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I. RESUMEN

La betaina aldehido deshidrogenasa de Pseudomonas aeuruginosa (PaABADH E.C. 1.2.1.8) cataliza la
oxidacion irreversible de betaina aldehido a glicina betaina con la concomitante reduccion de NAD(P)™.
En su estado nativo y activo, las enzimas de proteobacterias, hongos y animales son tetraméricas (en
realidad, dimero de dimeros), mientras que las de plantas, firmicutes y actinobacterias son diméricas.
Las implicaciones que estas diferencias en el estado de oligomerizacién tengan en la funcién y/o
estabilidad de las BADHs todavia no se conocen. En un estudio filogenético de las BADHs se encontrd
que el residuo equivalente a G125 en la PABADH constituye una sinapomorfia de las BADHs
tetrdmericas. Dado que este residuo estd situado en el drea de contacto entre los dimeros y que las
BADHs diméricas poseen en esta posicion otros aminoédcidos con cadenas laterales mas voluminosas,
se pensé que esta glicina pudiera estar relacionada con las diferencias en el estado de oligomerizacién
de las BADHs.

En este trabajo se reporta la obtencion de la mutante PaBADH G125K, como proteina
recombinante en células de Escherichia coli, su purificacion, su caracterizacion funcional y estructural,
asi como el andlisis de su estabilidad frente a la urea y a la temperatura como agentes desnaturalizantes.
La enzima mutante no posee actividad y une muy pobremente al NAD(P)". Ademads, esta unidén
presenta cooperatividad positiva con un ny de 1.6 + 0.3, a diferencia de la enzima silvestre que tiene ny
de 1. Puesto que esta enzima mutante no presenta actividad BADH aun cuando si es capaz de unir a los
nucledtidos, la union de éstos parece no llevarse a cabo de forma adecuada para permitir que ocurra la
transferencia del hidruro desde el sustrato a la coenzima. A pesar de que la glicina en la posicion 125 es
una sinapomorfia en todas las BADHs tetraméricas, la mutacién de este residuo por uno mas
voluminoso como la lisina no impide la tetramerizacion, ni afecta de manera considerable la estructura
de la enzima a nivel terciario y secundario. Sin embargo, la mutante G125K mostr6 una menor
estabilidad ante la desnaturalizacién con urea, que tanto en la mutante como en la enzima silvestre
parece ser un proceso de dos estados. Ademds, en la mutante el equilibrio de desnaturalizacién se
alcanza préacticamente al agregar la urea, por lo que este proceso esta cinéticamente mds favorecido que
en el caso de la enzima silvestre. La mutante también es menos estable frente a altas temperaturas. En
la desnaturalizacion con temperatura, las dos enzimas presentaron dos transiciones, la segunda de las
cuales probablemente corresponde a la precipitacion de la enzima debido a la formacién de agregados

insolubles, los que claramente se observan al término del calentamiento. Los resultados obtenidos nos



permiten concluir que la mutacién de este residuo involucrado en las interacciones de las intercaras
dimero-dimero, que estd situado lejos del sitio activo o del sitio de unién a los nucleétidos, afecta

seriamente la estructura del sitio activo.



IT ANTECEDENTES

I1.1 Las aldehido deshidrogenasas
I1.1.1 Reaccion catalizada y funciones fisiolégicas

Los aldehidos son moléculas electrofilicas altamente reactivas que reaccionan facilmente con tioles y
grupos amino. Son intermediarios en una gran cantidad de rutas bioquimicas metabdlicas
fundamentales ya que se generan durante el metabolismo de carbohidratos, aminodcidos, lipidos,
vitaminas y esteroides (Vasiliou y Nebert, 2005). También se generan en las perturbaciones del
metabolismo que se producen a consecuencia de estreses ambientales como salinidad, deshidratacion,
frio o calor (Bartels, 2001). Los efectos que los aldehidos producen en el organismo son muy variados,
pudiendo ser fisioldgicos, terapéuticos, citotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos (Vasiliou y Nebert,

2005).

Un paso clave en la degradacién de los aldehidos es su oxidacién a 4cidos carboxilicos, una
reaccion catalizada por las enzimas aldehido deshidrogenasas (ALDHs, EC 1.2.1). Estas enzimas

utilizan al NAD" o NADP* como cofactor (Fig. 1).

Figura 1. Reaccién general catalizada por las aldehido deshidrogenasas.

Las ALDHs pueden utilizar una gran variedad de sustratos, tales como aldehidos alifaticos
(lineales y ramificados) o aromdticos, o bien aldehidos funcionarizados en la posicion « al carbonilo
como el malondialdehido. Pueden usar NAD* o NADP* como coenzimas, pero la mayor parte de las
caracterizadas hasta el momento prefieren usar NAD* (Yoshida et al., 1998).

Las ALDHs estan presentes en todos los organismos a lo largo de toda la escala filogenética, lo
que muestra su gran relevancia fisiolégica. En un principio se pensé que la tnica funcién de estas
enzimas era de desintoxicacion, al oxidar a aldehidos téxicos de origen endégeno o exdgeno al dcido

correspondiente no téxico. Sin embargo, se sabe hoy en dia que participan en otras funciones, como,



por ejemplo, en la respuesta a un estrés osmotico, que es el caso de las BADHs. Algunas ALDHs sin

actividad enzimdtica juegan un importante papel de proteccion en la cérnea y el cristalino (Vasiliou y

Nebert, 2005).

I1.1.2 Mecanismo de reaccion de las ALDHs

El mecanismo quimico propuesto para la reaccion catalizada por las ALDHs hidroliticas consiste en

una catdlisis covalente y dcido-bdasica que consta de los siguientes pasos (Fig. 2):

1) Acilacion: El tiolato de la cisteina catalitica realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono
del carbonilo para formar un intermediario hemitioacetal tetraédrico (1). El oxianién formado en este
paso es estabilizado mediante dos puentes de hidrégeno que recibe de la asparragina catalitica y del NH
de la cadena principal de la cisteina catalitica.

2) Transferencia del hidruro: Cuando el par de electrones del hemitioacetal desprotonado
regresa al carbono aldehidico se regenera la hibridacién sp® y se propicia la transferencia del hidruro
del aldehido al nucleétido (NAD* o NADPY) para formar el intermediario tidester y el nucleétido
reducido.

3) Desacilacion: La hidrdlisis del tidester por un i6n hidroxilo, resultante de la activacién de
una molécula de agua por el glutimico catalitico, libera el grupo tiol y el producto dcido de la reaccion.

4) Liberacion de los productos: Por ultimo, se liberan los productos en forma ordenada, primero

el cido y después el nucledtido reducido, regenerandose la enzima libre.

OM s% N\T +
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<
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Figura 2. Esquema del mecanismo quimico propuesto para la reaccién catalizada por las ALDHs.

I1.1.3 Clasificacion de las ALDHs

Con el paso de los anos han sido clasificadas de distintas maneras, ya sea por la naturaleza de la
molécula que genera el nucleéfilo (A) que ataca al intermediario tioéster de la reacciéon que catalizan
(Fig. 2), o por su localizacion subcelular, en el caso de las enzimas de mamiferos (Jakoby, 1963;
Lindhal y Hempel, 1991). Atendiendo al primer criterio, la enzima se clasifica como de clase I si A™ es
un i6n hidroxilo, de clase II si A" es un fosfato, arsenato o tiolato y de clase III cuando la ruptura del
enlace tioéster resulta de la combinacion de las dos clases anteriores (Jakoby, 1963). Basdndose en su
localizacion celular, las ALDHs citosdlicas de animales se clasifican como de clase I, las
mitocondriales de clase II, y las microsomales de clase III (Lindhal y Hempel, 1991). Todas estas son
de clase I de acuerdo al primer criterio. Hoy en dia se sabe que forman parte de la superfamilia de las
ALDHs sélo aquellas enzimas que en su mecanismo quimico tienen un paso de hidrdlisis del tioéster, o

de tiolisis que resulta en la transferencia del hidruro a la coenzima A (Vasiliou et al., 1999).

Las ALDHs se han clasificado por la Enzyme Comission (E.C.) en base a su especificidad por
el sustrato aldehido, lo que indica su papel fisiol6gico. Sin embargo esta clasificacién en ocasiones no
es precisa, porque a una misma enzima se le han asignado diferentes nimeros E.C. dependiendo del
sustrato con el que se haya medido su actividad. Tal es el caso de las BADHs de animales que pueden
usar como sustratos, ademds de la betaina aldehido, a diferentes aminoaldehidos y por ello se las han
clasificado como la isoenzima E3 aldehido deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.5), la 4-N-trimetil
aminobutialdehido deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.47) y la aminobutiraldehido deshidrogenasa
(E.C.1.2.1.19) (Julidn-Sénchez et al., 2007). El gran nimero de ALDHs cuya secuencia de aminodcidos
ya se conoce, junto con las herramientas que hoy existen de comparacién y anélisis de secuencias, han
permitido clasificarlas de acuerdo a sus relaciones filogenéticas en mds de 20 familias que en conjunto

forman la superfamilia de las ALDHs (Sophos y Vasiliou, 2003).

I1.1.4 Estructura de las ALDHs

En 1949 se publicé por primera vez la actividad y purificacion de una ALDH a partir del higado de
bovino (Racker, 1949). En 1967 se logré la purificacion a homogeneidad de una ALDH de

Sacharomyces cerevisae (Steinman y Jakoby, 1967), pero no fue sino hasta 1984 que se concluyo la



primera secuenciacion de una ALDH clase 1; la de higado de humano (Hempel et al., 1984). En 1997
se publicaron las primeras estructuras tridimensionales de ALDHs: la de la enzima tetramérica de clase
2 (ALDH2) bovina (Steinmetz et al., 1997) y la de la enzima dimérica de clase 3 (ALDH3) de rata (Liu
et al., 1997). Hasta la fecha se han determinado 23 estructuras tridimensionales de diferentes ALDHs.
En todas éstas se encontré un plegamiento similar, sin importar su estado de oligomerizacion (Fig. 3).
Poseen tres dominios en cada subunidad: un dominio de unién a la coenzima en la regiéon N-terminal,
un dominio catalitico y un dominio de oligomerizacion, mediante el cual se forma la unidad dimérica.
Este ultimo dominio es una extension del dominio de unién a la coenzima y de ahi la importancia del
NAD(P)" en el mantenimiento de la estructura cuaternaria encontrada por Velasco-Garcia et al. (1999).

Los dos primeros dominios presentan un plegamiento tipo Rossman (Rossman et al., 1974).

Figura 3. Estructura tridimensional de la betaina aldehido deshidrogenasa (PaBADH, cédigo PDB
2wme) como ejemplo de una ALDH (A) Mondémero coloreado segin sus dominios: en rojo, el dominio
de unién a la coenzima; en azul, el dominio catalitico y en magenta, el dominio de oligomerizacion. (B)
Tetramero de la PABADH; en rojo se muestra la subunidad A, en azul la subunidad B, en magenta la
subunidad C y en amarillo se muestra la subunidad D.

Hasta la fecha no se conocen bien las razones por las cuales unas ALDHs son diméricas y otras
tetraméricas. Rodriguez-Zavala y Weiner (2002) analizaron las posibles causas de la diferencia en el
estado de oligomerizacién de la ALDHI (tetramérica) y el de la ALDH3 (dimérica). La ALDH3 posee
una extension en la region carboxilo terminal de 17 residuos que se propuso como la responsable de

impedir la tetramerizacion (Fig. 4). Sin embargo, con las mutantes de la ALDHI1 con esta region



adicionada y las mutantes de la ALDH3 con la regién eliminada, no se obtuvieron cambios en el estado
de oligomerizacion de las enzimas. Por otra parte en un alineamiento multiple de secuencias de ALDHs
se encontré que la superficie hidrofébica de la intercara de las enzimas tetraméricas es mayor de la que
existe en las enzimas diméricas, por lo que se sugirié que es ésta la fuerza mas importante que mantiene

a la estructura cuaternaria (Rodriguez-Zavala y Weiner, 2002).

ALDH3 ' ALDHI1

Figura 4. (A) Dimero de la ALDH3 (c6digo PDB 1ag8). (B) Dimero de la ALDHI1 (c6digo PDB
lad3). Representacion en listones, mostrando en rojo y azul las dos subunidades del dimero y en
amarillo la regién carboxilo terminal. En el caso de la ALDHI1 la regién carboxilo terminal forma parte
de la intercara dimero-dimero, mientras que en la ALDH3 esta region, que se extiende 17 residuos a
partir del extremo de la ALDHI, esta expuesta al solvente.

I1.2 Betaina aldehido deshidrogenasas

La enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH, betaina aldehido NAD(P)" oxidorreductasa, E.C.
1.2.1.8) pertenece a la superfamilia de las aldehido deshidrogenasas y cataliza la oxidacién irreversible
de la betaina aldehido con la simultdnea reduccién del NAD(P)* (Rothschild y Guzman-Barron, 1954)

de acuerdo a la siguiente reaccién (Fig. 5):

Figura 5. Reaccion catalizada por la BADH.



Se han podido purificado BADHs de distintos organismos, ya sea eucarioticos o procaridticos,
como la de P. aeruginosa (Nawasawa et al., 1976; Velasco-Garcia et al., 1999), de E. coli (Falkenberg y
Strom, 1990), de Xanthomonas translucens (Mori et al., 1992), de Bacillus subtillis (Boch et al., 1997),
de Arthrobacter globiformis (Mori et al., 2002), del hongo Cylindrocarpon didymum (Mori et al.,
1980), de la hoja de espinaca (Arakawa et al., 1987; Weretilnyk y Hanson, 1989), de hoja de amaranto
(Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994), de plantulas de avena (Livingstone et al., 2003), del corazon
de cangrejo (Dragolovich y Pierce, 1994), del rifion de cerdo (Guzman-Partida y Valenzuela-Soto,
1998), del higado de rata (Pietruszko y Chern, 2001), del higado de bacalao (Hjelmqvist et al., 2003) y
del higado de humano (Chern y Pietruszko, 1995).

La BADH de algunos organismos se ha logrado expresar como proteina recombinante en células
de E. coli transformadas con un vector de expresion conteniendo el gen correspondiente.
Concretamente se han obtenido de esta forma las enzimas de B. subtilis (Boch et al., 1997), la de
espinaca (Incharoensakdi et al., 2000), de Avicennia marina (Hibino et al., 2001), de P. aeruginosa
(Velasco-Garcia et al., 2006a), de Zoysia tenuifolia (Oishi y Ebina, 2005) y de cebada (Fujiwara et al.,
2008).

Las BADHSs tienen localizaciones sub-celulares, especificidades a sustratos, funciones
fisioldgicas, propiedades estructurales y propiedades cinéticas diferentes. Existen revisiones recientes
sobre esta enzima (Mufioz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008; Fitzgerald et al., 2009; Muinoz-Clares et al.,
2009) que tratan diferentes aspectos. A continuacién se describen aquellos més relevantes para este

trabajo.

I1.2.1 Localizacion intracelular

En animales la actividad BADH se encuentra principalmente en el citosol (Rothschild y Guzman-
Barron, 1954; Ambroziak y Pietruszko, 1991) y en menor proporcién en la mitocondria, (Pietruszko y
Chern, 2001), mientras que en plantas esta actividad se localiza en el estroma del cloroplasto o en
peroxisomas, con una pequefia cantidad de actividad en el citosol (Weigel et al., 1986; Nakamura et al.,
1997; Nakamura et al., 2001; Shirasawa et al., 2006). Hasta el momento todas las BADHs purificadas

son solubles y no se ha encontrado ninguna proteina asociada a membranas.

I1.2.2 Relaciones filogenéticas



Proteinas con actividad de BADH y secuencias ortélogas se han encontrado ampliamente distribuidas,

pero hasta la fecha no se ha encontrado secuencias BADH ni en cianobacterias ni en arqueas.

En un reciente estudio en el que se hizo un alineamiento de todas las secuencias depositadas en
los bancos de datos hasta esa fecha, se encontré que las BADHs se agrupan en tres familias: ALDH9
formada por proteinas de proteobacterias, hongos y animales; ALDHI10 formada por proteinas de
plantas y algunas de hongos y bacterias, y una tercera familia (nombrada como ALDH?25) que estd
formada por proteinas de firmicutes y actinobacterias. Los miembros de cada una de estas familias
poseen el mismo estado de oligomerizacion: aquellas BADHs de la familia ALDH9 son tetraméricas,
mientras que las de la familia ALDH10 y ALDH?22 son diméricas (Julidn-Sénchez et al., 2007). En las
secuencias codificantes para BADHs, se ha encontrado que los residuos de los aminodcidos implicados
en la actividad catalitica, la unién de la coenzima y la region de unién al sustrato estdn altamente

conservados en las especies examinadas.

I1.2.3 Especificidad y funcién biolégica

Ademads de betaina aldehido, algunas BADHs pueden usar otros aldehidos como sustrato. Tal es el caso
del 3-dimetil-sulfonio-propionaldehido (Vojtechova et al., 1997), el y-amino-butiraldehido (Kuris et al.,
1989), el 4-N-trimetil-amino-butiraldehido (Chern y Pietruszko, 1995) y el 3-amino-propionaldehido
(Vojtechova et al., 1997; Trosat et al., 1997). En lo que respecta a la coenzima, se ha encontrado que la
gran mayoria de las BADHs estudiadas muestra preferencia por el NAD*, con la excepcién de las
enzimas de P. aeruginosa (Nagasawa et al., 1976; Velasco-Garcia et al., 2000), X. translucens (Mori et

al., 1992) y A. globiformis (Mori et al., 2002) que pueden usar NAD" o NADP" casi indistintamente.

El hecho de que las BADHs pueden usar una amplia variedad de sustratos sugiere que estidn
involucradas en distintas funciones biol6gicas. En animales, la BADH participa en la sintesis de glicina
betaina, que sirve como osmoprotector de células de rifién (Grunewald y Eckstein, 1995) asi como de
donador de metilos en la biosintesis de metionina (Muntz, 1950). Ademds participa en el catabolismo
de poliaminas (Ambroziak y Pietruszko, 1991), en la produccién del acido y-amino-butirico en las
glandulas suprarrenales (Chern y Pietruszko, 1995) y en la sintesis de carnitina (Vaz et al., 2000).

En plantas, las BADHs de cloroplasto estin involucradas en la sintesis de glicina betaina
(Rhodes y Hanson, 1993) y de dimetilsulfonio-propionato (Vojtechova et al., 1997; Trossat et al., 1997),

que son eficientes osmoprotectores. Por ello, estas enzimas se involucran en la respuesta al estrés



osmoético provocado por sequia, suelos hipersalinos o frio. Las BADHs peroxisomales pudieran
participar en el catabolismo de poliaminas.

En bacterias, las BADHs estdn implicadas en la sintesis de glicina betaina, como parte de la
respuesta de estos organismos al estrés osmotico (Falkenberg y Strom, 1990; Boch et al., 1997), o como
parte del catabolismo de colina (Nagasawa et al., 1976; Smith et al., 1988; Meskys et al., 2001;
Velasco-Garcia et al., 2006; Wargo et al., 2008) en aquellas bacterias capaces de crecer en colina como
su unica fuente de carbono, nitrégeno y energia. Es interesante que estas bacterias poseen una BADH
anfibdlica, es decir, que usa indistintamente NAD* o NADP* y asi provee de equivalentes de reduccién
tanto para obtencién de energia (NADH) como para biosintesis (NADPH). En otros microorganismos
estan involucradas en el metabolismo de aminoaldehidos (Julidn-Sanchez et al., 2007).

Por lo anteriormente expuesto, queda claro que la funcién fisiolégica que juegan las BADHs
depende del organismo y/o el tejido en que se encuentren, de su localizacion intracelular y de su
especificidad tanto por el aldehido como por la coenzima. Para conocer inequivocamente el papel
fisiolégico de las BADHs de microorganismos se ha estudiado el contexto genémico de los genes de
BADH (Julian-Sanchez et al., 2007). Pero serd necesario hacer caracterizaciones fenotipicas con los
apropiados organismos knock-out, y en el caso de aquellas que sean inducibles conocer los compuestos

o condiciones que inducen su expresion, para comprender mejor su funcion fisiolégica.

I1.2.4 Estructura tridimensional

Todas las BADHs caracterizadas hasta la fecha son tetraméricas o diméricas. S6lo se conoce la
estructura tridimensional de tres BADHs tetraméricas; la de higado de bacalao, tanto en su forma apo
como en complejo con NAD* (Johansson et al., 1998, cédigos PDB la4s y 1bpw, respectivamente), la
de P. aeruginosa en complejo con NADP* (Gonzdlez-Segura et al., 2009, cédigo PDB 2wme) y con
NADPH (Diaz-Sénchez et al., sometido; c6digo PDB 2wox) y la de Staphyloccocus aureus en su forma
apo y en complejo con NAD* (cédigos PDB 3ed6 y 3fg0 respectivamente). Cada subunidad posee el
mismo plegamiento que el resto de las ALDHs de estructura tridimensional conocida, y el arreglo de

estructura cuaternaria es asimismo similar al conocido en otras ALDHs tetraméricas.

I1.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa, ubicua, aerobia constitutiva y anaerobia



facultativa, que es capaz de crecer en una gran variedad de ambientes y condiciones: suelos, pantanos,
ambientes marinos y, como patégena, en diversos tejidos de plantas y animales (Hardalo y Edberg,
1997). Su movilidad en medio liquido se debe a un unico flagelo polar (Macnab, 1996). Es un patégeno
oportunista de humanos que ataca a sujetos inmunocomprometidos, como enfermos de Sida o de cancer
que estdn siendo tratados por quimioterapia (Bergen y Shelhamer, 1996) y que presenta resistencia a la
accion de la mayoria de los antibidticos de uso comun y a desinfectantes. Es la principal causa de
muerte en enfermos con fibrosis quistica (Pier, 1985; George, 1987; Govan y Deretic, 1996), causa
neumonia en pacientes que han recibido respiracion artificial y puede causar bacteriemia en sujetos con

quemaduras graves (Madigan et al., 1997).

En el afio 2000 se complet la secuenciacidon del genoma de la cepa PAOI1 Esta cepa fue
aislada de la herida de un paciente (Holloway, 1955) y es la generalmente usada en investigacion. El
tamafio del genoma es de 6.3 millones de pares de bases, arreglados en un dnico cromosoma circular.
Contiene més familias de genes que el genoma de E. coli, ambos genomas presentan un arreglo
transcripcional en operones parecido. El 32 % de los genes de la secuencia genémica de P. aeruginosa
no tienen homologia con las secuencias depositadas en los bancos de datos, por lo que
presumiblemente se trata de genes que codifican para proteinas de funcidon novedosa. También es de
destacar que muchos de los genes de P. aeruginosa codifican para transportadores, lo que puede estar
relacionado con su alta resistencia a antibidticos (Stover et al., 2000).

P. aeruginosa es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos orgdnicos como
sustrato para crecer, lo que le permite colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros
organismos pueden asimilar (Hardalo y Edberg, 1997). Utiliza preferentemente algunos intermediarios
del ciclo de Krebs (por ejemplo el succinato) pero también metaboliza glucosa, aunque, a diferencia de
otros organismos como E. coli, no la descompone por la via Embden-Meyerhof sino a través de la ruta

de Entner-Doudoroff (Lessie y Phibbs, 1984).

I1.3.1 Catabolismo de colina en P. aeruginosa

En los sitios de infeccién de P. aeruginosa se encuentra abundantemente la colina y sus
precursores (Pesin y Candia, 1982; Wright y Clements, 1987), sustancias que la bacteria es capaz de

metabolizar como tnica fuente de carbono nitrégeno y energia oxiddndolas hasta piruvato en una ruta



catabdlica cuyo segundo paso estd catalizado por la betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) y que por

tanto tiene a glicina betaina como intermediario (Fig. 6).
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Figura 6. Catabolismo de colina y sus precursores en P. aeruginosa. BADH, betaina aldehido
deshidrogenasa.

Cuando P. aeruginosa crece en presencia de colina se induce un transportador de ésta que es
reprimido por succinato (Salvano et al., 1989). Posee otro sistema transportador de colina que es
constitutivo y no se reprime por succinato. Este ultimo es probablemente el responsable de la toma
inicial de colina cuando la bacteria se pone en presencia de colina (Lucchesi ef al., 1998).

En el genoma de P. aeruginosa, los genes que codifican para la colina deshidrogenasa, la BADH
y el regulador transcripcional Betl forman un operén betIBA similar al operén betIBA descrito en E.
coli (Lamark et al., 1991). El gen del transportador inducible de colina (betTI) estd cercano a este
operon con una orientacion divergente, al igual que su andlogo en E. coli. Se piensa que en la region
intergénica entre betT1 y betIBA se encuentran dos promotores divergentes, uno para betIBA y otro para
betT1 (Velasco-Garcia et al., 2006a). A diferencia de lo que ocurre en E. coli, en el que la glicina
betaina se usa s6lo como un osmoprotector y no es metabolizada, en P. aeruginosa la expresion de la
BADH no se induce cuando la bacteria crece en un medio con altas concentraciones de sal, s6lo se

induce por colina (Velasco-Garcia et al., 2006a).

I1.3.2 Catabolismo de glicina betaina en P. aeruginosa

Actualmente se conoce el conjunto completo de genes involucrados en el catabolismo de glicina betaina



en P. aeruginosa. En 2006, Diab y colaboradores mostraron mediante un andlisis proteémico que
cuando P. aeruginosa crece en glicina betaina como tunica fuente de carbono, ésta induce la sintesis de
la mayoria de las proteinas involucradas en su degradacién. Pero si la bacteria crece en un medio
hiperosmético, la degradacién de glicina betaina se reprime, sirviendo ésta como osmoprotector
(Lucchesi et al., 1995). También encontraron que la glicina betaina funciona como fuente de carbono y
osmoprotector si la bacteria crece en un medio con glucosa. Sin embargo, si la bacteria crece en un
medio con succinato, la glicina betaina actia sélo como osmoprotector ya que el succinato reprime la

sintesis de enzimas involucradas en el catabolismo de glicina betaina (Diab et al., 2006).
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Figura 7. Rutas de sintesis y de degradacion de glicina betaina en P. aeruginosa. Genes: betA, colina
deshidrogenasa; betB, BADH; betl represor transcripcional del locus betABI, gbcA y gbcB, glicina
betaina demetilasa; dgcAB, dimetilglicina demetilasa; soxBDAG, complejo sarcosina oxidasa; glyA,
serina hidroximeltiltransferasa; sda y sdaB, serina deshidratasa. Los signos de interrogacién representan
pasos que no han sido completamente demostrados en P. aeruginosa. Tomado de Wargo et al. (2008) y
Diab et al. (2006).

I1.3.3 Respuesta al estrés osmotico en P. aeruginosa



Una peculiaridad de P. aeruginosa es su capacidad de crecer en ambientes salinos porque es capaz de
almacenar osmolitos producidos intracelularmente o captados del medio externo cuando estd sometida
a estrés osmotico. P. aeruginosa sintetiza y acumula N-acetilglutaminilglutamina amida (NAGGN),
trehalosa y 4cido glutdmico en ausencia de fuentes exdgenas de osmoprotectores. No obstante, si en el
medio extracelular estin presentes osmolitos, o colina y sus precursores, P. aeruginosa acopia
preferentemente glicina betaina. Esta acumulacion hace que disminuyan los niveles de los tres
osmolitos endogenos (D souza-Ault et al., 1993). Se ha reportado que 1 mM de glicina betaina en el
medio de cultivo es capaz de aumentar la tolerancia al estrés osmotico en P. aeruginosa hasta
concentraciones de 0.7 M de NaCl (D’souza-Ault et al., 1993). Como ya se ha mencionado, P.
aeruginosa es también capaz de sintetizar glicina betaina a partir de colina, una habilidad que comparte
con otros muchos organismos. La glicina betaina juega por tanto un doble papel en P. aeruginosa:

como osmoprotector y como intermediario del catabolismo de colina.

I1.3.4 Relevancia de la BADH en P. aeruginosa

Gracias a la actividad de la BADH la bacteria no s6lo puede obtener carbono, nitrégeno y energia a
partir de compuestos muy abundantes en los sitios de infeccion, sino que ademds obtiene un muy
eficiente osmoprotector, (glicina betaina), y equivalentes de reduccion tanto para el anabolismo y
defensa frente al estrés oxidativo que le imponen las defensas del hospedero (NADPH) como para la
produccion de energia (NADH). Por esto se cree que la BADH es una enzima clave en la virulencia de
la bacteria y un posible blanco de agentes antimicrobianos. A este respecto es importante destacar que
cepas de P. aeruginosa con el gen que codifica para la BADH mutado son incapaces de crecer en
presencia de colina, aun cuando exista otra fuente de carbono en el medio de cultivo o se afiada a éste
glicina betaina. Ello debido al efecto téxico de la betaina aldehido que se acumula en la mutante (Sage
et al., 1997). De aqui la importancia de conocer a fondo las caracteristicas cinéticas y estructurales de
esta enzima, para poder seleccionar o disefiar un inhibidor que pudiera llegar a usarse como farmaco en

el combate de la infeccidn.

I1.4 Betaina aldehido deshidrogenasa de P. aeruginosa (PaBADH)

En P. aeruginosa la BADH (PaBADH) cataliza la oxidacidén irreversible de la betaina aldehido para



formar la especie glicina betaina, con la concomitante reduccién de NAD* o NADP* (Fig. 5). Esta
reaccion constituye el segundo paso de la ruta de degradacion de la colina cuando la bacteria crece en
un medio con este compuesto 0 con sus precursores como unica fuente de carbono, nitrégeno y energia.

En nuestro laboratorio se ha tratado esta enzima como posible blanco de farmacos. El objetivo
de inhibir su actividad es no sélo detener la produccién del osmoprotector glicina betaina o interrumpir
el catabolismo de la colina, sino provocar la acumulacion de la betaina aldehido. Esto conllevara la
muerte de la bacteria, dado que la betaina aldehido es un compuesto altamente toxico.

Dado que el primer paso del mecanismo quimico de esta enzima, y en general de las ALDHs, es
el ataque nucleofilico del grupo tiol del residuo de la cisteina catdlitica sobre el carbono del carbonilo
del aldehido, se han probado reactivos especificos para tioles como inhibidores de la actividad de la
PaBADH (Velasco-Garcia et al.,, 2006b). Estos compuestos pudieran tener un uso en el combate de la
infeccién por P. aeruginosa ya que son farmacos actualmente aprobados y usados en la clinica para
otros fines. Sin embargo, para el desarrollo y optimizacién de inhibidores especificos es necesario
ahondar en la caracterizacion fisicoquimica, mecanistica y estructural de esta enzima.

La PaBADH fue aislada por primera vez en 1976, al inducir su sintesis creciendo a la bacteria
en colina como unica fuente de carbono (Nagasawa et al., 1976). En 1999 se mejor6 el protocolo de
purificacion, aumentando considerablemente el rendimiento (Velasco-Garcia et al., 1999). Actualmente
la enzima estd expresada en células BL21(DE3)-pLysS (Stratagene) de E. coli a través del vector de
expresion pCAL-BetB, que contiene el gen que codifica para la PaBADH (Velasco-Garcia et al.,
2006a).

El estudio constante que se ha hecho en el laboratorio sobre esta enzima ha permitido conocer
muchos detalles sobre su comportamiento. A continuacién se presentan algunos de los hallazgos

relevantes de estos estudios.

I1.4.1 Papel de cationes monovalentes en la estructura y funcién de la PABADH

La PaBADH posee dos sitios de unién a cationes monovalentes por subunidad (Gonzélez-Segura et al.,
2009). Uno de ellos se localiza en una cavidad intrasubunidad que estd presente en todas las estructuras
cristalinas de las ALDHs conocidas. Se piensa que el papel que desempefa el K* unido a este sitio es el
de contribuir a que la enzima adopte una conformacién Optima para la unién del nucleétido. El otro
sitio de unién a potasio, que no habia sido reportado antes en ninguna ALDH (pero que parece estar

presente en la mayoria de las enzimas cuya estructura tridimensional se conoce) se localiza entre los



monoémeros de la unidad dimérica en una regién involucrada en la unién de la coenzima, por lo que se

piensa que juega un papel en la estabilizacion del dimero y también en la unién del nucleétido (Fig. 8).

Figura 8. Unidad dimérica de la PABADH cédigo PDB 2wme. Los iones potasio intersubunidad se
muestran como esferas verdes y los iones potasio intrasubunidad como esferas amarillas. También se
muestra a la molécula de NADP* unida al sitio activo, representada como esferas coloreadas por
atomos.

I1.4.2 Utilizacion de la coenzima

La PaBADH es capaz de utilizar tanto el NAD* como el NADP*. Esta versatilidad en el uso de la
coenzima refleja las diferencias en los roles metabdlicos que juega la enzima. El papel anabdlico
involucra la sintesis de GB generando NADPH. Por otro lado, participa catabdlicamente en la
degradacion de colina generando NADH. Asi pues la PABADH juega un papel anfibdlico en el

metabolismo.

I1.4.3 Mecanismo cinético

Se trata de un mecanismo Bi Bi secuencial preferentemente ordenado en estado estacionario. Es decir,
que la enzima libre une en primera instancia al nucleétido oxidado y el nucleétido reducido es el dltimo
producto en liberarse (Velasco-Garcia et al., 2000).

La PABADH presenta un mecanismo Iso. Este tipo de mecanismo se da cuando tiene lugar un paso
de isomerizacion de la enzima libre después de la liberacion del dltimo producto NAD(P)H y antes de

la unién del primer sustrato NAD(P)*. El NAD(P)H se comporta como un inhibidor no competitivo



mixto.

11.4.4 Estructura tridimensional

La PaBADH es un homotetrdmero de 490 aminoacidos y una masa molecular de 53.3 kDa por
subunidad (213 kDa como tetramero). La cristalografia de rayos X (Gonzélez-Segura et al., 2009; Diaz-
Séanchez et al., sometido) mostré que su estructura tridimensional es semejante a la de todas las ALDHs

cristalizadas hasta la fecha (Fig. 3).

I1.4.5 Estabilidad

La presencia de una fuerza idnica fisiolgica y de iones K* estabiliza el estado tetramérico nativo
(Velasco-Garcia et al., 1999; Valenzuela-Soto et al., 2003). En ausencia de iones K*, baja fuerza iénica
en el medio y baja concentracion de proteina, la PABADH es bdsicamente monomérica (Valenzuela-
Soto et al., 2003). Ademds se sabe que la mutacion del residuo no esencial de cisteina C439, localizado
en el dominio de oligomerizacion, se traduce en la desestabilizacion de la estructura nativa tetramérica,
dando lugar a dimeros inactivos e inestables. (Gonzalez-Segura et al., 2005) y que la modificacion de la
PaBADH con disulfiram da lugar a la disociacion en mondmeros a temperatura ambiente y a la

formacion de agregados de alto peso molecular a 37 °C (Velasco-Garcia et al., 2006b).

Por medio de calorimetria diferencial de barrido y de dicroismo circular se ha estudiado la
estabilidad térmica de la PABADH y cémo se afecta por la fuerza i6nica y por la presencia de iones
monovalentes, K* y Na*. Se encontré6 que la mdxima estabilidad se da a fuerza i6nica cercana a la
fisiologica y en presencia de K*. La desnaturalizacion térmica a alta fuerza idnica es irreversible,
formandose agregados visibles, mientras que a baja fuerza idnica la proteina forma agregados solubles

que retienen el 80% de estructura secundaria (Garza-Ramos et al., 2005).

I1.5 Antecedentes directos y planteamiento del problema

En un estudio filogenético de las BADHs (Julian-Sanchez et al., 2007) se encontré que todas las
enzimas tetraméricas poseen en el dominio de oligomerizacién una glicina en la posicién 174 del

alineamiento, que corresponde a la 125 de la PABADH, mientras que las enzimas diméricas poseen otro



aminodcido con cadena lateral mas voluminosa, frecuentemente una lisina (Fig. 9).

Figura 9. Sinapomorfia de las ALDHO. En la figura se muestra el sitio 174 del alineamiento de las
secuencias de las tres familias de BADHs, correspondiente al residuo glicina 125 de la PaBADH. La
rama izquierda contiene las secuencias conocidas de las BADHs diméricas de plantas, firmicutes y
actinobacterias. LLa rama derecha contiene a las secuencias de las BADHs tetraméricas de animales,
proteobacterias y hongos. En la figura se muestra que el residuo de Gly estd estrictamente conservado
en estas ultimas, por lo que se propuso como un residuo implicado en la diferencia de estado de
oligomerizacion entre las familias de BADHs diméricas y tetraméricas. Tomado de (Julidn-Sanchez et
al., 2007).

Puesto que en las estructuras tridimensionales de las BADHs tetraméricas conocidas la G125 se
encuentra en la intercara entre dos subunidades de diferentes dimeros, (es decir, entre las intercaras A-C
y B-D) (Fig. 10), mientras que en las enzimas diméricas se encuentra en la superficie de la proteina,
esta sinapomorfia sugirié que la existencia de este residuo, cuya cadena lateral es la mds pequena de la
de todos los aminoacidos, permitia el acercamiento de las subunidades en la unidad dimérica de manera
tal que permitiera no sélo el establecimiento de las interacciones entre mondmeros que forman y
estabilizan al dimero, sino también las que un dimero forma con otro para dar lugar al tetrdmero. Por
ello pensamos que la mutacion de esta glicina en la PABADH podria llevar a la obtencién de una
enzima dimérica y/o monomérica. El andlisis de la mutante conduciria a un mejor entendimiento de las
bases estructurales de la oligomerizaciéon de las BADHs. Estos estudios pueden arrojar luz sobre el
papel que la oligomerizacion juega en determinar la actividad catalitica. A este respecto es importante
mencionar que hasta la fecha no se ha obtenido una ALDH dimérica a partir de una tetramérica, por lo
que se desconoce si este cambio en el estado de agregacidon permitiria 0 no que se mantuviese la
actividad catalitica. Tampoco se ha encontrado ninguna ALDH monomérica, ni actividad en los
monoémeros formados por disociaciéon de ALDHs diméricas o tetraméricas (Valenzuela-Soto et al.,

2003.



Figura 10. Estructuras de BADHs, (A) Tetramero de la PABADH cédigo PDB 2wme. (B) Modelo de la
BADH de espinaca (SpBADH) dimérica. En esferas se muestra el residuo de la posicion 174 del
alineamiento, que en el caso de la PABADH tetramérica es una glicina (G125) que estd conservada en
las BADHs tetraméricas, mientras que en la SpBADH dimérica es una lisina (K127).



III. HIPOTESIS

Si el residuo G125 es importante para mantener la estructura tetramérica nativa de la enzima, entonces,
al mutarlo por un residuo de cadena lateral mds voluminosa se impedird la formacion del tetramero a
partir de los dimeros, o se reducird su estabilidad, lo que redundard en una alteracion de las propiedades

funcionales de la enzima.

IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general
Obtener una proteina PABADH mutada en el residuo G125 (mutante G125K) y estudiar funcional y

estructuralmente a la enzima resultante.

IV.2 Objetivos particulares

1. Obtener por mutagénesis sitio-dirigida el gen de la PABADH mutado en el que la glicina en la
posicién 125 se haya cambiado por una lisina (mutante G125K), utilizando el gen de la enzima silvestre

insertado en el vector de expresion pCALn de uso en E. coli.

2. Obtener la proteina mutada por transformacién de células de E. coli de la cepa BL21(DE3)-

pLysS con el plasmido que contenga el gen mutado e inducir la sintesis de la enzima.

3. Purificar a homogeneidad la proteina PaBADH G125K obtenida a partir de las células

transformadas.

4. Caracterizar funcionalmente a la enzima PaBADH GI125K y comparar sus propiedades

funcionales mas relevantes con las de la enzima recombinante silvestre.

5. Caracterizar estructuralmente a la enzima PaBADH G125K y comparar sus propiedades

estructurales con las de la enzima recombinante silvestre.



6. Determinar la estabilidad de la PABADH G125K ante la desnaturalizacion quimica inducida
por urea y la desnaturalizacién inducida por temperatura, y comparar esta estabilidad con la de la

enzima recombinante silvestre.



V. MATERIALES

V.1 Equipos

Balanza analitica Ohaus; bomba peristaltica Pharmacia LKB-Pump P-1; cdmara de agitacién orbital
con temperatura controlada de Lab Line Instruments; centrifuga Allegra 64R Beckman; centrifuga
Sorvall RC-5 Plus; equipo de electroforesis para SDS-PAGE BIORAD vy para geles de agarosa Gibco
RBL; espectrofluorémetro RF- 5000U Shimadzu; espectrofotometro PERKIN ELMER UV/VIS
Lambda Bio 10; espectropolarimetro Jasco J-715; HPLC Waters; potenciémetro Beckman; sonicador
Vibracell SONICS; termociclador Techne; transiluminador de luz UV; transiluminador de luz blanca y

vortex Thermolyne.

V. 2 Reactivos

De Sigma Aldrich: Acrilamida, ampicilina, ANS, azul de Coomassie Brillante R 250, betaina
aldehido, bis-acrilamida, cloruro de potasio, DTT, EDTA, glicina, hidr6xido de potasio, IPTG, medio
de cultivo LB, metanol, 2-mercaptoetanol, B-NAD* sal de sodio, B-NADP" sal de sodio, persulfato de

amonio, SDS y tris (hidroximetil-aminometano).

De J.T. Baker: Acido acético glacial, 4cido clorhidrico, fosfato de potasio dibésico, fosfato de potasio
monobdsico y glicerol anhidro.

De Invitrogen: Agarosa, medio de cultivo LB liquido y agar, urea.

De Merck: Azul de bromofenol.

De Fluka: Bromuro de etidio.

Kits comerciales: Miniprep (Invitrogen) y Quick Change XL-Site Directed Mutagenesis (Stratagene).
Columnas de cromatografia: Q-Sepharosa Fast Flow (General Electric); 2°,5’-ADP Sepharosa

(General Electric); Mono Q (General Electric) y Superdex 200 HR 10/30 (General Electric).



VI. METODOS

VI.1 Modelaje estructural de proteinas

Este se usé con un doble fin: el de hacer la mutagénesis in silico de la PABADH vy el de obtener un
modelo de la enzima dimérica de espinaca, ya que en el momento de empezar este trabajo ain no se
contaba con su estructura cristalografica. Los dos estudios se realizaron con la ayuda del Dr. Rogelio
Rodriguez Sotres del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM. El modelo
de la SpBADH se basa en la estructura tridimensional de la aminoaldehido deshidrogenasa 2 de Pisum
sativum (Tylichova, et al., 2009) cédigo PDB 3IWJ; primero se sometié el archivo pdb a un
procedimiento llamado Rosetta design/HMMer (RdHmm), que genera numerosas secuencias de
aminodcidos compatibles con el plegamiento original, pero sin restricciones de tipo funcional (sitios
activos intercaras de oligomerizacion, etc). Las secuencias se usaron para generar un modelo estadistico
llamado “modelo markoviano oculto” que se usa para determinar cuales secuencias de aminoacidos en
la base de datos NCBI/nr son consistentes con el modelo HMMer vy, por lo tanto, se podrian "enhebrar"
en la estructura 3D de la proteina analizada. Este procedimiento proporciona un alineamiento de las
secuencias con el molde. Este alineamiento, para la secuencia de la BADH de espinaca se usé para
alimentar al programa MODELLER 9v4 (Sally et al., 2008) y generar 25 modelos. Los 25 modelos se
sometieron al procedimiento RdHmm, ahora para obtener una calificacion de pertenencia. Una vez
obtenido se form6 el dimero usando la misma geometria que el cristal 3IWJ y este dimero se minimiz6

usando el campo de fuerzas GROMOS G53a6 en el programa Gromacs 3.3 (Lindhal et al., 2003).

Para la mutacién in silico de la G125 por una lisina se usaron las coordenadas cristalograficas
de la PaBADH obtenidas a partir del patrén de difraccién de rayos X (Gonzdlez-Segura et al., 2009) y
el programa computacional HyperChem® 7.5. Se hizo una optimizaciéon de geometria utilizando el
campo de fuerza AMBER para obtener una estructura estable. El programa PyMOL 2.0 (DeLano,
2002) se uso para la visualizacion de las estructuras tridimensionales de la PABADH y de otras ALDHs,

asi como para la realizacion de las figuras de estructuras de proteinas.

V1.2 Obtencion de la mutante PaBADH G125K



VI1.2.1 Diseiio y sintesis de oligonucleétidos para la mutagénesis sitio dirigida

Los oligonucleotidos para realizar la mutacién G125K se disefiaron con base en la secuencia del gen de
la PABADH y al manual del kit Quick Change XL-Site Directed Mutagenesis (Stratagene). Los
oligonucleotidos constan de 33 y 32 nucledtidos con una 7;, de 86.9 °C y 85.35 °C para los oligos de
sentido y antisentido respectivamente. Estos fueron sintetizados en la unidad de sintesis de

oligonucledtidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

GI125K Sentido: 5” ccggccatcgaaaaggagcagattccectgege 3°

G125K Antisentido: 5” cgcaggggaatctgctccttttcgatggecgg 3°

En negritas se indican las bases cambiadas.

VI1.2.2 Purificaciéon del plasmido pCAL-betB

El plasmido pCAL-betB (consistente en el gen de la BADH silvestre (betB) insertado en el plasmido
pCALn) (Velasco-Garcia et al., 2006a), se purificé a partir de células de E. coli de la cepa BL21(DE3)-
pLysS (Stratagene) que contienen este plasmido con el kit comercial Miniprep (Invitrogen). Las
bacterias se crecieron durante doce horas hasta alcanzar la fase estacionaria en medio Luria-Bertani
(LB) con ampicilina 50 pgml™”, a 37 °C y con una agitacién de 250 rpm. El DNA plasmidico obtenido

se almacenod a -80 °C hasta su utilizacién en la PCR.

VI.2.3 Mutagénesis sitio-dirigida y amplificacion por PCR

La mutagénesis se realiz por PCR, utilizando el kit comercial Quick Change XL-Site Directed
Mutagenesis (Stratagene) que usa a la DNA polimerasa Pfu Turbo. En la PCR se realizaron 18 ciclos
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95 °C por 50 s, alineamiento a 60 °C durante 50 s,
extension a 68 °C por 7 min. Finalmente el producto de la PCR fue tratado con la enzima Dpnl durante

1 h a 37 °C para eliminar el DNA parental metilado.

VI.2.4 Transformacion de células de E. coli y sobreexpresion de la PABADH G125K



Se colocaron 45 ul de células competentes de E. coli XLL10 Gold (Stratagene) en tubos Falcon de 1.5 ml
preenfriados a los que se agregaron 2 pl del producto de la PCR. La mezcla se incubd en hielo por 30
min y posteriormente se sumergio en un bafio de agua a 42 °C por 30 s. Después de 2 min en hielo, se
agregaron 0.5 ml de medio LB precalentado a 37 °C. El tubo se mantuvo a 37 °C en agitacién a 250
rpm por una hora. Se tomaron 250 ul de esta solucién y se esparcieron en una caja Petri con LB y

ampicilina 50 ugml™ y se incub6 a 37 °C durante toda la noche.

De las colonias transformantes se tomé una al azar y se resembrd en 50 ml de medio LB con
ampicilina 50 pgml™. Se incubé a 37 °C por 12 hrs en agitacion constante a 250 rpm. Se extrajo DNA
de estas bacterias con el que por choque térmico se transformaron células de E. coli BL21(DE3)-pLysS
(Stratagene). Dos colonias resistentes a ampicilina, elegidas al azar, se conservaron en congelacién a
-80 °C en LB-glicerol, y a partir de éstas se purificé el pldsmido que se usé para su secuenciacion y
sobreexpresion de la proteina mutada. La secuenciacion se realizé en la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, confirmédndose la presencia de la mutacion.

Para la sobreexpresion de la proteina mutante, las células se crecieron en medio LB liquido con
ampicilina 50 pgml" hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm. Se agregé entonces IPTG a

una concentracion final de 0.1 mM y se mantuvo el cultivo en agitacion a 250 rpm a 37 °C por 4 hrs.

VI1.2.5 Obtencion de extractos libres de células

Después de la induccién de la expresion de la proteina, la suspension celular se centrifugd a 27,476 g
durante 10 min a 4 °C y se deseché el sobrenadante. El boton bacteriano se resuspendié en 10 ml del
amortiguador de extraccién (amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.5, glicerol 10 % (v/v), KC1 50 mM
y B- mercaptoetanol 20 mM). Se hizo la lisis celular mediante ultrasonido a 35 % de amplitud en un
equipo Sonics VibraCell de 500 W, durante 10 min con pulsos y descansos de 30 s cada uno. Se
centrifugé la suspension a 27,476 g durante 20 min a 4 °C. Por tltimo, se colect6 el sobrenadante y se

determind la actividad de la PaBADH.

V1.2.6 Medida de la actividad enzimatica

La actividad enzimdtica se determind espectrofotométricamente mediante un ensayo estidndar ya

descrito (Velasco-Garcia et al., 1999), siguiendo un incremento en la absorbancia a 340 nm debida a la



formacion de NADP(H), para lo cual se us6é un espectrofotometro PERKIN ELMER UV/VIS
Spectrometer Lambda Bio 10. La temperatura del medio de reaccion se mantuvo constante a 30 °C por
medio de un sistema de recirculacion de agua. El medio de reaccion consiste en betaina aldehido 0.3
mM y NADP)* 0.5 mM en amortiguador de fosfatos (KH,PO,/K,HPO,) 100 mM, pH 8.0, en un
volumen final de 500 pl. La reaccién se inici6 con la adicidn de 1 pl de la preparacion de enzima, con

una concentracion final en la mezcla de reaccién de 0.05 a 2.5 ugml™.

La actividad enzimdtica de la PABADH se calcul6 de la siguiente manera:

DE=[A [1] [1/] Ecuacion 1

En donde, AE es la actividad enzimdtica (Uml™), JA es el incremento de la absorbancia a 340
nm, [ es el coeficiente de absortividad molar del NAD(P)H a 340 nm (6.22 1 10° M~'cm™) (Horecker y
Kornberg, 1948) y V es el volumen de enzima usado en el ensayo.

Una unidad de actividad enzimética se define como la cantidad de enzima que cataliza la
formacién de 1 [lmol de NAD(P)H por min en nuestras condiciones experimentales. Para el cdlculo de
la actividad especifica (Umg' de proteina) se determiné la concentracion de la PaBADH
espectrofotometricamente, usando el coeficiente de absortividad molar, €5,n, de 52060 M'cm™
calculado a partir de la secuencia de aminodcidos de la PABADH segtin el método reportado por Gill y

von Hippel (1989).

VI1.2.7 Purificacion de la PaBADH G125K

La PaBADH mutada se purificé de acuerdo a la metodologia descrita por Velasco-Garcia et al. (1999) y
a la modificacién descrita en Gonzalez-Segura et al. (2005). Este protocolo consiste en el paso del

extracto libre de células a través de una columna de intercambio i6nico Q-Sepharose Fast Flow



(General Electric) y la eluciéon de la enzima con un gradiente creciente de KCI (50-350 mM). Las
fracciones con presencia de BADH se sometieron a cromatografia de afinidad 2°,5’-ADP Sepharose
(General Electric), que se eluy6 con un gradiente de pH (6.5-8.5). Todos estos pasos fueron realizados a

una temperatura de 4 °C.

Siguiendo este protocolo de purificacion no fue posible obtener la enzima completamente pura
por lo que la muestra fue sometida a otro paso de cromatografia de intercambio i6nico de mayor poder
de resoluciodn, usando la resina Mono Q (General Electric) y eluyendo con un gradiente de KCI de 50 a
350 mM. La enzima recuperada se almacend a -80 °C en alicuotas, en un amortiguador de fosfatos 10

mM pH 6.9, KC1 250 mM, glicerol 10 % (v/v), B-mercaptoetanol 10 mM y EDTA 1 mM.

V1.3 Electroforesis

VI.3.1 De DNA en geles de agarosa

Con la finalidad de comprobar la presencia y/o amplificacion de DNA, los productos de la purificacion
del plasmido y de la PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1 % (p/v). Cada gel se
prepar6 fundiendo la agarosa en amortiguador TAE (Tris 4 mM, acetato de sodio 8 mM, EDTA 100
uM, pH 7.5 ajustado con édcido acético glacial) y se le adicioné bromuro de etidio 0.05 ugml™. A cada
muestra se le agregé amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.25 %, xilén-cianol 0.25 % y glicerol
50 % (v/v)) para tener una dilucion 1:10. Se cargaron 10 pl de muestra en los carriles del gel. Cada gel
se corri§ durante aproximadamente una hora, inmerso en amortiguador TAE. El revelado de los geles

se hizo mediante irradiacion con luz UV.

VI1.3.2 Desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para seguir el proceso de purificacién y determinar el grado de pureza de la PABADH mutada, se
realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras usando B-mercaptoetanol

y SDS como agente desnaturalizante (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Bajo estas condiciones, la



migracién de las proteinas se debe a su masa molecular y no a su carga ya que éstas se comportan como
particulas lineales con densidad de carga negativa homogénea. En todos los casos se utilizaron geles
con una zona de concentracion de 4 % (v/v) de acrilamida a pH 6.8 y otra de separaciéon de las
proteinas de 10 % (v/v) de acrilamida a pH 8.3. Los geles se corrieron a un potencial de 115 V y una
intensidad de corriente de 20 mA. Cuando termind la corrida, se prosigui6 a la fijacion de las proteinas
con una solucién de metanol al 50 % (v/v). El revelado de los geles se hizo con una solucién de azul
brillante de Coomasie 0.125 % (p/v), metanol al 50 % (v/v) y 4cido acético al 10 % (v/v). El exceso de

colorante se eliminé con una disolucién acuosa de metanol al 50 % (v/v) y 4cido acético al 10 % (v/v).

V1.4 Determinacion de la union del NAD(P)*

Las constantes de disociacion de la interaccion de los dinucleétidos con la enzima PaBADH G125K se
determinaron siguiendo el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la proteina producido por la
unién del dinucledtido. Las mediciones se llevaron a cabo en un espectrofluorémetro RF- 5000U
(Shimadzu) a temperatura constante de 30 °C. Se utiliz6 una longitud de onda de excitaciéon de 296 nm
y se registr0 la emision en el intervalo de 300 a 450 nm (con un ancho de banda de 5 nm). La
concentracion de enzima utilizada fue de 50 ugml™ El efecto del filtro interno debido al NAD(P)* se

corrigié midiendo la absorbancia a 296 y 335 nm y utilizando la Ecuacion 2 (Lakowics, 1983).

F. = Fy x 1QAcx+ Aem)2 Ecuacion 2

En donde F. es la fluorescencia corregida, F. es la fluorescencia observada y A y Aem sOn la
absorbancia a la longitud de onda de excitacién y de emision respectivamente.

Las titulaciones de NAD(P)" se llevaron a cabo con adiciones consecutivas de soluciones
concentradas de los dinucleétidos en la celda de fluorescencia. Las disoluciones se equilibraron 2 min
después de cada adicién antes de la lectura de fluorescencia. Los valores de fluorescencia fueron
corregidos por el efecto de la dilucién de la enzima. Los resultados se presentan como porcentaje de la

inicial y se ajustaron a la siguiente ecuacion:

OF, 2, [NAD(P)*}# Ecuacién 3
" L5+ [NAD(P)*]#

[F



En dénde AF es la diferencia en la intensidad de fluorescencia de la proteina en ausencia y presencia de
nucledtido; AF 4 es la diferencia cuando la enzima estd completamente saturada con el NAD(P)*; Ly
es un parametro de unién del NAD(P)" a la enzima e indica la concentracion de ligando con la que se
tiene la mitad del cambio maximo de fluorescencia, es decir el 50% de saturacidn, y ny es el nimero de

Hill que indica el grado de cooperatividad entre las subunidades.

VL5 Caracterizacion estructural de la PABADH G125K
VIL.5.1 Cromatografia de exclusion molecular

El estado de agregacion de la enzima se determiné mediante cromatografia de exclusién molecular.
Este procedimiento se llevd a cabo utilizando la columna Superdex 200 HR 10/30 (General Electric)
conectada a un cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia (sistema HPLC, Waters). La columna fue
equilibrada y eluida a temperatura ambiente usando un flujo de 0.5 mlmin”' y el siguiente
amortiguador: fosfatos 10 mM pH 6.9, EDTA 1 mM, glicerol 10 % (v/v), B-mercaptoetanol 10 mM y
KCl 250 mM. La columna se calibr6 con la PABADH silvestre y se registraron los perfiles de elucion
midiendo la absorbancia a 280 nm de las fracciones obtenidas. Posteriormente se compararon los

perfiles de elucion de la PABADH silvestre y de la PABADH G125K.

VI.5.2 Fluorescencia intrinseca de los aminoacidos aromaticos y extrinseca del ANS

La estructura terciaria de la mutante se estudid6 por medio de la fluorescencia intrinseca de los
aminodcidos aromadticos y de la fluorescencia extrinseca del 8-anilino-1-naftaleno sulfonato (ANS).
Los espectros de fluorescencia se obtuvieron a 25 °C en un espectrofluorémetro RF- 5000U
(Shimadzu). En ambos casos se utilizé una celda de cuarzo de 1 cm de paso de luz y concentracién de
enzima utilizada de 50 pgml”. La fluorescencia de los aminodcidos aromadticos se determiné excitando

a 280 nm y midiendo la emision entre 300 y 500 nm, con anchos de banda de excitacién y de emision



de 3 nm. Para la fluorescencia extrinseca, la proteina se incubé en una solucién con 0.3 mM de ANS en
la oscuridad por 20 min. La longitud de onda de excitacion fue de 370 nm y el espectro de emision de
fluorescencia del ANS se registré en el intervalo de 400 a 600 nm usando anchos de banda de
excitacion y de emision de 5 nm.

El centro espectral de masa (CEM) se calculé a partir de los datos de intensidad de

fluorescencia (I) obtenidos a diferentes longitudes de onda (), de acuerdo a la siguiente ecuacion.

I o,
CEM = —= Ecuacion 4

V1.5.3 Dicroismo circular

Los posibles cambios en la estructura secundaria producidos por la mutacién se exploraron por
dicroismo circular (DC). Las mediciones de DC se llevaron a cabo en la regién del UV-lejano en el
intervalo de 205 a 250 nm en un espectropolarimetro Jasco J-715 (Jasco Inc., Easton MD, USA)
acoplado a un controlador de temperatura tipo Peltier Jasco 423S. Las muestras de proteina, a una
concentracién de 0.25 mgml” en el siguiente amortiguador: fosfatos 10 mM pH 6.9, glicerol 10 % (v/v),
EDTA 1 mM y DTT 0.5 mM, se colocaron en una celda de cuarzo con un paso de luz de 0.1 cm. La

temperatura a la que se tomaron los espectros fue de 20 °C y se hizo el promedio de dos mediciones.

V1.6 Analisis de la estabilidad de 1a PaBADH G125K frente a la desnaturalizacion con urea
VI.6.1 Preparacion de disoluciones concentradas de urea

Se sabe que las disoluciones de urea se descomponen para dar lugar a la formacién de iones amonio y
cianato. Los iones cianato pueden interaccionar con los grupos amino y tiol de las proteinas, por lo que
las disoluciones empleadas siempre se prepararon al momento de ser utilizadas. En primer lugar se
peso la cantidad deseada de urea y se llevo al volumen final deseado en el amortiguador en que se

encuentra almacenada la enzima; después se filtr6 la disolucién con un filtro de 0.22 um. Para



determinar con exactitud la concentracion de la disolucién de urea se utilizé la medida del indice de
refraccion n (Warren y Gordon, 1966). La diferencia entre el indice de refraccion de la disolucién de
urea y la del amortiguador acuoso (An = Raisolucion de urea = Hamoritieuador) S€ T€laciona con la concentracion de

urea de acuerdo a la siguiente ecuacion:
[Urea] = 117.66 An + 29.753 (An)* + 185.568 (An)* Ecuacion 5

V1.6.2 Incubaciones con urea

Las enzimas PaBADH silvestre y la mutante G125K (50 pgml™ en las condiciones mencionadas en la
seccion VI.2.7) se incubaron con concentraciones crecientes de urea de 0 a 7.5 M por cero y doce horas.
Se midi6 el espectro de emisién de fluorescencia registrandose la A méxima de emisién para cada
concentracion de urea. Se tomaron lecturas posteriores a las 12 hrs de incubacién y se comprobd que
los parametros antes mencionados no variaron. Los datos crudos fueron normalizados y se presentan
como fraccion desnaturalizada (%), asumiendo un modelo de dos estados utilizando la siguiente

ecuacion (Ecuacion 6):

Y-Y, . s
Fracci7n desnaturalizada (%) = D (100) Ecuacion 6

N D

Donde Y es la senal registrada de fluorescencia intrinseca o de dicroismo circular; Yp, es la sefial en el

estado desnaturalizado y Yy corresponde a la sefial en el estado nativo.

Los datos se ajustaron a una ecuacion de Boltzman (Ecuacién 7) por regresion no lineal utilizando el

programa MicroCalOrigin 5.0 (Microcal Software, Inc).

A, A,

Fraccion desnaturalizada (%) = + A, Ecuacion 7
1 +e (([urea] -Cm)/m)

En donde A, representa el valor de la sefial antes de la transicion (region pre-transicion) y A, representa
el valor de la sefial después de la transicion (regidn post-transicion de la curva de desnaturalizacion),
C. es la concentracién de urea a la que se tiene el 50 % de la proteina desnaturalizada, y m es la

pendiente de la curva en el punto de inflexion e indica el grado de cooperatividad del proceso.



VI1.7. Analisis de la estabilidad de la PaBADH G125K frente a la desnaturalizacion

térmica

La estabilidad térmica de las enzimas silvestre y mutante G125K (250 pgml™) se sigui6 por dicroismo
circular utilizando el espectropolarimetro y las condiciones antes mencionadas (secciéon VI.5.3). Se
siguié el cambio de elipticidad a 222 nm en un intervalo de temperatura de 20-80 °C, usando una
velocidad de calentamiento de 1 °C por min. Los datos obtenidos se ajustaron a la suma de dos

ecuaciones sigmoides de Boltzman (Ecuacién 8).

A,[A, A, A, Ecuacién 8

+ + A,
1+e (T-Tml)ml) 1+e ((T-Tml1)/m2)

Fracci Indesnaturalizada (%) =

En donde A1 y A2 representan el valor de la sefal antes y después de la transicion 1 y A3 y A4
representan el valor de la sefial antes y después de la transicion 2; T, es la temperatura a la que se tiene
el 50 % de la proteina desnaturalizada y m;, es la pendiente de la curva en el punto de transicion e indica

el grado de cooperatividad del proceso. Los pardmetros Ty y m, corresponden a la segunda transicion.



VII. RESULTADOS

VII.1 Mutacion in silico de la G125 por lisina

Como primer paso se selecciond el residuo de aminodcido con el que sustituiriamos a la glicina,
realizando mutagénesis in silico de la G125 para tratar de inferir las posibles consecuencias
estructurales que tendria su mutacidén. Se buscé que el cambio realizado impidiera la formacién del
tetrdmero, pero no el plegamiento del dimero, por lo que se decidié obtener una enzima mutante en la
que la glicina se sustituyera por lisina, a la que llamaremos G125K. En la Fig. 11 se muestra el modelo

obtenido tras la mutacion in silico y la minimizacion de energia.

K125 K125
cadena B cadena A [-‘

K125 K125
cadena D cadena C

Figura 11. Modelo de la PABADH G125K. En el recuadro se amplia el lugar en dénde se encuentra la
mutacion. Los residuos de lisina se muestran como bastones. Se muestra ademads la distancia que existe
entre los carbonos a de este residuo en subunidades enfrentadas.

Este modelo mostré que la cadena lateral del residuo de lisina posiblemente se orientaria hacia
adentro de su misma subunidad, de manera que esta mutacién no produciria choques estéricos en las

intercaras con la subunidad enfrentada.



En la PaBADH silvestre tanto el O como el N de la cadenas principal del residuo G125 se
encuentran interaccionando con la cadena principal del residuo Q127 de la subunidad opuesta, es decir,
A con C, y viceversa, y B con D y viceversa, ya que ambos residuos forman parte de dos hebras de una
gran hoja [ plisada antiparalela que se forma al asociarse las subunidades (Fig. 12). Sin embargo, en el
modelo obtenido de la mutante G125K estas interacciones sélo estdn presentes entre las subunidades A

y C a una distancia similar (2.8-3 A) a las encontradas en la silvestre (Fig. 13).

Cadena A Cadena B

3,
S

3

S
S

Cadena D CadenaC

Figura 12. Estructura tridimensional del tetrimero de la BADH mostrando las 20 hebras que forman
hojas plisadas B entre las subunidades del tetrdmero (A con B y C con D) y su continuacién con la

formada entre las subunidades enfrentadas de dos dimeros. Tomado de Mufioz-Clares y Valenzuela-
Soto (2008).

El modelo predice que el residuo K125 interaccionaria de forma distinta en cada subunidad
(Fig. 13), como se describe a continuacién: En el caso de la subunidad A, el N€ podria formar puentes
de hidrégeno con una molécula de agua (2.8 A) y con el O del carbonilo de la cadena principal de la
R139 de la misma subunidad (2.8 A), mientras que los dtomos de la cadena principal de K125 podrian
formar puentes de hidrégeno con la cadena lateral del residuo Q127 de la subunidad C. Para la
subunidad B, el modelo predijo que el N& podria formar puentes de hidrégeno con el O de la cadena
lateral de la Y137 de la misma subunidad B (3 A) y con el O de la amida de la cadena lateral de la
Q127 de la subunidad D (2.8 A) mientras que el N de la cadena principal puede formar puente de
hidrégeno con una molécula de agua (3.4 A) al igual que el O del carbonilo de la cadena principal de la

Y137 (3.1 A). En la subunidad C, el N& podria formar tres puentes de hidrégeno con tres moléculas de



agua, ademads de hacer un puente salino con un O del grupo carboxilo del E126 de la misma subunidad
C. EI N de la cadena principal de la lisina donaria un puente de hidrégeno al O de la cadena principal
de la Q127 de la subunidad A (2.9 A), mientras que el O del carbonilo del grupo amida de la lisina
interaccionaria con una molécula de agua (3.3 A) y con el N de la cadena principal de la Q127 (2.8 A).
Esta dltima interaccion es parte de las interacciones entre las dos hebras de la hoja plisada B. En la
subunidad D el N& podria formar dos puentes de hidrogeno, uno con una molécula de agua (3.1 A) y

otro con el O del carbonilo de la cadena principal de la T138 de la misma subunidad D (2.9 A), ademés
de formar un puente salino con el E126 de la subunidad D (3.2 A).
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A pesar de estas predicciones, decidimos hacer la mutagénesis para comprobar en forma experimental
su efecto sobre la funcién y estructura de la enzima.

VII. 2 Obtencion de la PaBADH G125K

Se realiz6 la mutagénesis sitio-dirigida para obtener la mutante PABADH G125K como se describe en

Métodos, comprobdndose mediante electroforesis en gel de agarosa (Fig. 14) que si ocurrid la



amplificacion del gen mutado. El plasmido resultante de la PCR, al que llamaremos pCAL-betBG125,
tiene un tamafio superior a 5 kpb, coincidiendo con el tamafio esperado de 7.3 kpb. Como era de
esperarse, el control negativo, en el que no se afiadi6 DNA molde a la mezcla de reaccion de la PCR, no

produjo ninguna banda.

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa mostrando el producto de la PCR de la mutacién G125K.
En el carril correspondiente se observa una tnica banda, sefialada con una flecha, del tamaio esperado.

Con el plasmido pCAL-betBG125K se transformaron células de E. coli de la cepa XL10 Gold
(Stratagene) obteniéndose numerosas colonias resistentes a ampicilina que contenian el plasmido
pCAL-betBG125K. A partir de una de estas colonias transformantes se purificé este plasmido, el que se

utilizé para transformar a la cepa de E. coli BL21(DE3)-pLysS (Stratagene). (Fig. 15).

Figura 15. (A) Colonias de células de E. coli BL21(DE3)-pLysS (Stratagene) transformadas con el
plasmido pCAL-betBG125K. (B) Andlisis electroforético de pldsmidos purificados a partir de cuatro de
estas colonias transformantes (plasmidos no linearizados).



VII.2.1 Secuenciacion del ADN mutado

Para confirmar si la mutacién puntual estaba presente, se purificé el DNA plasmidico a partir de
células de E. coli BL21(DE3)-pLysS transformadas, usando el kit de purificacion Minipred (Invitrogen)
seglin se describié en Métodos. Una vez obtenido, se secuencié en la Unidad de Secuenciacion del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, confirmédndose la presencia de la mutacién (Fig. 16). Sélo
se muestra el alineamiento de la secuencia obtenida usando un oligo, sin embargo, el gen se secuencio

completamente y se encontré que no existia ningiin otro cambio en el resto del gen.

PaBADH silvestre 10 YIGGRY VEASSGATFETINPANGEVLAKVQRASREDVERAVQSAVEGQKVWAAMTAMQRS 69
T
PaBADH G125K 10 YIGGRYVEASSGATFETINPANGEVLAKVQRASREDVERAVQSAVEGQKVWAAMTAMOQRS 69

PaBADH silvestre 70 RILRRAVDILRERNDELAALETLDTGKPLAETRSVDIVTGADVLEYYAGLVPAIEIEQIP 129
AT
PaBADH G125K 70 RILRRAVDILRERNDELAALETLDTGKPLAETRSVDIVTGADVLEYYAGLVPAIE.EQIP 129

PaBADH silvestre 130 LRETSFVYTRREPLGVVAGIGAWNYPVQIALWKSAPALAAGNAMIFKPSEVTPLTALKLA 189
TR AR AR
PaBADH G125K 130 LRETSFVYTRREPLGVVAGIGAWNYPVQIALWKSAPALAAGNAMIFKPSEVTPLTALKLA 189

PaBADH silvestre 190 EIYTEAGVPDGVENVLTGS 208
I

PaBADH G125K 190 EIYTEAGVPDGVENVLTGS 208

Figura 16. Alineamiento de la regién de la secuencia de la PaABADH silvestre con la de la mutante
G125K en donde se encuentra el residuo cambiado (mostrado en negritas).



VIIL.2.2 Sobreexpresion y purificacion de la mutante G125K

A partir de las células de E. coli BL21(DE3)-pLysS transformadas con el plasmido pCAL-betBG125K
se obtuvo la proteina mutante G125K de la PABADH, como se describe en Métodos. La mayor parte de
ella se obtuvo en forma soluble (Fig. 18), pero a pesar de ello no se detectd actividad PaBADH en el
extracto libre de células. Este resultado indicaba que si bien la proteina si era capaz de plegarse, la
estructura tridimensional resultante tenia un sitio activo seriamente alterado. Una porcién menor pero
importante de la enzima se obtuvo como cuerpos de inclusién, lo que muestra que ésta no es una

proteina muy estable bajo las condiciones en que se llevé a cabo la sobreexpresion.

Con el fin de hacer una caracterizacién estructural mds a fondo, procedimos a purificar la
enzima mutada, para lo cual se sigui6 inicialmente el protocolo reportado para la enzima silvestre por
Velasco-Garcia et al. (1999) con la modificacion descrita en Gonzélez-Segura et al. (2005). Ya que la
enzima mutante no mostré actividad, su presencia durante la purificacion se tuvo que detectar mediante
SDS-PAGE. El primer paso de purificacidon consiste en una cromatografia de intercambio i6nico en
Sefarosa Q de Flujo Rapido (QFF, por sus siglas en inglés). La Fig. 17 muestra el contenido en proteina
PaBADH de las distintas fracciones del eluato de esta columna. Se reunieron las fracciones 35-45, en
las que la proteina de interés estaba bastante enriquecida, y se aplicaron a la columna de afinidad 2',5'-
ADP Sefarosa. La proteina mutada no se uni6 a la resina de afinidad, por lo que se extrajo de ésta en la
fraccion no unida y en la solucién de lavado de la columna, sin haberse logrado un grado de
purificacion significativamente mayor al obtenido en el paso cromatogrifico anterior, como se
comprob6 por SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie (Fig. 18, carriles 7 y 8). La elucion de la
columna 2°,5°-ADP Sefarosa con un gradiente de pH, que es el método seguido en la purificacion de la
enzima silvestre, permitié observar una ligera banda de proteina en la fraccién esperada, pero la
proteina estaba a muy baja concentracion y al ser concentrada y hacerle un gel SDS-PAGE se vio que
no estaba pura (Fig. 18, carril 9). Puesto que la 2°,5"-ADP Sefarosa es una resina utilizada para
purificar enzimas que usan NADP* como coenzima, como es el caso de la PABADH, el hecho de que la
mutante PABADH G125K pricticamente no se una a esta resina indica que la enzima no une, o une

muy pobremente, a este nucleétido.



Figura 17. SDS_PAGE de las fracciones eluidas de la columna QFF. La PaBADH G125K, no presenté
actividad BADH por lo que fue necesario detectar su presencia mediante un gel SDS-PAGE. Se
reunieron las fracciones 35-45.

PaBADH
*

Figura 18. SDS-PAGE de las muestras de los diferentes pasos de purificaciéon de la PABADH G125K.
Carriles: 1. PaBADH silvestre pura. 2. Sobrenadante del extracto libre de células de E. coli. 3.
Precipitado del extracto libre de células. 4. Fraccién no unida a la columna QFF. 5. Lavado de la
columna QFF. 6. Fracciones reunidas de la columna QFF. 7. Fraccion no unida de la columna de
afinidad. 8. Lavado de la columna de afinidad. 9. Fracciones eluidas de la columna de afinidad.

Se decidi6 reunir a la fraccion no unida y a la del lavado y pasarlas nuevamente por la columna
de afinidad, pero estd vez fraccionando lo que se obtiene de la columna por si esto permitia al menos
obtener un enriquecimiento de la proteina. Los resultados, mostrados en la Fig. 19, indican que la
mayor parte de la proteina sale en la fracciéon no unida y en las primeras fracciones del lavado, por lo

que no es posible lograr una mayor purificacién usando la cromatografia de afinidad de la que se habia

logrado usando el paso previo de purificacién en cromatografia de intercambio iénico.



PaBADH FNU FNU FNU FNU Lavado Lavado Lavado Lavado
silvestre 1 3 5 7 1 3 5 7

Figura 19. SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia de afinidad que se reunieron y se pasaron
nuevamente por la columna 2°,5°-ADP Sefarosa, fraccionando en esta ocasion el volumen en el que sale
la proteina no unida y el lavado de la columna. Se observa que practicamente toda la proteina sale en la
fraccion no unida y en las primeras fracciones del lavado y que no se obtuvo una mejora significativa
en la purificacidn.

Sometimos entonces la proteina a otra cromatografia de intercambio i6nico Mono Q y se eluyd
con un gradiente de KCI de (50-350 mM) en un sistema acoplado a un HPLC. Se obtuvo un pico
simétrico de proteina, muy bien separado de otros pequefios picos de proteinas contaminantes. Las
fracciones reunidas de este pico se analizaron por SDS-PAGE. Se observé una unica banda,

comprobdndose asi que se habia obtenido la enzima totalmente pura (Fig. 20B). Esta preparacion fue la

usada para los estudios posteriores de caracterizacion estructural y funcional, que se describen a

continuacion.
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Figura 20. (A) Perfil de elucién de proteinas de la columna Mono Q (linea continua). Se aplicé un
gradiente de KCl de 50-350 mM, mostrado por la linea punteada. Los primeros 20 min de la corrida
corresponden al lavado de la columna. (B) Gel SDS-PAGE mostrando la pureza de la proteina PABADH
G125K después de este ultimo paso de purificacion.



VIIL.3 Determinacion de la union del NAD(P)* al sitio activo de l]a PaBADH G125K

Debido a que la enzima PABADH G125K no se pudo purificar con la columna de afinidad 2°,5° ADP-
Sefarosa y que ademds no tiene actividad de BADH, se pensé que ambos resultados se debian a la
incapacidad de la enzima de unir al NAD(P)". Para comprobarlo se determin6 la constante de
disociacion de la unién del NAD(P)" a la mutante, usando para ello los cambios en la fluorescencia

intrinseca de la proteina que producen los nucledtidos al unirse a la enzima (Velasco-Garcia et al.,

2000).

Se encontré que la intensidad de la fluorescencia intrinseca de la PABADH G125K si se apagaba
en presencia de NAD(P)*, incrementdndose este apagamiento a medida que se iba incrementando la
concentracion del nucledtido, lo que indica que la enzima si une a los nucledtidos. Sin embargo, se
requieren de concentraciones de NAD(P)" mucho mayores que las utilizadas con la enzima silvestre
para llegar a la saturacion de la enzima mutante. De hecho, no fue posible saturar a la enzima con
NAD" porque la solubilidad del NAD* impidi6 usar las altas concentraciones que se requerian. A partir
de estos resultados es claro, sin embargo, que la Ky para el NAD* de la mutante G125K es muy superior
a la de la enzima silvestre, que es 85 + 2 uM. Los datos de la saturacién con NADP* pudieron ajustarse
a la ecuacién de una sigmoide (Ecuacién 3 en Métodos), permitiendo estimar un valor de L,s para este
nucleétido de 379 + 63 uM. Este es un valor aproximadamente 8 veces mayor que el reportado para la
enzima silvestre, 45 uM + 3 (Velasco-Garcia et al., 2000), aunque no son comparables ya que la unién
del nucledtido a al enzima silvestre es hiperbdlica mientras que a la mutante se une en forma
aparentemente cooperativa con un ny de 1.67 + 0.3. Estos resultados confirman que el sitio de union al

nucledtido estd muy alterado en la enzima mutante.
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Figura 21. Unién del NAD(P)" a la PABADH G125K seguida por el apagamiento de la fluorescencia
intrinseca como funcién de la concentraciéon de NADP* (O) o NAD* (). La concentracion de enzima

utilizada fue de 50 pgml™. La A de emisi6n a la que se midi6 el cambio de intensidad de fluorescencia
fue de 335 nm.

En el modelo obtenido de la enzima mutante (Fig. 22) no fue posible encontrar diferencias en el
sitio de unién al nucleétido que nos diera informacién acerca del cambio conformacional ocurrido en la

enzima que llevara a ésta a no unir de forma adecuada al nucleétido.

Figura 22. Representacion del sitio de unién de la coenzima en la PaBADH silvestre (A) y en el

modelo de la PABADH GI125K (B). No se observan cambios en las interacciones involucradas en el
mantenimiento del NADP".

VII1.4 Caracterizacion estructural de la PaBADH G125K



VI1.4.1 Estructura cuaternaria

Con el fin de evaluar el estado de agregacion de la enzima mutante, ésta se sometié a cromatografia de
exclusion molecular en una columna de Superdex G200. Cuando se comparan los perfiles de elucion de
la enzima mutante y la de la silvestre (Fig. 23), se encontré que no existen diferencias significativas
entre los tiempos de elucion de ambas muestras, 29.6 y 29.5 min para la enzima silvestre y la mutante,
respectivamente. Ambos tiempos corresponden a la estructura tetrdmerica de la enzima nativa de 213.2
kDa. Por tanto, la mutacion G125K no altera el estado de oligomerizacion de la enzima, es decir, no
produce la disociacién del tetrdmero ni forma agregados de mayor masa molecular a la concentraciéon

de proteina usada en este experimento (2 mgml™).
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Figura 23. Perfiles de elucién en cromatografia de exclusién molecular de la PABADH silvestre (4 mg
ml") y la PABADH G125K (2 mg ml™). El tiempo de retencién de la enzima silvestre es de 29.6 min, y
el de la mutante G125K es de 29.5 min.

VII1.3.2 Estructura terciaria

La modificacién de la estructura terciaria de la BADH G125K se evalué por medio de ensayos de
fluorescencia intrinseca de la proteina excitando a una longitud de onda 280 nm en la que absorben
tanto la tirosinas como los triptofanos de la proteina. En la Fig. 24 se puede observar que no existen
diferencias significativas entre la intensidad de emision de fluorescencia de la BADH silvestre y de la

mutante, si bien se observa un ligero corrimiento de la longitud de onda mdxima de emisién (A ,.) de 2



nm hacia el rojo en el espectro de la G125K. Este corrimiento corresponde con un cambio en el CEM,
que pasa de ser 335.8 nm en el espectro de la PABADH silvestre a 339.6 nm en el de la mutante. Estos
cambios en el espectro indican que la mutacion afecta ligeramente el ambiente hidrofébico de los
residuos aromdticos. En la region del dominio de oligomerizacién de la enzima donde se localiza la
mutacién sélo hay una tirosina, en la posicioén 137, la que podria estar exponiéndose mas al medio. Pero
debido a lo pequefio de estos cambios se puede concluir que la mutacidn no parece tener efectos

importantes sobre la estructura terciaria de la enzima.

120 4
100 4
80 4

60

PaBADH silvestre
—— PaBADH G125K

Intensidad de fluorescencia (UA)

5 1 % I g 1 % I 5 1 5 1 L I t 1 it I % 1
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro de emision de fluorescencia intrinseca de la PABADH silvestrte y de la mutante
G125K. La A de excitacién 280 nm. La concentracién de proteina usada fue de 50 ugml™’ en los dos
Casos.

Los posibles cambios en la estructura terciaria también se exploraron mediante la fluorescencia
extrinseca del ANS, un fluoréforo que se une a cavidades hidrofébicas aumentando su fluorescencia, lo
que nos permitiria conocer si la mutacién causa la exposicion de regiones hidréfobicas de la proteina,
aunque no se hubiese alterado su estructura cuaternaria ni el ambiente de los residuos aromaticos, se
decidio utilizar la prueba del ANS. Los espectros de emision de fluorescencia del ANS en presencia de
la enzima silvestre o de la mutante mostrados en la Fig. 25 indican que la PABADH aun en estado
nativo tiene regiones hidrofébicas expuestas, ya que une significativamente al ANS y que,
contrariamente a lo que podria haberse esperado, la enzima mutante lo une menos, ya que presenta
menor intensidad de emisién de fluorescencia que la silvestre. Sin embargo, si se observd un ligero

corrimiento hacia el rojo del CEM de la PABADH G125K, cuyo CEM es de 496.6 nm, mientras que el



de la PaBADH silvestre es de 494.2 nm, lo que indica que la mutacién si produjo un cambio estructural

que expuso las regiones hidrofébicas a las que se une el ANS.
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Figura 25. Espectros de emisién de fluorescencia del ANS en presencia de las enzimas PaBADH
silvestre y la mutante G125K. En ambos casos se utilizé una concentracién de enzima de 50 ugml™. La
A de excitacién fue de 370 nm. Las lineas con simbolos abiertos representan el espectro de emisién de
ambas enzimas en ausencia de ANS excitando a 370 nm.

VI1.4 Estructura secundaria

A la PABADH G125K se le determiné su espectro de DC en el UV lejano con el fin de investigar si la
mutacién habia producido un cambio en la estructura secundaria. La Fig. 26 muestra que no existen
diferencias significativas entre los espectros de la enzima silvestre y mutante, lo que indica que a este

nivel no se afecto la estructura de la proteina por el cambio de la G125 a lisina.
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Figura 26. Espectros de DC en el UV lejano de la PaBADH silvestre y de la PABADH G125K. La
concentracién de proteina utilizada en ambos casos fue de 250 pgml™.

VILS Estabilidad de la PaBADH G125K

VI11.5.1 Estabilidad frente a la urea

La observacién de que parte de la enzima mutante expresada en las células de E. coli se encontraba en
cuerpos de inclusién indicaba que el cambio de la glicina por lisina afectdé su estabilidad
conformacional. Con el fin de investigar mds a fondo este efecto, se estudié el comportamiento de las
proteina PABADH mutante ante la urea como agente desnaturalizante y se comparé con el de la enzima

silvestre, que no se conocia antes de realizar este estudio.

Una disolucién de cualquiera de estas enzimas con una concentracion de 50 ugml™ se incubé a
distintas concentraciones de urea y se obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia intrinseca a
las O horas, es decir, en el momento en el que se adiciond la urea, y a las 12 hrs de incubacién con urea.

Como ejemplo, la Fig. 27 muestra los espectros obtenidos tras 12 hrs de incubacién.
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Figura 27. Espectros de emision de fluorescencia intrinseca de la PaBADH silvestre (A) y PABADH
G125K (B) a las doce horas de incubacién con distintas concentraciones de urea. La concentracion de
ambas enzimas fue de 50 uygml ™. La A de excitacion fue de 280 nm.

Los espectros de fluorescencia de ambas enzimas no cambiaron después de 12 hrs de
incubacidn con las diferentes concentraciones de urea (resultados no mostrados) lo que indica que este
tiempo es suficiente para alcanzar el equilibrio entre las especies desnaturalizada y nativa de estas
proteinas. De hecho, con la enzima mutante el equilibrio se alcanza casi inmediatamente después de
que se afiade la urea, como puede observarse por la casi coincidencia de las curvas de desnaturalizacion
a las cero y doce horas (Fig. 28B).

Se determiné la fraccidén de enzima desnaturalizada, como se describe en Métodos (Ecuacién
6), y se obtuvieron de esta forma las curvas de desnaturalizacion a los diferentes tiempos de incubacién
con urea. Los datos obtenidos con ambas proteinas se pudieron ajustar a una funcién sigmoidal (la
ecuacion de Boltzman, Ecuacién 7 en Métodos), que aplica para un modelo de dos estados,
obteniéndose los pardmetros mostrados en la Tabla 1. La Fig. 28C muestra en forma comparativa las
curvas de desnaturalizacién de ambas enzimas a las 12 hrs de incubacién. Al tiempo cero la curva de
desnaturalizacién de la PABADH silvestre claramente presenta dos fases, indicativas de la presencia de
un intermediario que es relativamente estable en el intervalo de concentracion de urea de entre 2 y 7 M.
No se determiné durante cudnto tiempo existe este intermediario, que ya no es observable cuando se
alcanza el equilibrio a las 12 hrs. La primera de estas fases se pudo ajustar a una ecuacién de Boltzman,
pero no se logré el ajuste de la segunda fase dada la escasez de datos y el que esta transicién parece no
haber concluido a la mdxima concentracién de urea utilizada.

La enzima mutada presenté un menor valor de C,, que es la concentracién de urea necesaria



para obtener el 50 % de enzima desnaturalizada, y una menor cooperatividad del proceso de
desnaturalizacion, indicado por un valor mayor del pardmetro m de la ecuacion de Boltzman, que la

silvestre. Ambos resultados indican que la mutante es menos estable ante la urea que la silvestre.
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Figura 28. Curvas de desnaturalizacién por urea de la PABADH silvestre (A) y de la mutante G125K
(B). Se utiliz6 en ambos casos una concentracién de enzima de 50 ugml™. Para facilitar la comparacion
entre ambas enzimas, en el panel (C) se muestran las curvas de desnaturalizacién de la PaBADH
silvestre (O) y de la PABADH G125K () a las doce horas de incubacion. Se obtuvo el espectro de
emisién de fluorescencia intrinseca y se registré la A de la mdxima intensidad de emisién. Los
resultados son el promedio de dos repeticiones y se expresan como porcentaje de la fraccion de proteina
desnaturalizada, con la desviacion estandar de los datos mostrada como barras. Las lineas son tedricas,

obtenidas del mejor ajuste de los datos experimentales a la ecuacién de Bolztman (Ecuacién 7 en
Métodos).

:

Tabla 1. Pardmetros' de desnaturalizacion por urea de las PaABADH silvestre y G125K

Tiempo de

incubacion (h) A A Cu(M) "
PaBADH silvestre
0 1.17 + 0.73 19.58 + 1.19 433 +0.13 0.47 +0.13
12 0.89 + 141 98.1 +0.95 3.02+0.03 0.34 +0.02
PaBADH G125K
0 3.63 +3.00 103.19 + 1.66 2.54 +0.06 0.64 + 0.06
12 5.10+3.29 100.32 + 2.07 2.61 + 0.07 0.46 + 0.08

'Los pardmetros se obtuvieron por ajuste del porcentaje de fraccion desnaturalizada a la ecuacién de
Boltzman *C,, es la concentracién de urea que produce 50% de proteina desnaturalizada. *Pardmetros
aparentes obtenidos del ajuste de los datos de la primera fase de desnaturalizacion.

VIL.5.2 Estabilidad frente a la temperatura



La estabilidad térmica de las enzimas silvestre y la mutante G125K de la PABADH se sigui6 midiendo
el cambio de elipticidad a 222 nm al incrementar la temperatura, lo que nos muestra los cambios que
las proteinas sufren en su estructura secundaria (Fig. 29). El proceso de desnaturalizacion térmica de
ambas proteinas presenta dos transiciones, que pueden ajustarse a una ecuacién doble de Boltzman
(ecuacién 8 en Métodos). La Tabla 2 muestra los resultados de este ajuste. Como puede apreciarse, para
la primera transicion el valor de T, de la enzima silvestre es 2 °C mayor que el valor que presenta la
mutante, y para la segunda transicion el valor de T, es 5.2 °C mayor en la silvestre. En la Fig 29, se
observa que la segunda transiciéon empieza antes en la PABADH G125K. Puesto que es posible que esta
segunda transicion se deba a la precipitacion de la enzima, este resultado indicaria que la enzima

mutante es mds susceptible a la agregacion causada por calentamiento que la enzima silvestre.

Después del calentamiento, tanto la PaBADH silvestre como la PaBADH G125K forman
agregados visibles e insolubles que precipitan, por lo que no es posible saber si la aparente total
desnaturalizacion se debe a la pérdida total de estructura secundaria o es resultado de la precipitacion
de la proteina. Debido a esta agregacion la desnaturalizacion térmica es irreversible y por tanto los

parametros obtenidos en el ajuste son aparentes.
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Figura 29. Curva de desnaturalizacion térmica de las enzimas PaBADH silvestre (O) y G125K (@)
siguiendo el cambio de elipticidad molar a 222 nm. Se utiliz6 una concentraciéon de proteina de 0.25



mgml' para ambos casos. Las lineas son tedricas, obtenidas del mejor ajuste de los datos
experimentales a la ecuacion doble de Bolztman (Ecuacion 8 en métodos).

Tabla 2. Pardmetros obtenidos del ajuste de los datos de desnaturalizacién térmica de las enzimas
PaBADH silvestre y G125K a la Ecuacion 8 descrita en la seccion de Métodos.

A T, (°C) m, As As T, (°C) m;
PaBADH silvestre
7126+ 117 54394003 048+0.03 7321+120 103.55+145 62154124 8.00 + 0.74
PaBADH G125K

36.62+195 5247+007 046+0.07 3773+2.01 100.05+0.54 56.89 + 0.29 4.69 +0.17




VIIL. DISCUSION

En esta tesis se investigd un posible determinante estructural del estado de asociacién de una ALDH
tetramérica, la PABADH, y el efecto que esta asociaciéon puede tener sobre la funcién de la enzima,
usando el modelaje estructural de proteinas, la mutagénesis sitio-dirigida, estudios cinéticos y de unién
de la coenzima y estudios de estabilidad frente a condiciones desnaturalizantes (altas concentraciones

de urea y altas temperaturas).

Se pensé que la existencia conservada de una glicina, que ocupa la posicién 125 en la PABADH,
en la intercara dimero-dimero de las BADHs tetraméricas permitia que se aproximaran lo suficiente los
dimeros para formar el tetrdmero. Se decidié cambiar este residuo para evaluar su papel en la formacién
de tetrdmeros. No creiamos que su mutacion afectaria la formacion de dimeros, ni el plegamiento del
monomero, puesto que el residuo equivalente en las enzimas BADH diméricas tiene su cadena lateral
expuesta al solvente. El residuo elegido para hacer la mutacién fue una lisina, ya que éste es un
aminodcido frecuente en la posicion equivalente en la BADHs diméricas (Julidn-Séanchez et al., 2007).
Al ser la lisina uno de los aminodcidos mds voluminosos y con carga positiva a pH fisiolégico,
esperabamos no s6lo que se orientara hacia afuera de la subunidad sino que ademds la repulsion entre
las cadenas laterales de los dos residuos en subunidades enfrentadas impidiera que los dimeros se
aproximaran para formar el tetrdmero. Este seria el primer estudio en el que se explorara la
participacion de un dnico residuo en la formacién de la formacién de tetrameros en aquellas ALDHs en
las que ésta es la forma nativa. En el pasado se ha encontrado que las diferencias entre las formas
tetraméricas y diméricas de las ALDHs consisten fundamentalmente en que las primeras poseen una
mayor superficie hidrofébica en la regién de la intercara dimero-dimero en las primeras (Rodriguez-
Zavala y Weiner, 2002). De obtenerse un dimero, ésta seria la primera ocasién que una enzima ALDH
tetramérica hubiera sido convertida en una dimérica sin alterar la intercara mondémero-mondémero, lo
que permitiria investigar las consecuencias que este cambio en el estado de asociacién tendria sobre la
funcion y la estabilidad de la enzima. En nuestro laboratorio se habian obtenido mondémeros inactivos
por disociaciéon de la PABADH en condiciones de baja fuerza idnica (Valenzuela-Soto et al., 2003), o
por modificacién quimica de la cisteina catalitica con un reactivo voluminoso (Velasco-Garcia et al.,
2006b), pero no se habian obtenido dimeros bajo ninguno de estos tratamientos. Si habiamos obtenido

dimeros al mutar la C439, un residuo que se encuentra en la intercara mondmero-monomero de una



subunidad dimérica (Gonzélez-Segura et al., 2005). La mutante C439V se disocia en dimeros estables
en condiciones de baja fuerza idnica, pero estos dimeros son inactivos probablemente debido a la
reorganizacion estructural que conlleva la mutacion en la region inter-mondémero. En otras palabras, los
dimeros obtenidos con la mutante C439V no pueden considerarse “nativos”, mientras que esperabamos

que los obtenidos por la mutacién de G125 conservaran la estructura nativa que tienen en el tetramero.

El primer efecto observable de la mutacion realizada fue sobre la expresion de la proteina; una
buena proporcion de ésta se obtuvo de forma insoluble, en el precipitado del extracto libre de células
después de la rotura por ultrasonido y centrifugacion de células de E. coli siguiendo el protocolo usado
para expresar a la PaBADH silvestre. Ello era una indicaciéon de que la enzima mutante o es mds
inestable, o de que se afecta alglin paso de la ruta de plegamiento de forma que se favorece una ruta
equivocada que lleva a la agregacion. Esto podria ser el resultado de que los dimeros que pensamos
deberian formarse en la mutante fuesen inestables, o que al no interaccionar correctamente unos con
otros expusieran un drea hidrofébica, que en forma inespecifica llevaria a la formacion de agregados
insolubles. Sin embargo, esta mutacién no afecté el estado de oligomerizaciéon de la enzima, que
cuando se expresa en forma soluble sigue siendo tetramérica. Este resultado es consistente con la
prediccion de la mutacién in silico, que arroj6 un modelo en el que la cadena lateral de la lisina se
entierra en su propia subunidad, principalmente debido al tipo de interacciones que hace con otras
cadenas laterales o grupos polares del esqueleto de la cadena polipeptidica, no estorbando para que los

dimeros se aproximen y establezcan las interacciones necesarias para formar el tetrimero.

Para obtener completamente pura la enzima G125K fue necesario utilizar un paso mas de
cromatografia, de intercambio iénico, ya que esta mutante no se unié a la columna de afinidad con la
que se logra la purificaciéon a homogeneidad de la enzima silvestre. Este hallazgo indicé que la mutante
no unia al nucleétido, o lo hacia con muy baja afinidad. Efectivamente comprobamos que su afinidad
por el NAD" es menor que la que presenta la enzima silvestre, mientras que la afinidad por el NADP*
también es menor, y ademads lo une de forma cooperativa. El residuo cambiado estd lejos del sitio activo
y examinando la estructura tridimensional de la enzima silvestre o el modelo obtenido para la enzima
mutante, no es claro cudl es la ruta por la que esta intercara se comunica con el sitio de unién del
nucledtido, ni como se genera un camino de comunicacion entre las subunidades que hacen que en la
mutante la unién del nucledtido, al menos del NADP*, sea cooperativa. La cooperatividad positiva de
union del nucleétido ya habia sido observada en otras ALDHs tetraméricas en las que se han mutado

residuos situados en las intercaras (Wei et al., 2000; Wei y Weiner, 2001). Nuestros resultados con la



mutante G125K apoyan la idea de que las ALDHs poseen una cooperatividad “oculta” que es facil

sacar a la luz por mutaciones en la region intersubunidad.

La enzima G125K no present6 actividad BADH incluso a concentraciones de nucleétido en que
éste debe unirse, lo que indica que no sélo se afecta la afinidad sino que la unién ocurre en una forma
no apropiada para que se dé la reaccidon de 6xido-reduccién. Por tanto, la mutacién en un residuo
alejado del sitio activo altera seriamente la estructura de éste, lo que no fue observado en el modelo de

la mutante por lo que tal vez sea necesario usar métodos de dindmica molecular.

Como hemos mencionado, la mutacién no afect6 el estado de oligomerizacion de la enzima y, a
juzgar por los estudios de fluorescencia intrinseca y dicroismo circular, tampoco afectd
significativamente ni la estructura terciaria ni la estructura secundaria. En los estudios de estabilidad
ante la desnaturalizacién por urea, se encontr6 que la PABADH G125K es menos estable, lo que se
muestra no sélo en los estudios realizados cuando se alcanza el equilibrio sino sobre todo en la cinética
de desnaturalizacion. Al tiempo cero de incubacidn, es decir al momento de afiadir la urea, la proteina
G125K ha alcanzado practicamente el equilibrio entre la desnaturalizada y la que permanece nativa,
mientras que la PABADH silvestre presenta un intermediario que es estable hasta una concentracién de
7 M de urea. Nuestros resultados indican que la enzima mutante en su estado nativo es menos estable
que la silvestre, por lo que aun cuando el estado de transicion sea el mismo para ambas enzimas, la
energia de activacion serd menor en la primera y alcanzara el estado desnaturalizado mds rdpidamente
(Figs. 30 A y B). Por otra parte, los datos experimentales son consistentes con que el proceso de
desnaturalizacion por urea de ambas enzimas es de dos estados, y experimentos de filtracion en gel tras
la incubacién con urea (no mostrados) indicaron que la PaBADH silvestre es aun tetramérica a
concentraciones de urea hasta 6 M. Esto parece indicar que el desplegamiento de esta enzima, o pérdida
de estructura terciaria, ocurre antes que la pérdida de estructura cuaternaria. Sin embargo, no sabemos
si esto es también cierto para la enzima mutante, ya que no se realizaron con ella los experimentos de
filtracién en gel. Por ello, otra posible explicacidon, que es necesario probar, es que aunque la mutacién
no logré cambiar el estado tetramérico de la enzima, si debilitd las interacciones entre las subunidades
de la proteina de manera que el proceso de la desnaturalizacién inducida por urea de la enzima mutante
no sea el mismo que el de la enzima silvestre y que en la ruta de desplegamiento de la mutante exista un
intermediario, que puede ser la proteina disociada. Es decir, es posible que la mutante se disocie antes
de desplegarse y que tanto este paso de disociacién como el paso de desplegamiento de la enzima

disociada tengan una energia de activacion muy pequefia, lo que en conjunto llevaria a que la



desnaturalizacién de la enzima mutante ocurra muy rapidamente atin a bajas concentraciones de urea
(Fig. 30C). Los datos experimentales son consistentes con que el proceso de desnaturalizacion por urea
de ambas enzimas es de dos estados, pero pudiera ser que en la mutante el paso del intermediario
disociado al estado totalmente desplegado sea tan rdpido que este intermediario no se acumule

significativamente.

Figura 30. Diagramas de energia de los estados nativos (N) y desnaturalizado (D) de la PABADH
silvestre (A) y de la mutante G125K (B) a concentracién cero de urea, propuestos en base a los datos
experimentales asumiendo un modelo de dos estados. Se propone que el estado de transicion (X+) es de
igual energia para el caso de la PABADH silvestre y de la mbase a los datos experimentales asumiendo
un modelo de dos estados. Se propone que el estado de transicion (XT) es de igual energia para el caso
de la PaBADH silvestre y de la mutante, mientras que el estado nativo (N) para el caso de la mutante es
menos estable, por lo que es mas facil alcanzar el estado desnaturalizado (D) al incubar con urea. (C)
Energia de los estados nativos (N), intermediario (I) y desnaturalizado (D) de la PABADH G125K
asumiendo un proceso de tres estados. Posiblemente el intermediario sea la enzima disociada.. Los
pasos del estado desnaturalizado al nativo se indican con flechas discontinuas puesto que ain no
conocemos si la desnaturalizacion es o no reversible.

Sera interesante investigar en estudios futuros si la mutante se disocia rdpidamente en dimeros
y/o mondmeros aun a concentraciones bajas de urea y si éste paso de disociacion es previo a la pérdida
de estructura terciaria y secundaria. También serd necesario estudiar si el proceso de desnaturalizacion
por urea es reversible. Esta reversibilidad dependerd de la magnitud de la barrera energética que el
estado desnaturalizado tenga que superar en su camino hacia el estado nativo; es decir, del AG de

transicion del paso DUN (o de los dos pasos DI y de 1IN, en el caso de la mutante).



El estudio de la mutante GI125K reafirma la importancia de las regiones intercara de las
proteinas oligoméricas no s6lo para su estabilidad sino también para su funcién, y, junto con el ya
mencionado en el que se obtuvo la mutante C439V, abre un camino para explorar como cambios en la

region intercara dimero-dimero o en la de la intercara mondmero-mondmero afectan la estructura del

sitio activo.



IX. CONCLUSIONES

La mutacién del residuo de glicina en la posiciéon 125 de la PaBADH tuvo consecuencias

estructurales y funcionales no anticipadas por su posicién en la estructura tridimensional de la

enzima:

1.

La mutacién no produjo el cambio en el estado tetramérico esperado, aunque si disminuyé

la estabilidad conformacional de la proteina.

El efecto més importante de esta mutacion fue sobre la actividad de la enzima, que se perdié
totalmente como consecuencia de la mutacidn, lo que indica que aunque el residuo mutado
estd lejos del sitio activo, la estructura de éste, particularmente de la regién que une al

nucledtido, se afectd seriamente.

La falta de actividad de la enzima mutante probablemente no sélo se debe a que une muy
pobremente al nucledtido oxidado, sino que una vez que lo une lo hace en una posicion
incorrecta para que se produzca la transferencia del hidruro requerida en la oxidacion del
sustrato aldehido, o bien el sitio activo tiene una conformacién alterada que evita que se dé

la transferencia del hidruro.

Una vez que el nucledtido se une a un sitio activo de la enzima mutante promueve la re-

estructuracion de la proteina facilitando la unién del nucleétido a otros sitios activos.

X. PERSPECTIVAS

De los resultados obtenidos en el estudio aqui reportado han surgido una gran cantidad de preguntas

que para ser contestadas requieren de lo siguiente:

* Investigar si la PABADH G125K posee actividad cuando se ensaya a muy altas concentraciones



de NAD(P)".

* Investigar si en la mutante GI125K también estd afectada la unién de los mononucledtidos de

adenina, AMP o ADP, y/o de nicotinamida (NMN o NMNH).

* Realizar estudios de dindmica molecular para obtener modelos mas confiables de la mutante

G125K que permitan inferir los cambios en el sitio activo.

. Determinar la estructura cristalogréfica de la mutante para entender:
a) Cual es la organizacion estructural del sitio activo en la enzima mutante.
) Coémo los cambios en la intercara dimero-dimero se transmiten a otras regiones de la
proteina, concretamente al sitio activo.
X) Coémo se une el nucledtido en esta enzima.

0) Las bases estructurales de la cooperatividad positiva de unién del nucleétido que se

observa en la mutante.

e Completar los estudios de desnaturalizacion por urea tanto de la enzima silvestre como de la
mutante investigando:

a) Si esta desnaturalizacion es reversible y en caso de que lo fuese y de serlo calcular los

pardmetros termodindmicos correspondientes y estudiar el proceso de renaturalizacion.

b) Los cambios en actividad enzimdtica de la enzima silvestre producidos por la incubacion
con urea.

c) Los efectos de la incubaciéon con urea sobre el estado de asociaciéon de las proteinas
silvestre y G125K.

d) El efecto de la concentracion de proteina sobre la desnaturalizacién por urea.

e) El efecto del sustrato aldehido y de los coenzimas reducidos y oxidados, NAD(P)" y
NAD(P)H sobre el proceso de desnaturalizacion.

f) El efecto del cation K" y de la fuerza idnica sobre el proceso de desnaturalizacion.

* Generar mutantes en esta posiciéon cambiando la glicina por aquél o aquellos aminodcidos que

una mutacioén in silico prediga que pueden evitar la asociacién de los dimeros para formar el



tetrdmero nativo. De lograrse, caracterizar funcional y estructuralmente los dimeros que se

obtengan.

Investigar por medio de estudios filogenéticos cudl fue el estado de oligomerizacién de las

ALDHs primitivas.
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