio activo de
esta enzima de preferencia dual. Se disefié entonces una estrategia de
cambio de especificidad basada en la introduccién de residuos de carga
negativa en esas posiciones. Se genero la doble mutante LmGBPDHMEEX7E
se purificd, y se determinaron sus paramefros cinéticos mediante el
monitoreo de curvas de progreso. Se observé que la doble mutante tenia
una clara preferencia por NAD con respecto al NADP. Se obtuvo fambién
una forma inactiva de la enzima (LmGEPDHP'SCREEQTE)  inranaz de
catalizar la reaccion ni con NAD ni con NADP.

Mediante recombinacién homoéloga se sustituy6 la secuencia cromosomal
codificante para aminoacidos de la EcG6PDH por la secuencia codificante
pra aminodcidos de la LmGSPDHRE™E Dicha sustitucion se llevd a cabo
fanto en la cepa silvestre MG1655 como en una cepa isogénica carente del
gen codificante para la fosfo-gluco-isomerasa (Apgi). La sustitucién por la
forma inactiva de la enzima se realizé solamente en la cepa silvestre. Las

cepas recombinantes obtenidas y sus correspondientes cepas parentales




fueron estudiadas en condiciones de crecimiento aerébico con glucosa como
nica fuente de carbono. Se monitorearon las tasas de crecimiento, de
captacion de glucosa y de produccion de acetato. Para determinar el
porcentaje de glucosa procesado por la rama oxidativa de la via de las
pentosas, bacterias de las cepas con el gen pgi fueron alimentadas con una
mezcla de glucosa no marcada con glucosa uniformemente marcada con
Carbono 13, y se cuantifico, mediante cromatografia de
gaseslespectrometria de masas, la abundancia relativa de los isotopoémeros
de la histidina proveniente de las proteinas.

La modelacién computacional de la distribucién de los flujos se realizo
mediante un analisis del balance de los flujos con el programa COBRA v2.0
y el modelo in silico de E. coli iAF1260. Dicha metodologia fue utilizada tanto
para predecir cual serfa la distribucion de los flujos tras la sustitucién de la
enzima EcG6PDH por la enzima LmGBPDH™%"E como para estimar la
distribucion real de los flujos, utilizando como restricciones el porcentaje de
particion de la glucosa entre la glicdlisis y la via de las pentosas, la tasa de
consumo de glucosa, la tasa de produccién de acetato y la tasa de
crecimiento. La modelacién predijo que la introduccion de una glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa NAD-preferente en lugar de la enzima nativa
provocaria un aumento en la tasa de crecimiento en la cepa Apgi, pero si pgi
esta presente el reemplazo provocaria el no uso de la rama oxidativa de la

via de las pentosas y con ello una ligera merma en la tasa de crecimiento.




Mediante ajustes globales, se estimaron los parametros cinéticos de la
enzima EcGBPDH para los susiratos G6P, NADP y NAD. La dependencia de
los parametros cinéticos con la concentracién de los co-sustratos y el patrén
observado de inhibicién por NADPH permitieron descartar un mecanismo
ping-pong y apoyaron la hipétesis de un mecanismo aleatorio bajo el
supuesto de equilibrio rapido, 0 un mecanismo ordenado con el cofactor
entrando primero al sitio activo, bajo la suposicion de estado estacionario.

Al estimar también el valor de los parametros cinéticos para las reacciones
cuando el NAD es el aceptor de los electrones, se pudo calcular el cociente
entre las constantes de especificidad para uno y ofro cofactor y determinar
que la preferencia por NADP sobre NAD de la EcG6PDH es de alrededor de
400 veces. Seglin el cociente de las constantes de especificidad,
LmGBPDH**4E eg 167 veces mas especifica por NAD que por NADP,
con lo cual se logré una enzima cuya especificidad por NAD es del mismo
- orden que la especificidad por NADP de la EcGBPDH.

La evaluacién de la expresion matematica que relaciona la actividad de la
EcG6PDH con los cocientes redox NAD(P)Y/NAD(P)H mostré que la
actividad de esta enzima es mucho mas sensible a variaciones en las
concentraciones fisiolégicas de NADP(H) que a las variaciones en las
concentraciones fisiolégicas de NAD(H).

Por ofra parte, la sustitucién de la EcGEPDH por la LmGBPDHR4EEQ4TE
modifico las tasas de captacion de glucosa, de produccion de acetato y los

flujos metabdlicos. En la cepa Apgi con la enzima LmGBPDHR4EME |5 tasa




de crecimiento aumentd 44% con respecto a su cepa parental, pero es un
36% de!l valor registrado' en la cepa silvestre. Este resultado apoya la
hipétesis esbozada por otros autores de que existe un limite cinético en la
cantidad de glucosa que puede ser catabolizada a través de la via de las
pentosas.

Contrario a Ias predicciones generadas con el modelo in silico, en presencia

~ 'del gen pgi, la sustitucion de la EcGSPDH por la LmGBPDHREEMTE

disminuyé el porcentaje de fiujo por la via de las pentosas pero no se hizo
cero. Inesperadamente también, la tasa de consumo de glucosa disminuyd y
provoco una caida de 44% en la tasa de crecimiento. Esta cepa mutante con
la enzima LmGBPDHMEEME g excretd acetato.

En la cepa donde se sustituyd la EcG6PDH por la forma inactiva de la
enzima la tasa de crecimiento cayd solamente un 16% con respecto a la
cepa silvestre y no se detectd flujo por la rama oxidativa de la via de las
pentosas. Sus tasas de crecimiento y de excrecién de acetato fueron
similares a las observadas por otros autores para la cepa Azwf, confirmando
que la protefha LmGEPDH1%CRGEME o5 incapaz de permitir el fiujo por Ia
rama oxidativa de la via de las pentosas.

Para entender por qué la respuesta regulatoria ante la existencia de flujo a
través de la enzima mutante LmGBPDHR*E%’E fa |a disminucion de la
enfrada de glucosa, se exploré el costo reducido sobre el crecimiento del
flujo a través de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (fuera NAD o NADP

dependiente) para todas las configuraciones posibles de entrada de glucosa




entre 1y 10 mmol*gDW ™h", repartiéndose entre la glicélisis vy ia via de las
pentosas desde O hasta 98%. Las simulaciones computacionales mostraron
que las tasas de captacion de qucoésy el porcentaje de flujo por la via de
las pentosas observados corresponden a valores que maximizan el impacto
positivo sobre el crecimiento (si estd la enzima nativa EcG6PDH) o
minimizan el impacto negativo sobre el crecimiento (si esta la enzima
mutante LmGEPDHR*E%7E) de flujo por la rama oxidativa de la via de las
pel{t;asas. El analisis integrado de los resultados aqui obtenidos muestra que
EcG6PDH es una enzima altamente especifica por NADP, y esta alta
especificidad es una caracteristica clave para el ingreso y la distribucién de

la glucosa en Eschericha coli.




ABSTRACT

To study the metabolic importance of the NADP-selectivity of the glucose-6-
phosphate dehydrogenase from Escherichia coli (EcG6PDH), 1) the kinetic
properties of EcCGEPDH were studied using both NAD and NADP and 2) the
chromosomal sequence codifying for the aminoacids of the EcG6PDH was
replaced by the sequence codifying for amincacids from a NAD-preferring
homologous enzyme.

After the insertion of gene zwf from E. coli in a plasmid designed to obtain
high-expression levels and facilitate the affinity-based purification, it was
possible to obtain the enzyme EcG6PDH in an enough quantity and suitable
quality to perform kinetic assays.

Initial rates measurements ‘were taken with and without the addition of the
product NADPH. To overcome some methodological problems arising during
the initial rates estimations with the enzyme EcGBPDH, it was developed an
analytical solution for the integrated equation describing the time-dependent
changes in the concentration of the substrate, which considered the product
inhibition. The obtained solution allowed the estimation of Ky, k.t and K in a
single globat fitting procedure for a group of progress curves. The proposed
solution was used to study, for the first time, the product inhibition of

EcGE6PDH by NADH.




A simple mathematical expression was obtained to calculate the relative
production of NADH and NADPH depending on the redox quotients
NAD(P)/NAD(P)H. This expression.-'employed the kinetic parameters
estimated for the EcG6PDH plus another experimental data obtained from
the literature.

By molecular dynamics simulations it was possible to hypothesize that the
residues 46 and 47 of the glucose-6-phosphate dehydrogenase from
Leuconostoc mesenteroides are very important for the NADP binding to the
active site of this dual-preferring enzyme. Therefore, a strategy to accomplish
the cofactor preference shift was designed based on the introduction of
residues with negative charge in these positions. The double mutant
LmGBPDHR*EME was obtained, purified, and the kinetic parameters were
determined by progress curves analysis. It was observed that the double
mutant had a clear preference for NAD respect to NADP. An inactive form of
the ‘enzyme (LmGBPDHP6CR4EEQATEY \was obtained, which was unable to
catalyze the reaction neither with NAD or NADP.

The chromosomal sequence codifying for the aminoacids of the EcG6PDH
was replaced by the sequence codifying for aminoacids of the
L mGBPDH™MEME by homologous recombination. This replacement was
done both in the wild type strain MG1655 and in an isogenic strain lacking
the gene codifying for the enzyme phospho-gluco-isomerase (Apgi). The
substitution for the inactive form of the enzyme was done, using the same

method, only in the wild type parental. The parental and recombinant strains




were studied while growing in aerobic conditions with glucose as the sole
carbon source. Growth rates, gluc?f'e; iuptake rates and acetate excretion
rates were monitored. To access the percentage of glucose oxidized by the
oxidative branch of the pentose-phosphate pathway, bacteria from the strains
bearing the gene pgi were fed with a mixture of non-labeled giucose and
glucose uniformly labeled with C*, and the relative abundances of the
different ~isotopomers of the histidine coming from the proteins were
quantified by gas chromatography-mass spectrometry.

The flux distribution computational modeling was accomplished by a flux
balance analysis with the software COBRA v2.0 and the F. coli in silico
model iAF1260. This methodology was useful both for prediction of the
distribution of the fluxes after the enzymatic replacement and for calculation
of the actual fluxes constraining the solutions with the data of flux partition
between the glycolysis and the pentose-phosphate pathway, the glucose
uptake rates, the acetate excretion rates and the growth rates. The flux
balance analysis predicted that the replacement of the native EcG6PDH by a
NAD-preferring homologue implied an increase in the growth rate in the
strain Apgi, but if pgi is present then the replacement implied the blockage of
the flux through the oxidative branch of the pentose-phosphate pathway and
consequently a slight diminution in the growth rate.

The kinetic parameters of the enzyme EcGSPDH with the substratés G6P,
NAD and NADP were estimated by a global fitting procedure. The

dependence of the kinetic parameters on the concentration of the respective




co-substrate, and the pattern of inhibition observed after the addition of
NADPH allowed to discard a ping-pong mechanism and support the
hypothesis of a random mechanism under the establishment of a rapid-
equilibrium, or a mandatory mechanism with the cofactor being the first
substrate to enter in the active site under the supposition of steady state.
Having the kinetic parameters for the reactions were NAD is the acceptor of
the electrons; it was possible to calculate the quotient between the specificity
constants for the cofactors and estimate that the actual preference of
EcG6PDH for NADP over NAD is around 400 times. According to the
quotient between the specificity constants, LmGBPDHR*EME is 167 times
more specific for NAD than for NADP, therefore, the double mutant has a
specificity for NAD of the same order of magnitude that the specificity of the
native enzyme for NADP.

The evaluation of the mathematical expression relating the activity of
EcG6PDH with the redox quotients NAD(P)/NAD(P)H showed that the
activity of this enzyme is much more sensitive to the variations of NADP(H) in
the physiological range than to the variations of NAD(H) in its physiological
range.

On the other hand, the substitution of the FcGBPDH by the
LmGBPDHMEME madified the glucose uptake rates, the acetate excretion
rates and the metabolic fluxes. In the strain Apgi with the enzyme
LmGEPDH™4F the growth rate increased 44% respect to the parental

strain, but still grew with a growth rate 36% smalier than the wild type growth




rate. This [atter result support the hypothesis, stated by another authors, of a
kinetic limitation in the amount of glucose that it is possible to catabolize
through the pentose-phosphate pathwéy.

Against the in silico generated predictions, in the presence of the gene pgi,
the substitution of the EcGBPDH by the LmGBPDHM®E diminished the
percentage of the flux through the pentose-phosphate pathway but was not
zero. Also unexpectedly, the glucbse uptake rate diminished and provoked a
fall of 44% in the growth rate. This strain did not produce acetate.

In the strain where EcG6PDH was replaced by the inactive form of the
enzyme, the growth rate dropped only 16% respect to the wild type strain and
no flux was detected through the oxidative branch of the pentose-phosphate
pathway. The observed growth rate and the acetate excretion rates were
similar to the corresponding values in the strain Azwf observed by ancther
authors, which confirmed that the protein LmG6PDH®eR4EMTE yag ynable
to sustain the flux through the oxidative branch of the pentose-phosphate
pathway.

To understand why the regulatory response to the non-blockage of the flux
through the mutant enzyme LmGBPDHREE was the diminution in the
glucose uptake rate, it was calculated the reduced cost on the growth rate of
the flux through the glucose-6-phosphate dehydrogenase (NAD or NADP
dependent) for all -the possible configurations considering glucose uptake
rates between 1 and 10 mmol*gDW ™h™, splited between the glycolysis and

the pentose-phosphate pathway from 0 fo 98%. The computational




simulations showed that the observed glucose uptake rates and the observed
percentages of bartition between the glycolysis and the pentose-phosphate
pathway were values who maximize"ﬁle positive impact on the growth rate
(case the native EcG6PDH was present) or minimize the negative impact on
the growth rate (case the mutant LmG6PDHR®EYE i present) of the fiux
through the oxidative branch of the pentose-phosphate pathway.

The integral analysis of the h_e:reg obtained results showed that the EcG6PDH
is a highly NADP-specific enzyme, a;1d this high specificity is a key trait for

the glucose uptake and distribution in Escherichia coli.




INTRODUCCION

En los organismos heterétrofos, la entrada de nutrientes a la célula permite el
ingreso de sustancias con alto poder reductor. Este poder reductor genera un
potencial electroquimico entre los aceptores iniciales y los aceptores finales de
los equivalentes de reduccién. Este potencial impulsa los procesos celulares de
transferencia de energia, biosintesis y regulacidon del medio interno. Los
aceptores iniciales principales son moléculas fabricadas por el propio
metabolismo: el NAD y el NADP, las cuales al reducirse forman el NADH vy el
NADPH respectivamente.

El potencial de éxido-reduccién intracelular de los pares NAD(H) y NADP(H) no
es igual, pese a que su potencial de 6xido-reduccién estandar es idéntico,
porque si bien casi todo el NAD(H) se encuentra en la forma oxidada, casi todo
el NADP(H) se encuentra en su forma reducida (Reich y Sel’kov, 1981). El
mantenimiento de estos potenciales de dxido-reduccion intracelulares son los
que pérmiten, en Glima instancia, el mantenimiento de los procesos que
permiten la vida.

Pese a su similitud estructural, el NADH y el NADPH tienen funciones
metabdlicas segregadas: el NADH generalmente se reoxida a NAD en procesos
que implican la sintesis de ATP; mientras que el NADPH generalmente se

regxida a NADP al entregar poder reductor en los procesos de biosintesis y en




la defensa antioxidante. En el caso de Escherichia coli, la produccion del NADH
y el NADPH también ocurre de manera segregada: se considera que en las
reacciones catalizadas por las deshidrogenasas de las vias centrales en esta
bacteria se produce casi exclusivamente uno u otro tipo de cofactor (Fuhrer y
Sauer, 2009) (Fig. 1). Sin embargo, en esta bacteria no se ha realizado una
cuantificacién rigurosa de las especificidades por uno u ofro cofactor de fodas
las enzimas deshidrogenasas presenfes en las vias cenirales. pada esta
segregacion en los puntos de produccién de NADH y de NADPH, el
mantenimiento de los diferentes potenciales de 6xido-reduccion intracelulares
para los pares NAD(H) y NADP(H) depende, en gran medida, de como se
regule la magnitud de los flujos metabdlicos por las vias centrales. Por lo tanto,
la especificidad por cofactores de las deshidrogenasas puede ser un factor
importante en la regulacién de los flujos metabélicos.

Los principales avances para coﬁprender la regulacién de los flujos metabdlicos
a través de las vias centrales en E. coli se han logrado con la observacion del
efecto de la eliminacién de las enzimas involucradas en la particion del flujo a
nivel de la giucosa-6-fosfato y de las enzimas transhidrogenasas. Una de estas
mutantes es la cepa carente de la enzima fosfo-gluco-isomerasa (Apgi). En esta
mutanté toda la glucosa asimilada tiene que ser catabolizada por la rama
oxidativa de la via de las pentosas, pasando por la glucosa-8-fosfato
deshidrogenasa y la 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa, lo cual genera una
cantidad de NADPH excesiva con respecto al resto de los precursores que se

necesitan para renovar los componenies de la biomasa. Este es uno de los




motivos por los cuales esta cepa tiene una tasa de crecimiento 76% menor que

la cepa silvestre (Sauer y cols., 2004). Las principales evidencias de que existe
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Fig. 1: Representacion de las vias centrales del metabolismo en Escherichia coli. 1) Rama
oxidativa de la via de las pentosas; 2) parte alta de la glicdlisis; 3) y 4) rama no oxidativa de la
via de las pentosas; 5) parte baja de Ia glicdlisis; 6) entrada de carbono al Ciclo de Krebs desde
el fosfo-enol-piruvato; 7) nodo del piruvato: 8) produccion de acetato; 9) Bifurcacion entre el
Ciclo de Krebs y el Ciclo del glioxalato: el malato puede convertirse en oxala-acetato (10) o en
piruvato (11). Se representan también la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa (13 y 14). Se destacan en rojo las enzimas deshidrogenasas dependientes de NAD y
se destacan en azul las deshidrogenasas dependientes de  NADP. En el caso de la enzima
malica, destacada en color naranja, existen dos isoenzimas, una dependiente de NAD y otra
dependiente de NADP. Otras dos enzimas importantes en la generacion de NADH y NADPH

son las transhidrogenasas pntAB (12) y UdhA (15) que transfieren equivalentes de reduccién




entre moléculas de NAD y NADP.,

un exceso de NADPH cuando la glucosa es la Gnica fuente de carbono son: 1)
si a la cepa mutante Apgi se le afade la mutacién AUdRA, la cepa doble
mutante es inviable cuando la glucosa es la dnica fuente de carbono (Sauer y
cols., 2004), y 2) la sobre-expresion de la transhidrogenasa UdhA en la cepa
Apgi mejora de la tasa de crecimiento desde 0.22 h™! hasta 0.27 h™ (Canonaco y
cols., 2001). Estos resultados muesiran que la tasa de crecimiento de la cepa
Apgi puede mejorar si algunos equivalentes de reduccién son fransferidos
desde el NADP(H) hacia el NAD(H) pero que aun asi, la tasa de crecimiento
tendra un valor lejos del que se observa para la cepa silvestre (0.67 h).
Canonaco y cols. (2001) sugirieron que la cepa Apgi no crecié con una tasa
mayor a 0.27 h™' , pese a |a sobre-expresién de la UdhA, debido a la existencia
de un limite cinético en la capacidad de procesar glucosa por la via de las
pentosas, pero la sobre-expresién de UdhA no necesariamente garantiza que la
proteina esté completamente activa. Por lo tanto, es interesante encontrar otra
evidencia, independiente ca;e sobre-expresar la UdhA, que sea consistente, que
apoye o que descarte ia hipétesis de la existencia de un limite al flujo por la via
de las penlosas. .

Por otra parte tenemos que la eliminacion del gen zwf, codificante para la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, bloquea el flujo por la rama oxidativa
de la via de las pentosas, provocando que dos enzimas dejen de aportar

NADPH durante el crecimiento aerdbico utilizando glucosa como Unica fuente




de carbono. No obstante, la tasa de crecimiento de la mutante Azwf disminuye
solamente un 20% con respecto a la cepa silvestre, ya que la transhidrogenasa
pntAB compensa parciaimente la produccién de NADPH (Sauer y cols., 2004).
Curiosamente, la mutante simple ApntAB tiene un impacto sobre el crecimiento
mayor que la mutante Azwf, ya que su tasa de crecimiento disminuye un 33%
con respecto a la cepa silvestre (Sauer y cols., 2004). Este resultado llama la
agencic;')n ya que la actividad pntAB implica la entrada de protones al citoplasma,
que para ser removidos de alli se requiere la hidrdlisis de ATP. Por esta razon,
si los fiujos metabélicos fuesen tales que se maximizara la tasa de crecimiento,
no se utilizaria la transhidrogenasa pntAB para generar NADPH, y por ende su
eliminacion no afectaria negativamente el crecimiento. Por lo tanto, no queda
claro por qué la eliminacion del gen pntAB tiene un efecto mayor sobre el
crecimiento que la sliminacién del gen zwf. Esto se puede deber a la capacidad
de la transhidrogenasa de producir mas NADPH que la rama oxidativa de la via
de las pentosas, o a la capacidad de la pntAB de simultaneamente reoxidar
NADH y producir NADPH.

Si bien el estudio de los mutantes donde se eliminan ciertas enzimas ha
aportado mucho a la comprensién de la dinamica de la entrada y la distribucién
de la glucosa en E. coli, la interrupcién de ciertos flujos en dichas mutantes no
permite conocer la posible importancia que tiene la co-generacion de
precursores anabdlicos y cofactores reducidos en proporciones definidas por la

estequiometria de las reacciones. En ofra palabras, no permite conocer la




importancia de la especificidad por cofactores de las deshidrogenasas como
elemento regulador del metabolismo en E. coli.

Existen evidencias de que la especificidad por cofactor de las deshidrogenasas
es un elemento regulador importante en varias especies. En la cianobacteria
Synechocystis sp. PCC 6803 existen dos formas de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa: una especifica por NAD y que actia solamente en la glicdlisis,
y otra de especificidad dual que actiia tanto en el Ciclo de Calvin como en la
gluconeogénesis (Koksharova y cols, 1998). En la bacteria Sinorhizobium
melitoli, simbionte que vive en las raices de la alfalfa, existen dos variantes de la
enzima malica: una de ellas es dependiente de NAD y es esencial para la
fijacién de nitrégeno, mientras que la otra forma, dependiente de NADP, mostré
caracterfstica'regulatorias diferentes y fue incapaz de reemplazar a la forma
especifica por NAD en su papel esencial en ia fijacion de nitrégeno (Mitsch y
cols., 2007). En E. coli se han identificado dos formas de la enzima malica con
estructura, especificidad y regulacion metabdlicas diferentes (Bologna y cols.,
2007).

Un aspecto menos estudiadoc es el efecto sobre los flujos metabdlicos de
cambiar la especificidad por cofactor de una deshidrogenasa. Solamente se
conocen dos trabajos publicados donde se haya sustituido una deshidrogenasa
por otra cuya selectividad es diferente y paralelamente se hayan medido los
flujos metabdlicos (Marx y cols., 1999; Martinez y cols., 2008). En el trabajo de
Marx y colaboradores (1999), tras la sustitucion de la glutamato deshidrogenasa

dependiente de NADP de Corynebacterium glutamicum por su homéloga NAD-




dependiente de Pepfostreptococcus asaccharolyticus, el porcentaje de glucosa
catabolizada a fravés de la rama oxidativa de la via de las pentosas fosfato
pasé de 76,3% a 22,7%; mientras que en el caso del trabajo de Martinez y
colaboradores (2008), la sustitucién de la gliceraldehido-3-P deshidrogenasa
dependiente de NAD de E. coli por su homoéloga dependiente de NADP de
Clostridium acetobutylicum, provocd que el porcentaje de glucosa oxidada a
. través de la rama oxidativa de la PPP pasara de 30% a 5,7%. Estos resuitados
muestran que los flujos de carbono se redistribuyen tras un cambio en la
selectividad de una deshidrogenasa para lograr un nuevo balance entre la
produccién de intermediarios y de cofactores. Sin embargo, en ambos trabajos
los genes codificantes para las enzimas con especificidades diferentes fueron
introducidas en plasmidos bajo el control de promotores no nativos por lo cual /a
expresién de las enzimas heterdlogas fue ciega a los mecanismos endégenos
de regulacion de la expresion. En el caso del estudic de Martinez y
colaboradores (2008), ademas de la introduccién de la enzima con especificidad
cambiada, se introdujeron genes codificantes para las enzimas de una ruta
heteréloga que requiere consumir NADPH para la sintesis de su producto final.
Si bien esta estrategia permitid estudiar el impacto de un cambio en la demanda
por cofactores en la distribucion de los flujos metabdlicos, impidié ver el efecto
aislado del cambio de especificidad sobre la distribucion de los flujos. Zhu y
cols. (2005) estudiaron la importancia de la especificidad por NADP de la
isocitrato deshidrogenasa en E. coli generando una cepa en la cual la oxidacién

del isocitrato es catalizada por una enzima dependiente de NAD. El gen nativo




codificante para la isocitrato deshidrogenasa fue reemplazado por el gen
codificante para la enzima mutante mediante recombinacién homéloga, ﬁor lo
cual se mantuvieron los elementos nativos de control de la transcripcidn. Tras
observar una pequefia merma en la tasa de crecimiento de la cepa mutante
cuando el acetato fue la Unica fuente de carbono, y establecer una aéociacién
entre la presencia/ausencia de la enzima isocitrato liasa (esencial para el Ciclo
del glioxalato) y la especificidad por NADP/NAD de la isocitrato deshidrogenasa
en 46 especies procariotas, concluyeron que la especificidad por NADP de la
isocitrato deshidrogenasa es una adaptacion de las especies que realizan el
Ciclo del glioxalato para crecer mas cuando el acetato es la Gnica fuente de
carbono. Estos resultados apuntan hacia una relacion entre ia topologia de las
vias centrales del metabolismo y la especificidad por cofactor de las
deshidrogenasas presentes. Este trabajo implicé una tarea cuidadosa para
modificar el sitio activo de la isocitrato deshidrogenasa hasta lograr revertir su
especificidad por cofactor y un elegante disefio experimental para estudiar el
efecto de la modificacidn genética realizada, sin embargo no midieron los flujos
metabdlicos.

Si bien se han realizado estudios donde se ha modificado ia especificidad por
cofactor de deshidrogenasas de la giicélisis y del Ciclo de Krebs, no se han
publicado estudios del impacfo de un cambio similar en alguna de las dos
deshidrogenasas de la via de las pentosas. Como se planted anteriormente, la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EcG6PDH), cuyo gen codificante es el zwf,

no es una enzima esencial para este organismo. Sin embargo, los resultados de




varios estudios cinéticos sugieren que es una enzima altamente especifica por
NADP (Sanwal, 1970; Banerjee y Fraenkel, 1972; Fuhrer y Sauer, 2009), pero
los datos cinéticos publicados son insuficientes para sostener categéricamente
esta afirmacién.

lL.as dos publicaciones enfocadas en la caracterizacion cinética de la EcG6PDH
son de comienzos de los afios 70's del siglo XX y son trabajos con limitaciones
importantes (Sanwal, 1970; Banerjee y Fraenkel, 1972). Sanwal (1970) trabajé
con una preparacion no pura de enzima, y aunque Banerjee y Fraenkel (1972)
lograron obtener enzima pura, no hicieron una caracterizacién cinética rigurosa
porque no era el objetivo de su investigacion. Solamente fueron determinados
algunos parametros cinéticos aparentes, y la inhibicion por producto solo fue
analizada supeificialmente. La capacidad de utilizar NAD fue estudiada solo de
manera superficial. La regulacion alostérica de la EcGBPDH mediante la
inhibicién por NADH fue propuesta por Sanwal (1970), sin embargo pocos afios
después se publicaron evidencias de que sus resultados fueron espurios debido
a la ocurrencia de un artefacto dptico denominado "stray light" (Cavalieri y
Sable, 1973). Sorpréndentemente, en varias bases de datos de gran prestigio
(BRENDA, ECOCYC) aparece la inhibicién no competitiva por parte del NADH
como el mecanismo principal de regulacién de la aclividad de esta ‘enzima.
Orthner y Pizer (1974) buscaron, infructuosamente, un posible inhibidor
alostérico probando con al menos ocho compuestos.

Por lo tanto, ademas de cuantificar rigurosamente cual es la preferencia por

cofactor de la EcG6PDH, un experimento clave para probar si su especificidad




por NADP es una propiedad importante para la regulacién de los flujos
metabdlicos es sustituir esta enzima por una homéloga especifica por NAD y
observar los efectos metabdlicos de este cambio.

Para ello en esta investigacién se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general:

-Estudiar la influencia de la selectividad por cofactores de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en la magnitud del flujo a través de la rama oxidativa de la via

de las pentosas en Escherichia coli.

Objetivos especificos:

1) Caracterizar cinéticamente a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de E.
coli teniendo en cuenta la selectividad por los cofactores NAD y NADP.

2) Medir las modificaciones en los patrones de expresién y los flujos
metabdlicos tras la sustitucion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de E. coli
por una enzima homdloga cuya selectividad por NAD sea mayor que la de E.
coli.

3) Comparacién de los resultados observados con una prediccion realizada

mediante el Analisis de Balance de los Flujos.
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MATERIALES Y METODOS

Dos obstaculos debian ser superados para cumplir los objetivos de esta
investigacion:

1) Establecer un protocolo de purificacién y conservacién de la enzima
EcG6PDH, y conseguir las condiciones adecuadas para medir su capacidad
catalitica tanto con NAD como con NADP.

2) Obtener una enzima con actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa pero
especifica por NAD.

Los procedimientos para superar el primer problema son ampliamente
discutidos en las siguientes secciones.

Con respecto al segundo obstaculo, no se conocen homologos naturales de la
EcGBPDH que sean altamente preferentes por el NAD, y no se dispone de
ninguna‘estructura cristalina de la EcGEPDH que ayude a identificar cusles son
los determinantes estructurales de la interaccion de esta enzima con el NAD y el
NADP. Para resolver este problema se estudiaron, mediante técnicas de
dinamica molecular, las interacciones de la enzima homdloga de preferencia
dual presente en la bacteria Leuconostoc mesenteroides con los cofactores
NAD y NADP. Esta enzima ha sido profundamente estudiada tanto estructurai
(Cosgrove cols.., 2000) como cinéticamente (Olive cols.., 1971; Cosgrove cols..,

1998), por lo cual era un punio de partida que brindaba mucha informacion
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relevante. Las técnicas de dinamica molecular revelaron que los residuocs
Arginina 46 y Glutamina 47 eran importantes en la interaccién del NADP con el
sitio activo de la enzima. Basandose en esa informacion se decidié reemplazar
ambos residuos por residuos de acido glutamico, ya que la introduccion de
cargas negativas puede repeler al grupo fosfato del NADP. Esta parte del
trabajo se realizé en colaboraciéon con Matias Fuentealba, estudiante de la

Maestria en Biologia de nuestra Facultad y colega del laboratorio.

Obtencidén de los plasmidos necesarios para la expresion y purificacion de las

enzimas EcG6PDH y LmG6PDHR#EQ4E

A partir del plasmido pETG6PDH (Gird cols.., 2006) donado por la Doctora
Adriana Krapp de la Universidad Nacional de Rosario, Argentina, y que contenia
la secuencia codificante para los aminoacidos de la EcGEPDH y otros
aminoacidos adicionales, se obtuvo el plasmido pETG6PDH*. En este plasmido
resultante quedd insertada la secuencia codificante para aminoacidos de la
EcG6PDH, mas 6 residuos de histidina seguidos por otros 6 residuos (que
constituyen la secuencia de reconocimiento para la proteasa trombina), mas
diez aminoacidos adicionales hasta el extremo N-terminal. Esta secuencia
codificante quedd bajo el control de un promotor reconocible por la ARN
polimerasa ADN dependiente del fago T7 (T7pol).

Por otro lado recibimos también la donacion, por parte del Doctor Michael

Cosgrove de la Universidad de Siracusa, Estados Unidos de América, del
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plasmido pET25a-LmG6PDH que porta la secuencia codificante para
aminoacidos de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de L. mesenferoides
silvestre (LmGBPDH). Dicha secuencia codificante fue cortada y clonada en el
vector pTEV (Rocco cols.., 2008) para incluir en la secuencia de la proteina un
sitio de corte para la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) seguida de una region
espaciadora y una cola de residuos de histidina. El plasmido resuitante recibi6
el nomﬂbrvé de pTEV-LmG6PDH. En dicho plasmido la secuencia codificante para
la LmG6PDH quedd bajo el control de un promotor especifico para la T7pol, y
fras la traduccién se obtiene una forma de la enzima fusionada con una cola de
residuos de hisfidina que facilitan su purificacion utilizando el principio de
afinidad por Niguel de la histidina, y entre la cola de histidina y la secuencia
codificante para los aminoacidos originales de la proteina posee un sitio de
corte para la proieasa TEV. La presencia de una secuencia blanco para la
proteasé TEV permite la eliminacion de la cola de histidinas antes de la
realizacién de los ensayos enzimaticos. Otra ventaja adicional de este método
de purificacién es que la proteasa TEV es producida en nuestro laboratorio, a
diferencia de la frombina con la que se corta la EcG6PDH clonada el plasmido
pETG6PDH*, que hay que comprarla. La proteasa TEV fue purificada en
nuestro laboratorio desde el plasmido pRK793 (Addgene Inc., USA) y posee
también una cola de histidinas que facilita su separacién de la proteina sustrato
después de efectuada la digestion proteolitica.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que prefiere NAD sobre NADP

(LmGBPDHR*E%7E) fue obtenida a través del reemplazo, mediante mutagénesis
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sitiol-dirigida, de los residuos Arginina 46 y Glutamina 47 por residuos de &cido
glutamico en la secuencia codificante para los aminocacidos de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa de L. mesenteroides.

La mutagénesis sitio-dirigida fue realizada tanto en el plasmido pET25a-
LmG6PDH como en el pTEV-LmG6PDH. De esta manera, la forma de la
enzima mutante fusionada con la cola de histidina y el sitio de corte para la
proteasa TEV fue utilizada para los estudios cinéticos mient;as qgue la forma
mutante que tiene el mismo nimero de residuos que la forma nativa de la
enzima fue utilizada para la sustitucion de la copia cromosomal de la secuencia
codificante para la EcG6PDH mediante recombinacién homoéloga (ver detalles
mas adelante).

Una versién inactiva de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de L.
mesenteroides (tanto con NAD como con NADP) se obtuvo con la sustitucion
del residuo Aspartico 16 por un residuo de Glicina en la forma
LmGBPDHRYEXE  Egta forma inactiva (LmGBPDHREQATEDSG) fue ytjlizada
para reemplazar la copia cromosomal de la EcCGEPDH y obtener una cepa en la
cual hay transcripcion y traduccion desde el locus zwf pero con un fenotipo

flujomico similar a la cepa Azwf, carente del gen.

Para la sustitucién de la copia cromosomal de la EcGBPDH se construyeron

plasmidos en los cules las secuencias codificantes para la LmGEPDH™ =478

Y
para la LmGBPDHMSEMEDIEC feron acopladas al cassette FRT-Kan™-FRT

proveniente del plasmido pKD13 (Wanner y Datsenko, 2000).
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Un listado completo de los plasmidos utilizados en esta investigacién aparecen

en el Anexo 1.
Purificacion de las enzimas EcG6PDH y LmG6PDHReEQ7E

Células de E. coli de la cepa BL21 DE-3 Tef fueron transformadas con los
plasmidos pETGEPDH* y pTEV-LmGBEPDHYE4’E v crecidas aerdbicamente
con agitacion vigorosa en el medio Luria—Bertani a 37 °C. Se indujo la sobre-
expresion de las enzimas de interés adicionando Isopropil tio-galactdsido (IPTG)
(USBiological) hasta una concentracién de 1 mM cuando la densidad éptica del
cultivo alcanzod las 0.4-0.5 UA. Después de 4 horas de induccién, la biomasa fue
precipitada por centrifugacién durante 10 minutos, a 2000 g, a 4 °C, en una
centrifuga Eppendorf 5810R.

Las células fueron resuspendidas en un volumen que representaba un 10% del
medio de cultivo de un tampén Tris (Merck) 50 mM MgCl (Merck) 10 mM PMSF
(Calbiochem) 1 mM pH 8.2, y se liberd el contenido intracelular por sonicacion
utilizando un sonicador Branson 450 a una amplitud de sélo 15% de su potencia
total para minimizar el sobrecalentamiento del extracto. Tras la sonicacion, el
extracto fue centrifugado a aproximadamente 80000 g, a 4 °C, por 30 minutos,
en una ultracentrifuga Beckman L5-50B.

En el caso de la purificacién de la EcGEPDH, el sobrenadante fue inoculado en
una columna de intercambio ionico HiTrap Q HP (GE Healthcare) pre-

equilibrada con tampdn Tris 50 mM MgCl: 10 mM NaCl 40 mM pH 8.2. Las
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proteinas fueron extraidas de la columna utilizando un flujo continuo de Tris 50
mM MgCl> 10 mM pH 8.2 con concentracién creciente de NaCl desde 40 mM
hasta 1 M. Las fracciones enriquecidas en actividad EcG6PDH fueron
suplementadas con imidazol hasta 40 mM e inoculadas en una columna
HisTrap cargada con niquel (GE Healthcare). De esta segunda columna la
proteina de interés fue extraida utilizando un flujo constante de Tris 50 mM
MgCl> 10 mM pH 8.2 con concentracién creciente de imidazo! desde 40 mM
hasta 600 mM. Después de este paso se obtiene una solucién de la enzima con
mas de 95% de pureza.

Esta muestra de proteina practicamente pura fue suplementada con CaCl; 10
mM y se le afiadi6 trombina sélida hasta alcanzar una proporcién molar 1:36 de
proteasa:EcG6PDH. La reaccién de protedlisis procedié durante 4 horas a 37°C
en el mismo tampdn suplementado con CaCl; previamente desgasificado.
Después de la protedlisis la mezcla de reaccién fue suplementada con [B-
mercapto etanol 10 mM para prevenir la oxidacién de la EcG6PDH. Para
separar las moléculas de enzima cortadas de las no cortadas, la mezcla de
reaccidn fue re-inoculada en una columna HisTrap. La mezcla de moléculas
cortadas (que no se adhieren a'la columna HisTrap) y trombina se inocula en
una columna HiTrap Q HP de donde son extraidas utilizando un flujo continuo
de Tris 50 mM MgCl> 10 mM pH 8.2 con concentracién creciente de NaCl desde
40 mM hasta 1 M. La segregacion en diferentes fracciones de las dos proteinas
fue confirmada con mediciones en las fracciones de la actividad especifica y la

absorbancia a 280 nm. Para chequear la pureza de la enzima se aplicaron
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aproximadamente 20 microgramos de la misma en un gel de acrilamida SDS-
PAGE. Paralslamente, la eficacia de la protedlisis fue chequeada mediante
western blot utilizando el kit Ni-NTA HRP Conjugate Qiagen 34530.

Durante todo el procedimiento de purificacién la actividad enzimatica fue
evaluada monitoreando la formaciéon de NADPH cuando alicuotas de las
fracciones que contenian enzima eran afiadidas a la siguienie mezcla de
reaccion: Tris 50 mM, MgCl, 10 mM, NADP 0.4 mM, G6P 2 mM pH 8.0. La
‘formai':i'_c'm del NADPH fue monitoreada por el aumento de la absorbancia a 340
nm utilizando un espectrofotémétro Biotek Synergy 2 UV-visible con
temperatura controlada a 25 °C.

Después del corte proteolitico se obtiene una forma de EcG6PDH con 12
aminoacidos extras en su extremo N terminal. Las propiedades cinéticas
similares a las publicadas con formas silvestres de la enzima (Sanwal, 1970;
Banerjee y Fraenkel, 1972) demuestran que los aminoacidos adicionales no
modifican drasticamente las propiedades cinéticas de la enzima.

Para el caso de la purificacién de la LmGBPDHR*E®E 1a5 condiciones en las
que se manipula cada columna son idénticas a las utilizadas en la purificacion
de la EcG6PDH pero para la eliminacion de la cola de histidinas se utilizé la
proteasa TEV con su propia cola de histidinas. El sobrenadante obtenido tras
sonicacion y ulira-centrifugacién se inocula en la columna HiTrap Q HP. A
continuacién las fracciones enriquecidas en la proteina de interés fueron
inoculadas en la columna HisTrap cargada con niquel y como resultado una

preparacion altamente pura de la enzima de interés fue obtenida utilizando un
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gradiente de imidazol.

A continuacion se procedid al corte proteolitico de la cola de poli-histidina con la
proteasa TEV. Para ello se dializan las fracciones enriquecidas en la proteina
de interés contra el tampén 25 mM Tris-HCI bH 8.0, 50 mM NaCl, EDTA 1 mM.
La adicién de EDTA tiene como propésito capturar a los iones de niquel que
escapan de la columna HisTrap y que inhiben a la proteasa TEV. Para realizar
la digestion se afiadio la proteasa TEV en una cantidad tal que la relacion
mésica sustrato:proteasa sea de 100:1 y se afadid el agente reductor TCEP a
una concentracion final de 1 mM. La digestién se llevd a cabo a 25 °C durante
una hora. La adicion del agente reductor B-mercapto-efanol provoca la
precipitacién de la proteasa TEV, por lo cual debe evitarse su presencia durante
la protedlisis.

La mezcla de digestion fue inoculada nuevamente en la columna HisTrap
cargada con niquel pero esta vez fue rescatada la proteina no retenida en la
columna, que corresponde a la fraccion donde fue efectiva la digestion
proteolitica. Las colas de histidina y las moléculas de la proteasa TEV quedan
retenidas en la columna. La pureza de la proteina obtenida fue verificada en gel
de acrilamida-SDS-PAGE.

Las preparaciones de enzimas puras obtenidas tras la elucién de las
respectivas tltimas columnas se concentraron hasta alcanzar como minimo 1
mg/ml en el propio tampén de elucion y se almacenaron a -20 °C tras la adicion

de 50 % (v/v) de glicerol (TCL, Chile).
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Estudios cinéticos de las enzimas EcG6PDH y LmG6PDHEQ4E

Después de ser pesados y disueltos en agua desionizada, los sustratos fueron
neutralizados hasta pH 7.0, y titulados mediante el monitoreo
espectrofotométrico de la reaccién hasta llegar al equilibrio. Para esto se
afiadieron los co-sustratos correspondienies a una concentracidn al menos 20
veces mayor que la del sustrato que estaba siendo fitulado. Esto garantizd que,
segun el valor de la constante de equilibrio (K=6.02 x 107 M, Glaser y Brown
(1955)), mas del 99.9% del sustrato a fitular se convirtiera en producto. Para
acelerar la llegada al equilibrio quimico se afadieron unidades de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa de L. mesenteroides comercial en una cantidad tal que
su aporte a la absorbancia es despreciable. La concentracion fue estimada
midiendo la variacién en la absorbancia a 340 nm tras completarse [a reaccidn,
utilizando un coeficiente de extincién molar aparente para el NAD(P)H de 5186
UA M cm™, previamente estimado para nuestras condiciones experimentales
(Tris 100 mM, MgCl; 10 mM, pH=8.0 y 25°C). Los sustratos asi preparados
fueron conservados a -20 °C y utilizados para los ensayos cinéticos en el plazo
de dos semanas después de la preparacién. En el caso de la preparacién de los
cofactores reducidos NADH y NADPH, estos fueron disueltos directamente en el
tampon de reaccion (que tiene un pH ligeramente basico), su concentracion se
determiné directamente por espectrofotometria, y se emplearon en el lapso de 6
horas tras su preparacion.

La fiabilidad de las estimaciones de velocidad de un proceso enzimatico
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depende de la calidad de la determinacion de la concentracién de enzima. Para
garantizar una mejor repetibilidad, la concentracién de enzima se determiné
midiendo la absorbancia a 280 nm de la muestra dializada utilizando como
blanco el mismo tampén de didlisis (Tris 100 mM, MgCl, 10 mM, B-mercapto
etanol 10 mM, pH=8.0 y 25 °C). A partir de la composicién aminoacidica, y
asumiendo que todos los residuos de cisteinas estan reducidos, se calculd que
la EcGBPDH tiene un coeficiente de extincién molar de 86860 UA M cm™.
Utilizando el mismo procedimientd, se determiné que la LmGBPDHR*EM7E tiang
un coeficiente de extincién molar de 69790 UA M cm™. La concentracién de
proteina fue determinada también utilizando un reactivo comercial Quick Start
Bradford (Biorad) obteniéndose resultados similares.

La cantidad de enzima a utilizar en cada ensayo también fue cuidadosamente
estandarizada. Para el caso de las mediciones de velocidad inicial es critico que
la cantidad de sustrato consumida durante el tiempo de medicién de Ia
velocidad no sea superior al 5 % (Segel, 1975) y mejor aun si est4 por debajo
del 1 % (Cornish-Bowden, 1995). Para las mediciones de curvas de progreso de
la reaccién es importante saber por cuanto tiempo es estable la enzima en las
condiciones de ensayo y minimizar la cantidad de producto formado antes de
comenzar el monitoreo de la reaccion. Para lograr estas condiciones a menudo
es necesario trabajar con una concentracién de enzima baja, pero la excesiva
dilucién de la enzima atenta contra su estabilidad. Por lo tanto, es necesario
determinar cuél es el compromiso adecuado entre dilucién de la enzima y

estabilidad de la misma. Se abordé este problema utilizando un test que evalla
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la estabilidad de la enzima durante la catalisis a diferentes concentraciones de
la misma (Selwyn, 1965). Se determind que, cuando la concentracién de los
sustratos es baja, si la concentracion de las enzimas en estudio est& por debajo
de 2 nM, ésta puede inactivarse parcialmente durante la medicién. Para la
mayoria de los casos, las mediciones de velocidad inicial de la EcG8PDH con
NADP se realizaron con una concentracioén de enzima de 2 nM mientras que,
cuando el cofactor fue el NAD, se empled una concentracién de enzima de 8
nM.

En el caso de las curvas de progreso, para las reacciones catalizadas por la
EcG6PDH, se utilizé 2.5 nM de enzima si el cofactor involucrado era el NADP y
entre 100 y 120 nM si el cofactor utilizado era el NAD. Para las curvas de
progreso de las reacciones catalizadas por la LmG8PDHME®7E cuando se
estudiaron. las reacciones en presencia del NAD, se utilizé una concentracién de
enzima de 10 nM; y se utilizé ia enzima a 200 nM si el cofactor presente fue el
NADP.

Para los ensayos cinéticos se dializé y diluy6 la enzima en el tampén Tris 100
mM, MgCl; 10 mM, B-mercapto etanol 10 mM, pH=8.0 y 25 °C. Con la enzima
dializada y los sustratos preparados segin se explico anteriormente, se
procedid a realizar las mediciones de velocidad inicial. El tampén para ‘las
mediciones cinéticas fue Tris 100 mM, MgCl, 10 mM pH 8.0 a 25 °C. La
reaccion se desencadend en todos los casos con la adicién de la glucosa-6-
fosfato. Se tomaron precauciones para que la concentracién total de los

cofactores reducidos no implicara vaiores de absorbancia mayores que 2.0 U.A.
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para evitar el artefacto éptico denominado “luz extraviada” (Cavalieri y Sable,
1973).

Para los experimentos de medicion de velocidad inicial a diferentes
concentraciones de sustrato se utilizaron mezclas de reaccidon con diez
concentraciones de NADP cubriendo el rango entre los 8 uM vy los 600 M
combinadas con ocho concentraciones del co-sustrato glucosa-6-fosfato entre
los 120 uM y 2.1 mM. Para el caso del cofactor NAD se exploraron también diez
concentraciones cubriendo el rango entre los 1.9 mM y los 35.3 mM
combinadas con ocho conceniraciones de glucosa-6-fosfato entre 1 mM y 12
mM. También se midieron controles a concentracién cero de cada uno de los
sustratos. De cada fratamiento se realizaron al menos cuatro réplicas.

Para estudiar la inhibicidon por NADPH se realizaron mediciones de velocidad
inicial contra concentracion de sustrato con 12 concentraciones diferentes de

los sustratos variables (de 15 a 1300 pM para el NADP; de 30 a 3000 uM para

la glucosa-6-fosfato), a concentracion fija y saturante del co-sustrato

correspondiente (1300 pM de NADP, 3000 uM para glucosa-6-fosfato), en

presencia de seis concentraciones diferentes de NADPH (de 25 a 200 uM) mas

los respectivos controles sin NADPH. De cada tratamiento se realizaron tres 6
cuatro réplicas.

En los estudios de curvas de progreso hasta el equilibrio se analizé
simultaneamente las senales de varias reacciones donde se utilizaron los

cofactores NAD o NADP a diferentes concentraciones, a una concentracién del
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co-sustrato glucosa-6-fosfato de 12 mM, lo cual es mas de 20 veces superior a
la concentracién mas alta empleada para el cofactor (400 yM). Esto garantiz
las condiciones adecuadas para considerar los procesos cataliticos
monitoreados como “pseudo-mono-sustrato” (Goudar cols.., 1989; Gutierrez y
Danielson, 2006) y que practicamente todo el sustrato se convirtiera en
producto, seglin el valor de la constante de equilibrio. Las reacciones fueron
desencadenadas con la adicion del azlcar y ocurrieron en un tampén Tris 100
mM pH 8.0 MgCl, 10 mM’fg‘és‘ °C. La formacién del producto se monitored por
espectrofotometria observando las variaciones en la absorbancia a 340 nm. La
sefial de absorbancia fue convertida en una sefial de concentracion de
NAD(P)H utilizando el coeficiente de extincién aparente determinado para

nuestras condiciones.
Obtencion de las cepas recombinantes

Para la construccion de las cepas recombinantes se utilizd una variante del
método descrito por Wanner y Datsenko (2000). El objetivo fue reemplazar la
secuencia cromosomal codificante para aminoacidos de la EcGEPDH por la
secuencia codificante para aminoécidos de la LmGBPDHREME o de Ia
LmG6EPDH R4SEQMTEDIEE nnservando intactos todos los elementos de regﬁlacién
de la expresidn nativos. Para ello se generaron, mediante PCR, unas
moléculas de ADN lineal cuyos extremos son homélogos a los flancos de la

secuencia codificante para aminoacidos de la EcG6PDH y que contienen la
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secuencia LmG6PDHREME_FRT-Kan®-FRT 0 la secuencia
LmGBPDHR4EQMTEDI6C_coT KanR-FRT provenientes de los plasmidos
construidos. De esta manera, se utilizé el método de Wanner y Datsenko para
sustituir la secuencia codificante original por la secuencia codificante para el
gen de interés (knock-in) en lugar de simplemente eliminar la secuencia

codificante para un gen (knock-out).

Las cepas parentales fueron:

1. silvestre: MG1655 K12 (ATCC 47076)

2. Apgi: MG1655 K12 (ATCC 47076) Apgi.
Y se obtuvieron las siguientes tres cepas recombinantes:

3. NAD-G6PDH: MG1655 K12 (ATCC 47076) Azwr.;zwf-mE DHRAGEQA7E

4. inact-G6PDH: MG1655 K12 (ATCC 47076) Azwf.:zwf-mCoPOHRASEQATEDIEG

5. Apgi-NAD: MG1655 K12 (ATCC 47076) Apgi Azwf::zwf-mCEPOHRAGEQATE
El éxito de las manipulaciones genéticas fue verificado por la secuenciacién de
los loci cromosomales de los genes pgi y zwf en las cinco cepas estudiadas. Se
chequeo la sensibilidad de las cepas obtenidas a los antibidticos Ampicilina y
Kanamicina para verificar que los plasmidos auxiliares utilizados en el proceso
de recombinacion no estaban presentes en las cepas resultantes. Por tiltimo en
los extractos celulares se midid la actividad especifica de las enzimas fosfo-
gluco-isomerasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (utilizando NAD y NADP)

para confirmar las respectivas eliminaciones y/o sustituciones.
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Monitoreo de las curvas de crecimiento y obtencion de muestras de células y de

medio de cultivo

Las cepas en estudio fueron culiivadas aer6bicamente, a 37 °C, en medio
minimo suplementado con glucosa afiadida por filfracion hasta alcanzar una
concentracion de 4 g/L. La composicion del medio minimo, por cada litro de
agua desionizada fue:

-7.52 g Na;HPO4 x 2H20
- 3.0 g KHzPO4

- 0.5 g NaCl

-25 g (NH4)2SO4.

Ademas, fueron esterilizados por separados y afiadidos para completar el litro:

-1mi 0.1 M CaClz

-1mi1MMgSO,

- 0.6 ml 100 mM FeCls

-2 ml de solucién de vitaminas (se filtran como forma de esterilizar)
- 10 m! de solucioén de elementos traza.

La solucién de vitaminas contiene por cada 50 ml:

- 25 mg biotina

- 25 mg cianocobalamina

- 25 mg niacina

- 25 mg de pantotenato de calcio
- 25 mg de cloruro de piridoxina
- 25 mg de cloruro de tiamina.

La solucién de elementos traza contiene por cada 1 L:
-0.18 g ZnS0O4 x 7H20

- 0.12 g CuClz x 2H,0

-0.12 g MnS0O4 x H20

-0.18 g COClz X 6H20.

Durante la manipulacién de las cepas previa a los experimentos cuyos
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resultados se informan, se utilizd el medio Luria-Bertani, tanto en su forma
liquida como combinado con agar para solidificarlo.

En todos los experimentos se partié de colonias aisladas previamente sobre LB-
agar, y crecidas en 50 ml de medio minimo previo a la inoculacidon en los
frascos donde se desarrollaron los experimentos.

Durante los experimentos se tomaron muestras del medio de cultivo cada media
hora (células mas medio extracelular). Se midié la densidad éptica a 600 nm de
las muestras utilizando agua como blanco, se separd el medio extracelular de
las células mediante la filtracidbn con membranas con poros de 0.2 um de
diametro. Cuando la densidad optica llegd a aproximadamente 1.0 U.A. se
obtuvieron también muestras de células. Se monitoreé la hora a la que fue
recogida cada muestra para calcular las tasas de crecimiento.

Las muestras de medio extracelular fueron inmediatamente guardadas a -80 °C
hasta el momento de analizarlas. Las muestras de células se obtuvieron por
centrifugaciéon a 5000 g, durante 5 minutos, a 4 °C. Se incluyé un paso de
lavado con NaCl 0.9% (w/v) en el caso de las muestras tomadas para el anélisis
de isotopdmeros, o con Tris 100 mM MgClz 5 mM NaCl 5 mM pH 8.0 para las
muestras tomadas para el andlisis de la actividad especifica de las enzimas
fosfo-gluco-isomerasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. En caso de no ser
utilizadas de manera inmediata, las células precipitadas y lavadas se

conservaron a -80 °C o -20 °C respectivamente.
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Actividades especificas de las enzimas EcG6PDH y LmG6PDH%4E en jos

extractos celulares provenientes de las diferentes cepas en estudio

Las células frescas provenientes de los cultivos, o precipitadas y guardadas a -

20 °C, se resuspendieron en 5-10 mi de Tris 100 mM pH 8.0 MgClz 5 mM NaCi

5mM frio y se centrifugaron a 5000 g, 5 minutos, a 4 °C. Antes de romper las
paredes bacterianas por sonicacién, se resuspendi6é la biomasa en el mismo
tampon pero suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche).
El procedimiento de sonicacién se realizé en frio para disminuir la
desnaturalizacion de proteinas por exceso de calor. Las suspensiones
obtenidas fueron ultra-centrifugadas a 60000 g, por 15 minutos, a 4°C. Después
de este paso se descarta el precipitado y se rescata el sobrenadante el cual es
mantenido en hielo.

La actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se estimd mediante el monitoreo
de la formacion de NAD(P)H por espectrofotometria a 340 nm. Las reacciones
acontecieron en las mismas condiciones del tampén de resuspension pero
suplementado con los susfratos de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa a
diferentes concentraciones segun el caso.

Para la medicién de la actividad fosfo-gluco-isomerasa se realiz6 un ensayo
acoplado con la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de L. mesenteroides. El
principio consiste en que la formacion de la glucosa-6-fosfato a partir de la

fructosa-B-fosfato depende de la presencia de la enzima fosfo-gluco-isomerasa.
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La mezcla de reaccién fue 0.5 mM NADP, 1 U de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de L. mesenteroides comercial (Sigma) y 2 mM de fructosa-6-
fosfato en el mismo tampén de resuspensién de las células (Salas cols.., 1965).
La actividad también se estimé mediante el monitorec de la formacién de
NADPH por espectrofotometria a 340 nm.

La concentracién de protefnas en los extractos celulares fue estimada utilizando
el reactivo Quick Start Bradford (Biorad) utilizando soluciones previamente
cua_n,t'iﬁpadas' de albimina del suero bovina como estandares de concentracién

conocida.

Determinacién de las concentraciones de glucosa y acetato en el medio de

culfivo

Las muestras de medio extracelular fueron analizadas por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) utilizando la columna de
intercambio i6nico para carbohidratos y acidos organicos Aminex HPX-87H
(BioRad) operando a 65°C y un detector de indice de refraccion (HP 1047A,
Detector IR HP, Hewlett Packard). La fase movil utilizada fue H,SO; 5 mM
desgasificado a una velocidad de 0.5 ml/min.

Las concentraciones de glucosa y acetato fueron cuantificadas por comparacion
con estandares de concentracion conocida previamente analizados en similares
condiciones. Ningun ofro compuesto organico fue detectado en cantidades

apreciables de manera consistente.
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Medicion de los flujos intracelulares mediante la cuantificacion de los

isofopdémeros de Ia histidina

Cuando se utiliza glucosa como Unica fuente de carbono, todas las
biomoléculas son formadas a partir de los atomos de carbono provenientes de
la glucosa. Dentro del conjunto de los biopolimeros, las proteinas son las-que se
fOrman‘ a partir de un mayor nimero de precursores. Estos precursores se
forman en diferentes puntos de las vias centrales del metabolismo. La quimica
organica de las rutas de biosintesis de los aminoacidos es bien conocida, por lo
cual es posible rastrear la ruta de los diferentes atomos de carbono
provenientes de una molécula de glucosa si estos poseen una marca distintiva.
El método por excelencia para distinguir atomos de un mismo elemento es el
uso de is6topos. Entonces, si se suministran moléculas de glucosa con diferente
composicion isotdpica, es de esperar que aparezcan poblaciones de
aminoacidos con diferentes patrones de marcacion. Las moléculas de una
misma sustancia cuya Unica diferencia entre si es la composicion isotdpica de
sus atomos se denominan isotopomeros.

Por lo tanto, si se cuenta con un método para suministrar una mezcla adecuada
de moléculas de glucosa cuyos dtomos de carbono son de diferentes is6topos,
hidrolizar las proteinas, separar los distintos aminoacidos y distinguir
cuantitativamente las diferentes poblaciones de isotopdémeros de cada

aminodacido, se puede, en principio, cuantificar el aporte relativc de las
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diferentes vias catabdlicas a los conjuntos de precursores anabdlicos.

Para determinar e! porcentaje de glucosa que es oxidado por la rama oxidativa
de la via de las pentosas en E. coli se puede utilizar como Unica fuente de
carbono una mezcla de moléculas de glucosa tal que algunas tengan sdlo
atomos de C™ y otras soio tengan atomos del isotopo mas abundante del
carbono (C'). Las moléculas de ribosa que se forman a través de la rama
oxidativa de la via de las pentosas tendran una distribucion diferente de atomos
pesados que las que se forman por la via no oxidativa. El origen de dicha
diferencia yace en que la ribosa formada por la rama no oxidativa es el producto
de las reacciones catalizadas por las transaldolasas y las transcetolasas, en las
cuales se mezclan fragmentos provenientes de moléculas con atomos de c™
con fragmentos provenientes de moléculas de glucosa convencional, mientras
que las ribosas formadas a partir de moléculas de glucosa oxidadas por la rama
oxidafiva son moléculas que conservan intacto su esqueleto de 5 atomos de
carbono, todos de un mismo isdtopo. En E. coli la ribosa, sea proveniente de
una rama u otra de la via de las pentosas, es el precursor de la histidina, y
aporta a la sintesis de este aminoécido un bloque de 5 atomos de carbono que
apenas sufre modificaciones. Cuantificando las poblaciones de los diferentes
isotopémeros de histidina se puede estimar cuanta glucosa fue oxidada por la
rama oxidativa de la via de las pentosas.

Para estimar el porcentaje de glucosa que es oxidada a fravés de la rama

oxidativa de la via de las pentosas se crecieron bacterias de las cepas silvestre,

NAD-GBPDH e inact-G6PDH en medio minimo suplementado con moléculas de
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glucosa cuyos atomos de carbono son del isétopo C™ (U-C™-glucosa)
mezcladas con moléculas de glucosa convencional en una proporcién 20:80.
lLas muestras de biomasa provenientes de 1 ml de cuitivo a una densidad optica
de 1.0 U.A. fueron resuspendidas en 0.1 ml de HCI 6 M y transferidas a viales
de cristal. Estos viales a su vez fueron colocados dentro de un frasco especial
que permitid la extraccién del aire atmosférico y su sustitucién por nitrégeno.
Para efectuar [a hidrélisis acida de las proteinas, los frascos fueron transferidos
a un horno a 105°C durante 18 horas. El HCI residual fue retirado por
evaporacion y la biomasa hidrolizada fue resuspendida en 200 pl de una mezcla
de tetrahidrofurano y N-ter-butil-dimetilsilil-N-metil-trifluoro-acetamida en
proporcion 1:1 y transferida a un horno a 80°C por una hora. Tras este paso las
muestras fueron filtradas previo a su inyeccion en el espectrémetro de
masa/cromatégrafo de gases (GC-MS). Se inyectaron 0.5 pl de cada muestra a
una temperatura de 250°C. En el receptaculo [a temperatura fue de 130°C por 4
minutos y subid hasta 230°C a una velocidad de 4°C/min para luego ascender
hasta 280°C a 20°C/min donde se mantuvo por 2 minutos. La fase movil
empleada fue una corriente de helio a 50 cm/s. La columna empleada fue la
Shimadzu SHRXI-5ms 15 m x 0.25 mm x 0.25 m. La temperatura de interfase
cromatégrafo de gases/espectrémetro fue de 300°C, la temperatura de la fuente
de iones fue 200°C y el voltaje de ionizacion fue de 70 eV. El espectrémetro de
masas fue configurado para barrer el rango de relaciones carga- masa (m/z)
desde 50 hasta 600.

Después de Ia corrida en el GC-MS se analizaron los registros para identificar el
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pico correspondiente a la histidina. Se tomaron los datos correspondientes a los
fragmentos de masa creciente (segln crezca el numero de atomos de C®
incorporados, los isotopomeros van siendo de masa cada vez mayor). Los
vectores correspondientes a las abundancias relativas de cada isotopémero
fueron corregidos para considerar la abundancia natural de los dtomos de C™y
la probabilidad de tener atomos pesados de otros elementos presentes en los
agentes derivatizantes. Una vez obtenidos los vectores corregidos, se calculo el
porcentaje de glucosa catabolizada por la rama oxidativa de la via de las

pentosas siguiendo el método descrito por Portnoy y cols. (2010).
Analisis del balance de los flujos

Esta metodologia ha sido descrita y ejemplificada en un gran ndmeroc de
publicaciones (ver Orth y cols., 2010 para una buena explicacién con
abundantes ejemplos). El principio fundamental es que el conjunto de
'transform;:lciones metabdlicas infracelulares y el conjunto de intercambios de
sustancias posibles entre la célula y su medio, dada una dotacién de enzimas y
fransportadores, puede representarse como una matriz de n reacciones y m
metabolitos (n x m). Cada n-ésima fila de esta matriz representa una reaccién, y
cada elemento de esa fila representard la participaciéh del m-ésimo metabolito
en esta reaccion. Los valores pueden ser negativos (si el metabolito es
consumido), cero (si el metabolito no participa) o positivos (si el metabolito es

generado) y su valor entero representa la cantidad estequeométrica en la que
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participa en la reaccion. El universo de estados posibles, dada esta red de
transformaciones, es restringido a partir de datos experimentales previamente
recogidos para el organismo en cuestion y por lo datos experimentales
concretos obtenidos por el investigador para su circunstancia particular de
estudio. Asi, por ejemplo, un conjunto de reacciones que pueden ocurrir en E.
coli en condiciones aerdbicas, no acontecen cuando no hay oxigeno presente.
Otra premisa importante es que, bajo condiciones de estado estacionario, las
velocidades de produccion de cada metabolito se igualan a las velocidades de
degradacion de los mismos, por lo cual las concentraciones de los metabolitos
son constantes, y el ritmo de transformacion de los metabolitos se vuelve
independiente de las propiedades cinéticas de las enzimas.

Una vez delimitadas las restricciones del sistema, es posible calcular cual es la
distribucién dptima de los flujos para maximizar o minimizar una funcion objetivo
dada (generaimente se utiliza la formaciéon de biomasa). Ha sido demostrado
que, mientras mas restricciones son consideradas, mas restringido es el
universo de flujos que pueden satisfacer un valor maximo de la funcién objetivo
(Chen y cols., 2011).

En nuestro caso utilizamos la tasa de asimilacién de glucosa, la tasa de
excrecién de acetato y el porcentaje de flujo por la rama oxidativa de la via de
las pentosas para restringir las soluciones posibles, y a partir de definir la
formacion de biomasa como objetivo, calculamos esquemas de flujos
metabélicos posibles con los que se alcanza un valor de formacion de biomasa

maximo. Este analisis fue realizado con el programa COBRA 2.0.3
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(Schellenberg y cols., 2011) y el modelo in sifico de E. coli iAF1260 (Feist y
cols., 2007).

El andlisis del balance de fiujos fue utilizado también para discutir tedricamente
algunas situaciones que no fueron evaluadas experimentalmente pero que

sirvieron para discutir los resultados.

Tratamienfo estadistico de fos datos experimentales

En el caso de los estudios cinéticos, se realizaron ajustes estadisticos globales
de los datos obtenidos a diferentes concentraciones de sustratos, inhibidor y
enzima utilizando el programa Dynafit (version 3.28) (Kuzmi¢, 19986).

Con el programa Dynafit es posible comparar varios mecanismos quimicos que
podrian explicar los resultados y estadisticamente decidir cual de ellos explica
mejor las observaciones realizadas. Para el caso del estudio de ias velocidades
iniciales en ausencia del producto inhibidor, los mecanismos comparados
fueron:

- ordenado donde el nucledtido es el primer sustrato que se une a la enzima

- ordenado donde el azlicar es el primer sustrato que se une a la enzima

- unién aleatoria de cualquiera de los dos sustratos a la enzima

- ping-pong donde el azlcar es el primer sustrato que se une a la enzima

En todos estos casos se asumié que se establece un equilibrio répido en los
procesos de asociacion entre las diferentes formas de la enzima y los sustratos.
Cada mecanismo se describe mediante una simbologia simple, por ejemplo, el

mecanismo aleatorio se describe asi:

E + NADP + G6P <===> ENADPGB6P : Ks dissoc.
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ENADP + G6P <===> ENADPG6P : KMG6P dissoc.
EG6P + NADP <===> ENADPG6P : KMNADP dissoc.
ENADPG6EP --—----> E + P : kcat

Ks, KMG6P y KMNADP son los nombres que internamente Dynafif maneja para
las constantes de disociacion (justamente se escribe la palabra dissoc. para
indicarle al programa que son constantes de disociacién). El paso de formacion
del producto es asociado a una constante de velocidad para un proceso de
primer orden denominada kcat.
A partir de esta representacion, Dynafif es capaz de generar la ecuacién de
velocidad correspondiente y encontrar, mediante el método de los minimos
cuadrados, qué valores deben tener las constantes cinéticas para que el modelo
describa los datos experimentales.
Para el caso del estudio de la inhibicién por parte del producto NADPH, se
compararon los modelos de inhibicién competitiva, no competitiva, acompetitiva
y mixta.
Para el caso de las curvas de progreso, se comparé el modelo michaeliano
simple y un modelo un poco mas complejo donde se introduce la inhibicién por
producto.
E! modelo michaeliano simple se describe de la siguiente forma;

E + S<==>ES k1 Kmenos1
ES—>E+P ket

donde ki, Kmenos1 Y Keat SON las constantes de velocidad.
A partir de esta representacion esquematica el programa Dynafif genera y

resuelve el sistema de ecuaciones diferenciales que describe la evolucién
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temporal de cada una de las especies involucradas, excepto para el complejo
ES cuya concentracién se considera invariable en el tiempo (se asume estado
estacionario). Se genera entonces autométicamente el siguiente sistema de
ecuaciones diferenciales:
d [EV/dt=-Ki[E][S]+Kmenos{EST+Kea ES]
d [Sl/df=-K1[E][S]*Kmenos1[ES]
d [ESVdt=K1[E][SI-Kmenos1[ES]-Kca| ES]
d [Pldi=k.a[ES]
y se resuelve numéricamente d[Pl/dt buscando iterativamente con qué valores
de las constantes se logra una distancia minima entre el modelo tetrico y fos
datos experimentales.
Para el caso de la inhibicién por producto, los procesos quimicos involucrados
se describen esquematicamente de la siguiente manera:
E + S<==> ES K1 Kmenos1
ES-—-> E + P kcat-
E + P<==> EP ky Koin2
Notese que convenientemente se asignd un mismo valor de constante de
velocidad (ki) para caracterizar la union del producto P y del sustrato S a la
enzima libre. Esta constante de velocidad depende fundamentalmente de los
coeficientes de difusién del sustrato o del producto en el solvente y, tratdndose
de que el susirato y el producto son compuestos quimicamente muy similares,

se asume que tiene el mismo valor. En cualquier caso, a nosotros nos interesan

las constantes cinéticas mas que las constantes de velocidad, y las constantes

( cinéticas son combinaciones matematicas, mas o menos complejas, de las

constantes de velocidad. Por ejemplo:
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Km = (Kmenost + Keat)K1 ¥ Ki = Korra/K1.
Para el caso de la inhibicién por producto el programa generé y resolvid ei
siguiente sistema de ecuaciones:
d [EJ/d{=-K1[E][S]+Kmenost[EST+keal ES]-Ki[El[Pl+ Kot EP]
d [S)/dt=-k1[E][S]*+Amenos1[ES]
d [ES)/df= ki[E][S]-Kmenos1[EST-Kcat[ES]
d [PVdt= keal ES]-K1[E][PT+Hora EP]
d [EPYdt= K[E][Pl-koi2[EP]
Adicionalmente, Dynafit compard estadisticamente los ajustes logrados con
cada modelo utilizando el criterio de informacion de Akaike (AIC, siglas de
Akaike Information Criteria) (Kuzmi¢, 2009) gracias a lo cudl fue posible
comparar insesgadamente modelos con diferentes cantidades de parametros
ajustables.
Dado que el otro producto que se forma (6-fosfo-gluconolactona) es inestable, y
que la glucosa-8-fosfato estaba al menos 20 veces mas concentrada que la 8-
fosfo-gluconolactona, para el caso del estudio de las curvas de progreso no se
considerd la reaccion reversa en ninguno de los modelos a comparar.
Paralelamente al procesamiéﬁto de los datos con métodos numeéricos,
ampliamos la solucién analitica descrita por Schnell y Mendoza (1997) para un
sistema enzimatico michaeliano simple al caso de la inhibicion competitiva por
parte del producto, y se confirmd la exactitud de la solucién propuesta
contrastandola con los datos experimentales. Para poder ajustar globalmente
los datos provenientes de experimentos realizados con diferentes

concentraciones de sustrato y/o enzima a la solucién analitica propuesta fue

necesario implementar el uso del programa gfit (Levin y cols., 2009) el cual
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utiliza . funciones ya incluidas en el paquete de programacién MATLAB y
encuentra los valores de los parametros ajustables que minimizan la distancia
enire las curvas proyectadas por el modelo y los datos experimentales.
Tanto el programa gfit como el Dynafit permiten dar estimados iniciales a los
parametros y ver a priori del procedimiento de ajuste estadistico cuan cercana
estaria la solucidbn generada con los estimados iniciales de los datos
experimentales. Se recomienda dar valores iniciales a los pardmetros tales que
proyecten curvas similares a las experimentales, lo cual indica que se comienza
el procedimiento de ajuste con valores cercanos a los valores que se obtendran
tras ejecutar el método de minimos cuadrados. De esta manera se disminuye la
probabilidad de obiener valores de ajuste sub-&ptimos. Ambos programas
entregan los valores de mejor ajuste acomparados de intervalos de conﬁanza;.
Los otros datos que fueron analizados estadisticamente fueron las tasas de
crecimiento, de consumo de glucosa y de produccién de acetato. Estas tasas, al
igual que los flujos metabdlicos, suelen expresarse en unidades de mmol*h’
*gDW"' donde gDW representa 1 gramo de biomasa seca.
Para fransformar los datos de absorbancia de los cultivos medidos a 600 nm en
unidades de peso seco se utilizo el factor de conversion 0.45 gDW*L'U.A.
previamente determinado para nuestras condiciones experimentales.
En condiciones de estado estacionario metabdlicc se cumple que:

DW(t) = DW,e"
donde DW, es el peso seco inicial, k es la tasa intrinseca de crecimiento y t es

el tiempo. Esta expresion puede manipularse para convertirla en la recta:
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In DW(t) = kt + In DW,
Cada curva de crecimiento puede "linealizarse” de esta forma, y por lo tanto, los
conjuntos de curvas de crecimiento de cada cepa pueden compararse
estadisticamente con un analisis de covarianza (ANCOVA) donde se contrasta
la hipétesis de nulidad de diferencias entre las pendientes (tasas de
crecimiento) de las diferentes cepas.
Para los metabolitos detectados en los filtrados extracelulares en estado
estacionario se cumple que:
[metabolito](t)=(tasa especifica de consumo/excrecién)*(DW(t)/k) + [metabolito],
que también tiene una forma lineal por lo cual puede emplearse el ANCOVA
para comparar estadisticamente las pendientes, las cuales corresponden con
las tasas de consumo de glucosa o de produccién de acetato.
Ademas del AN.COVA»se realizd una prueba de comparaciones mdltiples para
comparar par a par las tasas determinadas para cada cepa. Tanto [os ANCOVA

como las comparaciones muitiples se realizaron con el programa MATLAB.
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RESULTADOS

La pregunta general de esta investigacion es: ;Qué pasa con el metabolismo si,
de alguna manera, una reaccién de las vias centrales que genera NADPH es
convertida en una reaccion productora de NADH? Para hacerla mas concreta
nos enfocamos en la -\ enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual es
generalmente considerada como productora de NADPH.

Para una comprensién mas cabal de la importancia metabdlica de la
especificidad por cofactor de la EcG6PDH fue necesario cuantificar mas
rigurosamente esta propiedad. Por ello se desarrolld un método de purificacion
de esta proteina con el cual se obtuvo una muestra homogénea de l[a misma.
Con esta preparacién homogénea se realizaron mediciones de actividad
enzimética -para determinar los parametros cinéticos principales para los
sustratos y determinar el tipo y el grado de inhibicién por parte de los productos

NADPH y NADH.
Estudios de velocidad inicial con la enzima EcG6PDH

Los ajustes globales de los datos cinéticos permiten, en un sélo analisis
integrado, estimar los valores de las constantes cinéticas que mejor explican las

propiedades de la enzima en estudio en un conjunto amplio de circunstancias
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experimentales. Por ejemplo, se puede determinar el valor de la constante
catalitica (kea) ¥ de [as constantes michaelianas (Ky) para la glucosa-6-fosfato y
el NADP a partir de analizar simultdneamente los valores de velocidad inicial
contra concentracion de sustratos obtenidos variando las concentraciones del
NADP a diferentes concentraciones fijas de la glucosa-6-fosfato. Es decir, el
conjunto de datos son las velocidades iniciales obtenidas para diferentes
combinaciones de concentracién de los dos sustratos, y todos estos datos son
wq'aji.lstados‘ simultdneamente en un s6lo procedimiento de ajuste estadistico para
buscar qué valores de las constantes cinéticas explican el comportamiento
observado en todas las circunstancias estudiadas. Asi se obtuvieron los
estimados para las constantes cinéticas involucradas que explican el
comportamiento cinético de la enzima para cualquier combinaciéon de
concentraciones de los sustratos (Tabla 1). Desde luego, es casi seguro que
para ciertos valores extremos de concentracion de los sustratos, los parametros
obtenidos no sean adecuados para explicar la velocidad que se registrara.

El estudio de las velocidades iniciales segin aumentaba la concentracién de un
sustrato a concentracion fija del respectivo co-sustrato maostré comportamientos
hiperbélicos para todas las combinaciones ensayadas, tanto con NAD como con
NADP. Para cada una de las curvas individuales se calculé el valor de velocidad
maxima aparente (V*) y de la constante de Michaelis aparente tKMapp)
utilizando el modelo michaeliano simple.

Dentro de los rangos de concentraciones estudiados se observd que, al

aumentar la concentracion de glucosa-6-fosfato, aumentaron hiperbdlicamente
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las V®* y disminuyeron hiperbolicamente las Ky** para los cofactores (Fig. 2 y
Fig. 3). La misma dependencia se observd para los parametros cinéticos
aparenies de la glucosa-6-fosfato cuando aumenté la conceniracion de los
cofactores. Se puede apreciar con claridad que la curva que describe el
comportamiento de la Ky aparente para el NADP tiende a un valor asintotico
alrededor de 8 UM mientras que la Ky aparente del NAD tiende a un valor
alrededor de 5 mM. Hasta donde conocemos, esta es la caracterizacion cinética
"de la EcG6PDH que mayor rango de ‘coricentraciones de sustrato ha explorado
y es la primera vez que se realizan observaciones sistematicas con el NAD
como co-sustrato de la reaccién. Es importante notar que la principal diferencia
entre las constantes cinéticas para los cofactores NAD y NADP esta en los
valores de Ky, donde la diferencia es de casi tres érdenes de magnitud,

mientras que las velocidades maximas variaron mucho menos (Tabla 1).

Tabla 1: Parametros cinéticos de la enzima EcGEPDH. Estimados obtenidos mediante el agjuste
global de las velocidades iniciales registradas a diferentes concentraciones de glucosa-8-fosfato

y el respectivo cofactor. Los valores de k. estan expresados en s™' mientras que el resto de los

valores estan en pM.

~ NADP glucosa-6-fosfato
kcat KM .F(i KM !(.
1742 7.5+0.8 1914 174 + 11 440 £ 100
NAD glucosa-6-fosfato
Keat Ku Ki Ku Ki
288+5 5090 £ 400 29700 £ 4000 1245+ 115 7260 %830
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El patrén de comportamiento de las constantes cineticas aparentes con
respecto a la concentracién de los respectivos co-sustratos es consistente tanto
con un mecanismo cinético ordenado bajo la suposicion de estado estacionario
como con un mecanismo aleatorio bajo la suposicion de equilibrio rapido. Por lo
tanto, sin ofros experimentos no es posible distinguir entre estos dos
mecanismos. Como no se pueden realizar experimentos de inhibicion con el
segundo producto, la 6-fosfo-gluconolactona, no podemos probar cuan bien se
ajustan los resultados a un mecanismo ordenado bajo la suposicién de estado
estacionario. La 6-fosfo-gluconolactona es inestable a los valores de pH en los
cuales la enzima registra su actividad méxima. A pH 7.8 y 25 °C la constante de
primer orden del proceso de degradacion de la 8-fosfo-gluconolactona es de
0.0033 seg™ (Schofield y Sols, 1978). La degradacién es un proceso lento en
comparacion con la velocidad de catalisis pero la inestabilidad hace inmanejable
el estudio de la inhibicién por este producto a través de mediciones velocidad
inicial convencionales. Otro factor que complica estudiar la inhibicién por parte
de la 6‘-fosfo-g!ﬁconoiactona es ql]e esta sustancia no esta disponible
comercialmente.

ta similitud estructural entre el producto. NADPH y el sustraio NADP provoca
que el primero sea capaz de unirse a la enzima libre y por lo tanto inhibir el
proceso de catélisis. El estudio sistematico de fa inhibicion por este producto
sirve para dar algunas luces sobre el mecanismo de catalisis y para estimar
cuén inhibida puede estar la enzima in vivo por parte del NADPH, sustancia que

también es generada en ofras reacciones metabdlicas.
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Fig. 2: Comportamiento de las constantes cinéticas principales para el cofactor NADP a
diferentes concentraciones del co-sustrato glucosa-6-fosfato (G6F). Los punios representan el
valor medio obtenido en cada experimento individual variando al concentracién del cofactor a
una concentracion fija de GEP, las barras representan la desviacién estandar dentro de cada
experimento individual, y las curvas representan la variacion de las constantes cinéticas segtn

varia la concentracidn del co-sustrato GBP segtin el ajuste global de todos los experimentos.

En la Figura 4 se muestran los graficos de Lineweaver-Burk para los
experimentos de inhibicion por NADPH. Para el caso en que el NADP fue el
sustrato variable se observd que el modelo mas explicativo fue el de inhibicién
mixta (Tabla 2), sin embargo, el efecto del NADPH como efector alostérico
podria ser irrelevante en las condiciones fisiologicas dado el valor estimado
para la constante de inhibicién no competitiva (Ki,= 2090 + 460 uM). Por esta
razon consideramos que la inhibicion competitiva tendria un efecto metabélico
mas relevante. Para el caso en que la glucosa-6-fosfato fue el sustrato variable

se observd que el modelo mas explicativo fue el de inhibicién competitiva (Tabla
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2). El estudio de la inhibicién por NADH se llevé a cabo a través del monitoreo

de curvas de progreso por razones que se exponen mas adelante,
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Fig. 3: Comportamiento de las constantes cinéticas principales para el cofactor NAD a diferentes
concentraciones del co-sustrato glucosa-6-fosfato (G6P). La simbologia representa lo mismo
que lo mostrado en la Figura 2, pero notese como las concentraciones de GBP aqui estan en el

rango milimolar.

Curvas de progreso de las reacciones calalizadas por la EcCG6PDH

Paralelamente a las mediciones de velocidad inicial se implementd la medicion
y analisis estadistico de curvas de progreso para superar algunos problemas
metodolégicos en la medicion de las constantes cinéticas.

Dado el valor estimado para la concentraciéon minima de enzima estable, y los
aparatos de medicién disponibles, a concentraciones de NADP por debajo de
15 uM, nos resultaba imposible obtener una medicién de velocidad sin que ya

se hubiera consumido mas de un 10 % del sustrato. Ademas, teniamos un




problema de sensibilidad: dado el valor de la Ky para el NADP obtenido en las
primeras estimaciones, para realizar un estudio mas riguroso de los parametros
cinéticos midiendo las velocidades iniciales a diferentes concentraciones de
sustrato, era necesario medir algunos valores de velocidad inicial a
concentraciones de NADP por debajo de 10 pM. Si la concentracion de NADP
estd por debajo de 10 UM, la concentracion del producto formado a medir
durante la etapa de velocidad inicial (menos de un 5% de sustrato consumido)
es muy pequefia, y por ende su sefial es muy baja, Si por ejemplo, se intenta
medir la velocidad inicial con 3 uM de NADP, la cantidad de producto formado
cuando se ha transformado un 10% del sustrato genera una absorbancia de
aproximadamente 0.002 U.A., aun con un paso Optico de 1 cm. Esa sefial es
mv;ly baja para el nivel de sensibilidad de los espectrofotémetros con los cuales
contamos. Es posible implementar otro tipo de mediciones mas sensibles pero

que limitan los estudios en gran escala ya que serian caros y/o lentos (por

ejemplo, fluorescencia o radiactividad). Ademas, mejorar la sensibilidad de la
deteccion del NADPH no resuelve la inactivacion de la enzima, la cual de
cualquier forma habria que usar a muy bajas concentraciones para lograr medir
la velocidad inicial en un tiempo operativo razonable.

Otra limitacién de los estudios de velocidad inicial contra concentracién de
sustrato se evidencié a la hora de estudiar la inhibicion por NADH de la

EcG6PDH. La concentracién de NADH necesaria para hacer estudios de

inhibicién utilizando la espectrofotometria habian sido la causa de los errores




atribuidos a Sanwal (1970). Para evitar esa circunstancia implementamos la
medicion de las curvas de progreso de la reaccion. Esta metodologia permitio el
estudio de la inhibicidn por NADH de la EcG6PDH y la estimaciéon de los
parametros cinéticos de la LmG6PDHR6EQ4TE,

La constante de inhibicidn estimada para el NADPH a través de los estudios de
velocidad inicial de la EcG6PDH sugeria que la inhibicién de la catalisis por
parte de este metabolito seria no despreciable aun en bajas concentraciones
(Tabla 2), por lo cual se contemplé la inhibicién por producto dentro de los
mecanismos posibles. Para el caso del NADH, las curvas de progreso fueron
una alternativa efectiva para determinar su efecto como inhibidor de la catalisis,
superando el problema del artefacto “luz extraviada".

La ecuacién diferencial que describe la evolucién temporal de la concentracion

de susfrato para un proceso enziméatico mono-sustrato, irreversible, y con

inhibicién por producto, fue planteada por primera vez por Huang y Niemann en

1951:
_ds V__s(f)
dt g as %250y, 0
Kf

donde s(tf) es la concentracion de sustrato en el tiempo (), s, es la
concentracion inicial de sustrato, y Vimax, K Y K son las constantes cinéticas. El
valor de dichas constantes cinéticas fue estimado mediante métodos numéricos

y mediante el ajuste a una solucion analitica no descrita con anterioridad (Tabla

2).
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Fig. 4. Inhibicién de la EcGEPDH por parie del producto NADPH. (A) Se realizaron ajustes
globales no lineales de los datos de velocidad inicial obtenidos en varios experimentos
individuales con concentraciones diferentes del inhibidor NADPH, variando la concentracién de
glucosa-6-fosfato (GEP) a la concentracion fija de NADP qtie se indica en el grafico. (B)
Representacidn analoga a [a que esta en (A) esta vez para los experimentos en los que se varié
la concentracién de NADP a la concentracién fijla de G6P gue se indica en el grafico. Los
resultados se representan, siguiendo ia mefodologia grafica de Lineweaver-Burk, como los
valores inversos de las velocidades iniciales contra los valores inversos de las concentraciones
del sustrato variable para visualizar con mayor claridad los patrones de inhibicion. Se
representan solamente ires curvas por experimento para no sobre-cargar las figuras. Los puntos
representan los valores medios de fres o cuatro réplicas que se midieron para cada

combinacion de concentraciones de sustratos e inhibidor.
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Tabla 2: Estimados de las constantes cinéticas de EcGBPDH obtenidos por diferentes métodos,

La ke S€ Expresa en s". las demas variables se expresan en yM.

Método

glucosa-6-fosfatoicomo
NADP como susirato variable sustrato variable

Velocidades iniciales
con NADPH presente

Curvas de progreso
(Sclucidn analftica)

Curvas de progreso
(Solucion numérica)

Keat Kunaoe Kicnaprn Kear Kueee Ki

176 +1 53x0.8 14+2 165+2 1631x9 10119

152 + 1 45+05 190+23

168+ 1 6.2+01 24405

Una solucién analftica para el estudio de la inhibicién competitiva por producto

Inspirados en el trabajo de Schnell y Mendoza (1997) quienes encontraron la

solucién analitica a la ecuacién integrada de Michaelis-Menten, obtuvimos la

solucidén analitica para la expresion diferencial de la velocidad de un proceso

enzimatico mono-sustrato, irreversible y con inhibicién por producto.

Manipulande algebraicamente la ecuacién planteada por Huang y Niemann, se

obtuvo:

ds 4

max

“dt Ky . s K,
2 (g Doy - 2u
S0

y se realizaron sustituciones de algunos términos constantes:

& Vo
@ 2.p
hy

Integrado y manipulando algebraicamente:
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lnfé.*.f.@.:lnﬁq.m
a a a a

Aplicando en la ecuacién anterior la sustitucion:

wfx) = %

y teniendo en cuenta la forma de la funcion trascendental Omega:

Inolx) +w(x) =In x

se pudo escribir:

I = In 524 50~ Vand

a a

¢, Qué valor de x satisface esta igualdad?

$,b=V, 1
exp *

1)

a

X =
Por io tanto:
a a

Para simplicidad en la notacién sustituimos Vs por V.

Despejando s y revirtiendo las sustituciones iniciales de a y b:
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que es una expresion analitica que describe la variacién temporal en la
concentracion del sustrato en un proceso enzimatico mono-sustrato, irreversible
y con inhibicién por producto.

Es evidente que si no existe inhibicién por producto (Ki—«), esta expresién se

transforma en la solucién encontrada por Schnell y Mendoza (1997):

-V,
s(t) = KMm(j—o—exp 'C:rr”)
Km

Inhibicion por NADH de la enzima EcG6PDH

Uno de los estudios cinéticos realizados con la EcG6PDH fue publicado por
Sanwal (1970). En ese trabajo él planteé que el NADH actuaba como inhibidor
alostérico de la catalisis de la EcG6PDH con NADP. Tres afios después fue
demostrado que su observacion era espuria y que se debia al artefacto
denominado “luz extraviada” (Cavalieri y Sable, 1973). El efecto del NADH
como inhibidor no competitivo de la EcG6PDH fue descartado pero no se habia
realizado ningdn r;studio acerca de cual puede ser el efecto del NADH como
inhibidor competitivo.

Como la Ky para NAD es cercana a los 5 mM, si asumimos una K; para NADH
del mismo orden de magnitud, las concentraciones de NADH necesarias para,
rﬁediante un estudio de velocidades iniciales en presencia del inhibidor,

cuantificar los efectos sobre la Ku aparente son tan altas que imposibilitan
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monitorear la reaccién espectrofotométricamente porque apareceria el artefacto

de luz extraviada.

Tabla 3: Inhibicién de la EcG6PDH por el producto NADH. Estimados de las constantes
cinéticas obtenidos en los experimentos de inhibicion por NADH utilizando la metodologia
menos -comin del estudio de las curvas de progreso. La ke se expresa en s, las demas

variables se expresan en pM.

Metodo . Parametros cinéticos
' Keat - . Kunap KicnapH.
Curvas de progreso 240+12 33891177 211872
{Solucién analitica)
Curvas de progreso 257+12  3638+171 2101+66

(Solucién numérica)

NADH, uM
240

0.018 ~

1v, mg*u*

0.013 +

0.008

or

-0.2 0.0 0.2 04 06
1/NAD, x 10 pwr™*

Fig. 5. Velocidades iniciales de reacciones catalizadas por EcG6PDH con y sin. presencia de
NADH. Representacion siguiendo la metodologia grafica de Lineweaver-Burk de los resultados
del experimento en que se miden las velocidades iniciales con y sin presencia de NADH a una

concentracion inicial por debajo del umbral en que se manifiesta el artefacto dptico "stray ligth"

(240 pM). La velocidad maxima se conserva pero hay un corrimiento en la pendiente que indica

un cambio en la Ky, aparente.
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Sin embargo, la pregunta de cual es el efecto del NADH como inhibidor
competitivo es relevante péra nuestra investigacion en la medida en que se
queria conocer cual es la actividad de la EcG6PDH ante diferentes
concentraciones de los cofactores NAD(H) y NADP(H).

Utilizando 18 combinaciones diferentes de sustrato y enzima se ajustaron
globalmente las curvas de progreso. En los ensayos se utilizé una
concentracion de glucosa-8-fosfato de 12 mM para garantizar la saturacion del
sitio para la glucosa-6-fosfato y asegurar un avance de 99.9 % de la reaccién en
la direccién de la formacién de NADH. Los parametros cinéticos estimados por
curvas de progreso se pueden apreciar en la Tabla 3.

Para confirmar que el valor de K; para NADH estimado a través de las curvas de
progreso es correcto se realizd un ensayo de velocidad inicial utilizando NADH
en la mezcla de reacciéon a una conceniracion sin riesgo de artefacto de luz
extraviada pero suficientemente alta para provocar un cambio notable en la Ky
aparente del NAD. Se tomd el valor de Ky para NAD obtenido-con la
metodologia de velocidad inicial y el valor de K; para NADH determinado por
curva.s de progreso, y utillizando la expresién de inhibicidn competitiva,
Kn®PP=Ku(1+I/K;) donde | es la concentracion de inhibidor competitivo, se predijo
la K2 para el NAD en presencia de 240 pM de NADH. Se predijo que su valor
deberia estar entre 5000 y 5800 yM teniendo en cuenta la incertidumbre en los
estimados de Ku y K; para NAD y NADH respectivamente. En la Figura 5 se
representa el resultado del experimento de velocidades iniciales con y sin

presencia de 240 pM de NADH. Se estimé una Ky aparente para NAD de 5960
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+ 380 pM, valor que se solapa con el rango predicho. Hasta donde conocemos,
es la primera vez que se informa un valor de K; para el NADH para la enzima
EcGBPDH.

Tras obtener la Ky para NAD y la K; para NADH se pudo realizar un analisis

mas completo de la selectividad por cofactores de la EcGEPDH.

Sensibilidad de la actividad de la EcG6PDH al cociente redox NAD(P)/NAD(P}H

El siguiente paso de esta investigacion fue elaborar un modelo para estimar la
produccién de NADH y NADPH por parie de la EcG6PDH basado en el
conocimiento de las propiedades cinéticas de esta enzima.
En el estado estacionario metabdlico la produccion de estos cofactores en la
reaccion catalizada por [a EcG6PDH esta dada por el flujo que haya a través de
ta rama oxidativa de la via de las pentosas, y la especificidad de la enzima que
esté presente, sin embargo, tener un modelo cinético es Util para:

* conociendo las concentraciones de los sustratos y la actividad especifica

de la enzima EcG6PDH en un extracto celular, es posible estimar i flujo
maximo posible que puede haber por la via de las pentosas.

¢ estimar la produccion relativa de NADH y NADPH.
estimar {a produccion local potencial de la enzima' en situaciones de
estado no estacionario.
Rohwer y cols. (2006) obtuvieron una expresion cinética genérica para procesecs

enzimaticos bi-sustrato bi-producto asumiendo el establecimiento de un

equilibrio rapido en la unién entre la enzima, los sustratos y los productos, asi
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como !a unién de estos a la enzima de forma aleatoria. Cuando se aplica dicha
ecuacion genérica para la EcG6PDH se obtiene:

_8PGena* NADPH  V,,, *G6P* NADP,
K, *NADP*G6P  ~  KopiorKyoer

NADP NADPH G6P 6PGcna
+ + V(1 + +
K K:‘NADPH KMGGP K:‘G’cmi

M NARP

(1

)

a

donde 6PGcna es la concentracion de la 6-fosfo-gluconolactona, G6P es la
concentracion de la glucosa-6-fosfato, NADP y NADPH representan las
conceniraciones de estos nucledtidos, Keq &s la constante del equilibrio
termodinamico y el resto de los parametros son las constantes de disociacion
de los equilibrios que se establecen entre la enzima y las otras especies
moleculares involucradas en la reaccidn.
Se hicieron dos consideraciones. La primera fue llamar R al cociente redox
NADP/NADPH. La ofra fue considerar que la concentracién de la 6-fosfo-
gluconolactona in vivo es despreciable en comparacién con los ofros
metabolitos involucrados. Esta aproximacidn claramente no es cierta y se han
descrito ejemplos de acumulacién de 6-fosfo-gluconolactona en cepas de
interés biotecnolégico con alto flujo por la via de las pentosas (Aon y cols.
2008). No obstante considerando que:
e |a B-fosfo-gluconolactona solamente se genera en la via de las pentosas;
e la enzima que hidroliza a la 6-fosfo-gluconolactona (B-fosfo-
gluconolactonasa, E.C. 3.1.1.31) tiene una actividad especifica en los
extractos al menos 20 veces mayor que la de EcGBPDH (7 U/mg versus
0.381 U/mg) y una ket 2.6 veces mas rapida que la de EcG6PDH (780
U/mg M= 37 kDa vs 180 U/mg M= 56 kDa) (Zimenkov y cols., 2005),

» que la 6-fosfo-gluconolactona puede descomponerse espontaneamente a
y-6-fosfo-gluconolactona o a 6-fosfo-gluconato. En este uditimo caso, el
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metabolito formado es sustrato de la 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa, y
la actividad de esta enzima favorece la transformaciéon de 6-fosfo-
gluconolactona en 6-fosfo-gluconato;

» |a 6-fosfo-gluconolactona es un compuesto inestable en solucién acuosa
y no disponible comercialmente, por lo cual no se conocen trabajos
donde se haya caracterizado cuanto inhibe a la EcG6PDH u otra enzima

homéloga;

se decidié despreciar la concentracién de la 6-fosfo-gluconolactona. Entonces,

la ecuacion anterior se simplifica y manipulando algebraicamente se obtiene:

(Jo *GEPR |

P K e * Kyiger

( r R 1 Y+ GGP)

NADPH Ky . Kyuwew K yicer

Jo G6P*R )
Ve KM}\DIDP *KMGM’
1 R 1 G6P R*(G6P G6F

( + + )+ ( " )+ ( p )+{ " )

NADPH KMM,. mem KMG&P NADPH KMM,, KMGGP F— KMGGP
, V.. *G6P*R

(KHNADP *KMGGP + KMG&PR + Km’ADP *KMGGP ) + (KMM{DP * G6‘P) + (KMNADP *‘R *GGP) o+ (K_"L’-'ADP * GﬁP)

NADPH Kopouprar NADPH Ky, K,
v 7 Vi *G6P*R
N K, K. K K
R* (K + G6P) + K *( MNADP + MNADP ) + GGP*( MNADP + MVADP)
e Yo" “NADPH " K, NADPH K, .
e V.. *G6P*R
- K K
K 4+ (FOP) ¥ (——MNADE_ . _MNADE L R
Kancar ) (NADPH K, vromn )

Dado que el modelo cinético propuesto establece una relacion matematica entre
el cociente redox NAD(P)/NAD(P)H y la actividad de la EcGBPDH, se procedio a
evaluar si la actividad calculada con los parametros cinéticos aqui determinados
eran consistentes con los datos de flujo metabdlico previamente publicados.
Considerando valores publicados para la actividad especifica de la EcG6PDH

en los extractos celulares, la concentracion de glucosa-6-fosfato y la proporcion
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proteina:peso seco, se calculd la actividad EcG6PDH con el modelo cinético
desarrollado. Se utilizaron las constantes cinéticas aqui obtenidas y se evalud
para valores de NAD(P) y NAD(P)H previamente publicados (Tébla 4). Se
consideré que las constantes Kunape ¥ Kuesp varian con la concentracion de
glucosa-6-fosfato y de NADP respectivamente segtn la ecuacion descrita para
un mecanismo aleatorio bajo la suposicién de equilibrio rapido o para un
mecanismo ordenado bajo la suposicion de estado estacionario:

KipKop + Kab
K pgth

KPP
m

Con las concentraciones de NADP (170 uM) y NADPH (220 uM) obtenidas por
Lundquist y Olivera (1971), se estimé una produccién de 2844 pmol NADPH
gDW'h™. Por otra parte, utilizando los valores de concentracion de NAD (900
MM) y NADH (400 pM) obtenidos por esos mismos autores, se estimé una
produccién de 187 pmol NADH gDW'h™. Por lo tanto, el cociente entre las
producciones de NADPH y NADH en condiciones fisioldgicas seria de alrededor
de 15, que es un valor claramente diferente de la razén entre las constantes de
especificidad: (174/7.5)/(288/5088) = 410.

Adicionalmente, se construyd una curva de produccién de NAD(P)Hlunidad de
biomasa/unidad de tiempo céntra el cociente R=NAD(P)/NAD(P)H y se analizd
la produccion relativa de NADH y NADPH considerando los valores
termodinamicamente posibles que puede tomar R en las™ condiciones

fisiologicas (Fig. 6). Es importante notar que la actividad cambia notablemente
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dentro del rango de R analizado para el cofactor NADP, mientras que para el

NAD la actividad no varia mucho. .Esto sugiere que la produccién de NADPH

desde la EcGEBPDH podria variar mucho de manera local durante la transicion

de un estado metabdlico estacionario a otro, por ejemplo, si hay una demanda

puntual alta por NADPH para la defensa conira el estrés oxidativo.

Tabla 4: Datos bioquimicos y fisioldgicos de E. coli recopilados de ia literatura citada,

Variable Valor Referencia
Actividad especifica de la glucosa-6- 0.381 U/img (BW25113) Zhao y cols., 2004
fosfato deshidro?elznasa en extractos 0.19 U/mg (MG1655) Nicolas y cols., 2007

celulares
. Proteinas constituyen 55% del Ingraham y cols., 1983
Proporcién de proteinas en el peso peso seco
seco
concentracidn de glucosa-6-fosfato 801 pM Lowry y cols., 1971
intracelular
170 uM Lundquist y Olivera,
1971
NADP 210 uM Brumaghim y cols., 2003
21 uM Bennett y cols., 2009
290 uM Lundquist y Olivera,
1971
NADPH 24 ;lM Brumaghim y cols., 2003
120 uM Bennett y cols., 2009
900 uM Lundquist y Olivera,
1871
NAD 230 pM Brumaghim y cols., 2003
2600 pM Bennett y cols., 2009
400 pM Lundquist y Olivera,
NADH 1971
700 pM Brumaghim y cols., 2003
83 uM Bennett y cols., 2009

Flujo metabélico a través de la rama
oxidativa de lavia de las pentosas

417-1460 pmol gDW 'h! (20-70%
de toda la glucosa que.es
consumida, en dependencia de la
tasa de crecimiento)

Kayser y cols., 2005

Con la ecuacion ad hoc obtenida se tiene una medida cuantitativa de la

especificidad por cofactor mas integradora que el cociente entre las constantes
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de especificidad, ya que incluye la inhibicion por producto, aspectos

termodinamicos y el efecto de la concentracién del co-sustrato.

3 7 A
"=
I L4
—
Lo 2
2 E —— producciénNADPH
Z o ® Rﬁ Bennett st al,
= R B [i .
ca O ruraghim et al.
o o
Q.9 4L
[
-3 =) e produccidn NADH
o E . R“pennett ot al.
Q. E o Brumaghim et al,
0 Q}?':’tk&* ¥ o

0 4 8 15 20 25 3
R

Fig. B: Modelacion de la produccién de NADPH y NADH por parte de la enzima EcGSPDH para
diferentes valores de la razén NAD(P)/NAD(P)H. Los valores de R se generaron con las
concentraciones reportadas por Brumaghim y cols. (2003) y Bennett y cols. (2009). Se aumenté
linealmente la concentracién de las formas oxidadas de cada nucleétido desde el valor mas bajo
al valor més alto encontrado entre los dos reportes. Simultdneamente se aplicé uﬁa disminucién
lineal en la concentracion de las formas reducidas, de esa manera crece el valor de la razén R.
Los valores de R™P y RM® informados por dichos autores se representan con puntos. Las
dreas sombreadas corresponden a los rangos para rR™™ (gris oscura) y tR™® (gris clara)

donde es termodinamicamente factible que ocurran las reacciones metabdlicas en el sentido en

que es posible el metabolismo, segun lo determinado por Henry y cols. (2007).
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Caracterizacion cinética de la enzima mutante LmG6PDHEEQ47E

Se estimaron los valores de Ky vy ke para NAD y NADP de la enzima
LmGBPDHREEQYE  mediante curvas de progreso a una concentracién de
glucosa-6-fosfato de 12 mM. Los valores obtenidos muestran que dicha enzima
es claramente preferente por NAD en esas condiciones (Tabla 5). Para saber si
dicha preferencia podia cambiar significativamente a otras concentraciones de
glucosa-6-fosfato mas cercanas a las condiciones fisiologicas, se midié la
activfdad especifica glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de un extracto celular
proveniente de la cepa NAD-G6PDH, con NAD y NADP, a diferentes
concentraciones de glucosa-6-fosfato (Tabla 6). Aunque no se realizé una
caracterizacion cinética tan minuciosa como la realizada para la EcG6PDH, ha;(

HR46EQ4TE o5 un homdlogo de

resultados suficientes para plantear que LmG6PD
EcG6PDH con una clara preferencia por NAD y sus propiedades cinéticas
indican que puede ser funcional en las condiciones intracelulares.

Por lo tanto, la enzima LmGBPDHREE tiene las caracteristicas cinéticas

adecuadas para sustituir a la EcG6PDH y observar el efecto de la produccion de

NADH en la via de las pentosas de Escherichia colfi.
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Tabla 5: Estimados de los parametros cinéticos de la enzima mutante LmGEPDHE4E,

Kwmnaoe 170+ 75 mM
Keatnane 840 + 10 sec™
KicnappH >10°mM
Kunao 1600 + 22 uM
Keatnap 1380 + 610 sec™
KicnaoH 1181 mM
(Keatnanp/Knnaor)(Keatvan/Kunap) 0.006

Predicciones con el FBA del efecto sobre el crecimiento y la distribucion de los
flujos del cambio en la especificidad por cofactor de la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa

Las simulaciones realizadas antes de las manipulaciones genéticas indicd que
el cambio en la especificidad de la qucosa-G-fosfaté deshidrogenasa conduciria
a "cero flujo" por la rama oxidativa de la via de las pentosas. Es decir, segtn la
modelacion realizada, el fenotipo "flujbmico" de la cepa con una glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa especifica para NAD seria idéntico al de una cepa sin
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

Desde el punto de vista de la optimizacién de la distribucién de los flujos para
lograr el méximo crecimiento, el uso de la LmGBPDHF*EYE en |ugar de la
EcG6PDH provocaria un déficit de NADPH y un exceso de NADH, que para ser
compensado requeriria de la accién de la transhidrogenasa pntAB. Pero el uso
de la via de las pentosas implicaria también la pérdida de una molécula de CO;

por cada molécula de glucosa que ingresa a la via dada la descarboxilacién
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catalizada por la 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa. Entonces, ademas de
requerirse la accidn de la pntAB (que implica la entrada al citoplasma de
protones que dejan de utilizarse para generar ATP), se perderia carbono por
descarboxilacion. Por ello [a solucién méas oOptima, si el objetivo es formar
biomasa, es no utilizar la rama oxidativa de la via de las pentosas modificada y
generar el NADPH faltante via pntAB. Por lo tanto, la distribucién de los flujos
metabdlicos y la tasa de crecimiento predichas para la cepa NAD-GBPDH eran

iguales a lo previsto para una cepa Azwf, en la cual hay alta actividad pntAB

pero no se pierde el CO2 en la reaccidon catalizada por la 6-fosfo-gluconato

deshidrogenasa.

Tabla 6. Razén entre las actividades especificas con NAD y NADP registradas en extractos
célulares provenientes de la cepa NAD-G6PDH. En todas las combinaciones de
concentraciones de glucosa-6-fosfato y nucledtidos ensayadas la actividad con NAD fue mayor

que con NADP,

nucledtidos
glucosa-6-fosfato 400 uM 1 mM 3mM
250 uM 475 49.7 34.1
3 mM 16.5 337 23.7

Para contrastar esa prediccion computacional con los resultados experimentales

necesitAbamos generar una cepa Azwf, o mejor aun, una cepa con una variante

inactiva de la enzima. La proteina mutante LmG6PDHP'6CR4GEQMTE 1 hetrd una
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actividad despreciable tanto con NAD como con NADP, por lo cual fue utilizada
para la obtencién de una cepa "control" sin actividad glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. En caso de que la prediccion de "cero flujo" fuera cierta, era
necesario descartar que la ausencia de flujo se debiera al malfuncionamiento de
la enzima mutante que prefiere NAD. Para controlar esto se decidid
adicionalmente efectuar el reemplazo de EcG6PDH por LmGBPDHRE4TE oy
una cepa isogénica a la silvestre pero carente de la enzima fosfo-gluco-
isomerasa. La fosfo-gluco-isomerasa cataliza la transformacion de glucosa-6-
fosfato en fructosa-6-fosfato. Sin la fosfo-gluco-isomerasa el primer segmento
de la glictlisis queda interrumpido, forzando a que toda la glucosa sea
catabolizada a través de la rama oxidativa de la via de las pentosas. Por lo
tanto, en las cepas Apgi las respectivas variantes de la enzima glucosa-6-
fosfalo deshidrogenasa (sea la nativa EcGBPDH o la mutante
LmGBPDH"*%"%) se convierten en proteinas esenciales si se utiliza glucosa
como Unica fuente de carbono. Sin embargo, los resultados obtenidos con las

mutantes Apgi resultaron ser mas importantes que lo que se esperaba para un

control de funcionalidad.

La sustitucion de la enzima EcG6PDH por la enzima LmG6PDH5%7E provoca
cambios en las tasas de crecimiento y modificaciones inesperadas en los flujos

mefabblicos

Las actividades especificas registradas en los extractos celulares permitieron
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confirmar el éxito del procedimiento de recombinacién homéloga ya que fue

HR4SEQ4TE aota activa en las

posible comprobar que la enzima mutante LmG68PD
cepas NAD-G6PDH y Apgi-NAD (Fig. 7). También mostré que la sustitucién de
la secuencia codificante para amincacidos de la enzima EcG6PDH por la
secuencia codificante para aminoacidos de la proteina LmG6PDHD6CR6EQTE
provoca [a pérdida de la actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en los

extractos, tanto con NAD como con NADP (Fig. 7).

16
14
2 HNADP 400 uM
= ) BNADP1mM
.‘g 1.0 S NADP 3mM
%' ‘ 5 NAD 400 uM
£ 08 BNAD 1 mM
g MNAD 3 mM
) g_ 0.6
%]
04
‘ 0.2 :
0.0 R T : J UOWR. 3411

WT NAD-GEPDH  Inact-G6PDH apgl Apgl-NAD

Fig. 7. Actividades especificas de las diferentes formas de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa registradas en los extractos celulares provenientes de las cepas en estudio.
Como se indica en el grafico, se utilizaron los nucledtidos NAD y NADP a varias
concentraciones. El co-sustrato glucosa-6-fosfato se utilizd a una concentracion de 3 mM. La
aitura de la columna indica el valor promedio y las barras de error indican la desviacién

estandar. Los resultados muestra claramente que la enzima LmGEPDHRSEME

se traduce
correctamente, y que la sustitucidn de la enzima nativa por la mutante LmG&PDHREEA7ED1SG

suprime la actividad tanto con NAD como con NADP,
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Una vez confirmado el éxito del procedimiento de recombinacién a través de la
secuenciacion de los loci cromosomales y del registro de la actividad especifica
en los extractos, se realizaron experimentos en los cuales se monitoreé la tasa
de crecimiento, el consumo de glucosa v la produccién de acetato, tanto en las
cepas parentales como en las cepas mutantes.

En correspondencia con las observaciones realizadas por ofros investigadores
(Canonaco y cols., 2001; Charusanti y cols., 2010), la cepa Apgi crece mucho
mas lentamente que la cepa silvestre. Se ha postulado que este fenotipo en ia
cepa Apgi es consecuencia de un desbalance entre la tasa de generacion de
NADPH y la tasa de formacion de los demas precursores anabdlicos (Canonaco
y cols., 2001). Este desbalance puede ser parcialmente compensado con la
sobre-expresion de la transhidrogenasa UdhA, la cual transfiere equivalentes de
reduccién desde el NADPH al NADH (Canonaco y cols., 2001). Utilizando la
modelacion con FBA se reprodujeron los resultados de Canonaco y cols. (2001)
y se previo que la sustitucién de la FcG6PDH por la LmGBPDHRAGEG4TE
mejorarfa la tasa de crecimiento sin necesidad de’ sobre-expresar la
transhidrogenasa UdhA al sustituir una fuente de produccién de NADPH por una
fuente de NADH (Tabla 7).

Como puede apreciarse en la Tabla 8, con la sustitucién de la EcGEPDH por la
LmGBPDHR*E%E en |a cepa Apgi, la tasa de crecimiento aumenté desde 0.15
h™! hasta 0.23 h'", acompafiada de un incremento proporcionalmente mayor en

el consumo de glucosa. No se detectaron cantidades apreciables de acetato ni
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de ningin ofro producto de fermentacion en el medio extracelular.
De esta manera, la supervivencia de la cepa Apgi-NAD cuando se utilizd
glucosa como Unica fuente de carbono mostré que la enzima LmGBPDHRAEQ4TE
es funcional en las condiciones intracelulares y al parecer no provoca efectos
téxicos en el contexto Apgi. -

Las fasas de asimilacion de glucosa de las cepas Apgi v Apgi-NAD fueron
utilizadas como restriccion para el calculo de los flujos metabodlicos mediante
FBA. La tasa de crecimiento calculada por el programa para la cepa parental
Apgi (0.11 £ 0.05 h™") es similar al valor experimental observado (0.145 £ 0.003
h™), mientras que la cepa Apgi-NAD crecié a 0.231 + 0.003 h™ que es muy
cercano a lo esperado segin la modelacién con FBA (0.235 + 0.001 h™). Los
posibles flujos metabdlicos internos que satisfacen a la tasa de consumo de
glucosa y a la tasa de crecimiento registradas se calcularon mediante un
analisis de variabilidad del flujo (Orth y cols., 2010) Tabla 9). Los resultados con
las cepas carentes de fosfo-gluco-isomerasa muestran que la sustitucién de la
enzima EcG6PDH por la LmGBPDHR*EE provocs, en concordancia con lo
. esperado segun la modelacién, una mejoria de la tasa de crecimiento.

En el caso de las cepas donde si esta presente el gen pgi, el estudio de las
curvas de crecimiento y la medicion directa de los flujos metabélicos revelé un
resultado diferente a lo predicho por el modelo computaciona[f Para la cepa

silvestre Ia tasa de crecimiento (0.64 + 0.02 h™") estuvo por debajo de io previsto

por el modelo (0.70 + 0.02 h™), lo cual se explica fundamentalmente por ia
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excrecion de acetato en los experimentos, ya que esto implica menos carbono
disponible para ser incorporado a la biomasa (Tabla 9). Segin la medicién
experimental de la proporcién de los isotopémeros de la histidina, el porcentaje
de glucosa catabolizada por la rama oxidativa de la via de las pentosas fue de
22 %, menos de la mitad de lo predicho mediante la modelacion (48 %). Por lo
tanto, la produccién de NADPH por la rama oxidativa de la via de las pentosas
fue menor de lo que se esperaba para un crecimiento aerébico dptimo usando
glucosa como tinica fuente de carbono.

En el caso de la cepa inact-G6PDH, la tasa de crecimiento observada (0.53 +

0.02 h™") también estuvo por debajo de lo calculado para un crecimiento éptimo
(0.61 + 0.02 h™") considerando la tasa de consumo de glucosa observada, v al
igual que en la cepa silvestre, se registré una produccién de acetato imprevista
en los calculos para un crecimiento 6ptimo. Otros autores (Sauer y cols., 2004)

han observado en la cepa Azwf tasas de crecimiento similares (0.52 + 0.04 h™)

a las aqui observadas para la cepa inact-G6PDH, lo cual indica que esta tiltima

es fenotipicamente similar a la cepa Azwf.

El reemplazo de la EcGBPDH por la LmGBPDH™E®E nrovocsd una
disminucion de un 44 % en la tasa de consumo de glucosa acompafiada de una
merma proporcional en la tasa de crecimiento (Tabla 10). A diferencia de lo
previsto‘ en la modelacién a priori, el cambio en la especificidad por cofactor de
I;a GBPDH no cerr6 el flujo por la rama oxidativa de la via de las pentosas pero

si disminuy6 a la mitad en términos porcentuales con respecto a la cepa

67




silvestre (Tabla 11). En términos absolutos, la sustitucion de la enzima
EcG6PDH por la LmG6PDHR®E47E implicd, como promedio, una disminucién
del flujo por la via de las pentosas desde 1.80 mmol*gDW™*h™' hasta 0.45

mmol*gDW *h'™.

Tabla 7: Resultados de la modelacién a priori de los flujos metabdlicos y las tasas de
crecimiento esperadas para las cepas carentes del gen pgi. Fijando el flujo por la
transhidrogenasa UdhA en 1.82 mmol mmolgDW'h™ se reproduce la tasa de crecimiento
obtenida por Canonaco y cels. (2001), lo cual indicaria e_zl tope maximo de flujo por esta enzima
en la condicién silvesire. Para simular los resultadoside sobre-expresion de la UdhA se fijo el
valor del flujo por la glucosa-8-fosfato deshidrogenasa, con el propdsite de simular la "limitacién
cinética” propuesta por estos autores para explicar por qué pese a que se sobre-expresa UdhA
no se consigue alcanzar la tasa de crecimiento de silvestre. Fijando el flujo por la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa en el mismo valor, y dejando ifibre e! flujo por la transhidrogenasas
UdhA, es posible prever una mejoria parcial en la tasa de crecimiento, sin necesidad de sobre-

expresar la UdhA, si se sustituye la EcGBPDH por la LmGSPDHRSEX7E,

Apgi Apgi+TudhA Apgi-NAD

tasa de crecimiento 0.16 h™ 0.27h" 0.27 1"
flujo por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(mmolgDW'h™) 2.3 =3.46 =3.46
flujo por la transhidrogenasa UdhA (mmolgDW 'h™) =1.82 3.87 0.47

De todas maneras, llama la atencion el hecho de que el pequefio flujo
observado a través de la rama oxidativa de la via de las pentosas modificada

tiene un impacto mayor sobre la tasa de crecimiento que el no uso de esta via.
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La cepa modificada es incapaz de "silenciar" la expresién de la enzima
LmGBPDHRE47E (Fig, 8), la entrada de glucosa es inhibida, y el flujo por Ia via
de las pentosas modificada es menor.

Las observaciones realizadas no permiten llegar a ninguna conclusion acerca
del mecanismo molecular por el cual la cepa NAD-G6PDH adopta ese estado
caracterizado por una menor entrada de glucosa y un menor flujo a través de la
via de las pentosas modificada, pero sf podemos utilizar el FBA para entender
el impacto, sobre el crecimiento, del flujo por la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, a diferentes tasas de consumo de glucosa, y diferentes
porcentajes de flujo por la via de las pentosas.

Por lo tanto, se realizé un analisis mas sistémico para entender como el cambio
puntual en la especificidad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa impacta a la

tasa de crecimiento.

La especificidad por cofactor de fa glucosa-6-fosfato deshidrogenasa determina

el impacto sobre el crecimiento del flujo por Ia via de las pentosas

Como parte del procedimiento de optimizacién es posible calcular, ademas del
valor de la funcién objetivo, y los flujos a través de las diferentes enzimas y
transportadores, los cosfos reducidos de cada uno de estos flujos sobre el valor
de la funcién objetivo.

En optimizacion se define el cosfo reducido como la diferencia entre el ingreso

marginal y el costo marginal. El ingreso marginal es el incremento en el
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resultado provocado por el ingreso en la solucién de una unidad adicional de
una actividad.El costo marginal es el incremento en el costo total resultante de
agregar una unidad de actividad en la solucién. Aplicando estos conceptos a la
distribucion optima de los flujos se puede definir el costo reducido de un flujo
como el efecto neto sobre la funcion objetivo (usualmente la formacién de
biomasa) de aumentar la magnitud de dicho flujo en una unidad.

Se calcularon entonces los costos reducidos sobre la produccion de biomasa
del flujo por la EcG6PDH y por la LmGBPDHME’E para todas las
combinaciones posibles de consumo de glucosa (entre 1y 10 mmol*gDW"*h™)
repartida entre la glicélisis y la via de las pentosas, yendo entre 0y 98 % de la

glucosa por la via de las pentosas (Fig. 9).
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Fig. 8: PCR cuantitativo del locus zwf. Se utilizaron como partidores oligonucleétidos capaces
de permitir la amplificacion del cDNA de zwf de Escherichia coli (A) o del cDNA de zwf de

Leuconostoc mesenteroides (B). Como referencia se utiliza la amplificacion del cDNA del gen

gap.
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Tabla 8: Valores experimentales de las variables fisiologicas estudiadas obtenidos en las cepas
carentes del gen pgi. Estos valores fueron utilizados como restricciones para simular la

distribucion de flujos que se representa en la Tabla 8.

tasa de consumo de glucosa (mmolgDW'h™)

cepa tasa de crecimiento (h™)
Apgi 0.145 + 0.003 1.63£0.04
Apgi-NAD 0.231 £0.003 3.04£0.04

Tabla 8: Flujos metabélicos internos estimados mediante el anélisis de variabilidad de los flujos
(FVA) en las cepas carentes del gen pgi. Con el FVA se calculan los flujos minimos y maximos
posibles que sean son coherentes con las tasas de consumo de glucosa observadas y que
satisfagan las tasas de crecimiento registradas. Se incluyen los nimeros asociados con cada

reaccion seguin lo representado en la Figura 1 para una mejor visualizacién.

Apgi Apgi-NAD
# reaccion min. max. min. max.
1 glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 1.6 1.6 3.0 3.0
2 fosfo-gluco-isomerasa 0 4] 0 0
3 transcetolasa 0.5 0.5 0.8 1.0
4 transaldelasa 0.5 0.5 0.8 1.0
5 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 25 25 4.5 48
6 piruvato carboxilasa 0.0 0.3 0.0 5.1
7 piruvato deshidrogenasa 17 2.0 28 4.9
8 acetato kinasa 0 0 0 0
9 isocitrato deshidrogenasa 1.0 13 0.2 22
10 malato deshidrogenasa 1.2 1.5 -0.6 3.8
11 enzima malica NADP dependiente 0.0 0.0 0.0 3.5
11 enzima malica NAD dependiente 0.0 0.0 0.0 3.3
12 transhidrogenasa pntAB 0.0 0.0 0.0 9.0
13 citocromo oxidasa 10.7 10.7 15.4 18.5
14 ATP sintetasa 11.8 11.8 15.9 204
15 transhidrogenasa UdhA 2.3 26 0.0 104
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Tabla 10: Valores experimentales de las variables fisiologicas estudizdas obtenidos en las
cepas silvestre, inact-GBPDH y NAD-GBPDH. Estos valores, junto con la medicién directa del
flujo por la via de las pentosas por medio de! marcaje con carbono 13, fueron utilizados como

restricciones para estimar la distribucion de flujos que se representa en la Tabla 11.

tasa de tasa de consumo de tasa de excrecion de
cepa crecimiento (') glucosa (mmaigDW'h™)  acetato (mmolgDW'h™)
silvestre 0.564 £ 0.02 8.08 £0.20 1.91 £0.17
inact-G6PDH 0.53 £ 0.02 7.19+0.18 2.931:0.15
NAD-G6PDH 0.36 £0.02 453017 -

Tabla 11: Flujos metabdlicos internos estimados mediante el anélisis de variabilidad de los flljos

(FVA) para el resto de las cepas en estudio. Se incluyen los nimeros asociados con cada

reaccion segtn lo representado en la Figura 1 para una mejor visualizacion.

silvestre inact-G6PDH  NAD-GEPLH

# reaccién min. méax. min. max. min. max
1 glucosa-8-fosfato deshidrogenasa 16 20 0 0 0.4 0.5
2 fosfo-gluco-isomerasa 61 65 7.1 73 44 4.2
3 transcetolasa 04 05 0.1 -0.1 0.1 0.1
4 transaldolasa 04 05 -0.1 -0.1 0.1 0.1
5 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 139 143 130 133 841 8.2
6 piruvato carboxilasa 00 56 00 54 00 238
7 piruvato deshidrogenasa 838 124 838 121 5.2 6.7
8 acetato kinasa 21 17 31 28 0 0 .
9 isocitrato deshidrogenasa 15 50 1.1 4.2 25 3.9
10 malato deshidrogenasa 08 7.0 -0.1 6.1 1.8 4.8
1 enzima malica NADP dependiente 00 3.7 0.0 39 0.¢c 1.7
11 enzima mélica NAD dependiente 00 24 0.0 2.3 0.0 0.8
12 transhidrogenasa pntAB 00 B84 22 10,3 0.5 43
13 citocromo oxidasa 328 347 275 282 226 232
14 ATP sintetasa 321 364 254 294 220 237
15 transhidrogenasa UdhA 00 48 0.0 45 0.0 1.7
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En el caso de la enzima mutante LmG6PDHR*FE todos los costos reducidos
fueron negativos, pero los resultados experimentales (consumo de glucosa de
4.5 mmol*gDW ™h", 10 % de ella yendo por la via de las pentosas) caen en la
zona donde el impacto negativo es menor (Fig. 10).

En el caso de la enzima EcG6PDH, se observaron costos reducidos positivos y
negativos, lo cual indica que en algunas configuraciones de entrada vy
distribucion de glucosa el uso de esta enzima puede tener impactos diferentes
sobre la tasa de crecimiento (Fig. 11). Coherentemente con el caso delf uso de
la enzima mutante, los resultados experimentales (consumo de glucosa de 8.1
mmol*gDW'*h'!, 22 % de ella yendo por la via de Ias pentosas) se ubican en la
zona en la cual el impacto positivo es mayor.

Por lo tanto, es posible que la velocidad' de entrada de glucosa en E. coli esté
regulada para controlar el efecto sobre el crecimiento del flujo a traves de la
rama oxidativa de la via de las pentosas, y este efecto claramente depende de
la especificidad por cofactor de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
Resumiendo, el analisis computacional sistémico, junto con el resto de las
observaciones experimentales realizadas, muestran que la especificidad por
cofactor de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es una caracteristica que
define la velocidad de captacion dehla glucosa y la distribucién de los flujos en
E. coli durante €l crecimiento aerébico utilizando glucosa como Unica fuente de

carbono.
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Fig. 9: Variables analizadas para investigar el costo reducido sobre el crecimiento del uso de Ia
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Para cada consumo de glucosa fijado en algun valor entre 1
y 10 mmol*gDW *h™' se exploraron in silicotodos los porcentajes posibles de reparto entre la
glicdlisis y la via de las pentosas dejando un 2% de la glucosa-6-fosfato dedicada a la formacion
de componentes de la pared celular. La otra restriccion que se tuvo en cuenta fue una tasa
maxima de consumo de oxigeno de 15 mmol*gDW *h’ correspondiente al consumo calculado

para la cepa silvestre.
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Fig. 10: Costos reducidos del uso de la enzima mutante LmGBPDHR*E%E j54as diferentes
tasas de consumo de glucosa y diferentes porcentajes de particion entre la glicélisis y la via de
las pentosas. En el panel A se representa el resultado en un grafico tridimensional, mientras que
en panel B se muestra la proyeccién de los costos reducidos en el plano consumo-flujo. La zona
mas clara indica para qué configuraciones de consumo-flujo el costo reducido es menos

negativo.
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Fig. 11: Costos reducidos del uso de la enzima nativa EcG6PDH dadas diferentes tasas de
consumo de glucosa y diferentes porcentajes de particién entre la glicolisis y la via de las
pentosas. En el panel A se representa el resultado en un grafico tridimensional, mientras que en
panel B se muestra la proyeccién de los costos reducidos en el plano consumo-flujo. La zona

mas clara indica para qué configuraciones de consumo-flujo el costo reducido es mas positivo.
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DISCUSION

En el metabolismo acontecen simultaneamente un conjunto de reacciones con
caracteristicas bien peculiares. Una de estas caracteristicas es la existencia de
rutas alternativas para la transformacién de ciertos metabolitos. Por ejemplo,

“

una molecula de glucosa-6-fosfato puede continuar su transformacién por la via
de las pentosas, por la glicolisis, o ser precursora para la formacion de los
componentes de la pared celular. Los principios que explican qué porcentaje del
metabolito se fransforma por cada una de las rutas alternativas posibles son
aun desconocidos.

Las diferentes ramas de una bifurcacion metabdlica tienen rendimientos
diferentes en cuanto a los cofactores que son generados o consumidos. Por lo
tanto, la particion del flujo metabdlico en una bifurcacion es una caracteristica
aparentemente local pero que potencialmente puede impactar a toda la red
metabdlica ya que la produccién de cofactores puede cambiar con el uso
relati.vo que tengan las ramas de una bifurcacién.

Por otra parte, conocer los principios que determinan cuanto flujo puede ser
desviado por una de las ramas de una bifurcacién beneficiaria enormemente a
la industria biotecnolégica ya que podria desviarse el flujo metabélico hacia la

ruta de interés. Por todo lo anterior es importante entender los factores que

determinan la particion de los flujos metabélicos.
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Otra caracteristica interesante del metabolismo es la existencia de compuestos,
fabricados por la propia maquinaria metabdlica, que sirven para canalizar el
potencial redox de ciertas moléculas provenientes del ambiente hacia los
procesos bioquimicos que permiten el man’;enimiento de las estruciuras y los
procesos internos. Ejemplos claros de este tipo de metabolitos son los
cofactores NAD(H) y NADP(H).

En este trabajo de investigacion abordamos la relacion entre estos dos aspectos
fundamentales del metabolismo a través de una pregunta claramente planteada:
¢Qué pasa con la particion del flujo entre la glicélisis y la via de las pentosas si
cambiamos la especificidad por cofactor de Ila glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa?

En E. coli la producciéon de NAD(H) y NADP(H) depende del porcentaje de
particion de determinados metabolitos entre sus diferentes rutas alternativas de
transformacion, ya que la produccién de dichos cofactores esta claramente
segregada (Figura 1). Entiéndase, en esta especie no existen deshidrogenasas
duales (Fuhrer y Sauer, 2009).

En el caso de la rama oxidativa de la via de las pentosas en E. cofi, se ha
considerado tradicionalmente que las dos deshidrogenasas que estan presentes
son especificas para NADP, y se estima que en conjunto producen un tercio del
NADPH requerido cuando la glucosa es la tnica fuente de carbono (Sauer y
cols., 2004). Sin embargo, esta via no es una ruta metabdlica esencial en esas
condiciones (Fraenkel, 1968; Sauer y cols., 2004). Considerandc ademas que

en esta enterobacteria existen las enzimas transhidrogenasas que catalizan la
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transferencia de equivalentes de reduccion entre el NAD(H) y el NADP(H), llama
entonces la atencion la alta especificidad por el cofactor NADP que se le ha
atribuido a las deshidrogenasas de esta via.

Para determinar si esa especificidad por NADP obedece a alguna restriccién
metabdlica, en este frabajo se observd el efecto sobre la distribucidén de los
fluios v la tasa de crecimiento de la sustitucion de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa nativa preferente por NADP por una enzima de igual funcidon
perc preferente por NAD. Para lograr y analizar integralmente estas
observaciones fue necesario utilizar herramientas de diferentes disciplinas:
Biologia Molecular, Cinética Enzimatica, Biologia Estructural, Fisiologia
Microbiana y Biologia Computacional.

Los experimentos bioquimicos, fisiolégicos y computacionales realizados
permitieron observar el impacto a nivel sistémico de un cambio que no implica la
eliminacién ni la sobre-expresién de un gen sino un cambio en la estequiometria
de la red metabdlica, un desvio en el destino de los equivalentes de reduccion
arrancados a la glucosa durante la oxidacién de la misma. Este cambio puntual
desencadenoé reordenamientos en la distribucion de los flujos metabdlicos vy
cambios en las tasas de crecimiento.

Esta investigacion se dividié operativamente en fres partes. En la primera parte
se realizaron los estudios necesarios para determinar cuantitativamente cuan
especifica por el NADP es la enzima nativa ECG6PDH. En la segunda parte se
obtuvo y se caracterizd cinéticamente la enzima LmG6PDH™6EME v ademas

se obtuvieron las cepas mutantes utilizadas en este estudio. También se
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realizaron las primeras simulaciones de la distribucion esperada de los flujos
metabodlicos tras los cambios genéticos que se realizarian y estos calculos
ayudaron en ¢l disefio experimental de los siguientes pasos. En la tercera y
titima parte se realizaron los estudios fisiologicos requeridos para estimar las
tasas de consumo de glucosa y de produccidon de acetato, asi como se
determind directamente el flujo por la rama oxidativa de la via de las pentosas.
Finalmente se llevaron a cabo algunos experimentos computacionales para
apreciar efectos no obvios del cambio de la especificidad por cofactor de la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa sobre la tasa de crecimiento.

Sobre la importancia de Jos estudios cinéticos realizados

Los estudios cinéticos pre-existentes eran claramente insuficienies para
esclarecer cuantitativamente cudl es la especificidad de la EcG6PDH por el
NADP. La influencia del NADH sobre la actividad de esta enzima era otro
aspecto oscuro. Si bien desde inicios de los afios 70°s se habia demostrado que
el putativo efecto del NADH como inhibidor alostérico (Sanwal, 1970} era un
artefacto de medicién (Sable y Cavalieri, 1973), sitios web como ECOCYC o
BRENDA, que alimentan con sus datos a cientos de investigaciones
computacionales, indican que el NADH actiia como inhibidor alostérico de la
EcG6PDH y por lo tanto es un regulador del flujo a través de la via de las
pentosas. Por lo tanto era necesario esclarecer definitivamente que el efecto

que ejerce el NADH sobre la EcG6PDH es de inhibicion competitiva.
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Se implementé entonces el estudio de los parametros cinéticos de la enzima
EcG6PDH mas completo realizado hasta la fecha. Para lograrlo se
estandarizaron las condiciones apropiadas para la purificacion de la enzima, el
control de su inactivacion y la medicién correcta de las variaciones en la
absorbancia. Estos Gltimos dos factores son é menudo soslayados en muchos
estudios cinéticos, pese a que su importancia ha sido resaltada en los textos
clasicos de la especialidad (Segel, 1975; Cornish-Bowden, 1995}).

El estudio de las velocidades iniciales de las reacciones enzimaticas simplifica
extraordinariamente las ecuaciones de velocidad. Sin embargo, el amplio y
exitoso estudio de las velocidades iniciales a diferentes concenfraciones de
sustrato le ha sustraido importancia al hecho de que las ecuaciones
fundamentales de la cinética enzimatica se obtuvieron estudiando curvas de
progreso (Michaelis y Menten, 1913). Paralelamente a los estudios de velocidad
inicial implementamos mediciones de curvas de progreso y aprendimos las
herramientas computacionales que permiten realizar los ajustes estadisticos
derivados de este tipo de analisis.

Los estudios de curvas de progreso implican el uso de técnicas de integracion
numérica (Koerber y Fink, 1987; @stgaard y Larsen, 1993}, de series numéricas
(Philo y Selwyn, 1973) o de manipulaciones algebraicas para linealizar la
ecuacion integrada correspondiente (Stddeman y Schwartz, 2002). En esta
investigacién se utilizo otro enfoque y se amplié la solucién analitica propuesta
por primera vez pér Schnell y Mendoza (1997) para incluir el caso de un

proceso enzimatico irreversible en el cual el producto es un inhibidor competitivo
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de la catdlisis. Por lo tanto, encontramos una expresién que describe la
variacion temporal en la concentracién de sustraio donde aparecen las
constantes cinéticas Ku, keat ¥ Ki.

Los valores estimados con la solucién analitica propuesta fueron muy similares
a los obtenidos en los estudios de velocidad inicial (Tabla 3). Es importante
notar que si bien los valores de Ky y keat determinados con uno u otro método
no son estrictamente iguales (Tablas 1, 2 y 3), el valor de [a constante de
especificidad kea/Ky hallado con cada metodologia es muy parecido. Las
diferencias entre los parametros cinéticos estimados con una y otra metodologia
se deben a los errores de medicion.

Gracias al monitoreo de las curvas de progreso se encontraron evidencias que
apoyan que el NADH es un inhibidor competitivo sin necesidad de adicionar
este compuesto a prioii a las mezclas de reaccién de la glucosa-6-fosfato con el
NAD, evitando asi el artefacto de medicién que invalidd parte de los resultados
de Sanwal (1970). Ademés, se realizaron mediciones gracias a las cuales se
cuantificd rigurosamente el grado de especificidad por NADP y por NAD de la

EcG6PDH.
Un enfoque més integral de la especificidad por cofactor de una deshidrogenasa

Partiendo de la ecuacién genérica descrita por Rohwer y cols. (2006), se
desarrolld una ecuacién ad hoc que describe como varia la actividad de la

enzima EcG6PDH en funcion del cociente redox R=NAD(P)/NAD(P)H. La
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ecuacion obtenida utiliza pardmetros cinéticos y fisiolégicos, y mediante las
conversiones adecuadas, devuelve un valor en las mismas unidades en que se
manejan los datos de flujo metabélico (mmol*gDW 1*h™).

El uso de la ecuacidn ad hoc es compatible con los estudios que se han
realizado para establecer el rango de valores para los cocientes
R=NAD(P)/NAD(P)H dentro de los cudles, segin los analisis termodinamicos de
Henry y cols. (2007) las reacciones metabélicas pueden ocurrir en el sentido en
que es posible el metabolismo. Los célculos muesiran que la relacion entre las
velocidades con NAD y NADP varia éon el valor de R, a diferencia de la relacién
entre las eficiencias cataliticas (kca'Km) que es un valor fijo. Al considerar
también el efecto de la inhibicién por e! producto, la influencia de la
concentracion del co-sustrato (las Km se pueden manejar como variables que
dependen de la concentracion del co-sustrato) y la féctibilidad termodinamica de
los valores de R, es un anélisis mas integral para evaluar la preferencia por el
cofactor que la simple division entre las éonstantes de especificidad para unoy
otro cofactor. Es posible también observar que para la EcG6PDH, la velocidad
varia grandemente dentro de los valores de R“® termodindmicamente
factibles, pero no acontece lo mismo para los valores de R"’. Esto es
consistente con el rol que se le ha atribuido a la EcCG6PDH en la defensa contra
el estrés oxidativo, un fenémeno en el cual las variaciones de la concentracion
de NADPH son parte de la sefial y de la respuesta del organismo (Krapp y cols.,
2011).

Los valores de actividad calculados con la ecuacion ad hoc pueden variar




mucho seglin los datos de concentracion de los cofactores. Cuando se utilizan
los datos de Brumaghim y cols. (2003) se obtienen 2575 pmoINADPH*gDW“h'
¥ versus 9.4 pmolNADH*gDW’*h". Por otra parte, si se utilizan los datos de
Bennett y cols. (2009) entonces la actividad con NAD seria 13.4 mayor que la
actividad con NADP. Los datos de concentraciones de los cofactores aportados
por Brumaghim y cols. (2003) caen fuera del rango metabdlicamente viable
segln el'anélisis termodinamico de Henry y cols. (2007). Los datos de Bennett y
cols. (2009) caen en el rango de lo metabdlicamente posible pero el flujo estaria
muy por debajo de lo que se ha observado y la EcGBPDH estaria produciendo
mas NADH que NADPH. Si se consideran todos los resultados que evidencian
que la EcGBPDH produce fundamentalmente NADPH y no NADH, mas los
datos de flujo a trévés‘.de esta enzima, todo indicaria que Bennett y cols. (2009)
sub-estimaron las concentraciones de NADP. Entonces, los estudios cinéticos
realizados en esta investigacién también muestran la importancia de la exactitud
de las determinaciones de la concentracién de estos cofactores para pode{r
hacer a partir de estos datos inferencias metab'élicés, sobre todo si se considera
el gran nimero de reacciones en las que ellos participan.

Estamos al tanto de que el flujo real por la EcG6PDH no esta controlado
solamente por la actividad de esta enzima. El flujo a través de una enzima que
forma parte de una via metabdlica es una propiedad sistémica en la cual todas
las enzimas de la via tienen algin grado de control (Kacser y Burns, 1973;
Héinrich y Rapoport, 1974). Ademas, para llegar a la expresion ad hoc se ha

considerado que la concentracién de la 5-6-fosfogluconolactona es
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despreciable, y esto implica que la reaccion catalizada por la EcGBPDH ocurre
irreversiblemente sélo en el sentido directo, lo cual no es estrictamente cierto.
No obstante, la correspondencia entre los valores de flujo calculados con la
ecuacion ad hoc y los aqui registrados es aceptable. Tampoco es la primera vez
en que se intenta predecir el flujo por la via de las pentosas a partir del
conocimiento de las propiedades cinéticas de las enzimas involucradas (Moritz

y cols., 2000).
I mGBPDHRERYE o5 una enzima con las propiedades deseadas

El proceso de revertir fa especificidad de una enzima deshidrogenasa no es
simple, necesita de conocimiento estructural detallado de la proteina que se
desea transformar y puede conllevar el reemplazo de mﬁ!tip}es aminoacidos
(Zhu y cols., 2005). Una alternativa utilizada en otros trabajos ha sido la
expresion heterologa, utilizando plasmidos, de deshidrogenasas homodlogas de
otras especies que naturalmente tienen la especificidad revertida (Martinez y
cols. 2008, Marx y cols. 1999). Sin embargo no se conoce ningtin homaélogo de
la EcGBPDH que prefiera claramente NAD sobre NADP. La estructura
tridimensional de la EcG6PDH aun no ha sido revelada, lo cual complica la
obtencion de mutantes de la propia enzima con la especificidad revertida y con
la capacidad catalitica apropiada para catalizar la reaccién en las condiciones
intracelulares.

Solamente existe dos proteinas homélogas cuyas estructuras tridimensionales
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estan descritas: la de la bacteria L. mesenteroides.y la de Homo sapiens.
Afortunadamente, la enzima proveniente de L. mesenteroides tiene
especificidad dual y existen estructuras cristalinas disponibles asociadas tanto
con NAD como con NADP. Se conocia que la mutante simple R46E de la
enzima de L. mesenteroides prefiere 22 veces NAD sobre NADP (Vought y
cols., 2000) y fue un candidato muy interesante, pero mediante simulaciones
hechas con técnicas de dinamica molecular se pudo postular que la doble
mutante (R46EQ47E) podia ser una enzima aun mas preferente por NAD.

Los estudios cinéticos aqui realizados mostraron que efectivamente
I mGBPDHRMEEXE prefiere 167 veces al NAD sobre el NADP y su eficiencia
catalitica con NADP es 3.75 veces mas baja que la de la simple mutante
LmG6PDH™E. Por lo tanto, para obtener una enzima capaz de oxidar a la
glucosa-6-fosfato transfiriendo los equivalentes de reduccion al NAD fue
necesario mutar dos residuos de una enzima proveniente de ofro organismo.
Proponemos aqui el término "heferomutalogo” para referirnos a un gen
proveniente de otra especie que ha sido a su vez mutado para alcanzar una
propiedad deseada. Este es el caso de la enzima LmGBPDHR#EME con
respecto a la nativa EcG6PDH. Con el auge de la Biologia Sintética y la
manipulacion de enzimas para lograr mejores propiedades no sera raro el uso

de proteinas heteromutélogas.
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Desde la ingenieria de enzimas al estudio del metabolismo

La aplicacion de técnicas de dindmica molecular permitid identificar qué

residuos era necesario modificar en la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de L.

mesenteroides para conseguir una enzima dependiente de NAD. Mediante

técnicas de Biologia Molecular fue posible medificar la secuencia de ADN

codificante para aminoacidos de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de L.

mesenteroides para introducir los cambios deseados y agregarle una cola de

residuos de hisitidina que permitié su purificacion a partir de extractos de células

de E. coli donde fue sobre-expresada esta enzima mutante. Gracias a la

implementacion del estudio de curvas de progreso fue posible caracterizar

cinéticamente a esta enzima ingenierizada y, utilizando una modificacién de la

técnica més popular de recombinacion homéloga en procariotas (Wanner yv’
Datsenko, 2000), fue posible reemplazar ia secuencia cromosomal codificante
para la EcG6PDH por la secuencia codificante para aminoacidos de su
homoéloga preferente por NAD. De esta manera se logré estudiar por primera
vez el efecto de un cambio de especificidad en una deshidrogenasa de la via de
las pentosas.

Dada la forma que se escogi6 para efectuar el reemplazo, la expresion de la
enzima mutante quedé bajo el control del promotor nativo. Esto es relevante
porque Wolf y cols. (1979) informaron que la actividad especifica de EcG6PDH
variaba‘segﬂn la velocidad de crecimiento. Existe un reporte de que durante la

fase exponencial del crecimiento aumenta la expresién de EcG6PDH (Rowley y
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cols., 1991). Existen evidencias, observadas a través de experimentos de
expresion génica, de que existen dos factores de transcripcion (MarA y SoxS)
que activan la expresién de EcGEPDH (Jair y cols., 1995; 1996). Estos dos
factores de transcripcion también se activan con el aumento de la concentracién
de superdxido (Jair y cols., 1995; 1996). Por lo tanto, el aumento de la
expresion de EcG6PDH puede considerarse un proceso coherente con las
necesidades fisiologicas de ambos estados (crecimiento exponencial y estrés
oxidativo) ya gue en ambos aumenta la demanda de NADPH.

La disminucién del NADPH podria activar la expresién de EcG6PDH mediada
por SoxS (Gaudu y cols., 2000). SoxS activa al menos a una docena de genes
(Demple, 1996). Por lo tanto, es probable que la sustitucion de la EcG6PDH por
una variante que produce NADH, puede alterar los niveles de expresi6n de la
enzima mutante y de otras proteinas, propagandose asi los efectos de la
modificacién a fravés de la célula. Sin embargo, al menos los niveles de
expresion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa no se vieron modificados
(Fig. 8). Futuros trabajos donde se observen los niveles de expresion de la
enzima mutante a lo largo de ia curva de crecimiento, o bajo situaciones de
estrés oxidativo podrian brindar informacion relevante acerca del papel de la
especificidad por NADP de la EcGBPDH en los procesos de adaptacion a
nuevas condiciones de crecimiento y como parte del sistema de defensa anti-

oxidante.
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Aplicaciones y limitaciones del FBA en este estudio

La modelacion con FBA mosiré que la sustitucion de la EcG8PDH por la
LmGEPDH™*=’F también debia mejorar Ia tasa de crecimiento de Apgi sin
necesidad de sobre-expresar la transhidrogenasa UdhA. Para que las
predicciones computacionales fueran acertadas fue necesario considerar la
existencia de un "limite cinético” al flujo a través de la via de las pentosas segln
la interpretacion de Canonaco y cols. (2001). Estos autores plantearon la
existencia de este limite al observar que aun sobre-expresando la
transhidrogenasa UdhA, la tasa de crecimiento de Apgi solo alcanzé los 0.27 b
!. La tasa de crecimiento de Apgi-NAD fue de 0.23 h, Io cual est4 bien cercano
a la prediccién y al valor de 0.27 h™' obtenido con la sobre-expresion de UdhA,
pero por bien debajo del valor de 0.64 h™' obtenido en coﬁdiciones similares
para la cepa silvestre. Por lo tanto, la tasa de crecimiento observada en Apgi-
NAD es consistente con la hipétesis del "limite cinético" propuesta por
Canonaco y cols. (2001). De acuerdo a nuestras estimaciones, en Apgi-NAD el
flujo por la via de las pentosas alcanzé los 3.0 mmol*gDW ™*h™",

Por otra parte, para la cepa silvestre el crecimiento (0.64 h™) fue menor que el
esperado (0.69 h™) segtn el calculo de FBA. Para el calculo tedrico se utilizé
como input solamente la tasa de consumo de glucosa y se escogié como
funcion objetivo la formacion de biomasa. Parte de la discrepancia entre la tasa
de crecimiento esperada y la observada se explica por la produccién de acetato.

Oftra fuente de discrepancia, probablemente relacionada con la anterior, es que
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el flujo por la rama oxidativa de la via de las pentosas fue inferior al que se
espera para un crecim‘iento 6ptimo.

Segtin la modelacion, para un crecimiento 6ptimo, la produccién de acetato
deberia ser cero, considerando un consumo de oxigeno de 17.8 mmol*gDW ™*h’
!, Probablemente la produccidn de acetato se debe a que existe un limite en la
cantidad de oxigeno disponible en el medio o la cantidad que E. coli puede
consumir. Si el oxigeno esta limitado, la capacidad de reoxidar NADH esta
disminuida, y por ello se desvia carbono que podria ser oxidado en el Ciclo de
Krebs (produciendo mas NADH) hacia la produccion de acetato.
Experimentalmente se han medido tasas de consumo de oxigeno de 11
mmol*gDW*h™ (Chen y cols., 2011), con las cuales se calcula que la secrecion
de acetato serfa de 6 mmol*gDW™h™ cuando Ia tasa de consumo de glucosa
es de 8 mmol*gDW'™h™". En nuestros experimentos no se midié la tasa de
consumo de oxigeno, por lo cual no estamos en condiciones de distinguir si la
produccion de acetato se debe a una insuficiente oxigenacién o si es que el
organismo continda produciendo acetato aun cuando el oxigeno e; suficiente.
Si el oxigeno es suficiente, {a distribucion de flujos experimentalmente
observada no se corresponderia con la de un crecimiento éptimo.

Si el oxigeno es insuficiente esto explicaria la generacion de acetato, y
explicaria por qué el flujo por la rama oxidativa de la via de las pentosas esta
por debajo del valor optimo para el crecimiento. Cuando no hay suficiente
oxigeno la forma de reoxidar el NADH mas optima para el crecimiento es

utilizando la transhidrogenasa pntAB la cual genera NADPH, ya que las ofras
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formas de reoxidar NADH dependen de la disponibilidad de oxigeno (respiracion
aerébica) o de la pérdida de carbono (fermentacion). Al generarse NADPH por
la pntAB bajaria el flujo por la rama oxidativa de Ia via de las pentosas.

Al estimar la distribucion de los flujos al movernos a lo largo de un gradiente de
disponibilidad de oxigeno, optimizando la formacién de biomasa, se observa
que la actividad de la rama oxidativa de la via de las pentosas comienza a partir
de los 5 mmol*gDW™h™ (Fig. 12). En ese punto la reoxidacién del NADH a
través del uso de la cadena de transporie de electrones respiratoria comienza a
contribuir mas a la funcidn objetivo (crecer) que reoxidar el NADH a través de la
transhidrogenasa pntAB, por ello.comienza el descenso de la actividad de dicha
transhidrogenasa. El uso de la rama oxidativa de la via de las pentosas implica
la pérdida de carbono por descarboxilacion, pero es una pérdida menor que la
que ocurre mediante la fermentacion acética. La fermentacién acética permite
generar ATP en condiciones anaerdbicas pero una vez que comienza a
aumentar el oxigeno, la produccién de ATP por respiracion aerébica resulta
mayor que lo obtenido por fermentacién, por eso la producci{)p _de acetato va
decreciendo, pero para hacerse cero se requieren altas tasas de consumo de
oxigeno (Fig. 12). Por lo tanto, el flujo por la rama oxidativa de la via de las
pentosas podria estar intimamente relacionado con la disponibilidad de oxigeno,
la actividad de la pnfAB y la produccién de acetato. Sin embargo,
experimentalmente se ha registrado flujo por la rama oxidativa de la via de las
pentosas aun en condiciones anaerdbicas (Chen y cols., 2011), lo cual indica

que el analisis basado en la optimizacién del crecimiento no es capaz de
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explicar completamente la magnitud del flujo por esta ruta metabélica, y que por
razones diferentes a la optimizacién del crecimiento puede haber flujo por la
rama oxidativa de la via de las pentosas. En este sentido es sugerente el
reporte de la variacién en los niveles de expresion de la EcG6PDH en las
diferentes fases de una curva de crecimiento (Wolf y cols., 1979; Rowley y cols.,
1991).

En vez del 48 % que se esperaba para un crecimiento ptimo, el porcentaje de
glucosa que fue catabolizada por la via de las pentosas fue solamente de 22 %.
Si calculamos el 22 % de los 8 mmol*gDW“h.'1 de glucosa que la cepa silvestre
consumid, vemos que el flujo por la via de las pentosas fue de
aproximadamente 1.8 mmol*gDW*h™. Este valor es muy similar al observado
por otros colegas en circunstancias experimentales similares (Sauer y cols.
(2004) 2.2 mmol*gDW™h™; Nicolds y cols. (2007) 1.6 mmol*gDW'*h™,
Martinez y cols. (2008) 2.1 mmol*gDW™*h™). Utilizando la ecuacién cinética ad
hoc para la EcG6PDH se puede ver que 1.8 mmol*gDW™h™ es un valor factible
dadas las concentraciones de NADP(H) que segln el analisis termodinamico de
Henry y cols. (2007) pueden existir en el citoplasma de E. coli (Fig. 6).

Dado que el flujo por la via de las pentosas es menor que el valor 6ptimo para el
crecimiento, la producciéon de NADPH a través de la transhidrogenasa pntAB
podria aportar hasta un 48 % de todo el NADPH producido (Tabla 11). Este rol
relevante para la pntAB es consistente con el resultado de Sauer y cols. (2004)
donde la mutante ApntAB presenté una tasa de crecimiento (0.45 h™") un tercio

menor que la de la cepa silvestre (0.67 h™). El uso de Ia transhidrogenasa
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pntAB para generar NADPH compite con la sintesis de ATP en la fosforilacién
oxidativa ya que ambos procesos consumen NADH y utilizan el gradiente de
protones de transmembrana. Cuando se utiliza la pntAB, la produccién de
acetato supliria parcialmente el déficit en la generacion de ATP por parte de la
ATP sintetasa de membrana. Por lo tanto, el uso de pntAB como una fuente
importante de NADPH, siendo que no es lo mas 6ptimo para el crecimiento,
explicaria también porque la tasa de crecimiento observada es menor que la

esperada, y la tasa de excrecion de acetato es mayor que la esperada.
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Fig. 12: Modelacion de la variacién de diferentes flujos segun la tasa de consumo de oxigeno.
En el grafico aparece la excrecion de acetato, el flujo por la rama oxidativa de la via de las
pentosas (oxPPP), el flujo por el ciclo de Krebs (TCA) y el flujo por Ia transhidrogenasa pntAB a

lo largo de un gradiente de oxigeno desde 0 a 12 mmol*gDW "*h ™"
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Relacionado con lo anterior y en concordancia con las observaciones

experimentales con la cepa Azwf de Sauer y cols. (2004), Zhao y cols. (2004) y

Nicolas y cols. (2007), la cepa inact-G6PDH (en la cual tampoco hay produccién
de NADPH en la rama oxidativa de la via de las pentosas) produjo mas acetato
y crecié menos que la cepa silvestre. .

Contrario a las predicciones del FBA, el reemplazo de la EcG6PDH por la
LmGBPDHMEME ng cerro ef flujo por la rama oxidativa de la via de las
pentosas, y un 10 % de la glucosa consumida en la cepa NAD-GSPDH fue
oxidada por esta ruta. Desde la perspectiva tedrica del FBA, si hay flujo a través
de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa productora de NADH, entonces hay que
producir NADPH a expensas del NADH a través de la transhidrogenasa pntAB,
lo cual afectaria a la generacion de ATP, pero igual tendriamos la pérdida de
CO; por la descarboxilacién catalizada por la 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa.
Por este motivo la modelacion predice que si se coloca una enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa productora de NADH en lugar de una productora de
NADPH no habria flujo por la rama oxidativa de la via de las pentosas, y la
produccion de NADPH se compensara con la actividad pntAB sin périda de
CO.. Sin embargo, si estan presentes las condiciones termodinamicas y
cineticas para que una reaccién metab6lica ocurra (como es el caso de la
oxidacién de la glucosa-6-fosfato con NAD catalizada por la LmGEPDHR4EMTE)
esta reaccion ocurrird aunque no sea lo mas éptimo para el crecimiento. Una

pregunta abierta es qué sucederd con esa reaccién no 6ptima para el
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crecimiento si la cepa NAD-GEPDH es sometida a un proceso de evolucién
dirigida donde se van seleccionando las bacterias que crecen més rapido.

El estudio computacional sistematico del costo reducido sobre la formacién de
biomasa del flujo por la glucosa-6-fosfato deshidrogensa, sea especifica para
NAD o para NADP, mostré que las consecuencias del flujo por esta enzima
varian coﬁ la tasa de consumo de glucosa y el porcentaje de particién de la
glucosa-6-fosfato entre la glicolisis y la via de las pentosas (Figs. 10 y 11). En
ambos casos se identificaron valores de consumo de glucosa y porcentajes de
flujo por la via de las pentosas para los cuales el impacto del flujo por la via de
las pentosas sobre la formacién de biomasa es mas positivo (si hay una enzima
especifica por NADP) o menos negativo (si hay una enzima especifica por
NAD). Los valores de consumo de glucosa y particién del flujo que
experimentalmente fueron observados en las respectivas cepas caen en dichos
rangos.

Por lo tanto, ademas del caso de la mutante Apgi ya estudiado por otros
colegas, en este trabajo se han detectado ofras dos cepas mutantes (Apgi-NAD
y NAD-G6PDH) en las cuales la tasa de consumo de glucosa observada estuvo
muy por debajo de lo esperado si consumieran glucosa al ritmo necesario para
maximizar el crecimiento. En el caso de la carencia del gen pgi, tanto la sobre-
expresion de la UdhA como la sustitucion de la glucosa-B-fosfato
deshidrogenasa preferente por NADP por una preferente por NAD han logrado
recuperar parcialmente la tasa de crecimiento pero alcanzando valores lejanos

a los de la cepa silvestre. Si en las cepas carentes de pgi existe un "limite
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cingtico" a la cantidad de glucosa que puede ser catabolizada por la via de las
pentosas es probable que ocurra un aumento de la concentracion de glucosa-6-
fosfato. Se ha descrito que el aumento de glucosa-6-fosfato gatilia la sintesis de
una pequefia molécula de ARN de 227 pb denominada SgrS, la cual regula
negativamente la traduccién y estabilidad del ARN mensajero codificante para el
polipéptido pfsG, que es un componente indispensable para el funcionamiento
del principal sistema transportador de glucosa de E. cofi (Wadler y Vanderpool,
2007). Por lo tanto, es posible que la limitacién en la capacidad de catabolizar la
glucosa por la via de las pentosas desencadene un mecanismo por el cual
disminuye el ingreso de glucosa a la célula.

En el caso de la mutante NAD-G6PDH, el analisis computacional realizado
muestra que la tasa de consumo de glucosa observada minimizaria los efectos
negativos sobre el crecimiento del aumento del flujo por una glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa productora de NADH pero el mecanismo por el cual es inhibida
la entrada de glucosa alin no esta claro para nosotros. Podria involucrar
también al ARN SgrS.

En cualquier caso /as tasas de consumo de glucosa, Ia broduccién de acetato y
los flujos metabdlicos observados desaffan Ia idea de que Ia distribucién de los
flujos es tal que se maximiza la formacién de biomasa. Se hace evidente que
los principios que regulan la particién del flujo en el nodo de la glucosa-6-fosfato
tienen relacion con la especificidad por cofactor de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que esté presente. En este sentido es importante destacar que

actualmente es una discusién activa cudl funcién objetivo y cudles restricciones
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es necesario considerar para predecir con aceptable aproximacion cudles seran
los flujos internos en E. coli (Schuetz y cols., 2007, Feist y Palsson,
2010,Schuetz y cols., 2012).

Por ultimo no se puede soslayar el hecho de que, por razones de simplicidad
experimental y conceptual, se suele estudiar el metabolismo de E. coli en
condiciones bien diferentes de las que hay en su medio natural (fracto intestinal
de los mamiferos). Esto limita las interpretaciones evolutivas que se puedan
formular a partir de los resultados.

Se necesita mas trabajo, principalmente experimental, para observar aspectos
de Ia regulacion de la expresion y la sefalizacion e integrarlos a las
observaciones de los flujos metabdlicos, ya que evidentemente el principio de
optimizacidén del crecimiento no es suficiente para explicar las observaciones
realizadas. Si queda claro que la especificidad por el cofactor de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa es un elemento clave para entender la tasa de consumo

y la distribucién de la glucosa.
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CONCLUSIONES

» La actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Escherichia coli
es mucho mas sensible a las variaciones dentro del rango fisiolégico del
NADP(H) que del NAD(H).

» La alta especificidad por NADP de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
de Escherichia coli puede ser evaluada con un enfoque dinamico mas
completo que el célculo de la razén entre las constantes de especificidad
con NAD y NADP,

» la alta especificidad por NADP de Ia glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
de Escherichia coli es una caracteristica importante para Ia regulacién del
ingreso y la distribucién de la glucosa entre las diferentes rutas

metabédlicas que la procesan.
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Anexo 1: Listado de plasmidos utilizados en esta investigacion y sus

caracteristicas principales

Nombre Procedencia y Referencia

pETGEPDH* PETGEPDH donado por Dra. A. Krapp,
Universidad Nacional de Rosario,
Argentina. Giré y cols., 2006

PTEV-LmGEPDH pPTEV {Rocco y cols., 2008) y pET25z-
LmG6PDH donado por Dr. M. Cosgrove,
Universidad de Siracusa, E.EU.U. Ei
plismido pET25a-LmGEPDH no ha sido
citado en ninguna publicacidn pero la
fidelidad de su secuencia fue confirmada
por secuenciacidn.

PET253-LmGEPDHM ™ PET252-LmGGPDH

PTEV-LmGEPDHM PTEV-LmGEPDH
pET25a- pET25a-LmGePDH
LmGE PDHM&EQI?ED!SG

PET-LmGEPDH™“*™FKF  pBET25a-LmGEPDH y pKD13 (Wanner y
Datsenko, 2000)

PET-LmGEPDH MMM yETa5a ) mGEPDH y pKD13 (Wanner y
FKF Batsenko, 2000)

Caracteristicas y marcador

Contiene la secuencia codificante para los
aminodcidos de la EcGGPDH fusionada 3 una
secuencia de corte con trombina y una cola de
poll-histidinz, La expresion estd bajo control de un
promotor recanocible por la T7pol. Kan®,

Contiene la secuencia codificante para los
aminodcidos de la LmG6PDH fusionada a una
secuencia de corte para la proteasa TEV y una cola
de poli-histidina. Kan®.

Contiene la secuencia codificante para fos
aminodcidos de la LmGEPDH pero los codones
carrespondientes a los residuos 46 y 47 aestdn
modificados para que codifiquen para #cido
glutémico. Amp®,

Contiene la secuencia codificante para los
aminodcidos de la LmGEPDH pero los codones
correspondientes a los residuos 46 y 47 estdn
modificados para que codifiguen para icido
glutdmico, ademds est fusionada a una secuencla
de corte para la proteasa TEV y una cola de ploli-
histidina. Kan".

Contiene la secuencia’ codificante para los
aminodcidos de ia LmG6PDH pero los codones
correspondientes a los residuos 46 y 47 estdn
modificados para que codifiquen para &cido
glutdmico y en el residuo 16 aparece una glicina.
Ampt.

Contiene la secuenciz codificante para Ia
LmGSPDH™* ™" acoplada al cassette FRT-Kan'-
FRT. Amp® Kan",

Contiene la secuencia codificante para Ia
LmGEPDH " ™% geoniada al cassette FRI-
Kan"-FRT. Amp® Kan®.




