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Freude, shoner Gotterfunken...

Froh, wie seine Sonnen fliegen
Durch des Himmels pracht’gen Plan,
Laufet, Briider, eure Bahn,

Freudig, wie ein Held zum Siegen.

Seid umschlungen, Millionen!
Diesen Kuss der ganzen Welt!
Brider, Uber'm Sternenzelt
Muss ein Lieber Vater wohnen.

Ihr stirtz nieder, Millionen?
Ahnest du den Schopfer, Welt?
Such’ ihn tGber'm Sternenzelt!
Uber Sternen muss er wohnen

Alegria, hermosa chispa de los dioses...

Con gozo, como los soles recorren

El glorioso espacio celestial

Recorred, hermanos, su camino,
Alegres, como un héroe hacia la victoria.

iSean abrazados, millones!

iEste beso para el mundo entero!
Hermanos, sobre la béveda estrellada
Debe vivir un padre amoroso.

¢Os arrodillais, millones?
éPresientes, mundo, a tu creador?
iBuscadlo sobre la béveda estrellada!
iSobre las estrellas debe habitar!

Friedrich Schiller (Oda a la Alegria)
Tomada por L. v. Beethoven para su novena sinfonia Op. 112

Siendo pequefio en alguna ocasién me surgié una duda que derivé en una de mis
primeras hipdtesis. Se me ocurrié que uno Unicamente crecia el dia de su cumpleafios. Para
probar dicha hipdtesis fui ideando mi experimento hasta que, un dia antes de mi
cumpleaiios tomé un lapiz y una cinta métrica y marqué mi estatura en la pared de la casa
esperando ansiosamente que corrieran las horas y preguntdndome cuanto habria crecido
al dia siguiente. Evidentemente mi experimento me demostré que mi hipdtesis era

incorrecta asi que empecé a buscar otra explicacién para el crecimiento.

Independientemente de mi avance en mis propias teorias y en mi comprension del
metabolismo en los organismos, lo cierto es que creci. Y asi pasé por la primaria y la
secundaria hasta llegar a la preparatoria y finalmente a la universidad. Lo cierto es que creci
no sélo el dia de mi cumpleafios sino cada dia, paso a paso. Y lo cierto es que fui creciendo
no soélo en estatura. En la vida van llegando distintas oportunidades y casi siempre tomar

unas es rechazar otras.
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2011, ofrecia un concierto para violonchelo de Haydn y la novena sinfonia de Beethoven
con la orquesta “La Pequeiia Camerata Nocturna” acompafiada del coro de la Sociedad
Coral Cantus Hominum y del Coro del Centro Universitario México. Asi que, acompafiado de
mis mejores amigos, nos enfrascamos en la maravillosa aventura de afinar nuestras voces y
hermanarnos con un coro y una orquesta desconocidos para preparar tan ansiado

concierto.

Siempre he sido bueno para reconocer las caras y fue asi como un dia en la cafeteria
de la Facultad de Quimica me parecid reconocer en el rostro de una maestra, el mismo
rostro que habia visto el dia anterior en alguno de los ensayos para el concierto. Al saludarla
y presentarme recibi la invitacién de la Dra. Martha Sosa para visitar su laboratorio y
conocer sus proyectos. Era el inicio de un largo proceso de diez afios en que, con ayuda de
la Dra. Sosa, me he ido formando como cientifico. Estando yo en ese momento trabajando
en un laboratorio de quimica organica no me veia con futuro en uno de quimica inorganica.
Sin embargo fui a ver los proyectos y recibi dos articulos, uno de algin tema de magnetismo
gue no entendi nada y otro articulo que tampoco entendi pero en el titulo decia algo sobre
hierro que me llamé la atencién lo suficiente para dedicarme a ese tema los siguientes
cuatro afios. Por supuesto primero tuve que aprender a pronunciar “deshidrogenacion

»i

oxidativa”! sin trabarme.

Aunque estudiar la deshidrogenacién oxidativa me gusté mucho, habia algo que no
me llenaba y de hecho empecé a ver otro proyecto crecer en el laboratorio asi que,
platicandolo con la Dra. Sosa, me cambié de area. Esta vez tuve que aprender a pronunciar

primero “Gluconacetobacter diazotrophicus”, algo un poco mas complicado.

L En el grupo de trabajo hemos cambiado el titulo a deshidrogenacién oxidante pero nunca me he
logrado acostumbrar a este nuevo nombre.
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tristezas, de muchos logros y de algunas caidas. En cierto sentido es un reflejo de lo que es
la vida. Durante este tiempo he visto mi vida académica despegar y crecer. Publiqué algunos
articulos y hasta me invitaron a participar en un capitulo en un libro. En el curso en Bélgica
y en los congresos a los que he asistido he podido conocer a grandes cientificos de mi area.
Por primera vez empecé a dar clases y ha sido de las actividades que mas he disfrutado en
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especialmente este trabajo.
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Resumen

Las bacterias acido-acéticas se caracterizan por la oxidacién incompleta de alcoholes
y azlcares produciendo los acidos correspondientes y liberandolos al medio. Ese proceso,
acoplado a la cadena respiratoria, se lleva a cabo por deshidrogenasas de membrana entre
las que destaca la alcohol deshidrogenasa (ADH). Ademas de este metabolismo externo
existe un metabolismo interno para la asimilacidn de carbono, principalmente por la via de
las pentosas fosfatadas. El presente trabajo es un estudio de la funcién y estructura de las
proteinas alcohol deshidrogenasa (presente en el metabolismo externo de alcoholes) y 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (presente en el metabolismo interno de azucares).

Partiendo del estudio previo de la ADH de Gluconacetobacter diazotrophicus
(GAADH-III), se reporta la cristalizacion de la proteina y un estudio de la GAADH-IIl en estado
oxidado, lo que permite comprobar la importancia del estado de oxidacién de los grupos
hemo en la cristalizacién. Se reporta también la reactividad de la enzima con NO, la
caracterizacion espectroscépica permite identificar la oxidacién de tres grupos hemo y la
formacién de tres aductos Fe(lll)-NO y un aducto Fe(ll)-NO de bajo espin. Ademas, se
reportan también los resultados preliminares del cultivo de la bacteria y su actividad de
alcohol deshidrogenasa en presencia de los iones lantanidos La3* y Ce3*/%*. Por otro lado, se
reporta por primera vez el aislamiento y caracterizacion de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) tanto de la fraccion soluble como de la
fraccién membranal. En términos de su funcién, Gd6PGD utiliza NAD* preferentemente
sobre NADP*. La estructura de Gd6PGD determinada a una resolucién de 1.9 A muestra un
homodimero de 70 kDa y cada una de las subunidades esta formada por tres dominios. Se
comparan las secuencias de aminodacidos vy la estructura de varias 6PGDs reportadas. La
secuencia mas corta en Gd6PGD, provoca cambios en la estructura y la exposicién de
regiones con residuos hidrofébicos en el dominio Il lo que podrian permitir su asociacién a
la membrana. Se describe también una nueva subfamilia de 6PGDs de “cadena corta” (333
residuos de aminoacidos) dependientes de NAD*, en contraste con la subfamilia de “cadena

larga” (480 residuos) dependiente de NADP*.
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Summary

Acetic-acid bacteria are characterized by the incomplete oxidation of alcohols and
sugars producing and releasing the corresponding acids to the medium. This process,
coupled to the respiratory chain, is driven by membrane-dehydrogenases such as the
alcohol dehydrogenase (ADH). Besides this external metabolism there is an internal
metabolism for carbon assimilation, primarily by the pentose phosphate pathway. The
present work studies the function and structure of the proteins alcohol dehydrogenase
(present in the external alcohol metabolism) and 6-phosphogluconate dehydrogenase

(present in the internal sugar metabolism).

Going on from the previous study of the ADH from Gluconacetobacter
diazotrophicus (GAADH-III), the crystallization of the protein is reported and a study of the
protein in oxidized state are reported, which allow to prove the importance of the oxidation
state of the heme groups in the protein for crystallization. The reactivity of the protein with
NO is also reported and the spectroscopical characterization allows to identify the oxidation
of three heme groups and the formation of three Fe(ll1)-NO aducts and one low-spin Fe(ll)-
NO aduct. Besides, the preliminary results of the bacterium growth and alcohol
dehydrogenase activity in presence of the lanthanide ions La3* and Ce3*/%*. On the other
hand, it is reported for the first time the isolation and characterization of the 6-
phosphogluconate dehydrogenase from Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) both from the
soluble and membrane fractions. In terms of its function Gd6PGD uses preferentially NAD*
over NADP*. The structure of Gd6PGD determined at 1.9 A, shows a homodimer of 70 kDa,
each of the subunits consisting of three domains. Amino acid sequences and the structure
of several reported 6PGDs are compared. The shorter sequence in Gd6PGD induces changes
in the structure leading to the exposure of a region with hydrophobic residues in domain llI
that might allow its association to the membrane. Finally, a new subfamily of “short-chain”
6PGDs (333 amino acids residues) NAD*-dependent proteins is described in contrast with

the “long-chain” (480 amino acids residues) NADP*-dependent proteins.
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Abreviaturas empleadas

6PG
6PGD
Aa6PGD
Ap6PGD
ADH
ADH-1II
ALDH
ATP

EPR

FAD
Gd6PGD
GdADH-III
Ga diazotrophicus
Gs6PGD
Hs6PGD
Kp6PGD
Kx6PGD
LI6PGD
MDH
MbADH
ME
MeADH
MfADH
ML

MP
NAD*
NAD-X
NADH
NADP*
NADPH

6-fosfogluconato

6-fosfogluconato deshidrogenasa

6-fosfogluconato deshidrogenasa de Acetobacter aceti (Aa)
6-fosfogluconato deshidrogenasa de Acetobacter pasteurianus (Ap)
Alcohol deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa de tipo Il dependiente de PQQ

Aldehido deshidrogenasa

Adenosintrifosfato

Resonancia paramagnética electrénica

Flavina adenina dinucléotido

6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Gluconacetobacter diazotrophicus
Alcohol deshidrogenasa de tipo Il de Gluconacetobacter diazotrophicus
Gluconacetobacter diazotrophicus

6-fosfogluconato deshidrogenasa de Geobacillus stearothermophilus (Gs)
6-fosfogluconato deshidrogenasa de Homo sapiens (Hs)
6-fosfogluconato deshidrogenasa de Klebsiella pneumoniae (Kp)
6-fosfogluconato deshidrogenasa de Komagataeibacter xylinus (Kx)
6-fosfogluconato deshidrogenasa de Lactococcus lactis (LI)

Metanol deshidrogenasa

Alcohol deshidrogenasa de Methylomicrobium buryatense

Método de minima evolucién

Alcohol deshidrogenasa de Methylorubrum extorquens

Alcohol deshidrogenasa de Methylacidiphilum fumariolicum

Método de maxima verosimilitud

Método de maxima parsimonia

Nicotinamida adenina dinucleétido

Enzima dependiente de nicotinamida adenina dinucledtido
Nicotinamida adenina dinucleétido reducido

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
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NDH NADH deshidrogenasa

NJ Método de vecino mas cercano

0Oa6PGD 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Ovis aries (Oa)

PEG Polietilenglicol

PDB Banco de datos de proteinas, Protein Data Bank www.rcsb.org

PPP Via de las pentosas fosfatadas

PQQ Pirroloquinolina quinona

Sc6PGD 6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (Sc)
Tb6PGD 6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Trypanosomas brucei (Tb)
Tg6PGD 6-fosfoglucuonato deshidrogenasa de Trypanosomas grayi (Tg)
UPGMA Método de agrupacion de pares no ponderado con media aritmética
UoxX Ubiquinol oxidasa

uQ Ubiquinona oxidada

UQH; Ubiquinona reducida

UV-VIS Ultravioleta visible

Nomenclatura de los aminoacidos proteinogénicos

Acido aspdrtico D Asp Isoleucina I lle
Acido glutamico E Glu Leucina L Leu
Alanina A Ala Lisina K Lys
Arginina R Arg Metionina M Met
Asparagina N Asn Prolina P Pro
Cisteina C Cys Serina S Ser
Fenilalanina F Phe Tirosina Y Tyr
Glicina G Gly Treonina T Thr
Glutamina Q Gln Triptofano w Trp
Histidina H His Valina v Val
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1. Antecedentes
1.1 Bacterias acido-acéticas

Las bacterias acido-acéticas pertenecen a la familia Acetobacteraceae, del orden
Rhodospirillales, y son parte de las alfaproteobacterias [1]. Se caracterizan por la oxidacion
incompleta de alcoholes y azlcares para producir los acidos correspondientes como
productos finales de su metabolismo, liberandolos al medio. A dicho proceso se le conoce
como fermentaciéon oxidante. Son bacterias Gram negativas y aerdbicas estrictas. Tienen la
capacidad de crecer en medios acidos con pH de entre 3.0 y 3.5 aunque el intervalo éptimo

es entre 5.0y 6.5 [2].

Debido a la fermentacién oxidante, estas bacterias son de gran importancia en la
industria de los alimentos, en la produccion de bebidas fermentadas, en la produccién de
vinagre, de vitamina C, en la produccién de celulosa, etc. [3-6]. Por ello, el estudio del
metabolismo en las bacterias acido-acéticas es de gran relevancia; en especial en lo

concerniente a la relacion entre el metabolismo de azucares y de alcoholes.

La filogenia y taxonomia de las bacterias acido-acéticas se ha discutido por mucho
tiempo y actualmente se reconocen 17 géneros, aunque los mas estudiados han sido los

géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter y Komagataeibacter [7].

1.1.1 Gluconacetobacter diazotrophicus

La bacteria Saccharobacter nitrocaptans fue descubierta en Brasil 1988 en las raices
y tallos de la cafia de azucar [8]. En 1989 fue renombrada como Acetobacter diazotrophicus
[9] y con nueva evidencia filogenética, su nombre fue corregido a Ga. diazotrophicus. Es un
bacilo Gram negativo que se mueve con flagelos peritricos. Mide entre 0.5-0.8 y 2.0 um
(Figura 1.1). La bacteria es enddfita de la cafia de azucar, sin embargo se ha encontrado

también en cultivos de café [10], mango, platano [11] y arroz [12] entre otros.
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Figura 1.1 Fotografia de microscopia electrénica de Ga. diazotrophicus mostrando los flagelos

peritricos. Las dimensiones de la célula son de 0.7 x 0.9 x 2 um [9].

Ga. diazotrophicus fue la primera especie de la familia Acetobacteraceae en la que
se describid la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) [8] y durante mucho tiempo se pensd
gue era la Unica especie dentro de dicha familia capaz de fijar nitrégeno. Sin embargo, desde
hace algunos afios se han reportado nuevas especies capaces de fijar nitrégeno como
Gluconacetobacter nitrocaptans y Gluconacetobacter azotocaptans [13], Swaminathania
salitolerans [14], Acetobacter peroxydans [15], Acetobacter nitrogenifigens [16], Asaia

bogorensis y Asaia siamensis [17].

La reaccion de reduccion de Ny (Ec. 1.1) requiere de una gran cantidad de energia
para romper el enlace N=N (942 kJ/mol). La FBN se lleva a cabo por enzimas nitrogenasas

que obtienen la energia en forma de ATP (proveniente de la cadena respiratoria) [18].
N, + 10H* + 8¢ + 16ATP > 2NH4* + 16ADP + 16P;+ H,  (Ec. 1.1)

Debido a que las nitrogenasas son extremadamente sensibles al oxigeno [19], los
organismos fijadores de nitrégeno han desarrollado sistemas de proteccién que evitan la
pérdida de actividad de nitrogenasa aun en medios con O, presente [20]. Uno de ellos
consiste en una alta tasa respiratoria por parte de la célula capaz de abatir la presidn del

oxigeno y mantener un ambiente intracelular microaerofilico (proteccion respiratoria) [21].
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Este mecanismo, ademas de que mantiene a la enzima activa aun a altas concentraciones

de oxigeno, provee ATP suficiente para la fijacion de Na.

Un estudio demostré que al aumentar la aireacién, aumentan también tanto el
cultivo de Ga. diazotrophicus como la actividad de su nitrogenasa. Bajo estas condiciones,
hay un sistema membranal de transporte de electrones muy activo, compuesto por enzimas
deshidrogenasas dependientes de PQQ, principalmente las enzimas alcohol y aldehido

deshidrogenasas (PQQ-ADH y PQQ-ALDH) [20].

1.2 Fermentacion oxidante y la cadena respiratoria en bacterias acido-acéticas

Las bacterias acido-acéticas se caracterizan por liberar al medio una gran cantidad
de productos de la oxidacién incompleta de alcoholes y azucares, principalmente etanol y
glucosa. También pueden oxidar glicerol a dihidroxiacetona, D-sorbitol a L-sorbosa, D-
manitol a D-fructosa y D-glucosa a los acidos D-glucénico, 2-ceto-D-glucénico o 5-ceto-D-
glucdnico [1]. Dichas oxidaciones son conocidas como fermentaciones oxidantes y son
llevadas a cabo por deshidrogenasas primarias de la cadena respiratoria. Estas
deshidrogenasas se encuentran localizadas en el lado peripldsmico de la membrana
citoplasmica. Generalmente consisten en complejos de dos o tres subunidades. Una
subunidad grande de 58 — 80 kDa (con cofactores que pueden variar entre FAD, PQQ, hemo
c y molibdopterina), una segunda subunidad de 45 - 50 kDa (con tres grupos hemo c¢) y una
tercera subunidad de entre 15 y 20 kDa. Es importante mencionar que en algunas
deshidrogenasas no se encuentra la tercera subunidad e incluso hay enzimas que carecen

también de la segunda (Tabla 1.1) [22, 23].
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Tabla 1.1 Algunas deshidrogenasas de membrana de las bacterias dcido-acéticas, su composicion
oligomérica y los cofactores presentes en cada subunidad. Tomada de Adachi y Yakushi, 2016 [23].

Enzima | Sustrato Producto Subunidades | Grupos prostéticos | Grupos Ref.
ena prostéticos en
B
ADH-IIl | Etanol Acetaldehido afyoop PQQ / hemo ¢ 3 hemos ¢ [24]
ALDH Acetaldehido | Acido acético ofy Molibdopterina 3 hemos ¢ /| [25]
[2Fe-2S]
GADH | Gluconato 2-cetogluconato | afy FAD 3 hemos ¢ [26]
2KGDH | 2- 2,5- ofy FAD 3 hemos ¢ [27]
cetogluconato | dicetogluconato
FDH Fructosa 5-cetofructosa | afy FAD 3 hemos ¢ [28]
SLDH D-Sorbitol L-Sorbosa ofy FAD 3 hemos ¢ [29]
GDH Glucosa Gluconato o PQQ - [30]
QDH Quinato 3- a PQQ - [31]
deshidroquinato
GLDH Polioles Cetonas of PQQ - [32]

ADH, alcohol deshidrogenasa. ALDH, aldehido deshidrogenasa. GADH, gluconato deshidrogenasa.
2KGDH, 2-cetogluconato deshidrogenasa. FDH, fructosa deshidrogenasa. SLDH, sorbitol
deshidrogenasa. GDH, glucosa deshidrogenasa QDH, quinato deshidrogenasa. GLDH, glicerol
deshidrogenasa.

Los electrones tomados del sustrato por las deshidrogenasas primarias son
posteriormente transferidos, por medio de ubiquinona, a las oxidasas terminales que
transfieren los electrones al aceptor final, el oxigeno [33]. La mayoria de las bacterias acido-
acéticas carecen de citocromo ¢ oxidasa, pero cuentan con una ubiquinol oxidasa, UOX
(citocromo bas o bos), capaz de generar una fuerza protén-motriz que es utilizada para la
sintesis de ATP. Ademas de la acumulacién de los productos de oxidacién en el medio, la
fermentacion oxidante es crucial para la obtencién de energia en la bacteria [22, 23] (Figura

1.2).

Existen también un par de oxidasas terminales que, aunque no generan una fuerza
protén-motriz, le permiten a la bacteria mantener un metabolismo aerobio en condiciones
adversas: el citocromo bd oxidasa con alta afinidad al oxigeno que funciona en condiciones
de bajo oxigeno y la oxidasa CIO (del inglés, Cyanide-insensitive quinol oxidase) que tiene
una alta kct y que se activa cuando la ubiquinol oxidasa se ha inactivado por cianuro [22,

34-36] (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Deshidrogenasas primarias acopladas a la cadena respiratoria. La fermentacién oxidante
se da por medio de deshidrogenasas de membrana (ADH, alcohol deshidrogenasa, ALDH, aldehido
deshidrogenasa; GDH, glucosa deshidrogenasa; GADH, gluconato deshidrogenasa; KGDH,
cetogluconato deshidrogenasa; FDH, fructosa deshidrogenasa; SLDH, sorbitol deshidrogenasa; QDH,
quinato deshidrogenasa). Los electrones son transferidos a la ubiquinona (UQ) para reducirla a
ubiquinol (UQH;) y posteriormente son transferidos al oxigeno por medio de la ubiquinol oxidasa
(UOX) y de la oxidasa terminal resistente a cianuro (CIO). Las deshidrogenasas citopldsmicas reducen
NAD* a NADH, el cual es oxidado por la NADH deshidrogenasa (NDH) membranal y los electrones
son transferidos a la UQ. Adaptado de [23].

1.2.1 Oxidacién citoplasmica y la cadena respiratoria.

Ademas de las deshidrogenasas de membrana mencionadas anteriormente, existen
deshidrogenasas citoplasmicas que oxidan alcoholes vy carbohidratos. Estas
deshidrogenasas, a diferencia de las de membrana, son dependientes de NAD(P)* y su pH
O6ptimo de trabajo es mayor que el de las proteinas de membrana. También se puede
apreciar una considerable diferencia en la actividad especifica, siendo mayor en las de
membrana (Tabla 1.2) [33]. Estas deshidrogenasas citopldsmicas también se encuentran

acopladas a la cadena respiratoria por medio de la NADH deshidrogenasa (NDH) membranal
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[33, 35-37] (Figura 1.2). En general se puede hablar de las enzimas de membrana como
parte de la cadena respiratoria y las enzimas solubles en el citoplasma como sistemas para

emplear los alcoholes y carbohidratos como fuentes de carbono y de energia.

Tabla 1.2. Comparacién de deshidrogenasas citopldsmicas y de membrana de bacterias acido-
acéticas [33].

Localizaciéon Cofactor Direccién Actividad pH 6ptimo
especifica
(umol min
Mgprot ")

Etanol <> Acetaldehido (Acetobacter)

Membrana PQQ —_— 1.4 4.0
Citoplasma NAD* —_— 0.005 8.0
NADH — 0.35 6.0

Acetaldehido <———~ Acetato (Acetobacter)

Membrana PQQ — 3.5 5.0
Citoplasma NADP* -_— 0.54 9.5

_—
D-glucosa«——— D-gluconato (Gluconobacter)

Membrana PQQ —_— 1.5 6.0
Citoplasma NADP* _— 0.08 8.5-9.0
NADPH — 0.003 7.0

_
D-Gluconato «—————— 2-ceto-D-gluconato (Gluconobacter)

Membrana FAD — 2.7 6.0
Citoplasma NADP* -_— 0.08 10.5
NADPH C—— 0.2 6.0

—_—
D-fructosa«——— 5-ceto-D-fructosa (Gluconobacter)

Membrana PQQ — 0.8 6.0
Citoplasma NADP* _— 0.006 8.5-10.0
NADPH — 0.8 6.5
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1.3 Metabolismo de alcoholes
1.3.1 Oxidacion periplasmica y citoplasmica de alcoholes

Las bacterias acido-acéticas, como se menciond anteriormente, se caracterizan por
la oxidacién parcial de alcoholes a sus acidos correspondientes, especificamente de etanol
a 4acido acético. Dicha oxidacién se da por medio de la enzima de membrana alcohol
deshidrogenasa PQQ-ADH de tipo Ill, que oxida el etanol a acetaldehido transfiriendo 2e'y
2H* al PQQ (Ec. 1.2), y de la enzima de membrana aldehido deshidrogenasa (PQQ-ALDH),
que oxida el acetaldehido a acido acético transfiriendo 2e'y 2H* al PQQ (Ec. 1.3). Por otro
lado, dentro del citoplasma se puede llevar a cabo una oxidacién completa de etanol por
medio de enzimas dependientes de NAD(P)*y donde el 4cido acético producido es utilizado
por la acetil CoA sintetasa y el acetil CoA formado ingresa al ciclo de los acidos tricarboxilicos
(Figura 1.3) [36, 38]. Se ha probado en mutantes de especies Acetobacter que carecen de la
ADH de membrana que la expresidn de las enzimas ADH y ALDH dependientes de NAD(P)*
incrementa en presencia de etanol sin observarse produccién de acido acético [39, 40]. Lo
anterior demostré que la funcidn de las deshidrogenasas citoplasmicas es la de utilizar el
etanol como fuente de carbono y de energia y que no participan en la fermentacion

oxidante.

CH;CH,0H + PQQ =———= CH;CHO+PQQH, (PQQ-ADH) (Ec.1.2)

CH;CHO + H,0 + PQQ =———= CH;COOH +PQQH, (PQQ-ALDH) (Ec.1.3)
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Figura 1.3. Oxidacidn de alcoholes en las bacterias acido-acéticas. Las proteinas de membrana
alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenasa (ALDH) funcionan como las primeras
deshidrogenasas en la respiracién de etanol. Las proteinas dependientes de NAD(P)*, alcohol

deshidrogenasa (NAD*-ADH) y aldehido deshidrogenasa (NADP*-ALDH), se encuentran en el
citoplasma y funcionan para la asimilacién de etanol y acetaldehido. Adaptado de [36].

1.3.2 Clasificacion de las alcohol deshidrogenasas (ADHs)

Las enzimas que oxidan alcoholes, las cuales se encuentran ampliamente
distribuidas desde bacterias hasta mamiferos, se pueden dividir en 4 grupos dependiendo
del cofactor que empleen [41]:

1) Enzimas que contienen pirroloquinolina quinona (PQQ) o quinoproteinas. Pueden

ademas contener grupos hemo.
2) Enzimas que contienen flavina adenina dinucleétido (FAD).
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3) Enzimas que contienen nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato) (NAD(P)*) y
suelen subdividirse en enzimas de cadena media, dependientes de Zn?*; enzimas de
cadena larga activadas por Fe y enzimas de cadena corta sin cofactores metalicos.

4) Enzimas que contienen grupos hemo y el cofactor Fay (similar a la flavina

mononucléotido).

Las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ (PQQ-ADH) se encuentran
principalmente en las o, B y y-proteobacterias. Se localizan tanto en el espacio
periplasmatico como unidas a la membrana citoplasmica y forman, junto con la cadena

respiratoria, el “sistema alcohol oxidasa periplasmico” [42, 43].
Las PQQ-ADH se pueden clasificar en 3 grupos [42]:

e Las PQQ-ADH de tipo | son enzimas solubles del periplasma y poseen Unicamente
PQQ como grupo prostético ademads de un puente disulfuro. Las mds estudiadas son
la metanol deshidrogenasa (Ca?*-MDH) de organismos metilétrofos y la etanol
deshidrogenasa (Ca?*-QEDH), asi como las enzimas analogas dependientes de Ln3*.

e Las PQQ-ADH de tipo Il son enzimas solubles del periplasma y contienen, ademas
del Ca**-PQQ y el puente disulfuro, un grupo hemo tipo c. Se encuentran
principalmente en Pseudomonas [44-47], Ralstonia [48] y Comamonas [49]. A
diferencia de las ADHs de tipo | y lll, las de tipo Il pueden oxidar con relativa facilidad
alcoholes primarios de cadena media, alcoholes secundarios e incluso dioles,
alcoholes heterociclicos y glicerol [44, 47, 48, 50, 51].

e Las PQQ-ADH de tipo Ill son enzimas de membrana y son especificas de bacterias
acido-acéticas. Contienen una subunidad | (de 72-80 kDa) con un PQQ, un puente
disulfuro y un grupo hemo c y una subunidad Il (de 45 a 55 kDa) con tres grupos
hemo c. Adicionalmente pueden tener una subunidad Il (de 8 a 16 kDa) cuya funcién

es aun desconocida.

Se han reportado estructuras tridimensionales para las ADH de tipo | de
Methylobacterium extorquens (PDB 1W6S) [52 PDB 1H4J, 53], Methylophilus
methylotrophus (PDB 2AD6, 2AD7 y 2ADS8) [53], Methylophilus methylotrophus W3A1 (PDB
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4AAH y 1G72) [54, 55, 56], Paracoccus denitrificans (PDB 1LRW) [57], Hyphomicrobium
denitrificans (PDB 2D0V) [58] y Methylococcus capsulatus (PDB 4TQO) [59] y de tipo Il de
Comamonas testosteroni (PDB 1KBO0) [60] asi como las ADH-1IB (PDB 1KV9) [50] y ADH-IIG
(PDB 1YIQ) [45] de Pseudomonas putida. Hasta el momento no se ha reportado ninguna

estructura de alguna PQQ-ADH de tipo lII.

1.3.2.1 PQQ-ADHS de tipo | dependientes de Ln3*

Ademds de las ADHs de tipo | dependientes de Ca?* existe una alcohol
deshidrogenasa dependiente de iones lantanidos. Aunque desde los afios 90 se identificd el
gen xoxF, que codifica para una metanol deshidrogenasa dependiente de PQQ (MDH), no
fue sino hasta principios de la ultima década que se aislé y caracterizé dicha proteina. Se
observé que al afiadir Nd3* y Sm3* al medio de cultivo de Methylobacterium radiotolerans la
actividad de MDH se incrementaba ligeramente. Dicho incremento era considerable si se
afiadian los iones La%* y Ce3*. Ademds, se caracterizd la proteina Ln3*-XoxF como un
homodimero (o) a diferencia del heterotetrdmero (o2f32) en Ca?*-MDH [61]. Resultados

similares se observaron para Bradrhyzobium sp. [62] y Methylobacterium extorquens [63].

A la fecha, se conocen cuatro estructuras de MDHs dependientes de lantanidos:
Ce3*-XoxF con clave PDB 4MAE [64] y Eu3*-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV
con clave PDB 6FKW [65], La3*-XoxF de Methylomicrobium buryatense con clave PDB 6DAM
[66] y La**-XoxF de Methylorubrum extorquens con clave PDB 60C6 [67]. Todas ellas tienen
la misma estructura general que las MDH dependientes de calcio. Consisten en un dominio

I”

de “stper barril” donde se encuentra el cofactor Ln3*-PQQ. Los residuos de unién a PQQy
al metal estan conservados y el PQQ se encuentra entre un residuo de Trp y un puente
disulfuro formado por dos cisteinas adyacentes. Al igual que en las estructuras de calcio, el
ion lantanido esta coordinado a un Glu, un Asp y una Asn ademas de al PQQ a través de un
oxigeno quinoide, un nitrégeno de un grupo piridil y el oxigeno de un carboxilato.

Adicionalmente, en las estructuras de lantanidos hay un Asp que se coordina al metal de

manera bidentada. Este residuo ayuda a estabilizar la mayor carga positiva del ion Ln3* asi
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como el mayor numero de coordinacién adoptado por los lantanidos. Mientras que el calcio
tiene un nimero de coordinacion de entre 6 y 8 en las MDH, los Ln3* presentan un nimero

de coordinacion de entre 9 y 10 en las proteinas analogas (Figura 1.4).

45 ;
mes ‘g -

\uﬁ T

Figura 1.4 Estructura tipica del sitio de unién Ln*-PQQ en Eu**-XoxF. El PQQ se encuentra entre un
Trp y el puente disulfuro. El ion Ln** ademés de estar unido al PQQ, se encuentra coordinado a dos
Asp, una Asn y un Glu [65]. Se muestran los &tomos de carbono en color gris, los de oxigeno en color
rojo, los de nitrégeno en color azul, los de azufre en color amarillo y el ion Eu* en color cian.

Varios estudios han sugerido la importancia de los iones lantanidos en la proteina,
demostrando que el gen xoxF se transcribe y se traduce aun en ausencia de dichos iones.
Sin embargo, la actividad de XoxF si depende de la presencia de iones Ln3* [68-70]. En
algunos casos como en Methylacidiphilum fumariolicum, aislada de pantanos volcanicos, el
cultivo de la bacteria es estrictamente dependiente de iones lantdnidos (La3*, Ce3*, Nd3*,
Pr3*)y la primera estructura cristalina de una Ln3*-MDH , con un ion Ce3*, mostré que dichos

iones se encuentran presentes en el sitio activo [64].

A pesar de que las proteinas dependientes de lantanidos se descubrieron
recientemente en el 2014, se ha propuesto un papel catalitico y regulatorio para dichos
iones [71, 72]. En ausencia de iones lantadnidos, la regulacién de las proteinas XoxF y MxaF
(correspondientes a las Ln>*-MDH y Ca**-MDH, respectivamente) se da por medio de apo-
XoxF, que actia como sensor de Ln3* e interactia con las cinasas MxbDM vy posiblemente

con MxcQE. Finalmente, MxbM activa la expresién de mxa y la represién de xox (Figura 1.5
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A). Por otro lado, en presencia de La**, el ion metélico puede entrar al periplasma a través
de un transportador dependiente de la proteina TonB (probablemente con ayuda de alguna
chaperona). La unién de La3* a apo-XoxF produce la forma activa de XoxF, disminuyendo la
sefial de MxcQE/MxbDM lo que resulta en una regulacién positiva de xox. Ademas, se ha
observado una via para detectar La3* y la presencia de un transportador ABC sugiere que el
ion metdlico entra en el citoplasma probablemente reprimiendo mxa y promoviendo la
expresion de xox (Figura 1.5 B). Resulta interesante que los canales de calcio regulados por

voltaje y por ligantes son bloqueados por iones lantanidos [73-76].

A Ca?* B A Ca?*
Ca?* La* ——{La¥*) «— Ca? .
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Figura 1.5 Modelo actual para la regulacion de las metanol deshidrogenasas dependientes de
lantdnidos (XoxF) y de calcio (MxaF). A) en ausencia de La** y B) en presencia de La*". Se muestra el
transportador de Ln* dependitente de TonB (TonB) asi como los canales idnicos para Ln3* (ABC) y
para Ca**(Cay). Las cinasas MxbDM y MxcQE, parecen estar involucradas en la regulacién de la
expresion de los genes mxa y xox. Tomado de [76]. Adaptado de [71-72].

Hasta el momento, se ha estudiado poco acerca de la homeostasis de Ln3*. Ademas,
seria interesante el estudio de las cascadas de sefializacion de Ca?* en ambientes naturales
ricos en lantanidos asi como de las posibles cascadas regulatorias de Ln3* que puedan existir

[76].
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1.3.3 PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus

La proteina PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus de tipo lll (GAADH-III) fue aislada y
estudiada por los grupos de Escamilla 'y Sosa-Torres [77—-81] encontrando que tiene una masa
molecular de 115 kDa y que esta formada por dos subunidades: SUI y SUIl de 71.4y 43.5
kDa respectivamente. Por medio de estudios de espectroscopia UV-Vis se identificaron los
grupos prostéticos PQQ (con bandas en 317 y 350 nm) y grupos hemo c reducidos (con la
banda Soret en 418 y las bandas ay B en 523 y 552 nm). La presencia de un Ca?*-PQQ, fue
confirmada también por medio de un andlisis cuantitativo de HPLC, observando la presencia
del grupo PQQ y por espectroscopia de absorcidn atdmica, confirmando un dtomo de Ca?*

por heterodimero.

La especificidad a sustrato de GJADH-III es menos restringida que para otras ADHs
de tipo Ill, pudiendo oxidar acetaldehido ademas de etanol. Las Km para etanol y
acetaldehido son 4.6x10% M y 2.9x103 M respectivamente. De hecho, GJADH-IIl puede
llevar a cabo la oxidacion de etanol a acetaldehido y posteriormente llevar a cabo una
segunda oxidacion del acetaldehido al acido acético sin liberar en ningin momento el

acetaldehido al medio [80].

Adicionalmente se realizaron estudios de EPR para observar el radical de la
semiquinona de PQQ a 77 K (Figura 1.6 A) con una sefial en g = 2.0034. Al bajar la
temperatura a 20 K se observé una sefial con un patrén de resonancia para un cimulo de
ferredoxina [2Fe-2S] en estado reducido con valores de gx= 2.007, g,= 1.941 y g, = 1.920
(figura 1.6 B). Dichas sefiales son consistentes con el espectro de UV-Vis al indicar que la
proteina se aisla con sus cofactores en estado reducido. La presencia del cimulo de hierro
azufre se confirmd por medio de espectroscopia de absorcion atémica y se determiné el
hierro total encontrando 6 Fe y un Ca por heterodimero de ADH, lo que es consistente con
la presencia de cuatro grupos hemo tipo ¢ y un cimulo [2Fe-2S]. Esto se confirmdé también
por una determinacion cuantitativa de Fe y sulfuros labil, obteniéndose seis atomos de Fe

y dos atomos de azufre labil por heterodimero de GdADH-III [78].
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Figura 1.6 Espectros de EPR de la GdADH-III. A) Espectro en banda X del radical de semiquinona de
PQQ a 77 K. B) Espectro de EPR en banda X del cimulo [2Fe- 2S] en la GJADH-IIl a 20 K a) espectro
experimental y b) linea sélida azul espectro simulado; linea punteada azul: semiquinona de PQQ;
linea discontinua rosa: cumulo [2Fe-2S]. Tomado de Gdmez-Manzo et al. 2010 [78].

Se determinaron también los potenciales redox de los grupos hemo tipo ¢ por medio
de una titulacidn espectro-electroquimica (UV-Vis - electroquimica) siguiendo el cambio de
la banda a en 553 nm. Para la determinacion de los potenciales del PQQ y de la ferredoxina,
se realizdé una titulacién potenciométrica seguida por espectroscopia de EPR a baja
temperatura. Con los potenciales encontrados, resumidos en la tabla 1.3, se asignaron los
grupos PQQ, [2Fe-2S], y un grupo hemo tipo ¢ (cl) en la SUl y tres grupos hemo tipo c (clls,
cll, cllz) en la SUIl. Se propuso, ademads, una via hipotética para la transferencia de

electrones intra e intermolecular en el heterodimero de GAADH-III (Figura 1.7).

Tabla 1.3. Potenciales redox determinados por medio de titulaciones potenciométricas para
los grupos prostéticos de GJADH-III [78].

Potenciales redox vs ENH a pH 6

(mV)
PQQ -210 (5)
[2Fe-2S] -250 (5)
cl -64 (£5)
clly -8 (15)
clly +185 (15)
cll3 +210 (25)

28



Antecedentes

CH,CH,OH
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Figura 1.7. Via propuesta para la transferencia de electrones por la oxidacién de etanol a través de
los cofactores de GJADH-III. EI PQQ, el cimulo [2Fe-2S] y el grupo hemo c/ se asignan a la primera
subunidad (SUI), los grupos hemo clly, cll; y cll; se asignan a la segunda subunidad (SUII) [78].

Es importante mencionar que GdADH-III siempre se aisla en estado reducido, a
pesar de los bajos potenciales redox observados para los cofactores. Ademas, un estudio
con una forma inactiva de la GJADH-IIl demostré que existen cambios significativos en
dichos potenciales redox. Al comparar la forma activa e inactiva de la proteina, se observé
también que la forma activa es un oligdmero de tres heterodimeros, a diferencia de la forma

inactiva, que es un solo heterodimero [79].

Recientemente, el estudio de GJADH-IIl en nuestro grupo de trabajo [82] ha llevado
a proponer un modelo para la estructura de la subunidad | basado en la comparacion de la
secuencia de aminoacidos con la ADH de tipo Il de P. putida [45]. De acuerdo con dicha
propuesta la subunidad | de GaADH-III consistiria en dos dominios. El dominio de “super

III

barril” consiste en 8 laminas, formadas cada una de 4 hebras beta antiparalelas (motivo W),
apiladas radialmente para formar una estructura de tipo propela de 8 hojas (Figura 1.8 A).
En este domino se encontrarian el PQQ y el cimulo [2Fe-2S]. El segundo dominio o dominio
de citocromo, se encuentra hacia la regién C-terminal y es donde se encuentra el motivo

CAACH para la unién covalente al grupo hemo tipo c (Figura 1.8 B).
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Figura 1.8 Estructura propuesta para la SUI de GAADH-III. A) Se muestra la estructura de propela
formada por las 8 laminas beta formando los motivos W1-W8. B) Se muestra el dominio de “stper
barril” en color azul (con los motivos W1-W8 resaltados) y el dominio de citocromo en color amarillo.
Los cofactores Ca?*-PQQ y hemo tipo ¢ se muestran en color rojo. Los dtomos del cimulo [2Fe-25]
se muestran como esferas de color naranja (hierro) y amarillo (azufre). Descrito en Sarmiento-Pavia,
2016 [82].

De acuerdo con la estructura propuesta para el Ca?*-PQQ, el dtomo metalico esta
coordinado, ademas del PQQ, a un residuo de Asn, un Asp y un Glu. Muy cerca en el espacio,
se encuentra el cimulo [2Fe-2S] coordinado a un par de Cys, un Glu (que también estd unido
al Ca?*) y a un Asp de manera bidentada (Figura 1.9 A). El grupo hemo estd unido
covalentemente a un par de Cys, y tiene como ligantes axiales a una His y una Met (Fig 1.9
B).
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Figura 1.9 Estructura propuesta para los cofactores en la SUl de GAADH-III. A) estructura y modo de
coordinacién para el Ca%*-PQQ y el cimulo [2Fe-2S]. B) Estructura y modo de coordinacién del grupo
hemo tipo ¢ [82]. Se muestran los &tomos de carbono en color gris, los de oxigeno en color rojo, los
de nitrégeno en color azul, los de azufre en color amarillo, el ion Ca?* en color verde y el ion Fe? en
color naranja.

Con la finalidad de entender la estabilidad de la proteina en el estado reducido, se
ha estudiado la interaccién magnética que existe entre el Ca?*-PQQ y el cimulo [2Fe-2S]
[82, 83]. Dado que la intensidad de la sefial en EPR es proporcional a la susceptibilidad
magnética [84], se estudid la sefial de EPR para el PQQ y el cimulo [2Fe2S] en funcién de la
temperatura (Figura 1.10). Se observdé un comportamiento magnético tipico para un
acoplamiento de tipo antiferromagnético, el cual se ajusté a la ley de Curie-Weiss

obteniendo un valor para la constante de Weiss de 6 =- 33 K.
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Figura 1.10 Acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el PQQ y el cimulo [2Fe-2S]. A) Gréfica
de intensidad de la sefial de PQQ en EPR en funcidn de la temperatura. Se observa el aumento de la
Intensidad a bajas temperaturas hasta un maximo en 10 K. B) Grafica del inverso de la intensidad de
la sefal en funcidn de la temperatura. Se muestra el ajuste a la ley de Curie-Weiss, con un valor de
0 =-33 K lo que indica el caracter antiferromagnético del acoplamiento [82, 83].

Estudios de saturacion [83] para las sefiales de EPR de ambos cofactores (Figura
1.11), demostraron que a 10 K la sefial de radical semiquinona se satura a una potencia de
Py =9.12 mW mientras que la del cdmulo [2Fe-2S] se satura a una potencia Py, = 15.24 mW.
Por otro lado, la sefial de EPR del PQQ a 77 K se satura a una potencia Py =5.51 mW. El alto
valor de saturacion para el cimulo [2Fe-2S] es consistente con el acoplamiento de tipo
antiferromagnético que le proporciona al cumulo [2Fe-2S] un mecanismo alterno de

relajacién saturandose con mayor dificultad.
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Figura 1.11 Saturaciéon de potencia progresiva a 10 K para las sefiales de A) radical
semiquinona, PQQ" con una saturacion en Py, =9.12 mW y B) cimulo [2Fe-2S]* con una saturacion
en P12 =15.24 mW. Tomado de Rodriguez-Cortés, 2017 [83].

Finalmente, se estudio la proteina GdADH-IIl en estado oxidado [82, 85]. Por medio
de una titulacion potenciométrica y oxidando la proteina a distintos niveles, fue posible
determinar, por espectroscopia de EPR, el potencial y los estados de espin para cada uno
de los grupos hemo de tipo ¢ (Figura 1.12 y Tabla 1.4). Se encontré que el grupo hemo de la
subunidad | es de alto espin con una sefial rémbica en gx = 10.389, g, = 5.058 y g, = 4.276.
Por otro lado, en la subunidad Il se observé una sefal altamente anisotrdpica en gmax =
3.753 y gmin = 1.159, tipica para un grupo hemo de tipo |, con una His y una Met como
ligantes axiales. También se observaron dos sefiales para dos grupos hemo de tipo Il, con
dos His como ligantes axiales, en gx = 2.974, g, = 2.289, g, = 1.525 y g« = 2.684, g, = 2.105,
g:=1.428 [85].
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Figura 1.12 Espectro de EPR de GdJADH-III oxidada con hidroperdxido de terbutilo. Se observan las
sefiales para cada uno de los grupos hemo c. Grupo cl con Fe(lll) de alto espin en color rojo, grupo
clly con Fe(lll) de bajo espin en color azul, Grupo cll, con Fe(lll) de bajo espin en color verde y grupo

cll; con Fe(lll) de bajo espin en color negro. Inserto: Sefial de radical atribuida a la especie PQQ® en
estado semirreducido. Sdnchez-Ostria, 2019 [85].
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Tabla 1.4 Localizacién, potencial redox, estado de espin y sefales en EPR para cada uno de los
grupos hemo c oxidados en GAADH-III [85].

Hemo ¢ | Subunidad | Potencial redox | Estado de Tipo de Sefiales en EPR
(mV) espin hemo ¢
Rombica
cl SUl -64 5/2 Alto espin gx=10.389
gy = 5.058
g:=4.276
clly Sull -8 1/2 Tipo |, bajo Axial
espin Ggmax = 3.753
gmin = 1.159
Rémbica
cllz Sull +185 1/2 Tipo Il, bajo gx=2.974
espin gy =2.289
g-=1.525
Rémbica
cllz Sull +210 1/2 Tipo Il, bajo gx=2.684
espin. gy =2.105
g-=1.428

1.4 Metabolismo de azticares
1.4.1 Oxidacién periplasmica y citoplasmica de azticares

La oxidacidon de azucares se lleva a cabo por fermentacion oxidante, de manera
similar a la oxidacién de alcoholes en las bacterias acido-acéticas (seccién 1.3.1), mediante
enzimas de membrana como la glucosa deshidrogenasa (GDH), gluconato deshidrogenasa
(GADH) o la 2-cetogluconato deshidrogenasa (2KGDH), aunque existen también
deshidrogenasas primarias para otros azucares como fructosa, sorbitol, etc. Estas enzimas
se encuentran acopladas a la cadena respiratoria constituyendo lo que se conoce como la

respiracion de glucosa de las bacterias acido-acéticas (Figura 1.13) [36].

Ademas de las deshidrogenasas de membrana, dentro del citoplasma se puede
llevar a cabo una oxidacidon completa de glucosa y otros azlcares por medio de enzimas
dependientes de NAD(P)*. El metabolismo interno de glucosa se puede dar por medio de

la glucdlisis o por medio de la via de las pentosas fosfato, comenzando con la fosforilacion
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de la glucosa al ingresar a la célula (catalizada por la glucocinasa), o bien con la fosforilacion

del gluconato al interior de la célula (Figura 1.13) (catalizada por la gluconocinasa) [36, 38].
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Figura 1.13 Oxidacién de azlcares en las bacterias acido-acéticas. Las proteinas de membrana
glucosa deshidrogenasa (GDH), gluconato deshidrogenasa (GADH) vy 2-cetogluconato
deshidrogenasa (2KGDH) funcionan como las primeras deshidrogenasas en la oxidacion de glucosa.
Las proteinas dependientes de NAD(P)*, glucosa deshidrogenasa (NADP-GDH), 2-cetogluconato
reductasa (NAD-2KGR) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) se encuentran en el citoplasmay
funcionan para la asimilacién de glucosa [36].
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1.4.2 Via de las pentosas fosfatadas en bacterias acido-acéticas.

Se ha observado que varios géneros de las bacterias acido-acéticas carecen de la
ruta metabdlica de Entner-Doudorof. Y en aquellas que si poseen dicha ruta, ésta funciona
Unicamente durante la produccidn de celulosa [38]. En consecuencia, la ruta de las pentosas
fosfato es la via principal para el catabolismo de carbohidratos [86-93]. Esta ruta comienza
con la oxidacién de glucosa-6-fosfato a fosfogluconato, el cual es posteriormente oxidado
por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Esquema 1) [87-91]. Esta via es crucial para la
célula pues mediante una serie de interconversiones se produce ribosa-5-fosfato que es un

precursor esencial para la sintesis de nucleétidos y acidos nucléicos (Figura 1.14) [94,95].

NAD* NADH + H* NAD* NADH + H*
Glucosa-6-fosfato AL» 6-fosfogluconato Ribulosa-5-fosfato
GDH o« o o  6PGD o on
+ 11 HO\[(W\O/F{\OH C02 MO\ ~OH
: I OH | P
O OH OH OH OH O OH
e) e) c) a)
oM oo oM @M «—— o
oM oM oaaooTm @O «——Cam
e) f) d) b)
oM @rnun| am mmm «——Caam
t td) oo onnn| M ——OIaam
b)
armo oo «—CIIm
a@m Omm «—— QIram
e) Fructosa-6-P e) Fructosa-6-P c) Sedoheptulosa-7-P a) Ribosa-5-P Ribulosa-5-P
d) Gliceraldehido-3-P f) Eritrosa-4-P d) Gliceraldehido-3-P b) Xilulosa-5-P

Figura 1.14 Via de las pentosas fosfato. En un primer paso, la glucosa-6-fosfato es oxidada a
fosfogluconato por medio de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GDH) y a continuacién es oxidado
a ribulosa 5-fosfato por medio de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD). Por medio de una
serie de interconversiones se produce ribosa-5-fosfato, precursor esencial para la sintesis de
nucledtidos y de acidos nucleicos [95].
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1.4.3 La enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa 6PGD

A pesar de la importancia de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) en la via
de las pentosas fosfatadas, la enzima fue poco estudiada hasta la década de los 80 [96]. Hoy
en dia ha recobrado la atencién siendo propuesta incluso como blanco potencial para
medicamentos antiparasitarios [97] y para tratamientos anticancerigenos [98, 99]. Debido

a ello, el interés en los estudios estructurales de dichas proteinas se ha incrementado.

Se han reportado estructuras tridimensionales de 6PGDs de organismos como Ovis
aries (PDB 1PGO) [100], Trypanosoma brucei (PDB 1PGJ) [101], Lactococcus lactis (PDB 21YO)
[102], Saccharomyces cerevisiae [103], Geobacillus stearothermophilus (PDB 2W8Z) [104],
Escherichia coli (PDB 2ZYA) [105], Klebsiella pneumoniae (PDB 2ZYG) [105] y Homo sapiens
(PDB 4GWG) [106]. Es importante mencionar que, hasta el momento, todas las 6PGDs se

han reportado como enzimas solubles en el citoplasma.

La primera 6PGD aislada de una bacteria acido-acética fue de Gluconobacter
suboxydans [107] y hay algunos estudios del metabolismo de azucares que estudiaron la
cinética y la especificidad a NAD* y NADP* de dicha proteina [108-110]. En Ga.
diazotrophicus se ha confirmado la presencia y la actividad de una 6PGD [86-91], sin
embargo, estos estudios metabdlicos se realizaron empleando extractos celulares sin haber

aislado la enzima.

1.5Relacidn entre el metabolismo de alcoholes y azticares

Como se menciond en las secciones 1.3.1y 1.4.1 existe un metabolismo externo de
alcoholes y azucares en el periplasma (fermentacion oxidante) [1, 33, 36, 38, 111, 112] y un
metabolismo interno en el citoplasma [20, 113, 114]. Aunque hay pocos estudios
enzimaticos de las proteinas responsables del metabolismo en el citoplasma de bacterias
acido acéticas, analisis del genoma de algunas bacterias como Acetobacter aceti han

permitido elucidar las principales rutas metabdlicas y su relacidén [115]. Al comparar dichos
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estudios con el genoma de Ga. diazotrophicus [116], se puede plantear un panorama

general del metabolismo central del carbono (Figura 1.15) en la bacteria.

Por un lado, la glucosa puede entrar a la via de la glucélisis o bien, ser oxidada a
gluconato y entrar a la via de las pentosas fosfato. Ambas rutas llevan a la produccion de
gliceraldehido-3-fosfato que se convierte posteriormente a piruvato, el cual ingresa al ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA), ya sea por medio de una conversion a malato por la
malato deshidrogenasa (mod1) o bien por medio de un par de conversiones a Acetil-CoA
(por la piruvato deshidrogenasa, pdh) y finalmente a citrato (por la citrato sintasa, aarA)
[94, 115]. Debido a que Ga. diazotrophicus carece de la fosfofructocinasa, la asimilacion de
glucosa se da Unicamente a través de la via de las pentosas fosfato como en la mayoria de
las bacterias acido acéticas [38, 86-91]. Ademas del TCA, también estd disponible la ruta del

glioxilato en la que participan la isocitrato liasa (aceA) y la malato sintasa (g/cB).

Por otro lado, el etanol puede ser oxidado en el citoplasma a acetaldehido por la
NAD*-ADH (adh) y éste a su vez, ser oxidado a acetato por la NADP*-ADH deshidrogenasa.
En Ga. diazotrophicus puede haber dos rutas para la conversién de acetato en acetil-CoA:
la primera es catalizada por la acetil-CoA sintetasa (acs) y la otra es por medio de la
fosfotransacetilasa (pta) y la acetato cinasa (ack). Ademas, la actividad de la succinil-CoA
sintetasa (sucCD) puede llevarse a cabo por medio de la succinil-CoA:acetato-CoA

transferasa (aarC), lo que también permite la conversién de acetato en acetil-CoA.

Se ha observado en A. aceti [115] que cuando la bacteria crece en presencia de
glucosa y acetato hay una mayor expresion de los genes del TCA, pero que estos genes se
ven reprimidos cuando crece en presencia de etanol, sin importar la presencia de glucosa.
Cuando la bacteria crece en presencia de etanol o de acetato, hay una mayor expresion del
ciclo del glioxilato ademas de que cuando crece en presencia de etanol y glucosa, hay una
gran expresion de la piruvato descarboxilasa (pdc) que convierte el piruvato en
acetaldehido, lo que indica que el piruvato formado a partir de la glucosa rara vez entra en

el TCA directamente cuando hay presencia de etanol.

39



Antecedentes

Periplasma
Gluconato <—Elucosa Etalnol —s Acetaldehido —» Acetato
Citoplasma /gmqh ladh
Gluconato glk Acetaldehido

gnk
6-fosfoglum Acitato:’d( Acetil-P TCA

\ Citrato
nd pdc acsl acs? pta Gm
g / Glucono-1,5-lactona-6P y aarA Isocitrato
Ribulosa-5P Acetil-CoA icd1
Xilul 5p 2wt pdh Oxaloacetato icd2
; _ ilulosa-
Ribosa-5p 4 Piruvato pckA 'mqgo
al 6P 1 glcB _Glioxalato 2-oxoglutarato
ucosa-
Fosfoenolpiruvato Malato
Gliceraldehido-3P Sedoheptulosa-7P b P lfumA ) SucAB
Acetil-CoA
fumC
Glicerato-2P Fumarato Succinil-CoA

y

Eritrosa-4P Fructosa-6P I suciy
5dhA;} Succinato

PPP TngX Glicerato-3P

Fructosa-1,6P2

Glicerato-1,3P2
fbaB Acetil-CoA

Acetato

Xilulosa-5P Gliceraldehido-3P «=—pDihidroxiacetona-P

Glucadlisis

Figura 1.15 Relacién entre el metabolismo de alcoholes y azlucares. Ademas del metabolismo
externo que ocurre en la membrana, existe un metabolismo interno para alcoholes y azlcares
relacionados por medio del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). La glucosa puede ser oxidada
por medio de la glucdlisis o de la via de las pentosas fosfatadas (PPP) y ser convertida en piruvato
para ingresar al TCA. El etanol puede ser oxidado a acetato y formar Acetil-CoA, el sustrato del TCA
[115].

Se ha observado en A. aceti [115] que cuando la bacteria crece en presencia de
glucosa y acetato hay una mayor expresion de los genes del TCA, pero que estos genes se
ven reprimidos cuando crece en presencia de etanol, sin importar la presencia de glucosa.
Cuando la bacteria crece en presencia de etanol o de acetato, hay una mayor expresion del
ciclo del glioxilato ademas de que cuando crece en presencia de etanol y glucosa, hay una
gran expresion de la piruvato descarboxilasa (pdc) que convierte el piruvato en
acetaldehido, lo que indica que el piruvato formado a partir de la glucosa rara vez entra en

el TCA directamente cuando hay presencia de etanol.

Ga. diazotrophicus es un aerobio estricto por lo que el aceptor final de los electrones
es el oxigeno. Como se ha mencionado anteriormente, las deshidrogenasas primarias de

membrana que llevan a cabo la fermentacidn oxidante ceden sus electrones a la ubiquinona
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y ésta los transfiere a la ubiquinol oxidasa (Figurasl.3 y 1.13) mientras que las
deshidrogenasas dependientes de NAD* del citoplasma producen NADH el cual es oxidado
por la NADH deshidrogenasa (NDH) (Figura 1.2). En Ga. diazotrophicus se ha observado la
presencia de una NDH-1 que genera una fuerza protén motriz y la de una NDH-2 que no

genera una fuerza protén motriz [22, 35].

Existe una competencia entre la respiraciéon citoplasmica (NADH) y la respiracion
periplasmica (fermentaciéon oxidante) en términos de transferencia de electrones pues
tanto la NDH como las deshidrogenasas de membrana ceden los electrones a la ubiquinona
y a la cadena respiratoria [22]. De hecho, en Gluconacetobacter oxydans se ha propuesto
que la actividad de la NDH es un factor clave para controlar el crecimiento de la célulay la

actividad de las deshidrogenasas de membrana [117].

A pesar de la relevancia de entender la regulacion de la fermentacién oxidante, se
ha estudiado poco la relacién entre el metabolismo interno y externo de alcoholes y

azucares en las bacterias acido acéticas [22, 115].
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipaétesis

El estudio de las enzimas GdADH-IIl y Gd6PGD ayudara a comprender mejor su
funcionamiento y el papel que desempefian en el metabolismo externo e interno de la

bacteria Ga. diazotrophicus.

2.2 Objetivo general

Determinar aspectos funcionales y estructurales de las enzimas alcohol
deshidrogenasa (GdADH-IIl) y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gd6PGD) de Ga.
diazotrophicus que participan en el metabolismo externo e interno de la bacteria,

respectivamente.



2.3 Objetivos particulares

Purificar la proteina GdADH-III y obtener cristales adecuados para su analisis por

difraccién de rayos X.

Analizar la estructura de GdADH-IIl y confirmar el modo de coordinacidon de los
cofactores que, junto con el antiferromagnetismo obervado por EPR, permita entender su

funcionamiento y estabilidad, asi como la transferencia de electrones en dicha enzima

Estudiar la unién de GJADH-III a la membrana para comprender mejor su relacién

con la cadena respiratoria.

Estudiar la reactividad de GAADH-IIl con NO para estudiar el estado de espin de los

atomos de hierro en los grupos hemo c.

Purificar la proteina Gd6PGD y obtener cristales adecuados para ser analizados por

difraccién de rayos X.

Estudiar la actividad de la proteina Gd6PGD para entender mejor su papel en el

metabolismo de la bacteria y determinar su especificidad a los cofactores NAD* y NADP*.

Analizar la estructura de Gd6PGD para esclarecer su localizacién en la célula y su

relacion con la cadena respiratoria.

Realizar un estudio filogenético que explique las diferencias en estructura y funcién

entre Gd6PGD y otras 6PGDs reportadas anteriormente.
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3. Procedimientos experimentales

3.1 Condiciones de cultivo

3.1.1 Cultivo de Ga. diazotrophicus en laboratorio en matraces de 1.5 L

Un liofilizado de la cepa PALS se cultivé en un medio LGIP sélido (K2HPO4, 29 mM;
KH2POs4, 37 mM; MgCl..6H.0, 1 mM; CaCl..2H0, 0.1 mM; Na:Mo04.2H,0, 10 puM;
FeCl3.6H,0, 37 uM; citrato de sodio 20 mM, (NH4)2S04, 20 mM y sacarosa 90 mM; pH 5.5).
Posteriormente se realizd un preindculo de la bacteria en 100 mL con medio LGIP liquido
enriquecido con (NH4)2504,20 mM. Luego de 24 h se inocularon 1.5 L de medio LGIP liquido
con sacarosa al 5 % m/v enriquecido con (NH4)2SOa. Después de 36 h se adicioné alcohol
etilico al 0.5 % v/v para inducir la expresion de las enzimas del sistema de oxidacion de

alcoholes. A las 48 h de cultivo las células se recuperaron por centrifugacioén a 8,800 x g.

3.1.2 Cultivo de Ga. diazotrophicus en biofermentador de 350 L

Se obtuvieron células a gran escala utilizando un fermentador con 350 L de medio
LGIP liquido con sacarosa al 5 % m/v enriquecido con (NH4)2S04, 20 mM inoculado con 20 L
de cultivo en el mismo medio. A las 39 h de cultivo se adicioné etanol al 0.5 % v/v para
inducir la expresidn de las enzimas del sistema de oxidacion de alcoholes. Luego de 50 h de
cultivo se recuperaron las células por medio de una centrifuga tubular a 13,000 x g. Durante
el cultivo de la bacteria se controld el valor de pH a 6 + 1 y se mantuvo una aireacidn
constante a 30 mL/min. El cultivo de la bacteria se llevé a cabo en la Unidad de Escalamiento
y Planta Piloto (UEPP) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM en la ciudad de

Cuernavaca, Morelos.
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3.1.3 Cultivo de Ga. diazotrophicus en laboratorio empleando iones

lantanidos

Se partié de un liofilizado de la cepa PAL5 y se cultivd en un medio LGIP sdlido
sustituyendo el Ca?* por los iones lantanidos La®>* y Ce** en cada caso. Posteriormente se
realizé un preindculo de la bacteria en 100 mL con medio LGIP modificado (K2HPO4, 29 mM;
KH2PO4, 37 mM; MgCl,.6H,0, 1 mM; Na2Mo004.2H,0, 10 uM; FeCls.6H,0, 37 uM; citrato de
sodio 20 mM, (NH4)2S04, 20 mM; sacarosa 90 mM y LaCls, 0.1 mM 6 Ce(S0O4)2 0.1 mM; pH
5.5) enriquecido con (NH4)2S04, 20 mM. Luego de 24 horas se inoculd 1.5 L de medio LGIP
modificado con sacarosa al 5 % m/v y enriquecido con (NH4),SO4. Después de 36 h se
adicion6 alcohol etilico al 0.5 % v/v para inducir la expresién de las enzimas del sistema de
oxidacion de alcoholes. A las 48 h de cultivo las células se recuperaron por centrifugacion a

8,800 x g.

3.2 Obtencidn de la fraccion soluble para la purificacion de Gd6PGD.

Las células fueron resuspendidas en solucién amortiguadora de PCM ([PO4*], 30
mM; MgCl;.6H,0, 30 mM; CaCl,.2H;0, 30 mM, pH 6.0) a una temperatura de 4 °C y
posteriormente fueron sonicadas para romperlas en el mismo medio en presencia de
desoxirribonucleasas de bovino y de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMS) como inhibidor

de proteasas. Se centrifugé a 178,800 x g por 60 min y se recuperd el sobrenadante.

3.3 Obtencion de la fraccion membranal para la purificacion de GdADH-Ill y

Gd6PGD.

Las células fueron resuspendidas en solucién amortiguadora de PCM ([PO4*], 30
mM; MgCl,.6H,0, 30 mM; CaCl,.2H,0, 30 mM; pH 6.0) a una temperatura de 4 °C y
posteriormente fueron sonicadas para romperlas en presencia de desoxirribonucleasas de

bovino y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMS) como inhibidor de proteasas. Las membranas
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Procedimientos experimentales

fueron obtenidas por centrifugacién a 178,800 x g por 60 min. Para eliminar las posibles
impurezas de proteinas de la fraccidon soluble, la fraccion membranal fue lavada vy
resuspendida con solucidn amortiguadora PCM y posteriormente centrifugada a 178,800 x

g por 60 min.

Finalmente, la fraccién membranal fue resuspendida en solucién amortiguadora de
fosfatos 0.01M, con Tritén X-100 al 0.7 % v/v, pH 5.8 y se incubd a 4 °C por 24 h. Se

centrifugd a 178,800 x g durante 1 h obteniendo un sobrenadante de color rojo.

3.4 Purificacion de GAADH-III por cromatografia

La purificacién de la proteina GdADH-III se hizo por medio de cromatografia
empleando columnas de intercambio anidnico, de hidroxiapatita y de exclusion molecular.
Todas las columnas fueron equilibradas con una solucidon amortiguadora de fosfatos 10 mM

con Tritén X-100 al 0.1 % v/v, pH 5.8.

3.4.1 Columna QAE

Se utilizé una resina de intercambio anidnico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La
columna se lavé con soluciéon amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH 5.8 con Tritén X-100
al 0.1 % v/v para recuperar la fraccidn con la proteina GAADH-III. El resto de las proteinas

se eluyeron con una solucién 250 mM de NacCl.

3.4.2 Columna DEAE

Se utilizé una resina de intercambio anidénico débil DEAE Toyopearl DEAE-650M. La
columna se lavo con solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH 5.8 con Tritén X-100
al 0.1 % v/v para recuperar la fraccidn con la proteina GAADH-III. El resto de las proteinas

se eluyeron con una solucién 250 mM de NacCl.
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3.4.3 Columna HA

Se utilizé una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel de Sigma-Aldrich. Para la elucion
de las proteinas se empled una solucion amortiguadora de fosfatos a pH 5.8 con Tritén X-
100 al 0.1 % v/v utilizando un gradiente lineal de 10 a 250 mM de fosfatos. La proteina

GdADH-III se recuperd a una concentraciéon de 60 mM.

3.4.4 Columna S-100

Su utilizé una resina de exclusién molecular Sephacryl S100-HR. La proteina fue

eluida con solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM con Tritén X-100 al 0.1 % v/v, pH 5.8.

3.5 Purificacion de Gd6PGD por cromatografia

La purificaciéon de la proteina Gd6PGD se hizo por medio de cromatografia
empleando columnas de intercambio anidnico y de hidroxiapatita. Todas las columnas
fueron equilibradas con una solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 5.8. Para la

purificacion de la fraccion membranal se adiciond, ademas, Tritédn X-100 al 0.1 % v/v.

3.5.1 Columna QAE

Se utilizé una resina de intercambio anidnico fuerte QAE Toyopearl QAE-550C. La
columna se lavé con solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH 5.8 para recuperar la
fraccién con la proteina Gd6PGD (para la purificacién de la fraccion membranal se adiciond,
ademas, Triton X-100 al 0.1 % v/v.) El resto de las proteinas fueron eluidas con una solucion

250 mM de NaCl.
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3.5.2 Columna HA

Se utilizé una resina de hidroxiapatita HA-Ultrogel de Sigma-Aldrich. Para la elucion
de las proteinas se empled una solucién amortiguadora de fosfatos a pH 5.8 (para la
purificacion de la fraccidn membranal se adiciond, ademas, Triton X-100 al 0.1 % v/v.)
utilizando un gradiente lineal de 10 a 250 mM de fosfatos. La proteina Gd6PGD se recuperd

a una concentracion de 210 mM.

3.6 Caracterizacion molecular

3.6.1 Electroforesis nativa (PAGE)

La electroforesis nativa en gel de poliacrilamida de la proteina Gd6PGD se realizd
con un gel de corrida con acrilamida al 7 % m/v y un gel concentrador con acrilamida al 5 %
m/v. Se utilizé una soluciéon amortiguadora de corrida con TRIS-HCI, 125 mM; pH 6.8. El gel
fue tefiido con azul de Coomassie al 0.1 % m/v. El sistema de electroforesis empleado fue
una camara de electroforesis vertical Hoefer SE300 miniVE utilizando una corriente de 120

V.
3.6.2 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para las
proteinas GAADH-IIl y Gd6PGD, se realizé con un gel de corrida de acrilamida al 7 % m/vy
un gel concentrador de acrilamida al 5 % m/v. La muestra de proteina fue diluida en una
mezcla de digestién con SDS, 5 % m/v; 3-mercaptoetanol, 3 % v/v; glicerol, 15 % v/v y TRIS-
HCI 125 mM, pH 6.8. La digestidn se llevé a cabo durante tres minutos a ebullicidn. Se utilizé
una solucién amortiguadora de corrida con SDS. El gel fue tefiido con azul de Coomassie al
0.1 % m/v. El sistema de electroforesis empleado fue una cdmara de electroforesis vertical

Hoefer SE300 miniVE utilizando una corriente de 120 V.
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3.7 Ensayos enzimaticos
3.7.1 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

La cantidad de proteina fue determinada por el método de Lowry [118] empleando

como estandar albumina bovina.

3.7.2 Cuantificacion de la actividad enzimatica de GdADH-III

Las pruebas de actividad para la proteina GAADH-III se realizaron por el método de
ferricianuro de potasio de acuerdo con lo reportado anteriormente [81]. Se utilizd una
solucion amortiguadora de Mcllvaine (K2HPOs4, 126 mM; acido citrico, 37 mM; pH 6.0)
empleando K3[Fe(CN)s], 0.1 M como aceptor de electrones y etanol, 20 mM ajustando a 1
mL. La reaccidn se inicié por adicidon de 0.03 mg de proteina y se incubd durante 20 min.
Para detener la reaccién se adicionaron 0.5 mL de reactivo de Dupanol (SDS, 0.3 % m/v;
Fez(S04)3, 0.5 % m/v; H3PO4, 8 % m/v). Finalmente se ajustd el volumen a 5 mL y se
determind la absorbancia a 680 nm. La unidad de actividad enzimatica esta definida como
la oxidacion de 1 umol de etanol por minuto. Cada incremento en 0.02 de absorbancia

equivale a 1 umol de etanol oxidado [81, 119].

3.7.3 Cuantificacion de la actividad enzimatica de Gd6PGD

Las pruebas de actividad de Gd6PGD se realizaron por el método de Beutler de
acuerdo con lo reportado en la literatura [120]. Los ensayos contenian una solucion
amortiguadora de Tris-HCI, 0.1 mM; EDTA, 0.5 mM; acido 6-fosfoglucénico, 0.6 mM;
NAD(P)*, 0.2 mM; pH, 7.5 en un volumen total de 1 mL. La reaccién se inicié por adicion de
0.03 mg de proteina y por espectroscopia UV-Vis se siguio la Asso durante 3 min. La unidad

de actividad enzimatica se definié como la reduccion de 1 umol de NAD(P)* min2.
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3.7.4 Estudios cinéticos de la enzima Gd6PGD.

Para la determinacién de los parametros cinéticos (Km y Vmax) de NAD(P)*, los
ensayos contenian, en un volumen de 1 mL, una solucidn amortiguadora de Tris-HCl, 0.1
mM; EDTA, 0.5 mM; acido 6-fosfoglucdnico, 0.6 mM; pH 7.5y se vario la concentracion del
cofactor NAD(P)* de 0.2 —a 2.0 mM. Para la determinacion de los pardmetros cinéticos (Km
¥ Vmax) del sustrato (acido 6-fosfoglucénico), los ensayos contenian, en un volumen de 1 mL,
una solucién amortiguadora de Tris-HCl, 0.1 mM; EDTA, 0.5 mM; NAD*, 0.2 mM; pH 7.5 y
se varié la concentracién del dcido 6-fosfoglucénico de 0.2 — 6.0 mM. En todos los casos se
midid el incremento en la Azao y se siguid la reaccion por 3 min. Se calculd la actividad
especifica en cada caso y los parametros cinéticos se determinaron por regresién no lineal
ajustando al modelo de Michaelis-Menten con el programa GraphPad Prism 7. Todos los
ensayos cinéticos se hicieron por triplicado para la fraccidon soluble y de membrana.
Adicionalmente, a la fraccion membrana se le eliminé el Tritén X-100 por medio de
columnas Pierce Detergent Removal de Thermo Scientific. Las curvas de saturacién en

funcién de la concentracion de sustrato se ajustaron al modelo de Michaelis-Menten (Ec

3.1):
k; k;
E+S = ES —™ E+P
k.
_ Vmax[S]
VO — —Km+[5] (EC 31)
donde
k_1+k
Ky = % Vinax = kcat[E] kcat = k;

50



Procedimientos experimentales

3.8 Caracterizacion espectroscopica
3.8.1 Espectroscopia de UV-Vis

Todos los espectros de UV-Vis se obtuvieron en un espectrofotémetro Agilent 8453

con arreglo de diodos de barrido rapido en celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico.

3.8.2 Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica

Los espectros de EPR se obtuvieron en un espectrometro Bruker Elexys E500 en
banda X (= 9.4 GHz). El control de la temperatura se realizd6 con un criéstato de flujo
continuo de helio liquido marca Oxford. Los experimentos se llevaron a cabo a una potencia

~ 2 mW. Todos los experimentos se realizaron en el laboratorio de resonancia
paramagnética electrénica de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién (USAI) de

la Facultad de Quimica de la UNAM.

3.9 Analisis de secuencias de aminoacidos

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos se llevé a cabo con ayuda del
programa DIALIGN desarrollado por Morgenstern [121, 122] utilizando las secuencias de

aminodacidos de la Gd6PGD reportadas por el grupo de Ferreira [116].

3.10 Cristalizacion de la proteina Gd6PGD y coleccion y procesamiento de

datos.

La proteina Gd6PGD se purificé de la fraccion membranal. Los ensayos de
cristalizacién se llevaron a cabo empleando la técnica de difusién de vapor por medio de los
métodos de a) gota sedente y b) gota colgante (Figura 3.1). En ambos casos, se adicionaron
500 pL de solucion cristalizante al depdsito (solucidon amortiguadora de Tris-citrato de sodio,
0.1 M; isopropanol, 10% v/v; PEG 4000 10, mg/mL; pH 5.6). La proteina se dializé en una
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solucién con fosfato de sodio, 10 mM; Tritén X-100, 0.1 % v/v; pH 5.8 y se concentré a 22,
33 y 64 mg/mL. La gota se prepard con una mezcla 1:1 de solucidn cristalizante y solucion

de proteina. El tamafio de las gotas fue de 4 pL.

A B

Gota de cristalizacion

— (2 pL solucion cristalizante /
/ 2pL solucion de
/ proteina) ~

Depdsito
/ (Solucidn cristalizante) "““‘--._____

Figura 3.1 Representacioén de la técnica de cristalizacion por difusidon de vapor por medio de
los métodos de A) gota sedente y B) gota colgante.

En el caso del método de gota sedente, se observé la formacion de cristales a los 15
dias a 20 °C. Para el método de gota colgante, las muestras se incubaron a 18 °C durante un

afo.

Los mejores cristales fueron sumergidos en una solucién crioprotectora saturada de
sulfato de litio y difractados en un difractdmetro Micromax007-HF a 103 K en el Laboratorio
Nacional de Estructura de Macromoléculas (LANEM-IQ-UNAM). Los cristales difractaron a
un maximo de resolucion de 1.87 A. Se colectd un conjunto de datos con alta redundancia
para resolver la estructura cristalina de novo por el método de difraccién anédmala simple
(SAD). El conjunto de datos fue integrado y escalado usando HKL3000 [123]. Se utilizd
AutoSol de Phoenix [124] para obtener las fases iniciales y el modelo se construyd
manualmente con el programa Coot usando la secuencia de proteinas. Se refind la
estructura con varias rondas de Phoenix.refine y la construccién manual del modelo con

Coot [125, 126].
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3.11 Analisis filogenético

Se recuperaron 150 secuencias de aminoacidos de las bases de datos no
redundantes UniProt [127] y GenBank [128]. Con el programa MUSCLE [129, 130] se
calcularon multiples alineamientos progresivos de las secuencias de aminoacidos. Una vez
alineadas las secuencias se selecciond el mejor modelo de sustitucion con ayuda del
programa MEGA X versién 10.1.6 [131] y se realizaron los analisis filogenéticos con cinco
distintos algoritmos. Se emplearon los métodos basados en distancia, agrupacidn de pares
no ponderado con media aritmética (UPGMA) vecino mas cercano (NJ) y método de minima
evolucién (ME) asi como los métodos basados en caracteres, método de madxima
parsimonia (MP) y maxima verosimilitud (ML) con valor de confianza de Bootstrap de 500
réplicas para todos los algoritmos. Se empled el método de Jones-Taylor-Thornton para la
sustitucion de aminoacidos tratando los huecos (gaps) con delecidn por pares (pair-wise).
Las diferencias entre secuencias de aminoacidos fueron corregidas por multiples

sustituciones asumiendo una distribucion y (a = 1.0).
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4. Resultados y discusion
4.1 Alcohol deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus, GAADH-III
4.1.1 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus

El cultivo de la bacteria se llevé a cabo de acuerdo con lo reportado previamente
[82]. Se empled un medio de cultivo LGIP con sacarosa al 3 % m/v, se adicioné etanol al 0.7
% v/v y controlé el pH en un intervalo de 5.0 -7.0. Se cosecharon las células luego de 39 h

de cultivo en la fase exponencial tardia (Figura 4.1).

Adicion de etanol
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Figura 4.1 Curva de cultivo de Ga. diazotrophicus en un biofermentador de 350 L empleando
un medio LGIP con sacarosa al 3 % m/v. A las 39 h se adicioné etanol al 0.5 % v/v. (m Crecimiento
del cultivo: Asoonm; ® Actividad de ADH; m Oxigeno disuelto en el medio; m pH)
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Es importante resaltar que reportes previos [79] indicaron la presencia de una
fraccion de alcohol deshidrogenasa inactiva. Sin embargo, al controlar el pH entre 5.0 -7.0

en el medio de cultivo, la GAADH-III conserva su actividad [82].

4.1.2 Purificacion de la proteina GdJADH-III

Luego de la lisis celular por sonicacién, las membranas se recuperaron y se
resuspendieron en una solucién amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Triton X-100, 0.7 % v/v;
pH 5.8. La fraccion membranal se centrifugd a 178,800 x g y se obtuvo un sobrenadante de
color rojo. Dicho sobrenadante se aplicd sucesivamente a las columnas de intercambio
anidénico QAE y DEAE, a la columna de hidroxiapatita y finalmente a la columna de exclusion

molecular S100.
4.1.2.1 Columna QAE

Se aplicé el sobrenadante de las membranas a la columna de intercambio aniénico
QAE previamente equilibrada con una solucién amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Tritén
X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color rojo indicando la presencia de la

proteina GAADH-III. El resto de las proteinas fueron eluidas con NaCl 0.25 M.
4.1.2.2 Columna DEAE

El lavado de color rojo de la columna QAE fue aplicado a la columna de intercambio
aniénico DEAE previamente equilibrada con una solucién amortiguadora de fosfatos, 0.01
M; Tritén X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color rojo indicando la

presencia de GAADH-III. El resto de las proteinas se eluyeron con NaCl 0.25 M.
4.1.2.3 Columna HA

El lavado de color rojo obtenido en la columna DEAE se aplicé a la columna de
hidroxiapatita equilibrada con la solucién amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; Triton X-100,

al 0.1 % v/v; pH 5.8. Se obtuvo un lavado de color verde. El resto de las proteinas fueron
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eluidas con un gradiente linear de fosfatos de 0.01 a 0.25 M. A una concentracién de 0.06

M se observé un frente de elucion de color rojo indicando la presencia de GAADH-III.
4.1.2.4 Columna S-100

Finalmente, la fraccidn de color rojo recuperada de la columna de hidroxiapatita fue
aplicada la columna Sephacryl S-100 previamente equilibrada con solucién amortiguadora
de fosfatos, 0.01 M; Triton X-100, al 0.1 % v/v; pH 5.8. En esta columna se observé un solo

frente de elucién de color rojo.

En la tabla 4.1 se presentan los pasos de purificacion de GdADH-IIl. Se puede
observar que en la fraccién recuperada de la columna de hidroxiapatita, (Ha) la actividad
especifica aumenta considerablemente al igual que en la fraccidn recuperada de la columna

Sephacryl S-100; sin embargo en esta ultima, disminuye el rendimiento.

Tabla 4.1 Tabla de purificacidn de la proteina GdADH-III.

Pasos de Proteina Actividad Actividad Factor de | Rendimiento
purificacion? total total® especifica | purificacion %
(mg) (V) (U/mg)
Solubilizado 1227 1773 1.4 1 100
de membrana
QAE 188 1670 8.9 6 94
DEAE 106 1628 154 11 92
HA 20 1619 80.9 58 91
Sephacryl S- 3 718 239.3 171 40
100

2100 g de células (masa humeda)
® 1 unidad equivale a 1 umol de etanol oxidado por minuto
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4.1.3 Caracterizacion de la proteina GdJADH-III

4.1.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Por medio de electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10 % m/v, empleando SDS
como agente desnaturalizante, se determind la composicién oligomérica de la PQQ-ADH.
En la Figura 4.2 se muestra el perfil polipeptidico obtenido, en el que se observa la presencia
de dos subunidades de acuerdo con lo reportado en la literatura [78]. La subunidad grande

(SUI) con una masa de 72 kDa y la subunidad pequefia (SUII) con una masa de 44 kDa.

A B
102 :
79 == 72
46 44
34
27
17

Figura 4.2 Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes con SDS de la GAdADH-III. A)
Marcador comercial de masas moleculares. B) GAADH-IIl donde se pueden observar dos bandas que
corresponden a la SUl de 77 kDa y a la SUIl de 44 kDa. Se muestran los resultados para la tincion del
gel con azul de Coomassie. Se muestran los marcadores de masas moleculares: fosforilasa b (103
kDa), BSA (73 kDa); ovoalbumina (48 kDa); anhidrasa carbdnica (34 kDa); inhibidor de tripsina de
soya (27 kDa) y lisozima (17 kDa).

4.1.3.2 Espectroscopia de UV-Vis

Se realiz6 un espectro de UV-Vis (Figura 4.3) donde se pueden observar las bandas
correspondientes al PQQ en 313 y 350 nm y las bandas correspondientes a los hemos ¢

reducidos en 523 y 554 nm asi como la banda Soret en 418 nm.

Para obtener el coeficiente de absortividad molar de los hemos ¢ se empled la banda

B (554 nm) del espectro de la proteina en estado reducido y se restd la absorbancia de la
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proteina oxidada. El valor obtenido del coeficiente de absortividad molar de los hemos de
la PQQ-ADH es de 782 Mcm, cualitativamente es posible apreciar el alto valor del

coeficiente de absortividad por el intenso color rojo de una solucién de GdJADH-III.

1.0

418

0.8

0.6

313

0.4
350

0.2 523 554

0.0 T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 4.3 Espectro de UV-Vis de la GAADH-III recién purificada en estado reducido. Se llevé a cabo
a una concentracion de 7 mg/mL en una solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM a pH 5.8 con
Tritdon X-100 al 0.1 % v/v.

4.1.3.3 Espectroscopia de EPR

Al realizar un espectro de EPR a 77 K de la GAADH-III recién purificada, se observo
una sefial en g = 2.003. Cuando el mismo experimento se llevd a cabo a 10 K se obtuvo un
espectro con una sefal isotrdpica en g = 2.003 y una sefial anisotrépicaen g=1.944yg=
1.918 (Figuras 4.4 y 4.5). La sefal en g = 2.003 corresponde a un radical libre, lo que indica
que el cofactor PQQ se encuentra como semiquinona (PQQ®). Por otro lado, la sefal
anisotrdpica es una senal caracteristica para un cimulo metalico tipo ferredoxina en estado

reducido ([2Fe-2S]*).
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Figura 4.4 Espectro de EPR de GJADH-III recién purificada en estado reducido. El ensayo se
llevé a cabo a una concentracion de proteina de 10 mg/mL en solucidén amortiguadora de fosfatos

10 mM, pH 5.8 a una temperatura de 10 K, una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.392166
GHz.
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g = 2.007
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Campo mangético (G)
Figura 4.5 Espectro de EPR y simulacion del espectro de la GJADH-III purificada. El ensayo se llevé a

cabo a una concentracidn de proteina de 10 mg/mL en solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM,
pH 5.8 a una temperatura de 10 K a una potencia de 2 mW y una frecuencia de 9.381409 GHz.

Al realizar una simulacion del espectro de EPR (Figura 4.5), se observa que el cimulo
[2Fe-2S]* presenta una senal rémbica con valores en g =2.007, g =1.944 y g = 1.918. Estos
valores difieren de los reportados normalmente para una ferredoxina [2Fe-2S]* con el grupo
prostético unido a cuatro cisteinas con valores de g en g =2.05, g =1.95y g = 1.89 [135].
Estas diferencias en los valores de g corresponden a un cambio en el entorno magnético del
cumulo probablemente debido a cambios en el modo de coordinacién del centro [2Fe-2S]*.
Como se ha propuesto anteriormente [82], el cimulo [2Fe-2S]* en GdADH-III estaria

coordinado a un par de Cys, un Glu y un Asp de manera bidentada.
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4.1.4 Cristalizacion de GdADH-III

De acuerdo con lo observado anteriormente [82], se llevaron a cabo pruebas de
cristalizacién empleando una solucién amortiguadora de citrato de sodio (citrato de sodio,
0.1 M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH 5.6) de acuerdo con lo reportado en
el procedimiento experimental de la seccidn 3.9. Las pruebas de cristalizacidn se realizaron
por el método de gota sedente empleando una gota de 2L de solucién amortiguadora para

cristalizar y 2 pL de una solucion de proteina 15 mg/mL. En las pruebas de cristalizacién en

estas condiciones se observd la formacién de cristales (Figura 4.6).

— "j

Figura 4.6 Cristales formados a una concentracion de GdADH-IIl de 15 mg/mL, empleando una
solucion amortiguadora de citrato de sodio, 0.1M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH
5.6.

Se realizaron variaciones a la solucién amortiguadora aumentando el porcentaje de
PEG 4000 con la finalidad de aumentar el tamafio de los cristales obtenidos. Cuando la
concentracion de PEG 4000 se aumentd a 12 % m/v, se observé la formacidn de cristales
mas pequefios que los obtenidos a una concentracién de 10 % (Figura 4.7A) y al incrementar
la concentracion de PEG 4000 a 15 % m/v ya no se observé la formacién de cristales (Figura

4.7 B).
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Figura 4.7 Resultados de las pruebas de cristalizacion con solucién amortiguadora de citrato de
sodio 0.1M; pH 5.6 y una concentracion de GJADH-III de 15 mg/mL, variando la concentracion de
PEG. A) Solucién amortiguadora de citratos con PEG al 12 % m/vy pH 5.6 B) Soluciéon amortiguadora
de citratos con PEG al 15 % m/v.

A 10 % de PEG se formaron dos tipos de cristales, unos de color rojo (Figura 4.8 A) y
otros incoloros (Figura 4.8 B). Debido al color rojo de la proteina GdJADH-III por la presencia
de los grupos hemo reducidos, los cristales rojos se asociaron a esta proteina. Algunos
cristales incoloros, se seleccionaron para ser secuenciados, lo que permitié identificarlos
como 6-fosfoguconato deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus (Gd6PGD) como se
mencionara mdas adelante a partir de la seccidén 4.2. Resulta interesante ver que, como se
muestra en las figuras 4.6 y 4.8, la proteina cristaliza aun cuando no se encuentre pura la

muestra y haya presencia de otras proteinas; en este caso, de la Gd6PGD.

Q i

Figura 4.8 Cristales obtenidos con solucién amortiguadora de citratos con PEG al 10 % m/vy pH 5.6
Solucién amortiguadora de citratos con PEG al 10 % m/v y pH 5.6. A) Cristales rojos
correspondientes a GAADH-III B) Cristales incoloros identificados posteriormente como Gd6PGD.
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Ambos tipos de cristales se recolectaron con un asa y se sumergieron en una
solucién amortiguadora crioprotectora de citrato de sodio 0.1 M, 10 % v/v de isopropanol,
10 % v/v de glicerol y 10 % m/v de PEG 4000, pH 5.6. Posteriormente se comenzd a colectar
los datos de la difracciéon de rayos X a 77 K comprobando que ambos eran cristales de
proteina. En estas difracciones preliminares se observé la presencia de cristales de agua

cuya difraccién interferia con la difraccién de los cristales de GJADH-III.

Con la finalidad de reducir la formacién de los cristales de agua, se aumentd la
concentracién del glicerol a 12 % v/v lo que provocd que los cristales de la proteina de
membrana se disolvieran en la solucién crioprotectora impidiendo asi la coleccion de datos

para la determinacién de la estructura tridimensional.

Empleando nuevos lotes de proteina purificada, se realizaron pruebas de
cristalizacién adicionales bajo las mismas condiciones y empleando la misma soluciéon
amortiguadora de citrato de sodio, 0.1 M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v; pH
5.6. En un par de experimentos de cristalizacion, y luego de cuatro semanas, no se observé

la formacién de cristales.

Para confirmar que la muestra GdADH-IIl era homogénea y adecuada para realizar
pruebas de cristalizacidn, se realizé un estudio de dispersidn dindmica de luz. Dicho analisis
nos confirmd que la muestra era homogénea y que no existian distintos estados
conformacionales de la proteina. Ademas, con dicho estudio fue posible determinar un

tamarfio de particula de 8.15 nm que corresponde a un heterodimero de GAADH-III.

Para comprobar la presencia de todos los cofactores en la muestra de GdADH-IIl y
descartar que la ausencia de éstos impidiera la cristalizacidn, se realizdé un experimento de
EPR. En dicho estudio se observoé que los grupos hemo cl y clli en GAADH-III, aguellos con
un potencial redox mds negativo, se encontraban parcialmente oxidados. Las sefiales para
el PQQ, en g = 2.001, y para el cimulo [2Fe-2S], en g = 1.938 y g = 1.927, eran todavia

visibles.
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Estos estudios de EPR indican que, para que la proteina pueda cristalizar, es
indispensable que todos los cofactores se encuentren en estado reducido. Resulta también
interesante que, aun cuando se observaron las sefiales en EPR de los grupos hemo cl y cll;
en g=10.879 g =4.975y g=4.280, aun se observan las sefiales correspondientes al radical
semiquinona y al cdmulo [2Fe-2S] lo que indica la estabilidad de estos dos cofactores en

estado reducido.

Hasta el momento, no existe reportada ninguna estructura de una alcohol
deshidrogenasa dependiente de PQQ de tipo lll, por lo que la cristalizacién de GdJADH-III es
de gran relevancia y se espera contar pronto con cristales adecuados para su difraccion de

rayos X y posterior elucidacién de la estructura tridimensional de la metaloenzima.

4.1.5 Estudio de GJADH-IIl en estado oxidado

Con la finalidad de caracterizar y estudiar los estados de espin de los hierros de los
grupos hemo presentes en la proteina se han realizado diversos experimentos de oxidaciéon
de GJADH-III. Se ha observado que la reaccidn de GAADH-III con diversos oxidantes como
nitrito (NO?%) ferricianuro ([Fe(CN)e]®) y peroxodisulfato (S20s%) produce una forma oxidada
de la proteina que se precipita rdpidamente. Recientemente la oxidacién con hidroperdxido
de terbutilo ha permitido estudiar los grupos hemo por medio de espectroscopia de EPR a

baja temperatura (Figura 1.12) [82, 85].

Como se menciond en la seccién4.1.4, al realizar experimentos de EPR a baja
temperatura con una fraccion de la proteina GJADH-III que no cristalizaba se determind
que los grupos hemo cl y cll1 se encontraban parcialmente oxidados, mostrando una seial
rombica para un Fe(lll) de alto espin en g = 10.879 g = 4.975 y g=4.280, correspondiente a
cl y una sefial altamente anisotrépica para un Fe(ll) de bajo espin en g = 3.254,
correspondiente a cll;. En esta muestra las sefiales correspondientes al radical semiquinona
en g =2.001, y al cimulo [2Fe-2S], en g =1.938 y g = 1.927, indican la estabilidad de dichos

cofactores en el estado reducido.
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A diferencia de la proteina oxidada anteriormente con hidroperdxido de terbutilo
mostrada en la Figura 1.12 [85], esta muestra se oxidd naturalmente debido al oxigeno del
medio y después de haber tenido almacenadas las membranas durante un afio a -70 °C.
Esta oxidacidn natural nos permitié confirmar la presencia de un grupo hemo con un Fe(lll)
de alto espin ademas de observar la gran estabilidad en el estado reducido de los cofactores
PQQYy el cimulo [2Fe-2S]. Esta estabilidad se debe probablemente al acoplamiento de tipo

antiferromagnético que existe entre dichos cofactores [82, 83].

4.1.6 Estudio de la reactividad de GdADH-IIl con NO

En otro experimento, para poder caracterizar los grupos hemo por medio de la
formacién de aductos de Fe(ll) con NO, se llevé a cabo la reaccion de GAdADH-III con
espermina-NONOato como donador de NO. Con el paso del tiempo se observé la oxidacion
de la GJADH-IIl y esta reaccion fue seguida por espectroscopia UV-Vis como se muestra en
la Figura 4.9. Se puede observar que disminuye la absorcién a 317 nm atribuida al PQQ en
estado reducido, asi como la disminucién en la absorcion en 418, 523 y 553 nm y un
incremento en 527 nm indicando la oxidacién de los grupos hemo. Cuando se compara la
oxidacién por el espermina-NONOato con la oxidacién por ferricianuro de potasio (Inserto
en la Figura 4.9), se puede observar que en el caso de la GdADH-Ill oxidada por NO
Unicamente hay cerca de un 75% de Fe(lll) y un 25 % de Fe(ll) indicando que uno de los

grupos hemo no estd siendo oxidado.
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Figura 4.9 Reaccién de GdADH-III con espermina-NONOQato en solucién amortiguadora de fosfatos
10 mM; pH 7.4 bajo atmésfera de N,. Inserto: Oxidacién de GdJADH-III con ferricianuro de potasio
Ks[Fe(CN)g]. Linea roja, proteina reducida; linea verde, proteina oxidada.

La reactividad de los grupos hemo en GJADH-III frente a NO es importante pues el
NO es capaz de oxidar tres de los cuatro grupos hemo en GdADH-III (Figura 4.9). Esto
contrasta con lo que se ha observado anteriormente en otras hemoproteinas [133, 133] en
las que el NO unicamente forma aductos con los grupos hemo sin oxidarlos. Al analizar el
cambio en la absorbancia para el pico de 418 nm respecto al tiempo y realizando graficas
de In|A+-A| vs. tiempo (Figura 4.10) se pueden observar dos lineas rectas que se asignan
a dos reacciones de pseudo primer orden. El primer paso con una kops = 12.8 x103 min!
corresponde a la unién del NO a los grupos hemo (cl, clly, cll,, clls) mientras que el segundo
paso con una kops = 20.1 x10°3 min! corresponde a la oxidacién de tres grupos hemo (cl, clly,

cllp).
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Figura 4.10 Determinacion de las constantes de pseudo primer orden para la uniéon de NO a los
grupos hemo (linea roja) y la oxidacién de los grupos hemo por NO (linea verde). Se siguid la
absorcién a 418 nm para la reaccién de GAADH-III, 4 uM con espermina-NONOato, 1 mM en solucién
amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4 a 37 °C bajo atmédsfera de N,.

Se han reportado valores de kobs = 18.2 x10 min! para la unién de NO al citocromo
cssa de Nitrosomonas europaea [134] y valores de ket = 18.24 x102 min! para la
transferencia de electrones de la NO reductasa de Pseudomonas nautica al citocromo css»
[135]. En la reaccion con GJADH-IIl y espermina-NONOato se concluye que el paso limitante
es la liberacion de NO por parte del donador de NO con una k = 15 x102 min! bajo las

condiciones de reaccién ensayadas [136].

La proteina oxidada se estudié por EPR a 10 K (Figura 4.11) observando una sefial
rombica con un ancho de banda de 168 G y con valores de g en gx = 2.079, g, =2.005y g, =
1.974. El ancho de cada sefial es consistente con un acoplamiento al *N del nitrosilo
coordinado a Fe(ll) con valores de acoplamiento hiperfino N°A, = 30 MHz, N°A, = 60 MHz y
NOA, = 31 MHz. Ademas, se observa un desdoblamiento adicional en la sefial en g, que se
asigna al acoplamiento con un *N de una His trans al Fe(ll)-NO con una constante de

acoplamiento hiperfino "A, = 25 MHz.
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Figura 4.11 Espectro de EPR experimental y simulado del producto de la reaccién de GdJADH-III con
espermina-NONOato en una solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 7.4, bajo atmdsfera de
nitrégeno. Condiciones del EPR: Frecuencia 9.342660 GHz, potencia: 2.0 mW, amplitud 0.3 mTy T=
10 K.

El NO forma aductos con los cuatro grupos hemo en GdADH-III oxidando a tres de
ellos. Los aductos Fe(lll)-NO forman una especie diamagnética, S = 0, por lo que no darian
sefial en un espectro de EPR mientras que el aducto Fe(ll)-NO forma una especie
paramagnética, S = %, cuya sefial es la que se observa. Es importante resaltar también que
en el espectro de EPR de la GAADH-III parcialmente oxidada con NO es posible aun ver las
sefiales correspondientes al radical semiquinona en g = 2.007, y al cimulo de [2Fe-2S] con
valores de g; = 1.920 y gy = 1.942. Una vez mas, esto indica la gran estabilidad de ambos
cofactores debido al acoplamiento de tipo antiferromagnético entre el PQQ y el cimulo

[2Fe-2S].
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4.1.7 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus con iones lantanidos, La3'y

Ce4+

Como se discute en la introduccion (Seccion 1.3.2.1), recientemente se ha estudiado
el papel catalitico y regulatorio de los iones lantanidos en a—proteobacterias y y-
proteobacterias como Methylorubrum extorquens 6 Methylomicrobium buryatense. Se ha
observado que dichos iones tienen un efecto importante sobre la oxidacidn de alcoholes y
en particular sobre la actividad de las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ de
tipo I. Por ello se decidid estudiar el efecto de iones lantanidos en el cultivo de Ga.

diazotrophicus y en la actividad de alcohol deshidrogenasa.

Se crecieron tres lotes diferentes de bacteria empleando medio LGIP modificando el
contenido de Ca?* de acuerdo con lo descrito en la seccién 3.1.3. En el primer medio se
empled CaCl; 0.1 mM; en el segundo LaCls, 0.1 mM y finalmente el tercero con Ce(S04),0.1

mM. En todos los casos de adiciond etanol luego de 36 h de cultivo.

Las células se recuperaron por centrifugacion a 4000 x g y se determind el
crecimiento relativo en cada uno de los medios (Tabla 4.2). Se observé un crecimiento muy
similar tanto en el medio con Ca?* como en el medio con Ce*". Resulta interesante el hecho

de que el crecimiento es el doble en el medio con La3*.

Tabla 4.2 Crecimiento y actividad relativa de ADH de Ga diazotrophicus en presencia de iones
lantdnidos.

lon metalico | Crecimiento relativo Actividad relativa de Radio iénico (pm)
de la bacteria alcohol deshidrogenasa
Ca* 1 100 % 114
La3* 2 60 % 117
Ce* 1 90 % 101 (Ce3* 115)

Al medir la actividad de alcohol deshidrogenasa de las bacterias crecidas en cada

uno de los medios (Tabla 4.2) se observd que la actividad en el medio con Ce*" era
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ligeramente menor a la actividad en el medio con Ca?*. Por otro lado, en el caso de las

células cultivadas en el medio con La3* la disminucidn en la actividad fue mas notoria.

Se puede ver que aun en presencia de iones lantanidos y ausencia de calcio hay una
alta actividad de alcohol deshidrogenasa, principalmente en el caso de Ce*. Tanto el La%*
como el Ca?* tienen radios idnicos muy similares, mientras que Ce** es aproximadamente
un 10 % mas pequefio, sin embargo el Ce3* también es similar al Ca%*. Basandonos en el
tamafio parece factible que el Ca?* pudiera estar siendo reemplazado por el ion La3*y
posiblemente por el ion Ce3*. En este caso, dado que la bacteria crecié en un medio rico en
Ce*, pareceria haber algin mecanismo en la célula para asimilar Ce ya fuera en estado
oxidado (Ce**) o reducido (Ce3*). El hecho de que las células de Ga diazotrophicus crecen al
doble en presencia de La** parece indicar también que la bacteria posee un mecanismo para

reconocer y asimilar iones lantanidos.

Al realizar una busqueda en la base de datos UniProt [127] para la alcohol
deshidrogenasa de Ga diazotrophicus, se encontré que existen dos genes que codifican
alcohol deshidrogenasas. El gen gdiA que codifica una ADH dependiente de Zn y de NAD*
(soluble en el citoplasma) y el gen adhAB que codifica a la enzima dependiente de PQQ,
GdADH-IIl. Sin embargo, es importante resaltar que, los estudios de actividad fueron
realizados midiendo la reduccién de ferricianuro de potasio, el cual actua tiene actividad
como aceptor de electrones frente a las deshidrogenasas de membrana en Ga.

diazotrophicus [77-83, 85].

Con el fin de estudiar un posible modo de coordinacién de los iones lantanidos en
GdADH-IIl, se toméd la secuencia de aminodacidos de esta proteina y se alined con las
secuencias de las metanol deshidrogenasa dependientes de Ln3*, Ce3*-XoxF [64;

WP_009058797.1] 'y Eu3-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV  [65;

WP_009058797.1], La®*-XoxF de Methylomicrobium buryatense [66; WP _017842117.1] y La3*-

XoxF de Methylorubrum extorquens [67; SOR30768.1]. Al comparar los residuos de unién al
ion metalico (Figura 4.12) se observa que en la GJADH-III, al igual que en todas las enzimas

PQQ-ADH, se encuentran conservados los residuos Glu217, Asn299 y Asp344.
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Figura 4.12 Alineacion de las secuencias de GJADH-IIl y las ADH dependientes de lantanidos Ce®*-
XoxF (MfADH-Ce) y Eu**-XoxF de Methylacidiphilum fumariolicum SolV (MfADH-Eu), La**-XoxF de
Methylomicrobium buryatense (MbADHLa) y La®>*-XoxF de Methylorubrum extorquens (MeADH-La).

Por otro lado, al observar el residuo Asp335 en MfADH-Ce, vemos que éste se
encuentra conservado en todas las secuencias de Ln3*-ADH, sin embargo en GdADH-IIl estd
sustituido por una Thr346. Dado que en las proteinas dependientes de lantanidos se ha
observado que este Asp335 estabiliza la carga y el mayor nimero de coordinaciéon de dichos
iones, su ausencia en GdADH-III podria explicar la disminucién en la actividad cuando la
proteina se expresa en presencia de La®>*y Ce**. Sin embargo, la Thr346 de GJADH-III posee
un atomo de oxigeno que podria, en determinado momento, coordinarse también al ion
metdlico La3* o Ce**/3*, Con base en la estructura propuesta para la subunidad | de GJADH-
Il [82], se puede proponer un modo de coordinacién para los iones Ln3* en dicha proteina

(Figura 4.13).
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Figura 4.13 Modo de coordinacién propuesto para un ion Ln® (La** o Ce*) en GdADH-III. Se
muestran los atomos de carbono en color gris, los de oxigeno en color rojo, los de nitrégeno en color
azul, los de azufre en color amarillo, los de hierro en color naranja y el ion lantanido en color cian.

Debido a la pandemia ocasionada por el SARS-Cov 2, el trabajo del efecto de los
iones lantanidos en el crecimiento y actividad de alcohol deshidrogenasa de Ga.
diazotrophicus se vio interrumpido, por lo que sélo se reportan resultados preliminares.
Estos muestran que en el caso de Ga. diazotrophicus hay un efecto importante de La3*y
Ce* tanto en el crecimiento de la bacteria como en la actividad de la alcohol
deshidrogenasa. El aislamiento de la proteina GdJADH-III a partir del cultivo de la bacteria
en presencia de lantdnidos, permitiria confirmar la incorporaciéon de dichos iones a la

proteina.
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4.2 6-fosfogluconato deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus, Gd6PGD
4.2.1 Cultivo de la bacteria Ga. diazotrophicus

El cultivo de la bacteria se llevé a cabo del mismo modo que para el estudio de la

GdADH-III (Seccién 4.1.1).

4.2.2 Purificacion de la proteina Gd6PGD

Luego de la lisis celular por sonicacién la fraccion soluble se obtuvo por
centrifugacién a 178,800 x g, recuperando el sobrenadante. Dicho sobrenadante se aplicé

a la columna de intercambio anidnico QAE y a la columna de hidroxiapatita.
4.2.2.1 Columna QAE

Se aplicé la fraccidon soluble a la columna de intercambio aniénico QAE previamente
equilibrada con una solucién amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; pH 5.8. Se obtuvo un
lavado de la columna cuyas fracciones presentaban actividad de Gd6PGD. El resto de las

proteinas fueron eluidas con NaCl 0.25 M.
4.2.2.2 Columna Ha

El lavado de la columna QAE se aplicé a la columna de hidroxiapatita equilibrada con
la solucion amortiguadora de fosfatos, 0.01 M; pH 5.8. El lavado de la columna presentd un
perfil de elucién con un solo pico sin actividad de Gd6PGD. El resto de las proteinas fueron
eluidas con un gradiente linear de fosfatos de 10 a 250 mM. A una concentracién de 210
mM se obtuvo una fraccidén con actividad de 6PGD, indicando la presencia de la proteina
Gd6PGD. En la Tabla 4.3 se presentan los resultados del proceso de purificaciéon de la

proteina Gd6PGD.
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Tabla 4.3 Tabla de purificacion de la proteina Gd6PGD.

Pasos de Proteina Actividad Actividad Factor de | Rendimiento
purificacion? total total® especifica | purificacion (%)
(mg) (V) (U/mg)
Fraccion 175 31.7 0.2 1 100
soluble
QAE 10 7.9 0.8 4 25
Ha 2 5.1 2.8 15 16

211 gramos de células (masa humeda).
® una unidad equivale a 1 pmol NAD* min~.

La purificacion de la Gd6PGD a partir de la fraccion membranal se realizé de la misma
manera que para la proteina de la fraccién soluble, con la diferencia de que se usé Triton X-
100 al 0.1 % v/v en todas las disoluciones. Los patrones de elucidn para las columnas fueron
muy parecidos y la proteina se recuperd de la columna de hidroxiapatita a la misma

concentracion de fosfatos.

4.2.3 Caracterizacion oligomérica de Gd6PGD

4.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Por medio de electroforesis con un gel de poliacrilamida al 10 % m/v se realizé un
gel nativo empleando Tritédn X-100 y un gel desnaturalizante con SDS y se determind la
composicion oligomérica de la PQQ-ADH. En el gel en condiciones no desnaturalizantes, se
observd una Unica banda que indica que la composicidn oligomérica de Gd6PGD es
homogénea. Por otro lado, en la Figura 4.14 se muestra el gel en condiciones
desnaturalizantes donde se ve que cada uno de los mondmeros presenta una masa

molecular de =35 kDa.
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Figura 4.14 Gel de electroforesis de Gd6PGD en condiciones desnaturalizantes con SDS. Se muestran
los resultados para la tincion del gel con azul de Coomassie. Se muestran los marcadores de masas
moleculares: fosforilasa b (103 kDa), BSA (73 kDa); ovoalbuimina (48 kDa); anhidrasa carbdnica (34
kDa); inhibidor de tripsina de soya (27 kDa) y lisozima (17 kDa).

4.2.4 Estudios de actividad de Gd6PGD

Existen diversos reportes estructurales y de actividad para diversas 6PGDs y siempre
se han reportado como enzimas solubles en el citoplasma. Especificamente, en Ga.
diazotrophicus se han reportado diversos estudios metabdlicos [86-91] que detectan la
actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa como participante de la via de las pentosas
fosfato. Sin embargo, ninguno de estos estudios reporta un posterior aislamiento o

caracterizacion de la Gd6PGD.

Ademas, existe una discrepancia en algunos resultados. Inicialmente, se propuso
gue Gd6PGD en la cepa PAL5S era dependiente exclusivamente de NADP* [86] como en la
mayoria de las bacterias. Posteriormente se reportd que Gd6PGD en la cepa PAL3 era
dependiente de NAD* [87] y que probablemente las cepas PALS5 y PPed4 también eran
dependientes de NAD*,
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4.2.4.1 Actividad de Gd6PGD en la fraccion soluble y la fraccion membranal.

A diferencia de lo que se ha reportado anteriormente, en Ga. diazotrophicus hemos
observado actividad de 6PGD tanto en las fracciones solubles como en las fracciones
membranales. La presencia de actividad en la fraccion membranal es consistente en varios

lotes de aislamiento.

Con la finalidad de determinar la localizacion de la Gd6PGD en la célula, se midid la
actividad enzimatica tanto en la fraccidn soluble como en la fraccion membranal de la
bacteria encontrando actividad en ambas fracciones (Tabla 4.4). Si bien es claramente

mayor en la fraccion soluble, no es despreciable en la fraccion membranal.

La actividad relativa es entre 2 y 4 veces mayor en la fraccién soluble indicando que
entre 20 % y 33 % de la proteina se encuentra en la membrana. Por otro lado, es posible
ver que, en ambas fracciones, la proteina es activa tanto con NAD* como con NADP* aunque

la actividad es claramente mayor con NAD".

Tabla 4.4 Actividad de 6PGD en las fraccidn soluble y fraccion de membrana para NAD* y NADP®.
Los ensayos se realizaron a una concentracion de 6-fosfogluconato 0.6 mM y NAD(P)*, 0.2 mM, pH,
7.5 como se describe en la seccién 3.7.3.

Fraccion NAD* NADP*
(U/mg’) | (U/mg)

Fraccion soluble 0.18 0.011

Fraccion membranal 0.04 0.005

U = reduccién de 1 mmol de NAD(P)* min
* mg de proteina en la fraccidn

4.2.4.2 Actividad especifica con NAD* y NADP*

Con el fin de aclarar las inconsistencias reportadas anteriormente para la actividad
de Gd6PGD, se determiné la actividad especifica de la enzima pura en presencia de los
cofactores NAD* y NADP*. Las pruebas de actividad se realizaron con una concentracion de

6-fosfogluconato de 0.6 mM; NAD(P)*, 0.2 mM; pH 7.4 como se describe en la seccién 3.7.3.
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Se encontrd que la actividad especifica con NAD* es de 2.88 + 0.08 U mg, mientras que
con NADP*esde 0.34 +0.03 U mg™. Esimportante resaltar que Gd6PGD es activa con ambos
cofactores aunque es notorio que, bajo las condiciones de ensayo, tiene una actividad

especifica mayor (8 veces) con NAD* en comparacion con la actividad especifica con NADP*.

4.2.5 Estudios cinéticos de Gd6PGD

Con la intencion de profundizar en la actividad de la Gd6PGD, se realizaron estudios
de cinética enzimatica con la proteina purificada del citoplasma y de la membrana y se
determinaron los parametros cinéticos Km, VmaxY keat/ Km para el sustrato (6-fosfogluconato)

y los cofactores NAD* y NADP*.

En la Figura 4.15 se muestra la curva de saturacion de la enzima por el sustrato. Se
puede observar que la proteina purificada del citoplasma (linea azul) alcanza una velocidad
maxima mucho mayor que la proteina purificada de la membrana (linea roja). Ambos datos
fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-Menten. Los parametros cinéticos obtenidos
de dicho ajuste para proteina del citoplasma son K =934 £ 114 uM; Vmex=6.25 £0.21 umol
min™ Mmgprot Y keat/Km = 3.91 £ 1.05 s mM-?, mientras que para la proteina de membrana

son Km =33 4 uM; Vimax = 1.67 £ 0.04 pmol min™ mgprot™* y kcat/Km = 29.39 £ 5.00 s mM™.

77



Resultados y discusion

Actividad (U/mg)
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Figura 4.15 Curva de saturacién de Gd6PGD purificada del citoplasma (linea azul) y de la membrana
(linea roja) con el sustrato 6-fosfogluconato. Las barras de error representan la desviacién estandar
de los resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizd a una
concentracién de NAD®, 0.2 mM; pH 7.5, variando la concentracién de 6PG de 0.2 a 6.0 mM como
se describe en la seccién 3.7.4.

El estudio saturacion de Gd6PGD por el cofactor NAD* se reportan en la Figura 4.16.
Nuevamente se aprecia que la velocidad maxima alcanzada es mucho mayor en la proteina
de citoplasma (linea azul). Los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos a la
ecuacion de Michaelis-Menten son Km = 103 £ 17 uM; Vimax = 5.22 + 0.18 umol min™t mgprot”
L'y keat/Km = 29.61 + 6.47 s mML. Para la proteina de membrana, se obtuvieron los
siguientes pardmetros Km = 53 £ 6 UM; Vmax = 2.26 £ 0.04 umol min™t mgprot? ¥ keat/Km =

2491+3.33stmMmL
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Actividad (U/mg)
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Figura 4.16 Curva de saturacién de Gd6PGD purificada del citoplasma (linea azul) y de la membrana
(linea roja) con el cofactor NAD*. Las barras de error representan la desviacidon estandar de los
resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizé a una
concentracién de 6PG 0.6 mM; pH 7.5, variando la concentracion de NAD* de 0.2 a 2.0 mM como se
describe en la seccién 3.7.4.

Finalmente, para los estudios de saturacion de Gd6PGD por el cofactor NADP*
(presentados en la Figura 4.17), se observa también una velocidad inicial maxima mayor en
la proteina del citoplasma (linea azul). Los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste a la
ecuacion de Michaelis-Menten para la proteina del citoplasma son Kn = 2386 + 338 uM;
Vimax = 2.41 £ 0.23 umol mint mgprot y keat/Km = 0.59 + 0.38 s mM2, mientras que para la
proteina de membrana son Km = 870 % 66; Vmax = 0.87 + 0.03 umol mint mgprot* y keat/Km =

0.58 £0.15st mMm™.
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Figura 4.17 Curva de saturacién de Gd6PGD purificada del citoplasma (linea azul) y de la membrana
(linea roja) con el cofactor NADP*. Las barras de error representan la desviacién estandar de los
resultados obtenidos en experimentos realizados por triplicado. El estudio se realizé a una
concentracién de 6PG 0.6 mM; pH 7.5, variando la concentracidon de NAD* de 0.2 a 2.0 mM como se
describe en la seccién 3.7.4.

Un resumen de los parametros cinéticos obtenidos se presenta en la Tabla 4.5. Se
puede apreciar que tanto en la proteina del citoplasma como de la membrana los valores
de Km son mucho menores para el cofactor NAD* con respecto a la del cofactor NADP*. Al
observar los valores de kcat/Km se puede observar que son mucho mayores con NAD* que

con NADP* lo que indica que la Gd6PGD emplea preferentemente NAD".
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Tabla 4.5 Parametros cinéticos de la proteina Gd6PGD purificada del citoplasma y de la

membrana.
Enzima Km (,uM) Vmax (/,lm0| min1 Keat (5—1) Kcat/Km (5'1 mM_l)
Mgprot™)

Purificada del 6PG 934 + 114 6.25+£0.21 3.65+0.12 3.91+£1.05
citoplasma

NAD* 103 +17 5.22+£0.18 3.05+£0.11 29.61 +£6.47

NADP* 2386 + 338 2.41+0.23 1.41+£0.13 0.59 +0.38

Purificadadela 6PG 33+4 1.67 £0.04 0.97 £0.02 29.39 £ 5.00
membrana

NAD* 53+6 2.26+0.04 1.32 £0.02 2491 +£3.33

NADP* 870 £ 66 0.87 £ 0.03 0.51+0.01 0.58 £ 0.15

Por otro lado, también se observa que los valores de Kn y de Vimax Sson menores en la
proteina de membrana tanto para el sustrato como para los cofactores. Esto nos llevd a
preguntarnos si la proteina de membrana y del citoplasma era la misma o si, por el
contrario, existian dos proteinas con actividad de 6-fosfogluconato deshidrogenasa por lo
qgue se realizdé un estudio para determinar el papel del Tritén X-100 en las muestras de

membrana.

Para estudiar el efecto que el Tritédn X-100 pudiera tener en el estudio cinético, se
realizaron dos experimentos independientes. Por un lado, a la proteina purificada del
citoplasma se le adiciond, en un ensayo, Triton X-100 a una concentracion de 0.1 % v/v. En
ese caso se observd que los parametros cinéticos Km (103 = 17 uM), Vimax (5.22 £ 0.18 umol
mint mgprot ) ¥ keat (3.05 £ 0.11 s) disminuyeron cerca de un 50 % (42 + 13 uM, 2.54 £ 0.14
umol mint mgproty 1.06 £ 0.08 5%, respectivamente). Por otro lado, a la proteina purificada
de la membrana se le elimind el Tritdn X-100 con ayuda de unas columnas para eliminar
detergente (“Pierce Detergent Removal Spin Columns” adquiridas de Thermo Scientific).
Luego de elminar el Triton X-100 se observé que los parametros cinéticos Km (53 £ 6 uM),
Vmax (2.26 £ 0.04 pmol mint mgprot) ¥ kear (1.32 = 0.02 s1) aumentaron practicamente al

doble (94 + 23 uM, 4.08 £ 0.26 pmol min™t mgyrot !y 2.38 £ 0.31, respectivamente). Por otro
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lado, el valor de kct/Km se mantuvo constante independientemente de la adicion o

eliminacion del detergente (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Parametros cinéticos para el NAD* de la proteina del citoplasma, antes y después de
adicionar Tritén X-100, y de la proteina de membrana, antes y después de eliminar el Tritén X-100.

Enzima Triton X-100 Ky (M) Vmax (Mmol mint Keat (53 Keat/Km (s mM1)
Mprot™!)
Citoplasma 0.0% 103+17 5.22+£0.18 3.05+0.11 29.61 £6.47
0.1% 42 +13 2.54+0.14 1.06 + 0.08 25.24+6.15
Membrana 0.1% 53+6 2.26+0.04 1.32+0.02 24.91+3.33
0.0% 94 +23 4.08 £ 0.26 2.38+0.31 25.32+13.48

De los resultados mostrados en la Tabla 4.6 es posible apreciar que la proteina del

citoplasma y la de membrana tienen parametros cinéticos muy similares en ausencia de

Tritén X-100, asi como a una concentracion de 0.1 % independientemente de si el

detergente fue adicionado o eliminado.

Se realizd también un estudio de saturacidon de Gd6PGD en funcidn de la

concentracion de NAD* con la proteina de membrana sin Tritédn X-100 y adicionando el

mismo detergente a distintas concentraciones a la proteina citopldsmica. Los resultados se

muestran en la Figura 4.18, donde se puede observar un patrén de lineas paralelas en la

grafica de Lineweaver-Buck (Figura 4.18 B) que nos indica que existe una inhibicién de tipo

acompetitiva sobre la proteina Gd6PGD. Esto nos llevé a la conclusidn de que, en la célula,

existe Unicamente una proteina con actividad 6PGD que, ademas de estar presente en el

citoplasma, puede asociarse a la membrana.
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Figura 4.18 Efecto del Tritén X-100 sobre la cinética de Gd6PGD. A) Curvas de saturacion con NAD*
de Gd6PGD purificada del citoplasma (linea azul), de la membrana (linea roja) y de la membrana
después de haber removido el Tritén X-100 (verde). Las barras de error representan la desviacién
estandar de los resultados de los experimentos realizados por triplicado. B) Graficos de Lineweaver-
Buck a diferentes concentraciones de Tritén X-100 indicando una inhibicion acompetitiva.

4.2.5.1 Constantes de afinidad K para distintas 6PGDs reportadas

En la Tabla 4.7 se pueden observar las constantes de afinidad K para varias 6PGDs
de diversos organismos desde bacterias hasta mamiferos. Es importante recordar que todas

las 6PGDs reportadas en la literatura son enzimas citoplasmicas. Tanto Ga. diazotrophicus
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como G. suboxydans son bacterias acido-acéticas y es posible apreciar que, mientras en
otros organismos la K para el sustrato 6PG se encuentran en el intervalo de 3 — 120 uM,
en las bacterias dcido-acéticas se encuentra en el intervalo de 440 — 940 uM. Por otro lado,
en las proteinas que claramente son dependientes de NADP*, la K, varia entre 1y 150 uM
para dicho cofactor mientras que los valores de las Kn de NAD* en las proteinas
dependientes de NAD*, pertenecientes a Ga. diazotrophicus, Gluconobacter suboxydans y

Haloferax volcanii, se encuentran entre 33 y 103 uM.

Tabla 4.7 Comparacidn de las constantes de afinidad (K,,) de 6PGDs de diferentes organismos.
Organismo Kw 6PG (uM) K., NADP* (M) K~ NAD* (LM) Referencia

Gluconacetobacter 934 +114 2386 + 338 103 +17 Este trabajo
diazotrophicus *
Gluconobacter 440 440 64 [87]

suboxydans *

Haloferax volcanii 21 2940 33 [143]
Trypanosoma brucei 3.5 1 [144]
Geobacillus 20 25 [145]
stearothermophilus
Saccharomyces 25+1 153+4 [146]
cerevisiae 35+6 50+9 [103]
Klebsiella 118+ 23 107 +4 [105]
pneumoniae
Ovis aries 6.76+ 1.6 16.1+1.3 [147]
2.9 22.7 [148]
Homo sapiens 30 20 [149]
6.9+2.0 33.7+7.1 [97]

* Bacterias acido-acéticas
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4.2.6 Analisis bioinformatico de las secuencias de 6PGD.

Una busqueda realizada en UniProt [127] y en GeneBank [128] mostré que existe
Unicamente una secuencia no redundante para la 6-fosfogluconato deshidrogenasa en Ga.
diazotrophicus codificada en el gen gnd lo que confirma la existencia de una sola proteina
gue puede estar en el citoplasma y asociada a la membrana como se demostrd con los
estudios cinéticos. Por la secuencia reportada para Gd6PGD (NCBI Ref. Segq.
WP_012222546.1) se sabe que contiene 332 residuos de amino acidos al igual que otras
6PGDs de bacterias dcido-acéticas como A. aceti (Aa), A. pasteurianus (Ap) and K. xylinus
(Kx) que tienen 332, 333 y 333 residuos respectivamente. Sin embargo, las 6PGDs de otros
organismos generalmente tienen una secuencia mas larga como en el caso de V.
diazotrophicus (Vd) con 482 residuos, O. aries (Oa) 483, T. grayi (Tg) 476, T. brucei (Tb) 477,
L. lactis (LI) 472, G. stearothermophilus (Gs) 469, S. cerevisiae (Sc) 489 y K. pneumoniae (Kp)
468.

Estas diferencias se pueden ver también en el grado de identidad de las secuencias.
Mientras que las secuencias de Aag, Ap y Kx comparten una identidad de 82 %, 76 %,y 79 %
respecto a Gd6PGD, la identidad con las secuencias de Vd, Oa, Tg, Tb, LI, Gs, Sc y Kp se

encuentra alrededor del 20 %.

La Figura 4.19 muestra la alineacion de 12 secuencias de proteinas 6PGD
pertenecientes a 4 bacterias acido-acéticas y a 8 organismos diferentes. Destaca que, en
general, en todas las secuencias, independientemente del nimero de residuos, estan
conservados los residuos de unién al sustrato y al cofactor. Ademas, es posible observar la
diferencia en la longitud de la secuencia de la enzima de las bacterias acido-acéticas

respecto a las de otros organismos.
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Figura 4.19 Alineado de las secuencias de amino acidos de diversas 6PGDs. Se muestran las
secuencias de aminoacidos de 6PGDs de G. diazotrophicus (Gd), A. Aceti (Aa), A. pasteurianus (Ap),
K. xylinus (Kx), V. diazotrophicus (Vd), O. aries (Oa), T. grayi (Tg), T. brucei (Tb), L. lactis (LI), G.
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stearothermophilus (Gs), S. cerevisiae (Sc) y K. pneumoniae (Kp). Los residuos de unién a sustrato y
al cofactor en el sitio activo, se muestran resaltadas con color amarillo. Los circulos indican los
residuos de unién al cofactor NAD(P)* y los diamantes, los residuos de unién al sustrato. Se muestra
también la estructura secundaria de Gd6PGD de acuerdo con los dominios de unién a sustrato (rojo),
dominio helicoidal (amarillo) y el dominio carboxilo terminal (azul). Las flechas indican las hojas 3 (3
1 - 8) y los cilindros las hélices a (a1- a13). Los numeros de acceso de la base de datos UniProt
son: Gd, WP_012222546.1; Aa, AOA1U9KHR6; Ap, AOAIAOCSM2; Kx, AOA318PH64; Vd,
AO0A2J8G5Y6; Oa, P00349; Tg, XP_009309412.2; Th, P31072; LI, Q9CHU6; Gs, AOA0O87LGM?2; Sc,
P38720; Kp, P41576.

4.2.6.1 Residuos de unidn al cofactor NAD(P)*

En el analisis de la secuencia de Gd 6PGD (Figura 4.19) se observa la presencia del
motivo Gly7-Leu8-Gly9-Arg10-Met11-Gly12 que corresponde a la huella digital para NAD",
Gly-X-Gly-X-X-Gly [137, 138]. Este motivo también se observa en todas las secuencias de
bacterias acido-acéticas. Por el contrario, las secuencias de otros organismos poseen el
motivo Gly-X-Ala-X-X-Gly que corresponde a la huella digital para NADP*[101, 138]. Otro
motivo importante para la unién al cofactor es el de Asp30-Arg31-Asp32, conservado en
todas las bacterias dcido-acéticas, pero que cambia a Asn-Arg-Thr en otros organismos.
Algunos estudios ya han hablado de la importancia de esta Thr para la unién a NADP* [105,
139] y del Asp para la unidon a NAD* [138]. Esto es totalmente consistente con las actividades
observadas para Gd6PGD frente a NAD*y NADP* (seccién 4.2.4.2) y a los valores reportados
de Km para diversas 6PGDs (Tabla 4.7).

También son importantes los residuos Asn100, Serl126, Glyl27 y Gly128
conservados en todas las 6PGDs. Por otro lado, los residuos Thr35 y Pro73 muestran una
significativa diferencia entre las secuencias de bacterias acido-acéticas y las de otros
organismos. Mientras que no hay consenso entre las bacterias acido-acéticas para la Thr35,
en las secuencias de otros organismos se encuentra una Lys. Por el contrario, la Pro73 estd
conservada en todas las bacterias acido-acéticas pero en otros organismos encontramos

una Lys o bien una Gly.
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4.2.6.2 Residuos de unioén al sustrato 6-fosfogluconato

Al igual que para los residuos de unién al cofactor, existen reportes que han
estudiado los residuos de union al sustrato en las 6PGDs [94, 102]. Destaca principalmente
el motivo Ser126-Gly127-Gly128 conservado en todas las secuencias estudiadas. Ademas,
se ha propuesto la unién al sustrato por medio de puentes de hidrégeno a través de los
residuos: Lys196, Asn200, Glu203, Tyr204, Ser276, Arg303, Arg 321 e His327. Todos estos
residuos, excepto Ser276, estan conservados en todas las secuencias. La Ser276, conservada
en las bacterias acido-acéticas, es reemplazada generalmente por una Lys en las secuencias

de otros organismos.

Ademas de los residuos mencionados anteriormente, se ha propuesto que los
residuos Glu203 y Glu278 interactuan indirectamente con el sustrato por medio de puentes
de hidrégeno con moléculas de agua del medio. Mientras que el Glu203 esta conservado
en todas las secuencias, el Glu278 sélo esta conservado en las bacterias dcido-acéticas y

difiere de una Thr conservada en los otros organismos.

Las pocas diferencias encontradas en los residuos de unién al sustrato en las
secuencias de las bacterias dacido-acéticas parecen ser suficientes para disminuir
significativamente la afinidad de la enzima por el 6-fosfogluconato. Esto se puede ver en los

altos valores de Km (Tabla 4.7) en comparacién con los de otros organismos.

4.2.7 Estructura tridimensional de la proteina Gd6PGD.

Una vez purificada la proteina, se montaron pruebas de cristalizacién empleando una
solucién amortiguadora de citrato de sodio (citrato de sodio 0.1 M, isopropanol, 10 % v/v;

PEG 4000, 10 % m/v; pH 5.6) de acuerdo con lo reportado en la parte experimental 3.9.

Las pruebas de cristalizacidn se llevaron a cabo por el método de gota sedente y de
gota colgante utilizando una gota de 2uL de solucién amortiguadora para cristalizary 2 L

de una solucién de proteina a diferentes concentraciones (22, 33 y 69 mg/mL).
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Los mejores cristales (Figura 4.20) se sumergieron en una solucidn crioprotectora de
sulfato de sodio saturado y difractaron a 1.9 A (Tabla 4.8). Los cristales pertenecen al grupo
espacial C121 y la dimensién de la celda unitaria encontrada fue de a=91.76 A, b=82.10 A

y c= 81.83 A con angulos de o = 90.00 ° B = 103.41 ° y y = 90.00°.

Figura 4.20 Cristales de Gd6PGD obtenidos con una solucién amortiguadora de citrato de sodio
(citrato de sodio 0.1 M; isopropanol, 10 % v/v; PEG 4000, 10 % m/v ; pH 5.6) empleados para la
resolucion de la estructura tridimensional de Gd 6PGD.
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Tabla 4.8 Datos cristalograficos del cristal de Gd6PGD

Caodigo PDB 6VPB
Estadisticas de la difraccion®

Longitud de onda (A) 1.54

Grupo espacial C121

Dimensiones de la celda

a, b, c (&)

o, B,v(%)

Intervalo de resolucion (A)
Reflexiones Unicas
Totalidad (%)
Multiplicidad

1/o(1)

Rmerge

Rmeas

Rpim

Factor-B de Wilson (A?)
CC1/2

Estadisticas de refinamiento
Rwork/Rfree

Valor-B promedio (A?)
Atomos totales

Proteina

Ligantes (PEG)

Agua

Mg2+

Enlaces-RMS (A)
Angulos-RMS (°)
Ramachandran favorecidos/atipicos (%)

91.76, 82.10, 81.83
90.00, 103.41, 90.00
36.48-1.87 (1.97-1.87)
48489 (2380)

99.23 (99.9)

16.5 (8.2)

51.6 (2.1)

0.094 (1.156)

0.097 (1.235)

0.023 (0.426)

25.7

0.95 (0.54)

0.184/0.220
30.0
5125
4755
11
358
1
0.009
0.995
98.43/1.57
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De acuerdo con la estructura tridimensional elucidada para Gd6PGD, la celda

unitaria contiene ocho subunidades, o cuatro homodimeros (Figura 4.21).

Figura 4.21 Celda unitaria de la estructura tridimensional de Gd6PGD. Podemos encontrar 4
homodimeros por celda unitaria.

Cada subunidad esta formada por 3 dominios. El dominio | formado por los primeros
188 residuos, adopta la estructura tipica del dominio Rossman y constituye el sitio de unién
al nucleétido. Consiste en 8 hojas [3 paralelas en el orden 33, 2, B1, B4, B5, 6, B7 y B8,
rodeadas de siete hélices a. El dominio Il, o dominio helicoidal, estd formado por los
residuos 189 — 307. El nucleo del dominio Il lo forma una hélice a grande (a8) rodeada de
cuatro hélices a. mas pequenas (a9 — a12). Finalmente, el dominio Il estd formado por los

ultimos 25 residuos (308-332) y consiste en una sola hélice alfa (Figura 4.22).
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22N 1
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/ 57 189 — 307
7 hebras 3 aals \ — /Bf; .
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36, p7 rodeada de 4
7 hél’ices o hélices o mas

pequefas

Dominio Il
308 —333

1 hélice o

C

Figura 4.22 Estructura tridimensional del monémero de Gd6PGD mostrando el dominio | (amarillo),
el dominio Il (rojo) y el dominio Il (azul).

Es importante mencionar que la estructura de Gd6PGD es la primer estructura de
una 6PGD de bacteria 4cido acética. La estructura es un homodimero y cada mondédmero
estd formado por tres dominios, algo que también se ha observado en otras 6PGDs

reportadas [100-106], aunque hay diferencias importantes como se discutira mas adelante.

En Gd6PGD, la hélice o en el dominio lll, hacia la regidn C-terminal, posee una
secuencia (YAEKVLSAMRFGF) rica en residuos neutros e hidrofobicos. Ademas, todos los
residuos hidrofdbicos se encuentran orientados hacia el mismo lado de la hélice a, lo que
le confiere un cierto caracter anfipatico a la hélice a del dominio Ill (Figura 4.23).
Recientemente se ha observado que las hélices a con caracter anfipatico pueden asociarse
a las membranas (e incluso modificar su estructura) y que pueden variar mucho en tamafio

y composicién de residuos [140, 141].
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Figura 4.23 Dominio lll de Gd6PGD. A) Se muestra la hélice a con las cadenas laterales de los residuos
de aminoacidos. Los atomos de carbono se muestran en color gris, los de oxigeno en color rojo, los
de nitrégeno en color azul y los de azufre en color amarillo. B) Se muestra las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos en rojo (residuos hidrofdbicos Y, A, V, L, M, R, F), amarillo (residuos
polares neutros S) y azul (residuos polares con carga E, K, R).

El dimero esta formado por dos cadenas iguales (Figura 4.24 A) que se encuentran
unidas principalmente por fuerzas de van der Waals entre las dos hélices a8 en el dominio

helicoidal (Figura 4.24 B).
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A Subunidad A Subunidad B

GHFVKMVHNGIEYGMMOQAFAEGFDIMKSKN
\/ N N

7 N Nt 4 AN
NKSKMIDFEEAEKQMMGYEYGNHYMKVEHGS

Figura 4.24 Dimero de Gd6PGD. A) estructura del homodimero con las subunidades A (amarillo) y B
(rojo) B) interaccion de las hélices a8 de la subunidad A (amarillo) y B (rojo).

En el dominio Il de la subunidad B, en la hélice all, existe un sitio de unién para un
ion Mg?*. Este catidn estd coordinado al oxigeno de la cadena principal de la Ser276, a una
distancia de 2.2 A, correspondiente a la distancia Mg2*-oxigeno en otras proteinas. Ademas,
estd coordinado a la cadena lateral de Tyr203, Asp275 y a los nitrogenos de la cadena

principal de la Gly279 y Arg280. El sitio de unidn al ion Mg?* se muestra en la Figura 4.25.
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Figura 4.25 Sitio de unidn y esfera de coordinacién del ion Mg?* en la subunidad B de Gd6PGD. Se
muestran en color magenta los &tomos de carbono, los de oxigeno en color rojo, los de nitrégeno
en color azul y el idn Mg?* como esfera de color verde.

En la posicion equivalente en la subunidad A, se encuentra en lugar de un ion Mg?*,
una molécula de agua unida por puentes de hidrégeno al Asp275 y a los nitrégenos de la
cadena principal de Gly277, Gly279 y Arg280 como se muestra en la figura 4.26. Todas las
distancias de enlace entre la molécula de agua y la proteina estédn en el intervalo de 3.0 —
3.3 A. Dada la diferencia encontrada en el mismo sitio en la subunidad A y en la subunidad
B, no parece que la coordinaciéon a Mg?* sea un elemento estructural esencial en el

monoémero de Gd6PGD.

6\

Figura 4.26 sitio de unién de la molécula de H,O en la subunidad A de Gd6PGD. Se muestran los
atomos de carbono en color amarillo, los de oxigeno en color rojo, los de nitrégeno en color azul y
la molécula de agua como esfera de color rojo.
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4.2.7.1 Estructura del sitio de union a NAD(P)*

De acuerdo con el analisis de los residuos de aminoacidos que unen al cofactor
(seccion 4.2.6.1) y observando la estructura obtenida para Gd6PGD es posible identificar el
sitio de unién para NAD(P)*. Como se espera, estos residuos se encuentran en el dominio .
Especificamente el motivo Gly7-Leu8-Gly9-Arg10-Met11-Gly12, propio de unién a NAD®, se
encuentra en el giro entre B1-a1. El motivo Asp30-Arg31-Asp32 se localiza en el giro f2-a.2.

Finalmente, en el giro 36 — 7 se pueden encontrar los residuos Ser126, Gly127 y Gly128.

La estructura de la 6PGD de Ovis aries se ha reportado en presencia del cofactor
NADP* con clave PDB 1PGO [100]. El comparar esta estructura con la de Gd6PGD (Figura

4.27) nos permite identificar los residuos de unién al cofactor NAD* en esta ultima.

/ -
XK ‘Asn32 GIy7

‘
ﬁASP / Asp30

N )

> ( 'i\ , GIy128

D) Gly12) wvet11 \r 7
\ - 22\

Figura 4.27 Sitio de unién al cofactor NAD(P)* de las proteinas Gd6PGD (amarillo) y Oa6PGD (gris,
PDB 1PGO [100]). EI NADP* de la estructura de Oa se muestra en verde y las moléculas de agua se
muestran como esferas. Se muestran los atomos de oxigeno en color rojo, los de nitrégeno en color
azul y los de fésforo en color naranja.
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Como se observa en la Figura 4.27, ambas estructuras son muy parecidas y resaltan
los residuos Asp30, Arg31 y Asp32 en Gd6PGD que han sido sustituidos por Asn32, Arg33y
Thr34 en Oa6PGD. En particular, Thr34 en Oa6PGD interactia con el grupo fosfato del
NADP*. Por el contrario, el Asp32 en Gd6PGD, confiere una carga negativa que puede
formar un puente de hidrédgeno con el grupo 2’-hidroxilo de la adenina ribosa del NAD*
(Figura 4.28) mientras que podria repeler al fosfato en el NADP*. Esta interaccidn del Asp32
en Gd6PGD explica la mayor afinidad por NAD* con respecto a NADP* ya deducida de

antemano a partir de los valores de K, para ambos cofactores (Tabla 4.7)

Asp32 O
P=s 7

Leu8
Metll

G128 5K 3/

/Asn100

0O o)

< e
Gly127 o
‘" HN H

Ser126

Figura 4.28 Interaccion propuesta entre la proteina Gd6PGD vy el cofactor NAD*. Se muestran los
residuos de aminodcidos en color azul y el cofactor en color rojo. Las interacciones de puentes de
hidrégeno se muestran como lineas punteadas de color verde.
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4.2.7.2 Estructura del sitio de unidn al sustrato 6-fosfogluconato

Al observar la estructura de Gd6PGD y considerando los residuos de unién al
sustrato discutidos anteriormente (Seccion 4.2.6.2) se puede identificar el sitio de union al
sustrato entre el dominio | y el dominio Il. En el giro B6 — 7 se pueden encontrar los
residuos Ser126, Glyl27 y Gly128. En la hélice a8 los residuos Lys196, Asn200, Glu203 y
Tyr204. Y los residuos Ser276 en el giro a10-a11 y Ar303 en a12.

Se ha reportado la estructura de la 6PGD de Lactococcus lacti en presencia del
sustrato 6-fosfogluconato con clave PDB 21YO [102]. Al sobreponer esta estructura con la

de Gd6PGD (Figura 4.29) podemos observar los residuos de unién al sustrato.

\ ~ 4

Figura 4.29 Sitio de union al sustrato, 6-fosfogluconato, de las proteinas Gd6PGD (amarillo) y LIGPGD
(gris, PDB 21YO [102]). El 6-fosfogluconato de la estructura de L/ se muestra en verde y las moléculas
de agua se muestran como esferas. Se muestran los atomos de oxigeno en color rojo, los de
nitrogeno en color azul y los de fésforo en color naranja.

Como se observa en la Figura 4.29, ambas estructuras son muy parecidas y como
se menciond anteriormente, los residuos de unidn al sustrato estan, en general, bastante

conservados en todas las 6PGDs. Con base en el andlisis de las secuencias y la comparacion

98



Resultados y discusion

de la estructura del sitio activo se puede proponer el modo de unién del 6-fosfogluconato

en la enzima Gd6PGD (Figura 4.30).

Lvs196 Ser126
¥ —0 Gly128
HN H—N/ Y%

H’N
H H Asn200
Ve “o-H
‘ HoH -
Hevemeees 0 Asnlﬂﬂ
,()..I.[.'
: "'-'.._H,N Ser276
HN 5 o
SN _H ’

0*11
)I%l:ﬂs
ArgS{lS
Tyr204

Figura 4.30 Interaccion propuesta entre la proteina Gd6PGD y el sustrato 6-fosfogluconato. Se
muestran los residuos de aminodcidos en color azul y el sustrato en color rojo. Las interacciones de
puentes de hidrogeno se muestran como lineas punteadas de color verde.

4.2.8 Comparacion de la estructura de Gd6PGD con otras proteinas

4.2.8.1 Estructura de diversas 6PGDs reportadas previamente

Existen en la base de datos del PDB 35 estructuras reportadas para 6PGDs de
distintos organismos. Entre las proteinas mas estudiadas se encuentran la de Trypanosoma
brucei (Tb) ( PDB 1PGJ) [101], Lactococcus lactis (LI) (PDB 2IYO) [102], Geobacillus
stearothermophilus (Gs) (PDB 2W8Z) [104], Ovis aries (Oa) (PDB 1PGO) [100] y Homo
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sapiens (Hs) (PDB 4GWG) [106]. Todas las estructuras reportadas anteriormente poseen
una estructura similar y de hecho, es posible sobreponerlas con valores de RMSD entre 0.72

y 0.82 A.

Al igual que la Gd6PGD, la estructura general para las 6PGDs consiste en tres
dominios. Un dominio | de unién a nucleétido con siete hélices a rodeando siete u ocho
hojas B. El dominio helicoidal esta formado por dos hélices a grandes rodeadas de 9 hélices

o mas pequefias. El dominio Il esta formado por una Unica pequefia hélice a (Figura 4.31).

Figura 4.31 Sobreposicién de las estructuras de 6PGD de Trypanosoma brucei (Tb) (PDB 1PGJ)
[101], Lactococcus lactis (LI) (PDB 2IYO) [102], Geobacillus stearothermophilus (Gs) (PDB
2W8Z) [104], Ovis aries (Oa) (PDB 1PGO) [100] y Homo sapiens (Hs) (PDB 4GWG [106]. La
desviacién RMSD para la sobreposicidon de las estructuras esta entre 0.72 y 0.82 A. Se muestra el
dominio | (amarillo), dominio Il (rojo) y dominio Il (azul).

4.2.8.2 Comparacion estructural entre Gd6PGD y Oa6PGD

Al comparar las estructuras presentadas en la Figura 4.31 con la estructura de la
Gd6PGD (Figura 4.22) resulta evidente que el dominio helicoidal es mas pequefio en la

Gd6PGD. Mientras que en Gd6PGD consiste en una hélice o grande rodeada de 4 hélices a
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mas pequefias, en las otras estructuras consiste en dos hélices a grandes rodeadas de 9
hélices a mds pequefias. Lo anterior se debe a que, como se comentd en la seccidon 4.2.6, la
secuencia de las bacterias 4cido-acéticas es mas corta que las de otros organismos en
aproximadamente 150 residuos. De hecho, ya se habia reportado anteriormente [142] que
existia una repeticiéon del dominio Il en 0a6PGD como se puede observar en los diagramas
topoldgicos de la Figura 4.32. Estructuralmente, en Oa6PGD las hélices a8 — a12 se pueden

superponer a las hélices 14 — 18 en un 83%.

A

G
B8 Bﬂiﬁ B5. /pd L[{-} 2. Bi
&t Jo® @8 o

@)—19
: . ‘J’;ﬁ??ﬁs pa L%@

@ o p1° /p2. /B3
S @& o

Figura 4.32 Diagramas topoldgicos para las proteinas A) Gd6PGD y B) Oa6PGD. Se muestran la
estructura secundaria de las proteinas, las hélices a como circulos rojos, las hojas B como tridngulos
amarillos y los giros como lineas verdes. Se puede observar la repeticion del dominio Il en 0a6PGD
(hélices a8 — a18).

Las estructuras de la Gd6PGD y de la Oa6PGD se sobreponen muy bien en el

dominio | y en la mitad del dominio Il (con una desviacidon RMSD de 1.08 A) (Figura 4.33).
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Sin embargo, al ser el dominio Il mas corto en Gd6PGD, los dominios lll quedan orientados

hacia lados opuestos.

Figura 4.33 Sobreposicion de las estructuras de Gd6PGD (amarillo) y Oa6PGD (gris). A) se puede
apreciar la sobreposicién del dominio | en ambas estructuras. B) Al girar 90 ° a la izquierda, se
observa la sobreposicidon unicamente en la mitad del dominio Il. Como consecuencia, los dominios
IIl quedan orientados hacia lados opuestos.

4.2.8.3 Comparacion de los dimeros de Gd6PGD y Gs6PGD

Todavia mas importante resulta el comparar los dimeros de estructuras
previamente reportadas (Gs6PGD) con el dimero de Gd6PGD (Figura 4.34). En el caso de
Gs6PGD, el dominio Ill de cada una de las subunidades se inserta en el dominio helicoidal
de la otra subunidad. Por el contrario, dado que en Gd6PGD el dominio Il esta orientado
hacia el lado opuesto, en el dimero quedan las hélices o en los dominios Ill expuestos al

medio como se menciond anteriormente (seccion 4.2.7).
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A Subunidad A Subunidad B B
4 Subunidad A

Figura 4.34 Comparacién de los dimeros de A) Gd6PGD y B) Gs6PGD. Se puede observar que en el
caso de Gd6PGD las hélices o de los dominios Il quedan expuestas a diferencia de lo que ocurre en
Gs6PGD.

La exposicion de los dominios Ill en Gd6PGD, con residuos neutros e hidrofébicos
qgue le confieren un caracter anfipatico, podria permitir su asociacidon a la membrana. Al
comparar los dimeros de la Figura 4.34 es claro que en las estructuras reportadas
anteriormente esta asociacién no seria posible, lo que explica que no haya reportes
anteriores de 6PGDs asociadas a la membrana. Dado que esta caracteristica de la secuencia
mas corta se observa en todas las secuencias de las bacterias acido-acéticas, cabria
preguntarse si todas ellas tienen la misma propiedad de asociarse a la membrana. Por otro
lado, seria conveniente la preparacién de una mutante de Gd6PGD sin el dominio Ill que

permitiera confirmar que la asociacion a la membrana se da de la manera propuesta.

4.2.9 Papel bioldgico de Gd6PGD

Ga. diazotrophicus como la mayoria de las bacterias acido-acéticas usa la via de las
pentosas fosfatadas como la ruta principal para el catabolismo del carbono y obtencién de
energia [86-91]. Por ello, Gd6PGD es una enzima clave en el metabolismo interno que se

lleva a cabo en el citoplasma de la bacteria y el hecho de que pudiera asociarse a la
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membrana le permitiria una difusién mas rapida del NADH a la NDH debido a la proximidad
de ambas proteinas. En la célula, tanto la respiracion citopldsmica (por medio de la NDH)
como la fermentacion oxidante (por medio de las deshidrogenasas de membrana como
GdADH-III) compiten por ceder sus electrones a la ubiquinol oxidasa por medio de la
ubiquinona [22, 115]. Ambos procesos ocurren en distintos momentos del cultivo de la
bacteria [22] y no es del claro el mecanismo por el cual se regula la actividad de la
fermentacion oxidante [115]. En Ga. diazotrophicus la asociacién de Gd6PGD a la
membrana podria actuar como sensor de la actividad del metabolismo interno ayudando

asi a la regulacidén de la fermentacién oxidante (Figura 4.35).

Acetaldehido

Etanol

Periplasma

0 Me.;'g;a:;’; }X\\Q‘C\\
SR

NAD* 2H,0

Gd6PGD
6PG RSP = PPP

Figura 4.35 Relacién entre el metabolismo interno de azlcares (Gd6PGD) y externo de alcoholes
(GdADH-III) en Ga. diazotrophicus. GAADH-III participa en la fermentacién oxidante y se encuentra
acoplada a la cadena respiratoria para proveer de energia a la bacteria. En el citoplasma, la proteina
Gd6PGD participa en la via de las pentosas fosfatadas siendo esencial para el metabolismo interno
de la bacteria. El NADH difunde hasta la NADH-deshidrogenasa (NDH) que cede sus electrones a la
ubiquinona (UQ) y posteriormente a las ubiquinol oxidasa (UOX). La asociacion de Gd6PGD a la
membrana le permite una rapida difusién del NADH a la NDH debido a la proximidad de ambas
proteinas, pudiendo actuar como sensor de la actividad del metabolismo interno de la bacteria.
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4.2.10 Analisis filogenético de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa

Con laiintencion de comprender mejor las diferencias encontradas entre las 6PGDs,
se decidié llevar a cabo un analisis filogenético para dichas proteinas. Se analizaron un total
de 150 secuencias de aminoacidos, no redundantes, obtenidas de las bases de datos
UniProt [127] y GeneBank [128]. De las especies estudiadas hay 91 bacterias, 2 arqueas, 8

hongos, 14 protozoarios, 11 plantas y 24 animales.

Las secuencias se clasificaron de acuerdo con la longitud de la secuencia (Figura
4.36) encontrando dos grupos principales. Un grupo de proteinas de entre 290 y 350
residuos de amino acidos, al cual se le llamé de “cadena corta”, y otro grupo de proteinas

de entre 450 y 500 residuos al que se le llamé de “cadena larga”.

o N 00
[ R

Numero de proteinas
> a

300 350 400 450 500
Longitud de la secuencia (a.a.)

Figura 4.36 Distribucion de las secuencias estudiadas de acuerdo con el nimero de residuos de
amino 4acidos de la secuencia. Existe un grupo de secuencias de “cadena corta” de entre 290 y 350
residuos (rojo) y un grupo de secuencias de “cadena larga” de entre 450 y 500 residuos (azul).

Las 150 secuencias fueron alineadas por medio del programa MUSCLE [129, 130] y
posteriormente se realizaron varios analisis filogenéticos con el programa MEGA 10.1.6
[131]. Se emplearon métodos basados en distancia (pares de grupos no ponderados usando

la media aritmética, UPGMA; vecino mas cercano, NJ y minima evolucién, ME) y métodos
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basados en caracteres (maxima parsimonia, MP y maxima verosimilitud, ML). Se utilizdé un
valor de confianza de Bootstrap de 500 réplicas en todos los casos. Una lista de las

secuencias utilizadas en el andlisis filogenético se puede encontrar en el Apéndice C.

Al analizar las secuencias de 150 6PGDs, lo primero que resalta es que existan
proteinas de “cadena corta” y de “cadena larga” como se observa en la Figura 4.36. El
analisis filogenético muestra que, de hecho, existen dos subfamilias de las 6PGDs (Figura
4.37). Aunque ya se habia reportado la existencia de deshidrogenasas de cadena cortay de
cadena larga (especificamente para la glucoa-6-fosfato deshidrogenasa [143]), nunca se
habia mencionado la existencia de una subfamilia de enzimas de cadena corta para las

6PGDs.

En la Figura 4.37 se muestra el arbol filogenético obtenido por el método de
maxima parsimonia. En dicho arbol es posible observar dos ramas bien diferenciadas,
mostradas en rojo y azul en la Figura 4.37, que corresponden a los grupos de proteinas de
cadena corta y cadena larga respectivamente. Esto nos indica que cada grupo estaria

formando una subfamilia dentro de las 6-fosfogluconato deshidrogenasas.

En cuanto a la distribucién de las diferentes especies, podemos encontrar arqueas
y bacterias en ambas subfamilias. Sin embargo, los eucariontes se encuentran Unicamente

dentro de la subfamilia de las 6PGDs de cadena larga.
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Figura 4.37 Arbol filogenético construido para las secuencias de 6PGDs. Las ramas azules indican la
subfamilia de proteinas de cadena larga y las ramas rojas la subfamilia de las proteinas de cadena
corta. Las especies que representa cada nodo estan indicadas junto con la longitud de la secuencia.
Los asteriscos indican las proteinas cuya estructura tridimensional se conoce.
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4.2.10.1 Unidn a los cofactores NAD* y NADP* en las subfamilias de 6PGDs

Al analizar las secuencias para cada una de las subfamilias de 6PGDs se puede
observar que, en las proteinas de cadena corta (Figura 4.38), el motivo Gly-X-Gly-X-X-Gly
esta conservado. Como se ha discutido anteriormente, éste corresponde a la huella digital
de unién para el NAD*. Ademas, entre los residuos de unién a nucleétido, el Asp en el motivo
Asp-Arg-X esta conservado en el 75 % de las secuencias. De acuerdo con lo discutido en la
seccion 4.2.7.1, este Asp promueve la interaccién con el grupo 2’-hidroxilo de la adenina
ribosa del NAD". Todo esto indica que la subfamilia de 6PGDs de cadena corta son enzimas

dependientes de NAD*.

=1 (i
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Figura 4.38 Secuencias LOGO de las proteinas de cadena corta donde se observa de la conservacion
de las secuencias en los residuos de unién al cofactor NAD*. Se muestra el nimero de residuos
correspondientes a Gd6PGD. La altura del simbolo representa la frecuencia de dicho aminodcido en
esa posicion. Secuencia generada con ayuda de WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/)

Por el contrario, en las proteinas de cadena larga (Figura 4.39), el motivo Gly-X-
Ala/Gly-X-X-Gly esta conservado en la huella digital para unién a nucledtido. Ademas, el
motivo Asn-Arg-X, estd conservado en el 85 % de las secuencias. En contraste con la
secuencia en las proteinas de cadena corta, en estos residuos no existe una carga negativa
por lo que no habria repulsidn con el grupo fosfato del NADP*. Esto sugiere que la mayoria

de las proteinas de la subfamilia de 6PGDs de cadena larga son dependientes de NADP*.
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7 8 910 11 12

Figura 4.39 Secuencias LOGO de las proteinas de cadena larga donde se observa de la conservacion
de las secuencias en los residuos de unidn al cofactor NADP*. Se muestra el nimero de residuos
correspondientes a Gd6PGD. La altura del simbolo representa la frecuencia de dicho aminodcido en
esa posicion. Secuencia generada con ayuda de WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/)

Lo anterior es consistente con los valores de K» mostrados en la Tabla 4.7. Las
proteinas de cadena corta (Ga. diazotrophicus, G. suboxydans y H. volcanii) tienen valores
mucho mds pequeiios para NAD* que para NADP*, lo que indica su mayor afinidad. Por el
contrario, en las proteinas de cadena larga, los valores de NADP* tienden a ser pequefios y

en general se reporta que no presentan actividad frente a NAD".
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Conclusiones

5. Conclusiones

Se cristalizd la proteina GdADH-IIl. Para que la proteina pueda cristalizar es
importante que todos los cofactores se encuentren completamente reducidos. En

particular, la oxidacién parcial de cl y cll; impide que la proteina cristalice.

El NO es capaz de oxidar parcialmente a GAADH-IIl formando tres aductos Fe(lll)-NO
y un aducto Fe(ll)-NO que ha sido estudiado por EPR. Esto contrasta con otras proteinas

donde el NO Unicamente forma aductos con los grupos hemo sin oxidarlos.

El estudio de la proteina oxidada confirma la presencia de un grupo hemo con hierro

de alto espin y confirma la estabilidad del estado reducido del PQQ y del cimulo [2Fe-2S].

La bacteria Ga. diazotrophicus es capaz de crecer en ausencia de Ca%*y en presencia
de lantanidos, especificamente La3* y Ce*, sin perder la actividad de ADH. Esto parece
indicar que la bacteria tiene un mecanismo molecular de reconocimiento de iones

lantanidos y que la GJADH-III podria incorporar dichos iones en sustitucion al Ca?*.

La Gd6PGD se puede aislar y purificar tanto de la fraccién soluble como de la fraccién
membranal. Los estudios cinéticos muestran que la proteina en ambas fracciones es la
misma y que existe una inhibicion por el Tritén X-100 de tipo acompetitiva. Ademas, hay
una preferencia por el NAD* aunque también es activa con NADP*. Esto se confirmé con el

analisis bioinformatico y comparacién de secuencias de varias 6PGDs.

La estructura de Gd6PGD a una resolucién de 1.9 A es la primera de una 6PGD de
bacterias acido acéticas. La estructura es un homodimero de 70 kDa y cada subunidad

consiste en tres dominios.

En el dimero de Gd6PGD las hélices o de los dominios lll, con caracter anfipatico,
guedan expuestas lo que podria explicar su asociacién a la membrana. Esta particularidad
en la estructura de Gd6PGD resulta de la secuencia de aminoacidos mas corta en

comparacion con otras 6PGDs.
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Conclusiones

Ademas de su importancia para el metabolismo interno de la bacteria, la asociacion
a la membrana de Gd6PGD, permitiria una rapida transferencia del NADH a la NDH debido
a su proximidad. Lo que le permitiria actuar como sensor del metabolismo interno

ayudando a la regulacién de la fermentacién oxidante.

Gd6PGD pertenece a una nueva subfamilia de 6PGDs de cadena corta, dependientes

de NAD* como lo demuestra el andlisis filogenético.
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The enzyme 6-phosphogluconate dehydrogenase catalyzes the conversion
of 6-phosphogluconate to ribulose-5-phosphate. It represents an important
reaction in the oxidative pentose phosphate pathway, producing a ribose
precursor essential for nucleotide and nucleic acid synthesis. We succeeded,
for the first time, to determine the three-dimensional structure of this
enzyme from an acetic acid bacterium, Gluconacetobacter diazotrophicus
(Gd6PGD). Active Gd6PGD, a homodimer (70 kDa), was present in both
the soluble and the membrane fractions of the nitrogen-fixing microorgan-
ism. The Gd6PGD belongs to the newly described subfamily of short-chain
(333 AA) 6PGDs, compared to the long-chain subfamily (480 AA; e.g.,
Ovis aries, Homo sapiens). The shorter amino acid sequence in Gd6PGD
induces the exposition of hydrophobic residues in the C-terminal domain.
This distinct structural feature is key for the protein to associate with the
membrane. Furthermore, in terms of function, the short-chain 6PGD seems
to prefer NAD" over NADP", delivering NADH to the membrane-bound
NADH dehydrogenase of the microorganisms required by the terminal oxi-
dases to reduce dioxygen to water for energy conservation.

Enzyme
ECnonbreakingspacel.1.1.343.

Database
Structural data are available in PDB database under the accession number 6VPB.

Introduction

Acetic acid bacteria are obligate aerobic organisms
known for their ability to partially oxidize a variety of
sugars and alcohols and to release the products to the
media [1]. This process, known as oxidative fermenta-
tion, is carried out by several membrane-bound dehy-
drogenases located in the periplasmic space and

Abbreviations

coupled to the respiratory chain to provide energy to
the bacteria [2-4]. Many studies related to the mem-
brane-bound alcohol dehydrogenase (ADH), aldehyde
dehydrogenase (ALDH), and glucose dehydrogenase
(GDHm) from Gluconacetobacter diazotrophicus have
been published in recent years [5-10]. Besides the

6PGD, 6-phosphogluconate dehydrogenase; ADH, alcohol dehydrogenase; Gd, Gluconacetobacter diazotrophicus, NAD(P), nicotinamide

adenine dinucleotide (phosphate).
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importance of this outer-oxidative pathway in the food
and biotechnology industries [11,12], inner carbon
assimilation by glucose metabolism has been studied in
several acetic acid bacteria [1,13-16].

In nitrogen-fixing Ga. diazotrophicus as in all the
Acetobacter and Gluconacetobacter strains, it has been
found that the Entner—Doudoroff pathway only occurs
in cellulose-synthesizing bacterium [1]; therefore, the
oxidative pentose phosphate pathway (PPP) becomes
the main pathway for carbon catabolism [17-24]. The
first step in the PPP is glucose oxidation by the mem-
brane-bound PQQ-dependent glucose dehydrogenase.
The gluconate product is then phosphorylated and
introduced into the cell to be oxidized by the 6-phos-
phogluconate dehydrogenase (6PGD) [18-22]. The lat-
ter is a crucial step (Scheme 1) because it produces,
after a decarboxylation, ribulose-5-phosphate, a pre-
cursor for ribose that is essential for nucleotide and
nucleic acid synthesis [25].

In spite of the importance of the 6PGD enzyme in
the PPP, very little attention received since the late 80s
[26]. Nowadays, this enzyme has recovered impor-
tance, as it has been proposed as a potential target for
drug discovery [27] and cancer treatment [28,29]; con-
sequently, interest in the structural analysis of 6PGD
has increased.

Several structures of 6PGD have been reported from
organisms such as Ovis aries [30], Trypanosoma brucei
[31], Lactococcus lactis [32], Saccharomyces cerevisiae
[33], Geobacillus stearothermophilus [34], Escherichia coli
[35], Klebsiella pneumoniae [35], and Homo sapiens [36].
It is worth mentioning that all the isolated 6PGDs
reported so far have been found soluble in the cytoplasm.

The first 6PGD isolated from an acetic acid bacteria
was from Gluconobacter suboxydans [37] and there are
also some studies of sugar metabolism in Gluconobac-
ter oxydans that measured the kinetics and the nicoti-
namide adenine dinucleotide phosphate (NADP")/
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD") specificity
of the 6PGD [38-40], such as those mentioned before

Structure and subfamily of a new membrane 6PGD

for G. diazotrophicus [17-22]. However, no structural
studies of any 6PGD from acetic acid bacteria have
been described so far.

Interested in the function and structure of the mem-
brane-bound dehydrogenases from Ga. diazotrophicus,
during the isolation and characterization of the ADH,
in our research group, we discovered the 6PGD
enzyme. In the present study, we report the isolation
and characterization of the 6PGD from Ga. dia-
zotrophicus (Gd6PGD) showing that both soluble frac-
tion and membrane fraction exhibit enzymatic activity.
We determined the 3D structure of the enzyme recov-
ered from the membrane fraction by using X-ray
diffraction techniques, with the sulfur single-wave-
length anomalous dispersion method [41]. The struc-
ture of Gd6PGD represents the first from an acetic
acid bacterium and shows relevant differences with
other 6PGD structures previously reported. Based on
kinetic studies, we suggest the functional importance
of these differences. Finally, a phylogenetic analysis
identified GA6PGD as a member of a newly described
subfamily of 6PGDs.

Results and Discussion

Cellular fractions with 6-phosphogluconate
dehydrogenase activity in
Gluconacetobacter diazotrophicus

GdoPGD is a homodimer of about 70 kDa consisting
of two subunits of 35 kDa, as seen in native and SDS/
PAGE gels (Fig. 1). Specific activities in soluble and
membrane fractions of Ga. diazotrophicus indicated
that Gd6PGD activity in the membrane is not negligi-
ble, even though it is about twice higher in the cyto-
plasm (Table 1). This result indicated that Gd6PGD is
located in both the cytoplasm and membrane. The
protein was indeed purified from both extracts by
exclusion chromatography, as described in Materials
and methods. The elution profiles for both extracts are

6-phosphogluconate

OH OH o

_ ?H %’“ (ﬁ ~ dehydrogenase
o : 3 PR=~0
Wo o / \
O OH OH "
NAD(P)
6-phosphogluconate

(o} OH
NAD(P)H h

CO, ribulose-5-phosphate

Scheme 1. Reaction of 6PGD. The NAD(P)*-dependent enzyme catalyzes the conversion of 6-phosphogluconate to ribulose-5-phosphate by

a decarboxylation.
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identical, and the only difference is the Triton X-100
0.1% solution used in the membrane extract to purify
the enzyme. Table 2 shows the purification data for
the Gd6PGD. The results are consistent within several
batches of cytoplasm and membrane extraction.

As mentioned before, the activity of the Gd6PGD
has been measured in glucose metabolic studies [17—
19]. Attwood et al. [17] reported that the Gd6PGD
PAL 5 strain was NADP"-dependent, as in most of
the 6PGDs reported in bacteria. However, Alvarez
and Martinez-Drets [18] found that Gd6PGD in the
PAL 3 strain was NAD'-dependent and mentioned
that Gd6PGD from PPe 4 and PAL 5 strains might
also be active with NAD". Another important remark
is that in the previously mentioned works, the empha-
sis was on the sugar metabolic pathway and therefore
the enzyme assays were done on cell-free extracts with
no further purification. In our assays, we found that
Gd6PGD from PAL 5 strain is active with NADP™ as
are most 6PGDs; however, its activity is much higher
when using NAD™ (Table 1). This preference is inde-
pendent of the fraction from which the Gd6PGD was
purified. Specifically, the Gd6PGD from the soluble
fraction prefers NAD® 8.4 times over NADP™.

Protein activity and kinetic studies

The kinetic parameters were determined for isolated
and purified enzymes from both soluble and mem-
brane fractions of Gd6PGD. A typical Michaelis—Men-
ten kinetics is observed for NAD® and NADP*
cofactors as well as for the substrate 6PG (Fig. 2A-C).
We first noticed that both K,, and k., values were
lower for the membrane-purified protein (Table 3). As
the purification of the membrane protein requires Tri-
ton X-100, this reagent was added at different concen-
trations to the cytoplasm-purified protein (Fig. 2D) in
order to find its effect on the reactivity of the enzyme.

P. D. Sarmiento-Pavia et al.

Table 1. Enzyme activities of the 6PGD from Gluconaceto-
bacter diazotrophicus PAL 5. Enzyme activities are expressed as
Umg.

Fraction NAD* NADP*
Soluble fraction 0.18 0.011
Membrane fraction 0.04 0.005
Purified enzyme from 2.88 +0.08 0.34 +0.03
soluble fraction
Purified enzyme from 2.30 £ 0.01 0.81 £0.13
membrane fraction
Table 2. Purification of Ga6PGD.
Total Total Specific
protein  activity® activity  Purification
Purification® (mg) (U (Umg™") factor % Yield
Soluble 175 31.7 0.2 1 100
fraction
QAE- 10 79 0.8 4 25
Toyopearl
Ha-Ultrogel 2 5.1 28 15 16

Eleven grams of cells (wet weight).; ®*One unit of activity is equal
to 1 pumol NAD*-min~".

These results are shown in Fig. 2E. The parallel lines
in the Lineweaver—Burk plots showed the typical pat-
tern of an uncompetitive inhibition [42] by Triton X-
100 to the Gd6PGD.

When 0.1% Triton X-100 was added to the cyto-
plasm-purified protein, K, and kg, values (102.8 pum
and 6.06 s™', respectively) dropped down nearly fifty
percent (57.03 pm and 3.22 s~') and were very similar
to those from the membrane-purified protein
(Table 4). Furthermore, when Triton X-100 was
removed from the membrane-purified protein, K, and
key values were increased around twice its values
(110 pm and 4.61 s7') which are pretty similar to those

A B |
2 Sk <«— 103 kDa
103 kDQ ==——p 5 ¥ ) - I <+« 73 kDa Fig. 1. Electrophoresis analysis of Ga6PGD.
73 kDa = ~ A (A) Native-PAGE. Only one band in 70 kDa
| is observed, corresponding to the
y ) <«— 48 kDa homodimer of GaBPGD. (B) SDS/PAGE.
? Only one band in 35 kDa is observed,
48 kDa > * corresponding to one subunit of Ga6PGD.
% s o i <+ 34 kDa The molecular weight of the markers is
? B shown. Proteins in the molecular marker
34 kDa > '“ & 27 kDa are phosphorylase b (103 kDa); BSA
27 kDa —p T | ’ (73 kDa); ovalbumin (48 kDa); carbonic
e B ¢ 17 kDa anhydrase (34 kDa); soybean trypsin

I
-
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inhibitor (27 kDa); and lysozyme (17 kDa).
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Fig. 2. Kinetics of Ga6PGD and Triton X-100 inhibition. Michaelis-Menten curves of the kinetic studies of GaBPGD purified from the soluble
fraction (blue) and from the membrane fraction (red). (A) NAD" as cofactor or coenzyme. (B) 6PG as substrate. (C) NADP" as cofactor or
coenzyme. (D) Michaelis-Menten curves of the kinetic studies of GaBPGD when using NAD" as substrate. Protein was purified from the
soluble fraction (blue) and from the membrane fraction (red), and Triton X-100 was removed from the membrane protein (green). (E)
Lineweaver-Burk plots of the 6PGD from Gd indicate an uncompetitive inhibition by Triton X-100 when NAD" was used. Standard deviation

of three different experiments is shown as error bars in A-D.

Table 3. Kinetic parameters of the 6PGD from
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5.
IQ:al/Km
Enzyme Ko (pn) Kear (57) (w57
Cytoplasm-purified enzyme
6PG 934.30 + 124 3.63 +0.14 39 x10°°
NAD* 102.80 + 13.5 6.06 + 0.16 59 x 1072
NADP* 2393 + 231.2 2.80 + 0.18 1.2 x 1072
Membrane-purified enzyme
6PG 33.41 + 242 0.97 + 0.01 2.9 x 1072
NAD* 52.89 + 4.57 262 + 0.04 4.9 x 1072
NADP* 869.50 + 91.83 1.74 + 0.08 2.0 x 1072

values of the cytoplasm-purified protein (102.8 pm and
6.06 s7') (Table 4). As it is difficult to remove all
traces of detergent, it is quite probable that the small
differences observed are due to small traces of Triton
X-100. As the activity is the same for the cytoplasm
protein as well as for the membrane-bound protein, we
conclude that the protein in vivo is the same in both
fractions.

As expected, K, for NAD" (102.8 um) is much
lower than that for NADP" (2393 pm) (Table 3), indi-
cating the higher affinity for NAD". Presumably, the
lower affinity for NADP" is due to the negatively
charged residues Asp30 and Asp32 in Gd6PGD that
may repel the phosphate group from the NADP™ as it
is discussed in the Residues in coenzyme-binding site
section.

A comparison of the kinetic constants for 6PGDs
from several organisms (Table 5) shows that the K,
for 6PGD is in the range of 3.5-118 pm for non-acetic
acid bacteria and other organisms, and it is consider-
ably higher (440-934 pm) in acetic acid bacteria espe-
cially in Gd6PGD. On the other hand, K, for NADP"
and NAD" demonstrates that 6PGDs from acetic acid
bacteria use NAD" as a main cofactor, although they
might also use NADP".

Bioinformatic analyses of the sequences

A search in UniProt [43] and GenBank [44] shows
only one nonredundant sequence for Gd6PGD,
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—>Kinetic parameters of the Gd6PGD with and without Triton

X-100 using NAD" as cofactor.

P. D. Sarmiento-Pavia et al.

Table 4. Kinetic parameters of the
Gd6PGD with and without Triton X-100
using NAD" as cofactor.

Enzyme Triton X-100 Ky (um) keat (571 kea K (un~"s71)
Cytoplasm-purified  0.0% 10280+ 135 606+ 0.16 59 x 102
enzyme 0.1% added 57.03 £ 1293 322+ 0.19 56 x 1072
Membrane-purified  0.1% 52.89 + 4.57 262+004 49 x 1072
enzyme Removed 110 + 1479 461+ 023 42 x 1072

Table 5. Comparison of kinetic parameters of 6PGDs from different species.

Organism Km PG (um) K NADP™ () K NAD" (um) Reference
Gluconacetobacter diazotrophicus® 9343 + 124 2393 + 231.2 102.8 = 13.55 This work
Gluconobacter suboxydans® 440 440 64 (18]
Haloferax volcanii 21 2940 33 [70]
Trypanosoma brucei 35 1 [71]
Geobacillus stearothermophilus 20 25 [72)
Saccharomyces cerevisiae 25 +1 163 + 4 [73]

35+6 50 +9 [33]
Klebsiella pneumoniae 118 £ 23 107 + 4 [35]
Ovis aries 6.76 + 1.6 16.1 £ 1.3 [74)

29 22.7 [75]
Homo sapiens 30 20 [76]

6.9 + 2.0 337 +71 [27)

“Acetic acid bacteria.

encoded by the gnd gene. This supports the existence of
only one Gd6PGD, either in the soluble or in the mem-
brane fractions, as was demonstrated by the kinetic
measurements. From available genome sequencing
reports for Ga. diazotrophicus, Gd6PGD is known to
contain 332 amino acid residues (NCBI Ref. Seq.
WP_012222546.1), which is in concordance with other
6PGD from acetic acid bacteria such as A. aceti (Aa),
A. pasteurianus (Ap), and K. xylinus (Kx) with 332,
333, and 333 residues, respectively. However, 6PGDs
from other organisms are usually longer: V. diazotrophi-
cus (Vd) 482, O. aries (Oa) 483, T. grayi (Tg) 476,
T. brucei (Th) 477, L. lactis (Ll) 472, G. stearother-
mophilus (Gs) 469, S. cerevisiae (Sc) 489, and K. pneu-
moniae (Kp) 468 amino acids. These nearly 150 fewer
residues in enzymes from acetic acid bacteria result in
important differences in their quaternary structure and
dimeric interaction, as explained below. The difference

between acetic acid bacteria and the other organisms
can be also noticed in the sequences’ homology. The
6PGD from Aa, Ap, and Kx sequences share 82%, 76%,
and 79% identity with Gd, respectively, in contrast with
the roughly 20% identity with Vd, Oa, Tg, Th, LI, Gs,
Se, and Kp sequences. Despite the differences in the pro-
tein length, the ligand and cofactor-binding residues
are, in general, well conserved among all the 6PGD con-
sidered. The latter can be observed in Fig. 3, which
shows the alignment of the 12 studied sequences, four
from acetic acid bacteria and eight from non-acetic acid
bacteria or other organisms.

Overall structure

We fielcrmined the 3D structure of the Gd6PGD at
1.9 A using X-ray diffraction techniques (Table 6).
The overall structure of the Gd6PGD shows a

Fig. 3. Amino acid sequence alignment. Aligned sequences of 6PGDs from Ga. diazotrophicus (Gd), A aceti (Aa), A. pasteurianus (Ap),
K. xylinus (Kx), V. diazotrophicus (Vd), O. aries (Oa), T. grayi(Tg), T. brucei (Tb), L. lactis (L), G. stearothermophilus (Gs), S. cerevisiae
(Sc), and K. pneumoniae (Kp). Residues of the active site are shown by black letters in yellow background. Bullets identify residues that
have been reported to interact with NAD(P)* and diamonds those interacting with 6PG. Gd secondary structures are colored according to
coenzyme-binding domain (red), helix domain (yellow), tail domain (blue) with arrows, and cylinders depicting B strands (31-8) and a helices
(21-213), respectively. UniProt accession numbers are Gd WP_012222546.1; Aa, AOATU9KHRG; Ap, AOATAOC5M2; Kx, AOA318PH64; Vd,
AO0A2J8G5Y6; Oa, PO0349; Tg, XP_009309412.2; Th, P31072; LI, Q9CHUB; Gs, ADAOB7LGM2; Sc, P38720; and Kp, P41576. The sequence
alignment was carried on with the piauicn software developed by Morgenstern [58,59].
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000 00 00 © L] [ ]
Gd 1 M---QIGIIG LGRMGGNIAV RLSRHGHDVV LFDRDAATVS KVSE-RIE-- --GGRGVAAT SLPDLVAKLT AKRKIVWVML PCGEITENAV QELYGLLGKD DIVIDGGNTY
Aa 1 M---QIGIIG LGRMGGNIAV RLTRHGHDVV VYDRDAATVQ KVVE-RAE-- --GGRAVGAV SETDLVSKLT GDTKVVWLML PAGEITEAAV QSVGGLLGKG DILIDGGNTY
Ap 1 M---QIGIVG LGRMGGNIAV RLTRHGHDVV VYDRDTAMVE KTVA-RAE-- --AGRAVAAS NLADVVEKLN GPKKIVWSML PAGAITEETV MALAGLMQKG DIVIDGGNTY
Kx 1 M---QIGIVG LGKMGGNISI RLTRHGHDVV AFDRDPAVTA KVCG-QGE-- --GGRCTPAT GLADMVGKLS G-RKVVWLML PAGAVTEAAV QELGSLLGKG DIVIDGGNSF
Vd 1 M-KGDIGVIG LAVMGQNLIL NMNDHGFKVV AHNRTASKVD EFLEGPAK-- --GTNIIGAY SLEELVEKLE T-PRKVMLMV RAGSVVDAFI DQLVPLLDKG DIIIDGGNTN
Oa 1 MAQADIALIG LAVMGQNLIL NMNDHGFVVC AFNRTVSKVD DFLANEAK-- --GTKVLGAH SLEEMVSKLK K-PRRIILLV KAGQAVDNFI EKLVPLLDIG DIIIDGGNSE
Tg 1 M---DVGIVG LGVMGANLAL NVAEKGFKVA VFNRTYTKAE AFIH-ENASA PFGGNLKAFA SMKSFVAAIK K-PRKVFILV QAGAATDETI EQLRATMELN DIIVDTGNAH
Tb 1 M---DVGVVG LGVMGANLAL NIAEKGFKVA VFNRTYSKSE EFMKA-NASA PFAGNLKAFE TMEAFAASLK K-PRKALILV QAGAATDSTI EQLKKVFEKG DILVDTGNAH
L1 1 MAQANFGVVG MAVMGKNLAL NVESRGYTVA IYNRTTSKTE EVYK-EHQ-- --DKNLVLTK TLEEFVGSLE K-PRRIMLMV QAGAATDATI KSLLPLLDKG DILIDGGNTH
Gs 1 MAKQQIGVIG LAVMGKNLAL NIESKGYSVA VYNRSREKTD EFLQ-EAK-- --GKNIVGTY SIEEFVNALE K-PRKILLMV KAGAPTDATI EQLKPHLEKG DIVIDGGNTY
Sc 1 MS-ADFGLIG LAVMGQNLIL NAADHGFTVC AYNRTQSKVD HFLANEAK-- --GKSIIGAT SIEDFISKLK R-PRKVMLLV KAGAPVDALI NQIVPLLEKG DIIIDGGNSH
Kp 1 MSKQQIGVWG MAVMGRNLAL NIESRGYTVS VFNRSREKTE EVIA-ENP-- --GKKLVPYY TVQEFVESLE T-PRRILLMV KAGAGTDSAI DSLKPYLDKG DIIIDGGNTF
a5 B6 p7 a6 al ﬂ! a8
) — =) ey — C

¢ ¢
Gd 103 YKDDIRRAAQ LADKGIHYVD VGTSGGVWGL ERGYCMMYGG TKDSTDHIDP ILDALAPGKG -DVAPTPDRG KPGLDPRAEK GYLHCGPAGS GHFVKMVHNG IEYGMMQAFA
Aa 103 YKDDLRRAAA LKTKGVDYVD VGTSGGVWGL ERGYCMMFGG SKEAAATIDP ILSALAPGKG -DIPPTPDRD RAGLDPRAEQ GYLHCGPAGS GHFVKMVHNG IEYGMMQAFA
Ap 103 YKDDIRRAKV LAEKGIDYID VGTSGGVWGL DRGYCMMYGG PREAADYIDP ILTSLAPGIG -DIPRTPGRD RADLDPRAEQ GYLYCGPAGS GHFVKMVHNG IEYGMMQAFA
Kx 102 YKDDIRRAAE LMKKGIHYID VGTSGGVWGL ERGYCMMYGG TKDATDYIDP ILSALAPGIG -DIPRTPNRD KPGFDPRAEQ GYLHCGPAGS GHFVKMVHNG IEYGIMQAFA

Vd 105 YPDTNRRVAA LREKGIHFIG TGVSGGEEGA RFGPSIMPGG APEAWEAVKP IFQGISAKTD -AGEPCCD-- ====-===== == GHFVKMVHNG IEYGDMQLIT
Oa 106 YRDTMRRCRD LKDKGILFVG SGVSGGEDGA RYGPSLMPGG NKEAWPHIKA IFQGIAAKVG -TGEPCCD-- GHFVKMVHNG IEYGDMQLIC
Tg 106 FKDQGRRAEQ LEAVGLRFLG MGISGGEEGA RKGPAFFPGG TLSVWEEVRP IVEAAAAKAE -DGRPCVT-- GSCVKMYHNA GEYAILQWWG
Tb 106 FKDQGRRAQQ LEAAGLRFLG MGISGGEEGA RKGPAFFPGG TLSVWEEIRP IVEAAAAKAD -DGRPCVT-- GSCVKMYHNS GEYAILQIWG
L1 105 FPDTMRRNAE LADSGINFIG TGVSGGEKGA LLGPSMMPGG QKEAYDLVAP IFEQIAAKAP QDGKPCVA-- GHYVKMVHNG IEYGDMQLIA
Gs 105 FKDTQRCNKE LAELGIHFIG TGVSGGEEGA LKGPAIMPGG QKEAHELVRP IFEAIAAKV- -DGEPCTT-- GHYVKMVHNG IEYGDMQLIA
Sc 105 FPDSNRRYEE LKKKGILFVG SGVSGGEEGA RYGPSLMPGG SEEAWPHIKN IFQSISAKS- -DGEPCCE-- GHYVKMVHNG IEYGDMQLIC

Kp 105 FQDTIRRNRE LSAEGFNFIG TGVSGGEEGA LKGPSIMPGG QKEAYELVAP ILKQIAAVAE -DGEPCVT-- --------=- --- GHYVKMVHNG IEYGDMQLIA
a9 a10 al2

j——) ( ) ) .
L

-LSEFTGEVA DSGEGRWTLE AAIEEAVPAP VITASLFTRF RSRTGNNYAE
-LSEFSGEVQ DSGEGRWTIE AAIEEAVPVP VMTAALFTRF RSRSGNTYGE
-LSEFSGEVS DSGEGRWTIE AAIEESVPVP VMTAALFTRF RSRSGNTFAE
-LSNYKGDVA DSGEGRWTIE AAIEEAVPVP VITASLFTRF RSRTGNNFAE

Gd 212 EGFDIMKSKN SPKLPEDQRF DLNMADIAEV WRRGSVVSSW LLDLTAEALA
Aa 212 EGFDVMKSKN SPLLAEDERF DLNMADIAEV WRRGSVVSSW LLDLTAEAMA
Ap 212 EGFDVMYRKD SPLLAEDERF SLNMADIAEV WRRGSVVSSW LLDLTAQALA
Kx 211 EGFDVMKSKN SPELPEDQRF ELNMADIAEV WRRGSVVSSW LLDLSASALA

Vd 199 EAYQFMKDGL GMSAD----- -~ EMQAVFAE W-DKTELNSY LVEITADIL- GYKDEDGE-P LVEKILDTAG QKGTGKWTGI NALDLGIPLT LISESVFSRC LSALKDQRVE
Oa 200 EAYHLMKDVL GLGHK-=-=--- == EMAKAFEE W-NKTELDSF LIEITASIL- KFQDADGK-H LLPKIRDSAG QKGTGKWTAI SALEYGVPVT LIGEAVFARC LSSLKDERIQ
Tg 200 EAFDILRA-L --EVANVFED WKAKGFLTSY MLDISIVAA- RAKAEGGQ-Y LSEFVKDRIG SKGTGLWSVQ EALEVGVPAP SLGMAVVSRQ LSSLKDERIQ
Tb 200 EVFDILRA-M --EVAAVLED WKSKNFLKSY MLDISIAAA- RAKDKDGS-Y LTEHVMDRIG SKGTGLWSAQ EALEIGVPAP SLNMAVVSRQ FTMYKTERQA
L1 200 ESYDLLKRVL --EIQAIFEE W-NEGELDSY LIEITKEVL- KRKDDEGEGY IVDKILDKAG NKGTGKWTSE SALDLGVPLP LITESVFARY ISTYKDERVK
Gs 198 EAYFLLKHVL --ELHEVFAD W-NKGELNSY LIEITADIFT KIDEETGK-P LVDVILDKAG QKGTGKWTSQ NALDLGVPLP IITESVFARF ISAMKDERVK
Sc 198 EAYDIMKRLG --EISDVFAK W-NNGVLDSF LVEITRDIL- KFDDVDGK-P LVEKIMDTAG QKGTGKWTAI NALDLGMPVT LIGEAVFARC LSALKNERIR
Kp 199 EAYALLKGGL ALSNE----- -- ELAQTFTE W-NEGELSSY LIDITKDIFT KKDEE-GK-Y LVDVILDEAA NKGTGKWTSQ SSLDLGEPLS LITESVFARY ISSLKDQRVA

'

Gd 318 mmmmcmcnce macmmemese csccssssse smmmemesse cesssemess sessssssessssssassss smesssemes semessssss ssssesssas sessesssse

AP 315 =-=--e-ee- mmmeeeeeee meeeeeeeee seeeeeeees meeeeeeees meeeeeeees seeeeeeees seeeeseees Sesesseees seessesess =eeses-eas
KX 318 scomvncsor cusummssne smusamsces ssssssssse sasssesses Sesseesmee sEsessEese SsbesesEselsEssessee Sessensses seseeesses

Vd 299 AEKLF-GKTI TPVEG-D--- -KQEWVDALR QALLASKIIS YAQGFMLMRE ASNENGWDLN YGNVALMWRG GCIIRSAFLG NIRDAFEKNP ELAFLGSDEY FK-NILQSSL
Oa 300 ASKKLKGPQN IPFEG-D--- -KKSFLEDIR KALYASKIIS YAQGFMLLRQ AATEFGWTLN YGGIALMWRG GCIIRSVFLG KIKDAFDRNP GLQNLLLDDF FK-SAVENCQ
Tg 300 ASKKLKGPQN IPFEG-D--- PKAKEVQQLY HAVSIAMIAC YAQMFQCLRE LDKVYQFGLN LPATIATFRA GCILQGHLLK PMTEAFEKNP NLSNLMCA-- FK-EIPEGLQ
Tb 300 NASNAPGITQ SPGYTLKNKS PSGPEIKQLY DSVCIAIISC YAQMFQCLRE MDKVHNFGLN LPATIATFRA GCILQGYLLK PMTEAFEKNP NISNLMCA-- FQTEIRAGLQ

L1 301 ASKVLSGPAV N-FSG-D--- -KKEVIEKIR KALYFSKIMS YAQGFAQLRK ASEEFDWDLP YGTIAQIWRA GCIIRAEFLQ NITDAFDKDS ELENLLLDDY FV-DITKRYQ

Gs 299 ASKVLAGPAV KPFEG-D--- -RGHFIEAVR RALYMSKICS YAQGFAQMKA ASEEYNWNLR YGDIAMIFRG GCIIRAQFLQ KIKEAYDRDP ALSNLLLDPY FK-DIVERYQ

Sc 298 ASKVLPGPEV PKDAVKD--- -REQFVDDLE QALYASKIIS YAQGFMLIRE AAATYGWKLN NPAIALMWRG GCIIRSVFLG QITKAYREEP DLENLLFNKF FA-DAVTKAQ

Kp 299 ASKVLSGPQA QPA-G-D--- -KAEFIEKVR RALYLGKIVS YAQGFSQLRA ASDEYNWDLN YGEIAKIFRA GCIIRAQFLQ KITDAYAQNA GIANLLLAPY FK-QIADDYQ
¢

LSAMRFGFGG
LSAMRFGFGG
LSAMRFGFGG
LSAMRFGFGG

Vd 402 VAWRKVASKS LEAGIPMPCM TSALTFLDGY TTARLP-ANL LQAQRDYFGA HTYERTDRAR
Oa 404 DSWRRAISTG VQAGIPMPCF TTALSFYDGY RHAMLP-ANL IQAQRDYFGA HTYELLAKPG
Tg 407 YYRDILALIT SKTAVSIPVL SASLQYVNAM FTPTLKYGQL VSLQRDVFGR HGYERLDKEG
Tb 408 NYRDMVALIT SKLEVSIPVL SASLNYVTAM FTPTLKYGQL VSLQRDVFGR HGYERVDKDG
L1 4064 EAVRDVVSLA VQAGIPIPTF TSAISYYDSY RSENLP-ANL IQAQRDYFGA HTYERTDKAG
Gs 403 DALREIVATA AMRGIPVPGF ASALAYYDSY RTAVLP-ANL IQAQRDYFGA HTYERVDKEG
Sc 403 SGWRKSIALA TTYGIPTPAF STALSFYDGY RSERLP-ANL LQAQRDYFGA HTFRVLPECA
Kp 402 QALRDVVAYA VQNGIPVPTF SAAIAYYDSY RSAVLP-ANL IQAQRDYFGA HTYKRTDKEG

FHTNWTGTGG NTASTTYDV
H-TNWTGHGG SVSSSSYNA
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homodimer in the asymmetric unit (Fig. 4A). Each
subunit consists of three domains (Fig. 4B), as has
been found for other 6PGD structures [32]. The N-ter-
minal domain or domain I is formed by 188 residues
that adopt the Rossmann fold and constitutes the din-
ucleotide-binding site: Eight parallel B strands in the
order B3, B2, B1, B4, B5, P6, B7, and B8 are buried and
surrounded by seven o helices. A helical domain, or
domain 11, is formed by residues 189-307. There is one
large helix (o8) that forms the core of the domain
enclosed by the other four helices (29-212). Finally,
domain III or tail domain comprises the last 25 resi-
dues (308-333) and consists of a single o helix. The
coenzyme-binding site lies at the bottom of the Ross-
mann fold, and a8 from the helical domain forms the
floor of the active site.

In the domain II of subunit B, a Mg>" ion is found,
with a distance of 2.2 A to the main-chain oxygen of
Ser276 which lies in the range of magnesium-oxygen
distances in proteins. This Mg?>" ion is also coordi-
nated to Tyr203, Asp275, and the main-chain nitro-
gens of Gly279 and Arg280, as shown in Fig. 4C. The
equivalent position in subunit A has a water molecule

Table 6. Data collection and refinement statistics.

PDB code 6VPB
Diffraction statistics®
Wavelength (A) 1.54
Space group c121
Cell dimensions
a, b, clA) 91.76, 82.10, 81.83

o, B,y ()
Resolution range (A)

90.00, 103.41, 90.00
36.48-1.87 (1.97-1.87)

Unique reflections 48 489 (2380)

Completeness (%) 99.23 (99.9)

Multiplicity 16.5 (8.2)

fo(l) 51.6 (2.1)

Riverge 0.094 (1.156)

- 0.097 (1.235)

Roim 0.023 (0.426)

Wilson B-factor (A?) 25.7

CC1/2 0.95 (0.54)
Refinement statistics

szmkfRflee 0. 184/0 220

Average B-value (A?) 30.0

Total atoms 5125

Protein 4755

Ligand (PEG) 1"

Water 358

lon (Mg?®*) 1

RMS-bonds (A) 0.009

RMS-angles (o) 0.995

Ramachandran favored/outliers (%) 98.43/1.57

“Statistics for the highest-resolution shell are shown in parenthe-
ses.

P. D. Sarmiento-Pavia et al.

linked by hydrogen bonds to Asp275, and the main-
chain nitrogens of Gly277, Gly279, and Arg280 as
shown in Fig. 4D. All distances to the water molecule
are between 3 and 3.3 A. The difference between the
two subunits may indicate that the Mg>" ion is not an
essential structural feature. Finally, a PEG molecule is
also present in the structure near the domain III of
subunit A.

Residues in coenzyme-binding site

In Gd6PGD, the sequence Gly7-Leu8-Gly9-Argl0-
Metl1-Gly12, at the Bl-al turn, corresponds to the
NAD" fingerprint, Gly—X-Gly—X-X-Gly [45,46]. This
fingerprint can be found in all acetic acid bacteria. How-
ever, in non-acetic acid bacteria 6PGDs, the motif Gly—
X-Ala-X-X-Gly is found instead, corresponding to the
NADP" fingerprint [31,46]. The motif Asp30-Arg31-
Asp32, in the f2-a2 loop in Gd6PGD, is well conserved
among all the 6PGD from acetic acid bacteria but differs
with the conserved Asn—Arg-Thr in other 6PGDs. Ear-
lier studies [35,47] have shown that this Arg residue is
essential for the NADP™ specificity. Nonetheless, Asp30
in Gd6PGD would provide a negatively charged residue
which forms a hydrogen bond with the 2’-hydroxyl group
of the adenine ribose of the NAD" as in several NAD"-
dependent enzymes [46]. On the other hand, this negative
charge on Asp30 might repel the negatively charged
phosphate group in NADP”, thus, explaining the differ-
ence in K, values, which are higher about 20 times than
those for NAD™, found in this work (Table 3).

Other NAD(P)"-binding residues are conserved
among all the 6PGDs, such as Asn100, Ser126, Gly127,
and Glyl128 in the P67 loop (Fig. 4). The residues
Thr35 and Pro73 show relevant differences between the
acetic acid enzymes and those from other organisms.
While in most organisms, a Lys residue replaces Thr35,
there is no consensus among the acetic acid bacteria. On
the contrary, Pro73 is conserved in all the acetic acid
bacteria, while in other organisms, either a Lys or a Gln
is commonly found. These coenzyme-binding residues
are identified with a bullet in the sequence alignment in
Fig. 3. Additionally, the structural comparison of the
coenzyme-binding site in Oa6PGD [30] (PDB entry
IPGO) with the Gd6PGD (Fig. 5A) shows that the
coenzyme-binding site structure is the same for both.
From these results, the interaction of NAD" with
Gd6PGD in the active site is proposed in Fig. 5B.

Residues in substrate-binding site

Some studies [32,35] have previously shown essential
residues in the substrate-binding site that are well
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A SubunitA
¢

Fig. 4. Overall structure of GABPGD. (A)
Ribbon diagram of the Ga6PGD dimer,
subunits A and B are shown in yellow and c ¢

red, respectively. Mg®* ion is shown as a
green sphere, and PEG molecule is shown
in cyan. (B) One subunit of the Ga6PGD
showing the N-terminal coenzyme-binding
domain in yellow, the helical domain is
shown in red and the C-terminal in blue. (C)
Close-up of the Mg?" ion (green)
coordination sphere in subunit B. (D) Close-
up of the water molecule linkages in
subunit A. Images were created using PYMOL
[77]).

conserved among all the 6PGD sequences. In the p6-
B7 loop, in the coenzyme-binding domain of the
Gd6PGD, the residues Ser126, Glyl27, and Glyl28
are conserved among all the 6PGDs. In the helical
domain, six residues establish hydrogen bonds with
the substrate: Lys196, Asn200, Glu203, and Tyr204
in o8, Ser276 in the al0-all loop, and Arg303 in
al2. All these residues are conserved among all
6PGDs, except for Ser276 that is only conserved
among all the acetic acid bacteria’s protein. Instead,
a Lys is usually found in the other organisms. The
tail domain has two residues, Arg321 and His327,
which are conserved among all the 6PGDs and are
essential in substrate binding when the homodimer is
formed. Other residues link the substrate trough
water-mediated hydrogen bonds such as Glu203 and
Glu278. Glu203 is well conserved among all the
6PGDs studied, while Glu278 is only conserved in
the acetic acid bacteria’s enzyme and differs from the
conserved Thr in other organisms. All the substrate-
binding residues are identified with diamonds in the
sequence alignment in Fig. 3. Furthermore, the struc-
tural comparison of the substrate-binding site in
LI6PGD ([32] PDB entry 2IYO) with the Gd6PGD
(Fig. 5C) shows that the active site structure is the
same for both. From these results, the interaction of
6PG with Gd6PGD in the active site is proposed in
Fig. 5D.

From the whole analysis above, the active site in
Gd6PGD would be located between both domains (I
and II), as shown in Fig. 5E.
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Structural comparisons

The structure of the GdPGD was compared to other
6PGD structures reported in the literature such as
those from 7h (PDB: 1PGJ [31]), L/ (PDB: 2IYO [32]),
Gs (PDB: 2W8Z [34]), and Oa (PDB: 1PGO [30]). Fig-
ure 6 shows a structural alignment of the Gd6PGD
and Oa6PGD, with a root mean square deviation
(RMSD) of 1.08 A. The two models are very similar
in their secondary structure, and both exhibit a three-
domain fold (the nucleotide-binding domain, a helical
domain, and the tail domain; Fig. 6A). The nucleo-
tide-binding domain structure is practically identical in
all the reported structures; seven o helices surround
seven [ strands (or eight in some cases); however,
there is a small extra loop (Fig. 6B) in the Gd6PGD
structure, with a 15 residues (170-185) insertion in the
proteins from acetic acid bacteria (Fig. 3).

Significant differences were found when comparing
the helical domain with other 6PGD structures. While
in Gd6PGD, it consists of one large helix, surrounded
by four helices, in the structures from non-acetic bac-
teria, it is formed by two large helices enclosed by
eight smaller helices, or two five-helix motifs. Adams
et al. [48] had already noticed that the five-helix motif
in domain II in Oa6PGD was repeated and that 83%
of the residues could be structurally superposed.
Gd6PGD structure can only be well superposed to the
other structures in the first five-helix motif, that is, half
of the helical domain in Oa6PGD (Fig. 6B, PDB entry
IPGO), this can also be noticed in the topology dia-
grams in Fig. 6C,D. This important difference is due
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to the length of the sequences. As mentioned before,
the acetic acid bacteria sequences for 6PGD are about
150 residues shorter than the enzyme from other
organisms (Fig. 3). Thus, this difference in the helical
domain forces domain III to move to the opposite side
in Gd6PGD compared to the other structures. Finally,
another significant difference in the structures arises
from the dimer comparisons. While in most of the
6PGD structures reported, such as in Gs6PGD (PDB
entry 2W8Z [34]), the tail domain of each subunit pro-
trudes directly into the other subunit (Fig. 7B), in
Gd6PGD the interaction between the subunits is driven
primarily by van der Waals forces between the large o
helices from the two subunits in the helical domain
(Fig. 7C). This difference in the dimer leaves the two
small o helices of the tail domain exposed in the dimer

Fig. 5. Coenzyme- and substrate-binding
site. (A) Close-up of the superimposed
GaBPGD coenzyme-binding site (yellow) and
of the NADP-0a6PGD (gray; PDB entry
1PGO [30]). NADP is shown in green.
Water molecules are shown as spheres. (B)
Proposed residues in the coenzyme-binding
site in GABPGD considering the alignment in
Fig. 3. NAD" is shown in red. (C) Close-up
of the superimposed GaBPGD substrate-
binding site (yellow) and of the 6PG-LBPGD
(gray; PDB entry 11YO [32]). 6PG is shown
in green. Water molecules are shown as
spheres. (D) Proposed residues in the
substrate-binding site in GabPGD
considering the alignment in Fig. 3. 6PG is
shown in red. (E) Ga6PGD dimer with the
active site shown in blue. Images A, C, and
D were created using pymoL [77].

of Gd6PGD (Fig. 7A). It is relevant to notice that in
the tail domain sequence of Gd6PGD, Ala-Glu-Lys—
Val-Ser—Ala—Met-Arg-Phe-Gly—Phe, there are several
hydrophobic and neutral residues that are exposed in
the dimer. We assume that this structural feature
might contribute to the association of the protein to
the membrane. Probably, this characteristic is shared
in other acetic acid bacteria’s 6PGD. Associated with
the cytoplasmic membrane by the tail domain, the pro-
tein active site would be facing the cytoplasm (Fig. 8).

Biological role of the 6PGD in
Gluconacetobacter diazotrophicus

In Ga. diazotrophicus, as in several other acetic acid
bacteria, the oxidative pentose phosphate pathway is
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Fig. 6. Comparison of the 6PGDs structures. Comparison of the superimposed secondary structures from GdBPGD (yellow), Oa6PGD
(gray). (A) The same view depicted in Fig 4. (B) 90° twist to show the extra loop in domain | of GABPGD (yellow) and the extra « helices in
domain Il of Oa6PGD (gray). (C) Topology diagram of Ga6PGD and (D) topology diagram of Oa6PGD. References: Oa6PGD structure, (PDB
entry: 1PGO [30]) and Oa6PGD topology diagram, [48]. Images were created using pymoL [77).

the main route for carbon catabolism [17-24]. There-
fore, 6PGD is a crucial enzyme in the central metabo-
lism that takes place at the cytoplasm (Fig. 8).

Besides, as stated before, the membrane and
periplasmic oxidase systems in the acetic acid bacteria
have been studied and its coupling to the respiratory
chain is well documented [2-10]. Additionally, the
NAD(P)-dependent dehydrogenases located in the
cytoplasm are also coupled to the respiratory chain via
NADH dehydrogenases (NDHs) [3,16,23.24]. In par-
ticular, in Ga. diazotrophicus it has been shown the
presence of a NDH-1 that generates a proton-motive
force (genes nuoX in the locus Gdia_0706-Gdia_0718
and Gdia_3328-Gdia_3340) as well as a NDH-2
enzyme that does not generate a proton-motive force
(gene ndh in the locus Gdia_2371) [49,50]. Therefore,
we propose that the association of the 6PGD to the
membrane allows a fast NADH diffusion to NADH
dehydrogenase due to its proximity (Fig. 8) and thus
providing both H® and electrons to the respiratory

G. oxydans, where it has been proposed that NDH
activity is a key factor controlling biomass formation
and in membrane-bound dehydrogenases activity (by
competition for feeding electrons in the electron trans-
port chain) [51]. Similarly, in Ga. diazotrophicus, the
membrane-bound 6PGD might help the regulation of
the periplasmic oxidase system via the NDH by sens-
ing the inner carbon metabolism activity.

Phylogenetic analysis

Additionally, and to a better understanding of the
differences among the 6PGD enzymes, we carried
out a phylogenetic analysis. One hundred and fifty
nonredundant 6PGD sequences were analyzed. Of
these, ninety one proteins belong to bacteria, two to
archaea, eight to fungi, fourteen to protozoans, ele-
ven to plants, and twenty four to animals. Two
main sizes of proteins were found: small-chain
6PGDs with a sequence length of 290-350 amino

chain, in concordance with previous results in acids and long-chain 6PGDs of 450-500 amino acids
The FEBS Journal 288 (2021) 1286-1304 © 2020 Federation of European Biochemical Societies 1295
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Fig. 7. Dimer interactions of the 6PGDs. (A)
Dimer of the Ga6PGD. Subunit A (in yellow)
is oriented in the same angle than that in
Fig. BA. (B) Dimer of the 6PGD from
Geobacillus stearothermophilus (Gs;, PDB
entry: 2W8Z, [34]). Subunit A (gray) is
oriented in the same angle than that in

Fig. 6A. (C) van der Waals interactions
between the large helices of subunit A and
subunit B in the dimer from GaBPGD.
Images were created using pymoL [77).

Membrane-bound
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Fig. 8. Phosphogluconate oxidation in
Gluconacetobacter diazotrophicus. 6PGD in
the cytoplasm oxidizes 6-phosphogluconate
(6PG) to ribulose-5-phosphate (R5P) using
NAD" or NADP', and it goes to the pentose

6PG R5P —> PPP

(although there are proteins longer than 2000 amino
acids). The sequence length of 6PGDs classified by
size is shown in Fig. 9. It is worth mentioning that
although there are archaea and bacteria among both
groups, all eukaryotes belong to the long-chain
group.

The phylogenetic analysis from the alignment of the
6PGDs sequences was performed as described in
Materials and methods, using both distance-based

phosphate pathway (PPP) for inner carbon
assimilation. Membrane-associated 6PGD
produces NADH that diffuses to the
membrane-bound NADH dehydrogenase
(NDH), providing both H* and electrons to
the respiratory chain. The electrons go to
the membranous ubiquinone (UQ/UQH;)
and to the terminal oxidases to reduce O,
to H,0. 6BPGD may control the activity of
membrane-bound dehydrogenases by
competition for feeding electrons into the
electron transport chain.

Cytoplasm

methods (unweighted pair-group method using arith-
metic averages, UPGMA, neighbor-joining, NJ, and
minimum evolution, ME) and character-based meth-
ods (maximum parsimony, MP and maximum likeli-
hood, ML). Figure 10 shows the constructed
phylogenetic tree, which presents two well-differenti-
ated clusters. This reveals the existence of two subfam-
ilies of 6PGDs which correspond to the small-chain
(red) and long-chain (blue) 6PGDs.
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Description of different phylogenetic methods and
their own merits are described and reviewed elsewhere
in the literature [52-55]. The use of several methods and
algorithms allowed us to compare the results. It is worth
noticing that all the obtained trees were similar, regard-
less of the algorithms employed to perform the phyloge-
netic analysis, especially, when it comes to show the
existence of the ‘short-chain’ 6PGDs subfamily.

When we compare all the sequences, it is observed
that among all the short-chain proteins, the Gly-X—
Gly-X-X-Gly motif is conserved in the nucleotide fin-
gerprint (Fig. 11A) suggesting that they would be
NAD"-dependent. In the nucleotide-binding residues,
the Asp from the Asp-Arg-X motif is conserved in
75% of the sequences. As it was discussed before, this
Asp would provide a negative charge promoting a
hydrogen bond with the NAD" by the 2' OH of the
ribose ring that carries the adenine moiety (Fig. 4B).

On the other hand, among the long-chain sequences,
the Gly-X-Ala/Gly-X-X-Gly motif is conserved
(Fig. 11B) in the nucleotide fingerprint, which suggests
that most of these proteins would be NADP"-depen-
dent. Also, the Asn-Arg-X motif in the nucleotide-
binding residues is conserved in 83% of the sequences.
And due to the lack of negative charges on this
motive, the phosphate group from NADP" would
easily interact.

Summary and conclusions

Since most acetic acid bacteria lack the Entner—Doudo-
roff pathway, the PPP is the main pathway for carbon
catabolism. Therefore, the 6PGD becomes essential to

L

Number of proteins
o = N W '.h g OO N

300 350 400 450 500
Sequence length (a.a.)

Fig. 9. Sequence length distribution of the analyzed 6PGDs. The
first group (red columns) is the short-chain 6PGDs with a sequence
length of 290-350 amino acids. The second group (blue columns)
is the long-chain 6PGDs with a sequence length of 450-500 amino
acids.

Structure and subfamily of a new membrane 6PGD

understand the metabolism of these bacteria. We have
isolated and purified the Gd6PGD, from both soluble
and membrane fractions. To our knowledge, no other
6PGD has been described to be associated with the
membrane. Kinetic studies with and without Triton X-
100 showed that the protein in each fraction is the same.
Additionally, kinetic parameters and the specific activi-
ties for NAD" and NADP" indicated a preference for
NAD" over NADP". This was confirmed by a bioinfor-
matics analysis comparing the amino acid sequences of
several 6PGD from acetic acid bacteria.

The three-dimensional X-ray structure of the mem-
brane-associated Gd6PGD has been presented, being
the first structure for an acetic acid bacteria 6PGD.
The structure shows a homodimer in which each sub-
unit comprises domain I, domain II, and domain III.
Gd6PGD structure was compared with other 6PGD
structures reported. The shorter sequence in Gd6PGD
makes that in the dimer, the two small o helices of the
domain III are exposed. The amino acid sequence of
this domain presents several hydrophobic and neutral
residues which would contribute to the protein’s asso-
ciation to the membrane.

Besides the importance of Gd6PGD in the cytoplasm
for the PPP, its association to the membrane might
allow a fast NADH diffusion to NADH dehydroge-
nase (NDH) due to its proximity, providing both H"
and electrons to the respiratory chain, helping the reg-
ulation of the periplasmic oxidase system via the NDH
by sensing the inner carbon metabolism activity.

Finally, the phylogenetic analysis shows that
Gd6PGD belongs to a newly described subfamily of
6PGDs. This new family would be short-chain
(320 a.a.), NAD"-dependent enzymes, in contrast with
the long-chain (480), NADP -dependent proteins.

Materials and methods

Cultivation of bacteria and protein purification

Gluconacetobacter diazotrophicus PALS (ATCC, Manassas,
VA, USA) was grown at 30 °C in a sugar-rich medium
consisting of 5 g K>HPO4, 4 g KH>PO4 0.2 g MgCls,
0.02 g CaCly, 0.01 g FeCls, 5g Na3zCeHsO; (sodium
citrate), 0.2642 g (NHy)>SOy4, 0.002 g NasMoO,, and 50 g
C5H5,0y; (sucrose) in 1 L of H,O (pH 5.8) and in the
same medium in a 350 L working-volume fermenter stirred
at 350 r.p.m. The fermenter was seeded with 20 L of active
culture. After 39 h of growth, ethanol was added at 0.75%.
Cells were harvested in the late stationary phase (50 h) and
washed twice with cold 50 mm K,HPO,/KH>PO, (potas-
sium phosphate) buffer (pH 6.0) containing 1 mm CaCl,
and 1 mm MgCls.
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Fig. 10. Phylogenetic analysis of nonredundant 6PGD sequences. Blue branches indicate the long-chain 6PGDs, and the red branches
indicate the small-chain 6PGD cluster. GabPGD branch is enclosed in a box. Asterisks indicate that the protein structure is available. The
phylogenetic tree was constructed using the MP method using the meca x version 10.1.6 software [69] as described in Materials and
methods. Organism names are indicated with the protein sequence length. A list with the UniProt database accession number for each
sequence is given in Table S1.
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Fig. 11. Sequence conservation analysis of 6PGDs. Residues from
the nucleotide fingerprint and some of the nucleotide-binding
residues. (A) Sequence logos for the short-chain 6PGDs. (B)
Sequence logos for the long-chain 6PGDs. Residue numbers are
labeled according to the Gd6PGD. The height of the symbols
indicates the relative frequency of each amino acid at that position.
WebLogo online tool (https://weblogo.berkeley.edu/) was used to
generate this sequence logos.

Purification of Gd6PGD from the soluble fraction
of Ga. diazotrophicus

The cell suspension was supplemented with 15 pg mL™'
C,;H;FO-S (phenylmethylsulfonyl fluoride) and sonicated
to break cells. The crude extract was centrifuged at
180 000 g for 45 min. The pellet was discarded, and the
supernatant containing both periplasmic and cytoplasmic
proteins (soluble fraction) was used for enzyme prepara-
tion. This fraction was applied to a QAE-Toyopearl col-
umn (5 x 18 cm; Supelco-Sigma-Aldrich Corp., Bellefonte,
PA, USA) previously equilibrated with 0.01 M potassium
phosphate buffer, pH 5.8. 6PGD was washed away with
three bed volumes of the same buffer. The recovered 6PGD
was then applied to a Ha-Ultrogel column (Sigma-Aldrich,
Corp., St. Louis, MO, USA) (2.5 x 15 cm) previously
equilibrated with 0.01 M potassium phosphate buffer, pH
5.8. Nonretained protein was washed, and Gd6PGD was
eluted with a 0.01-0.25 m potassium phosphate buffer lin-
ear gradient (pH 5.8). Protein concentrations were deter-
mined by a standard Lowry procedure [56]. Protein was
stored at 4 °C for no more than 2 days. For long-term
storage, the protein was stored at —70 °C.

Purification of Gd6PGD from the membrane
extracts of Ga. diazotrophicus

The cell suspension was supplemented with 15 pg mL™!
phenylmethylsulfonyl fluoride and sonicated to break cells.
The crude extract was centrifuged at 180 000 g for 45 min.

Structure and subfamily of a new membrane 6PGD

The obtained pellet was resuspended in 10 mm phosphate
buffer, pH 5.8, and centrifuged again at 180 000 g for
45 min. Membranes were recovered from the later pellet
and suspended in a 10 mm potassium phosphate buffer, pH
5.8 and 0.5% (v/v) Triton X-100 and incubated at 4 °C for
2 h under gentle stirring. The mixture was thereafter cen-
trifuged at 180 000 g for 45 min, and the supernatant (con-
taining the active 6PGD) was applied to a QAE-Toyopearl
column (5 x 18 cm) (Supelco-Sigma-Aldrich Corp. Belle-
fonte PA, USA) previously equilibrated with 0.01 M potas-
sium phosphate buffer, pH 5.8 containing 0.1% (v/v)
Triton X-100. 6PGD was washed away with three bed vol-
umes of the same buffer. The recovered 6PGD was then
applied to a Ha-Ultrogel column (2.5 x 15 cm; Sigma-
Aldrich, Corp.) previously equilibrated with 0.01 m potas-
sium phosphate buffer, pH 5.8 containing 0.1% (v/v) Tri-
ton X-100. Nonretained protein was washed, and Gd6PGD
was eluted with a 0.01 to 0.25 M potassium phosphate buf-
fer linear gradient containing 0.1% Triton X-100 (pH 5.8).
Protein concentrations were determined by a standard
Lowry procedure [56]. We stored the protein at 4 °C for no
more than 2 days and long-term storage at —70 °C.

Enzyme assays

The 6PGD activity was determined according to the Beutler
method, as described by Cakmakgci et al. [57]. The assay sys-
tem contained 0.1 mm Tris/HCl buffer pH 7.5, 0.5 mm
EDTA. 0.6 mm 6-phosphogluconic acid, and 0.2 mm NAD"
or 0.2 mm NADP" in a total volume of 1 mL. The increase
in A34 was monitored over 3 min. One unit of enzyme activ-
ity was defined as the reduction of 1 pmol NAD -min~' or
the reduction of 1 pmol NADP"min~' under the assay con-
ditions. Electronic absorption spectra were recorded on an
Agilent 8453 diode array spectrophotometer.

Kinetic studies

For the cofactor (NAD(P)") K, value determination, a typ-
ical assay contained 0.1 mm Tris/HCl buffer pH 7.5,
0.5 mm EDTA, 0.6 mm 6-phosphogluconic acid, and 0.2—
2.0 mmM NAD" or 0.2-2.0 mm NADP". For the substrate
(6-phosphogluconic acid) K, value determination, a typical
assay contained 0.1 mm Tris/HCl buffer pH 7.5, 0.5 mm
EDTA. 0.2 mm NAD", and 0.2-6.0 mm 6PG. In all cases,
the reduction of NAD(P)" to NAD(P)H was measured by
UV-Vis as the increase in A3y and monitored over 3 min.
The initial rates were analyzed. and the kinetical parame-
ters were determined from the nonlinear regression of the
Michaelis-Menten model with the GRAPHPAD PRISM 7 soft-
ware (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). All
kinetical assays were done in triplicate. Triton X-100 was
removed with 0.5 mL Pierce Detergent Removal Spin Col-
umns (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).
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Sequences alignment

Amino acid sequences of four 6PGDs from acetic acid bac-
teria, namely Ga. diazotrophicus (Gd), A. aceti (Aa),
A. pasteurianus (Ap), and K. xylinus (Kx), were aligned
together with other eight 6PGD from non-acetic acid bacte-
ria and superior organisms, namely V. diazotrophicus.
T. grayi, T. brucei, L. lactis,
mophilus, S. cerevisiae, and K. pneumoniae. The sequence
alignment was carried on with the DIALIGN software
developed by Morgenstern [58.59]. A search in UniProt [43]
and GenBank [44] gives only one nonredundant sequence
for Gd6PGD encoded by the gnd gene.

O. aries, G. stearother-

Crystallization of Gd6PGD

Gd6PGD was purified from the membrane fraction of the
bacteria. Crystallization assays were carried out at 18 °C
by the hanging-drop vapor diffusion method. The protein
was dialyzed in 10 mm sodium phosphate pH 6.0 and 0.1
% Triton X-100, and concentrated to 22, 33, and
63.8 mgmL~' using Amicon centrifugal devices with
10 000 MW cutoff (Merck KGaA, Rockland, MA, USA).
Two microliters of the protein solution were mixed two
microliters of the crystallization solution (0.1 m Tris/
sodium citrate pH 5.6, 10 % v/v isopropanol, and 10 w/v
PEG 4000) onto siliconized glass cover slides and incubated
in a sealed crystallization plate for 1 year. Crystals grew
from the three different concentrations. The best crystal
had dimensions of 30 x 50 pum.

Data collection and processing

The best Gd6PGD crystals were cryoprotected in a satu-
rated lithium sulfate solution and diffracted in an in-house
X-ray diffractometer Micromax007-HF with a rotating
anode generator (Cu, | = 1.5416 A) under cryogenic condi-
tions (103 K) at the Laboratorio Nacional de Estructura de
Macromoleculas (LANEM-1Q-UNAM). For sulfur-SAD
phasing, considering eleven Met and three Cys residues pre-
sent in the protein, we collected highly redundant data at
1.87 A using a DECTRIX Pilatus detector. The dataset
was integrated and scaled using HKL3000 to obtain a.sca
file [60] that was used in AutoSol from Phenix [61] to
obtain the initial phases and model. Crystals belong to the
C121 space group, as shown in Table 6.

We used the suite of programs in PHENIX for structure
determination and refinement [62]. Experimental phasing
was performed with the autosoL program [61], which is a
phasing algorithm that uses Hybrid Substructure Search
(HySS) [63] for finding heavy-atom sites and SOLVE and
RESOLVE [64] for calculating experimental phases and for
density modification. After SAD phases were calculated,
AutoSol automatically carried out density modification
(Resolve) and NCS identification. The program found

P. D. Sarmiento-Pavia et al.

eleven sulfur atoms with a FOM of 0.456 and LLG of 171.
The polypeptide chain was partially built automatically
with the autoBuILD Program and completed manually using
cooT [65], the protein sequence, and the 2Fo-Fc and Fo-
Fc electron density maps. The protein model was iteratively
refined with Phenix.refine and built with coot [65.66].
Then, double conformations of Ser 249, Glu284, and 11e296
in monomer A and Ser 249 in monomer B were added, as
well as the solvent, one PEG and one Mg>" ion, according
to the electron density maps.

Phylogenetic analysis

Protein sequence data were retrieved in November 2019
from UniProt [43] and GenBank [44] nonredundant protein
sequence databases. Progressive multiple protein sequence
alignments were calculated with MUSCLE [67.68]. Phyloge-
netic analyses were carried out with MEGA X version 10.1.6
software [69], using both character-based (MP and ML)
and distance-based methods (UPGMA, NJ, and ME), with
the aid of the empirical Jones-Taylor-Thornton amino acid
substitution model; gaps were treated by pair-wise deletion.
Differences between amino acid sequences were corrected
for multiple substitutions assuming a y-distribution for rate
variations between sites (¢ = 1.0). Confidence limits of
branch points were estimated by 500 bootstrap replications.
A list with the UniProt database accession number for each
sequence is given in Table SI.
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Abstract

Among the several alcohol dehydrogenases, PQQ-dependent enzymes are mainly found in the a, £, and y-proteobacteria.
These proteins are classified into three main groups. Type I ADHs are localized in the periplasm and contain one Ca>*-PQQ
moiety, being the methanol dehydrogenase (MDH) the most representative. In recent years, several lanthanide-dependent
MDHs have been discovered exploding the understanding of the natural role of lanthanide ions. Type II ADHs are localized
in the periplasm and possess one Ca’*-PQQ moiety and one heme ¢ group. Finally, type III ADHs are complexes of two
or three subunits localized in the cytoplasmic membrane and possess one Ca>*-PQQ moiety and four heme ¢ groups, and
in one of these proteins, an additional [2Fe-2S] cluster has been discovered recently. From the bioinorganic point of view,
PQQ-dependent alcohol dehydrogenases have been revived recently mainly due to the discovery of the lanthanide-dependent
enzymes. Here, we review the three types of PQQ-dependent ADHs with special focus on their structural features and elec-
tron transfer processes.
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PQQ -Alcohol dehydrogenases
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The PQQ-Alcohol dehydrogenases are classified into three main groups. Type I and type IT ADHs are located in the periplasm, while type III
ADHs are in the cytoplasmic membrane. ADH-I have a Ca-PQQ or a Ln-PQQ, ADH-II a Ca-PQQ and one heme-c and ADH-III a Ca-PQQ and
four hemes-c. This review focuses on their structural features and electron transfer processes.
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Abbreviations

ADH Alcohol dehydrogenase

ADHa Active form of the alcohol dehydrogenase
ADHi Inactive form of the alcohol dehydrogenase
ADH-I  Type I alcohol dehydrogenase

ADH-II  Type II alcohol dehydrogenase

ADH-IIT  Type III alcohol dehydrogenase

EPR Electron paramagnetic resonance

GDH Glucose dehydrogenase

Ln%t Lanthanide ions

MDH Methanol dehydrogenase

MxaF Calcium-dependent methanol dehydrogenase
MxaG MxaF electron acceptor, cytochrome ¢

PQQ Pyrroloquinoline quinone

QEDH  Ethanol dehydrogenase

SUI Subunit I
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Sull Subunit II

UuQ Ubiquinone

XoxF Lanthanide-dependent methanol
dehydrogenase

XoxG XoxF electron acceptor, cytochrome ¢

Introduction

Alcohol dehydrogenases (ADHs) are widely distributed in
nature, from bacteria to mammals. They catalyze the general
oxidation reaction of a hydroxyl group via an electron accep-
tor A ,,,, as shown in the Scheme 1. According to the nature
of the cofactor used as the electron acceptor, enzymes that
oxidize alcohols have been classified into four groups [1]:
(1) NAD(P)*-dependent AHDs, (2) FAD-dependent alcohol
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Scheme 1 General oxidation
reaction of alcohols by alcohol
dehydrogenases (ADHs)

OH

A

R H

2e-, 2H*

f 0]
+ A(ox) )j\ + I'IA(rcd)
ADH R H

R, usually: CHg, CH,CHg, CH,CHoCHs, CHyCH,CH,CH;

oxidases, (3) Heme and the cofactor F ,,-containing ADHs,
and (4) Pyrroloquinoline quinone (PQQ)-dependent ADHs.

1. NAD(P)*-dependent enzymes are the most common
ADHs. They are usually divided into three groups [2, 3].
Group I enzymes belong to the “medium-chain” dehy-
drogenase/reductase family (MDR) and it is, by far, the
most studied group. They are Zn**-dependent enzymes
[2, 4], and have been sorted into eight classes due to
their sequence homology, catalytic activity, and gene
expression features [2]. Group II belong to the “short-
chain” (SDR) family. They have no metal cofactor and
are usually called the “insect” ADH as the best studied
example comes from D. melanogaster [2, 4]. Group
III ADHs are described as “iron-dependent/activated”
enzymes. Compared to group I and II, iron-dependent
ADHs have not been as extensively studied [5, 6].

2. FAD-dependent alcohol oxidases are produced by some
methylotrophic yeast and fungi. They differ from alcohol
dehydrogenases in that they oxidize alcohols to alde-
hydes irreversibly producing hydrogen peroxide [1, 3].

3. F,,-containing ADHs belong to the Luciferase-Like
Hydride Transferase (LLHT) family of the cofactor
F4p-dependent enzymes [6, 7]. They usually catalyze
the reversible oxidation of secondary alcohols and have
been proposed to participate in cascades for deracemiza-
tion/stereoinversion of sec-alcohols and in chiral amine
synthesis [8, 9].

4. PQQ-dependent ADHs are mainly found in the a, #, and
y-proteobacteria and may be subdivided into [10-12]:

Type I quinoproteins localized in the periplasm, con-
tain one Ca>*-PQQ moiety, and include the methylotroph’s
Ca**-methanol dehydrogenases Ca>*-MDH, and the ethanol
dehydrogenases Ca>*-QEDH [10, 13]. In recent years, some
alcohol dehydrogenases of type I have been described with
other metal ions instead of Ca®*, such as the Mg®>*-MDH
[14] and the lanthanide-dependent dehydrogenases
Ln**-MDH and Ln**-QEDH [12, 15].

Type Il quinohemoproteins monomeric proteins localized
in the periplasm, contain Ca>*-PQQ, and a covalently bound
heme ¢ [1, 10].

Type III membrane-bound quinohemoproteins specific
of acetic acid bacteria, either dimeric or trimeric pro-
teins localized in the cytoplasmic membrane. Contain
Ca’*-PQQ and a covalently bound heme c in the first
subunit and three heme ¢ groups in the second subunit [1,
12, 16]. Additionally, in recent years, a [2Fe-2S] cluster
was found in the first subunit of the ADH-III from Ga.
diazotrophicus [17].

In contrast with the Zn-dependent ADHs [18, 19],
other multi-heme enzymes [20-22], or the well-known
cytochromes [22-29], PQQ-dependent alcohol dehy-
drogenases had received little attention from a bioinor-
ganic point of view; however, this topic has been revived
recently, mainly due to the discovery of the lanthanide-
dependent enzymes [15, 30, 31]. Interestingly, PQQ-
dependent alcohol dehydrogenases present inorganic sites
with metal ions like Ca®>* and Mg?* or La** and Ce?**,
several heme groups, or novel coordination mode for a
[2Fe-28S] cluster, yet to be crystallographic determined.

In the present work, we review the three types of PQQ-
dependent ADHs with special focus on their structural
features and electron transfer processes. Besides, we go
a little deeper into the biological role of Ln** and their
regulatory system.

Type |, soluble, alcohol dehydrogenases

The PQQ cofactor was first isolated in the 60’s from a
GDH [32] and from a MDH [33]. EPR studies in the late
70’s showed a quinone-radical signal at 2.004 with hyper-
fine couplings to two N nuclei and to three 'H [34]. Fully
structural characterization was possible by X-ray crystal-
lography [35]. Its function in dehydrogenases was studied
and described primarily by Duine’s group between the
80’s and the 90’s [36-40], showing that the orthoquinone
becomes reduced to quinol during catalysis. Besides, the
first X-ray MDH structures [41-44] confirmed the pres-
ence of a Ca’* ion coordinated to the PQQ.

@ Springer
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Ca?*-PQQ methanol dehydrogenases (MDHs)

Since its discovery at the mid-60s [45] and up to the last
decade, MDHs were the best described class of quinopro-
teins [1, 11]. These proteins are found in Gram-negative
methylotrophic bacteria and in most of methanotrophs.
It catalyzes the oxidation of methanol to formaldehyde
in the periplasmic region, donating the electrons to the
cytochrome ¢; and then to the electron transfer chain
generating one ATP per methanol molecule [46]. Several
MDH X-ray structures have been reported from Methyl-
orubrum extorquens (formerly known as Methylobacte-
rium extorquens [47]) [43, 44, 48-50] PDB: 1H4J, 1W6S],
Methylophilus methylotrophus [51,52 PDB 2AD6, 2AD7,
2AD8], M. methylotrophus W3A1 [42, 53 PDB 4AAH,
1G72] Paracoccus denitrificans [54 PDB 1LRW], Hypho-
microbium denitrificans [55 PDB 2D0V], and Methylococ-
cus capsulatus [56 PDB 4TQO].

All the above enzymes have a very similar structure consist-
ing in an o subunit (60-66 kDa) and a 3 subunit (8.5-10 kDa)
forming heterotetramers a3, of about 140 kDa [1]. Subunit
a is a super-barrel made up of eight four-stranded antiparallel
twisted f} sheets (W-shaped) that stack radially around a pseudo-
eightfold symmetry axis going through the center of the subunit,
forming an 8-bladed propeller-like super-barrel (Fig. 1a). This
[-propeller fold motif was described in the early 90’s [57] and
has been found in several enzymes [58]. Subunit 3 is a seven-
turn, a-helix atits C-terminus and several turns with a disulfide
bridge and a Pro-enriched region at the N-terminus. It has the
shape of a letter J and interacts with the o subunit by ionic and
hydrophobic interactions (Fig. 1b). The role of this small subunit
is not clear, but it may have a specific function such as stabiliz-
ing the enzyme structure, interacting with the electron carrier
cytochrome ¢; or influencing indirectly the catalytic function
[1].

The PQQ cofactor and the Ca®* ion are located in the center
of the propeller. PQQ is sandwiched between the almost co-
planar indole ring of a Trp and a disulfide bridge formed by
adjacent cysteine residues. In all known MDHs structures,
the Ca®* ion is seven coordinated to C-7 carboxylate O, C-5
carbonyl O, and N-6 quinoline N atoms from PQQ and to
both carboxylate O atoms from a Glu as well as to an O atom
from the side-chain of an Asn residue (Fig. 2). The distance
between Ca®* and these O atoms in all cases is between 2.1
and 3.2 A (Table 1). There is also an additional Asp residue
usually coordinated to Ca®* with distances between 2.9 and
32A (Table 1). However, in the structure of Ca*>*-MDH from
M. extorquens at 1.2 A resolution, the distance to the Asp is
of 3.7 A, indicating a six coordination sphere for the Ca’*
(Fig. 3). When comparing the distance range of the Asp resi-
due to the Ca®* with the distance range of Ca to side-chain
oxygen atoms of 1.6-3.5 A [59], it seems that the coordination
of the Asp residue to the Ca’* may be labile.

@ Springer

Calciumionrole in the Ca**-MDH

It is important to mention that PQQ in these proteins is nor-
mally isolated in the semireduced state, as a semiquinone
with a typical UV absorbance at 345 nm [60, 61] and the
Ca’* ion tightly bound to the PQQ and, therefore, is not usu-
ally possible to remove the metal ion from MDH [11]. This
semireduced protein was usually called as “green” enzyme
[60]. However, the MDH from Methylophaga marina, a
marine methylotroph, was occasionally isolated as a “redish”
enzyme with a UV spectrum with higher absorbance by the
prosthetic group at 520 and a lower absorbance at 345 nm.
In this latter enzyme, the activity was about 42% lower than
in the normal “green” enzyme. The low activity was due
to the lack of calcium, but the activity could be restored by
incubation in 10-20 mM Ca* [60].

MxaA, MxaK, and MxaL genes involved in Ca>* incor-
poration [62-64] were identified and deflected observing
normal levels of o and f subunits but with no activity and
with abnormal UV spectra [62]. Later, it was confirmed that
these mutants had PQQ incorporated but lacked Ca**. Incu-
bation of the mutants with high concentrations of Ca** and
pH higher than 9.5 reconstituted the active enzyme with a
normal UV spectrum [61].

Some studies have shown a replacement of the Ca>* by
St?* by growing the bacteria P. denitrificans [65, 66] and
Methylobacillus glycogenes [67] in media with strontium
instead of calcium, while other studies [68, 69] used MxaA
mutants for isolation of inactive calcium-free methanol
dehydrogenases from M. extorquens and then studied the
reconstitution of the enzyme with Ca*, Sr?>*, and Ba>* ions
(reconstitution was not possible when using Li*, Na*, K¥,
Cs*, Mg?*, or La**). The high activation energies for the
process implied a large conformational change during the
incorporation of the ions. The affinities of the proteins for
the three ions were quite similar; however, the activation
energy for the Ba’* incorporation was considerably higher
[69]. The kinetics of the Ca®*, Sr**, and Ba®* enzymes
showed that the activation energy for methanol oxidation in
Ba>*-MDH was less than half of the Ca**-MDH and that the
Vmax Value was twice as high (Table 2). However, the affin-
ity for substrate of the Ba>*-MDH was reduced compared
to those of the Ca’*-MDH and Sr**-MDH (Table 2). These
differences are probably due to a change in the conforma-
tion of the active site that leads to a decrease in the free
energy of substrate binding and therefore to a decrease in
activation energy with a lower affinity [68]. Computational
studies showed that the decrease in the activation energy was
indeed due to the high stabilization of the transition states
in Ba>*-MDH [70]. Metal ion-exchange experiments seem
to confirm that the Ca®>* not only holds the PQQ in place
but also puts in place the active site amino-acid residues
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Fig.1 a p-propeller fold motif for the super—barrell in the structure
of methanol dehydrogenase, MDH, from Methylorubrum extorquens
[50, PDB 1W6S]. b Structure of the o« subunit (blue) and f subunit
(green) of the MDH from Methylorubrum extorquens. The super-
barrel motif has been highlighted in deep blue [50, PDB 1W6S]. ¢
B-propeller fold motif for the super—barrell in the structure of quino-

for the binding of substrate and maintains the geometry of
the transition state influencing the rate of the reaction [65].

As it was mentioned before, MDH is usually isolated
in the free-radical, semiquinone form and it has to be oxi-
dized prior to substrate reaction. However, oxidation of the
enzyme (by one-electron acceptors) leads to an inactive
enzyme, unless it was protected by competitive inhibitor

protein alcohol dehydrogenase, ADH-IIB. from Pseudomonas putida
[141, PDB entry 1KV9]. d Structure of the PQQ domain (blue) and
heme domain (yellow), connected by a long linker (red), of the ADH-
IIB from Pseudomonas putida. The super-barrel motif has been high-
lighted in deep blue [141, PDB entry 1KV9]. Images were created
using Pymol [198]

cyanide to form an adduct at C5 in PQQ. Besides, in the
presence of artificial electron acceptors, it required the
presence of an activator (ammonium salts, methylamine, or
glycine ethyl ester) [71-73]. Therefore, the lower substrate
affinity in Ba?>*-MDH allowed to better study the oxidized
form in the absence of adducts or activators. The oxidized
Ba’**-MDH with absorbance peaks at 405 nm was slowly

@ Springer
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Fig.2 Ca’*-PQQ structure of the Ca>*-MDH from M. methylotrophus [52, PDB 2ADS8]. PQQ is sandwiched between a Trp residue and the
disulfide bridge. Ca®* is coordinated to Asp, Asn, and Glu residues as well as to PQQ. Image was created using Pymol [198]

reduced by endogenous substrate, and the absorbance at
345 nm was increased while decreased at 405 nm. Addi-
tion of methanol increased the rate of reduction, and in both
cases, the observed isosbestic point indicated that only two
species were present (the initial oxidized form and the final
reduced form) and the reaction could be described with a
single first-order rate equation [68]. A very recent paper on
the enzyme assays with artificial electron acceptors may be
especially useful to better understand these assays [31].

In addition to Ca®* structural importance, some studies
have gone deeper in the understanding of the role of the
metal ion in the catalytic mechanism of MDH [13, 74-78].
Typically, two mechanisms for methanol oxidation were con-
sidered [53, 70, 77-79] (Fig. 3), (1) hydride transfer mecha-
nism, where a hydride equivalent is transferred directly to
PQQ and (2) the addition—elimination mechanism, where
substrate adds to the PQQ forming a hemi-ketalate inter-
mediate. Over the years, the hydride mechanism has been
considered the most probable one [1]. The metal ion plays a
structural role by maintaining the PQQ moiety in the active
conformation but also by acting as a Lewis acid by its coor-
dination to the C5 carbonyl oxygen of PQQ, and therefore
increasing the electrophilicity of C5 for the hydride attack
[1, 13, 49, 80] (Fig. 3).

Role of the disulfide bridge in the electron transfer

Another important structural feature in MDH (and in most
of PQQ-dependent ADHs) is the disulfide bridge in the
active site. This is formed by two adjacent cysteine residues
and it is located at a distance of 2-3 A from the PQQ [1].
Even though disulfide bridges are quite common in proteins,
vicinal disulfides are pretty rare. Very few vicinal disulfides
had been described in some enzymes, receptors, and toxins
[81], being the most noticeable in MDHs [43], a subunit of
acetylcholine receptor [82], and in some insecticidal neuro-
toxins [83].

@ Springer

Disulfide bridge in MDH was the first vicinal disulfide
reported [43] and the adjacent cysteines were described as
bonded by an unusual non-planar trans-peptide bond within
a strained eight-membered ring and with a smaller S—S—dis-
tance than in a typical disulfide bond [84]. Although this was
in contrast with the theoretical predictions for cis vicinal
disulfides [85, 86], nowadays have been reported enzymes
with both cis and frans-peptide bond in the vicinal disulfide
[81, 87].

Reduction of the vicinal disulfide bridge in MDH led to
inactivation with the natural electron acceptor cytochrome
¢, but there was no inactivation when phenazine ethosul-
fate was used as the electron acceptor [43]. At first, these
results were interpreted as the unusual disulfide bridge was
playing an important role in the electron transfer reaction.
However, oxidation in air and carboxymethylation of the
free thiols (which can no longer be involved in redox activ-
ity) returned the activity of the enzyme, and additional bio-
chemical experiments indicated that the disulfide bond is not
reduced during the reaction cycle. Thus, a possible role in
electron transfer appeared to be ruled out [13, 84]. Nonethe-
less, based on proposals for electron transfer in type I PQQ-
ADH, possible electron and proton transfer pathways have
been suggested in the MDH from M. extorquens in which
the disulfide bridge could be implied in the electron trans-
fer (through covalent bonds along the amino-acid chain and
trough-space jumps) (Fig. 4a, e). As the proton transfer path-
way involves Asp303, Glul77 and several water molecules
instead of the Cys103 and Cys104, there would be no need
to reduce the S-S bond during the electron transfer [50].

Additionally, no important structural changes have been
observed upon reduction of the disulfide bridge, so it can-
not be considered as a merely structural feature. Besides,
not all the PQQ-dependent enzymes have a vicinal disulfide
(e.g., glucose dehydrogenase lacks one of the Cys residue).
However, in glucose dehydrogenase, the electron acceptor is
a membrane ubiquinone (in a two-electron transfer), while
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Fig.3 Reaction cycle mechanisms for alcohol oxidation in quinoproteins by (i) hydride transfer and (ii) addition—elimination [53, 70, 77-79]

Table 2 Kinetics parameters and thermodynamics by Ca®*, Sr**, and
Ba**-containing MDHs Adapted from [68]

Enzyme Vinax (nmol Ky (methanol)  Activation
min~! mg"') (mM) energy (kI/
mol)
Ca®*-MDH 810 0.003 35.4
Sr**-MDH 1080 0.022 28.2
Ba>*-MDH 1610 35 14.0

in MDH and in most of the PQQ- alcohol dehydrogenases,
the electron acceptor is a cytochrome c. As the PQQ medi-
ates between the two-electron oxidation of methanol and
the one-electron reduction of cytochrome c¢, the formation
of a semiquinone radical in the alcohol dehydrogenases
becomes a relevant step (Fig. 3), and therefore, it has also

@ Springer

been suggested that the disulfide ring stabilizes the free-
radical form of the PQQ [1, 84].

Ln3*-PQQ methanol dehydrogenases XoxF

Genome sequencing studies in the mid 90’s, revealed the
existence of an xoxF gene with approximately 50% iden-
tity to mxaF gene that encodes for the classical Ca’*-PQQ
MDH. As all the crucial residues involved in PQQ and Ca®*
binding in MxaF were conserved in XoxF, it was consid-
ered to be a PQQ-linked dehydrogenase [88-90]. Several
attempts to identify a robust activity for XoxF failed [90,
91], but studies in Rhodobacter spheroides that lacks the
mxaF gene showed that upon xoxF deletion, the bacterium
was not able to use methanol for aerobic respiration and pho-
tosynthesis, identitfying XoxF-type enzyme as a MDH [92].
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PDB 1YIQ]. And models for the intramolecular and intermolecular
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Full characterization of the XoxF was not achieved
until the beginning of the 2010’s decade. Interested in the
effect of lanthanide-group rare-earth elements (REE) in
microbial activity, Pr**, Nd**, and Sm** were added to
Methylobacterium radiotolerans growth media observ-
ing a slightly increase in MDH activity and a remarkable
increase when Ce** and La’* were added. Additionally, the
La**-induced MDH encoded by xoxF gene was character-
ized as a homodimeric protein (a,) in contrast with the het-
eroterameric Ca’*-MDH (o5f35) [93]. Similar results were
observed by Ce** addition to soil bacterium Bradyrhizobium
species [94]. Furthermore, deletion of the mxaF gene in M.
extorquens resulted in the failure of growth on methanol in
Ca** media, but the addition of La>* into the media restores
the growth of the bacterium [95].

Some studies had shown that transcription and translation
from xoxF could be observed in the absence of Ln**, but that
XoxF activity depends on Ln** suggesting the importance
of these metal ions in the protein [91, 96, 97]. Furthermore,
growth of Methylacidiphilum fumariolicum SolV, isolated
from volcanic mudpots, has shown to be strictly dependent
on the presence of lanthanides (La**, Ce’*, Nd**, and Pr’+)
and the structure of the Ce’*-MDH, the first Ln**-MDH
structure, showed that the metal ion is indeed present at the
catalytic site [98].

Later, phylogenetic analyses of MxaF and XoxF showed
that there were at least five different XoxF families (XoxF1-
F5) separated from the MxaF-type. Besides, while only one
copy of MxaF is present in the genome of a certain microor-
ganism, it may encode several XoxF paralogs and orthologs
[12, 99]. These studies also showed that the Ln3+-dependent
XoxF enzymes are more widespread in nature and may be
evolutionary older than their Ca’>*-dependent counterparts
[99].

Nowadays, understanding of the role of XoxF in methanol
oxidation, the significant divergence of these enzymes as

well as their wide distribution among bacterial taxa seem
to indicate the importance of these proteins for the envi-
ronment [100]. This is confirmed by several-omic studies
[91], e.g., a metaproteogenomic study showed that XoxF is
greatly expressed upon plant colonization by Methylobacte-
rium [101]. Besides, the wide occurrence of XoxF suggests
that methylotrophy is much more widespread among bacte-
ria than previously assumed [91, 100].

Structure and catalytic role of La** in Ln**-PQQ MDH

To date, four structures of lanthanide-dependent MDHs have
been reported: Ce**-XoxF [98, PDB 4MAE] and Eu**-XoxF
from M. fumariolicum SolV [102, PDB 6FKW], La**-XoxF
from Methylomicrobium buryatense 30, PDB 6DAM], and
La**-XoxF from M. extorquens AM1 [103, PDB 60C6]. All
of them have the same overall structure as the Ca**-PQQ
MDH consisting in an eight-bladed propeller-like super-
barrel made up of eight four-stranded antiparallel twisted p
sheets (W-shaped) (Fig. 1a). PQQ and metal-binding resi-
dues are conserved and PQQ is sandwiched between a Trp
and a disulfide bridge formed by adjacent cysteine residues.
As in calcium structures, lanthanide ions are coordinated to
one Glu, one Asp, and one Asn residues, and to the PQQ
through one quinoid oxygen atom, the pyridyl nitrogen atom,
and one PQQ carboxylate moiety. The major difference lies
in an additional bidentate Asp in the lanthanide structures.
This is presumably due to the higher charge and the higher
coordination number preferences of lanthanides. While
Ca** is six-to-seven coordinated in MDHs, Ln** are nine
coordinated in Eu**-XoxF from M. Sfumariolicum (Fig. 5),
La**-XoxF from M. extorquens, and La*>*-XoxF from M.
buryatense. However, in Ce>*-XoxF from M. fumariolicum,
an additional (poly)ethyleneglycol density was found coor-
dinated to the metal ion, thus exhibiting a ten coordinated
Ce’*. All distances to Ln** are in the range of 2.5 and 3.1 A

Fig.5 Eu*-PQQ structure in Eu*-XoxF from M fumariolicum [102, PDB 6FKW]. PQQ is sandwiched between a Trp residue and the disulfide
bridge. Eu’* is coordinated to two Asp, one Asn, and one bidentate Glu residues as well as to PQQ. Image was created using Pymol [198]
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(Table 1) and it is worth noticing that Asp-Ln>* distances are
shorter than in the Ca?*-MDH structures. Furthermore, the
additional Asp coordinated in XoxF is crucial for lanthanide-
binding and activity. When this Asp was changed for an Ala,
the protein was loaded with Ca®*, regardless of the presence
or absence of La**, and exhibited no activity at all [103].

Enzyme kinetics of XoxF MDHgs, is still limited, but
so far, they suggest that Ln3*-dependent proteins oxidize
methanol with higher rates and affinity than Ca**-dependent
MDHs (Table 3) [12]. While K, for Ca’* MDHs vary
between 0.15 and 0.45 mM, for Ln>* vary between 0.0008
and 0.05 mM and k,, for Ln** are around ten times higher
than their Ca®>* counterparts. Both types of proteins, Ca**
and Ln**, are able to oxidize a wide range of alcohols, but
worth mentioning are the high rates and affinities of Ln>*
MDHs for oxidizing formaldehyde. Indeed, the direct con-
version of methanol into formate, by a four-electron oxida-
tion, has been described in M. fumariolicum which lacks a
formaldehyde dehydrogenase [12, 98].

When comparing different Ln** ions, it seems that XoxF
activity is higher with lighter lanthanides namely: La-Nd
[104, 105]. In M. fumariolicum, the lanthanide contraction
showed to have a negative effect on the activity with a maxi-
mum activity observed with Pr and Nd [104]. In artificial
dye-linked studies in M. extorquens with La, Ce, and Nd,
activity showed maximum V. and k_, parameters with La,
and they decreased when studied with Ce and Nd, although
they all kept similar methanol K| values. Interestingly, when
studying the oxidation of methanol with the natural electron
acceptor XoxG, no significant differences in V,,, and k_,
parameters were observed, but an important increase in the
K, value was observed when increasing the atomic number.
This was associated with a higher reduction potential of the
Ln3+—PQQ cofactor with more Lewis-acidic ions resulting
in a less effective electron transfer and higher concentrations
of XoxG needed for maximal activity [105].

Theoretical studies with DFT optimizations of the active
site in Ce3*-MDH [106] showed that the Ce’* indeed sta-
bilizes the PQQ radical found in the crystal structure. A
comparison between Ca>*-PQQ" and Ce**-PQQ" configu-
rations found that the PQQ-based LUMO molecular orbital
was lower in energy for the Ce’*-PQQ MDH than the Ca>*
one, indicating the impact of the stronger Lewis acid. Addi-
tionally, the lower energy of Ce*+-PQQV state than that of
Ce**-PQQ", indicates that no redox chemistry is involved
in Ln3*-PQQ catalysis. A mechanistical DFT study [107]
showed that the formation of a methanolate and a hemiketal
states are more stable thermodynamically in Ce’**-MDH
than in Ca>*-MDH, suggesting that an addition—elimina-
tion mechanism (Fig. 3) could be possible for Ln**-MDHs.
However, further mechanistic studies must be performed to
clarify the mechanism.

La®* regulatory role

Although the biological importance of lanthanides has just
been discovered a few years ago, a catalytic role as well
as a regulatory role has been suggested. So far, two major
types of lanthanide-utilizing bacteria can be identified,
those that possess both mxaF and xoxF encoding for Ca®*-
and Ln**-MDHs, respectively, and those that only have
xoxF. The latter organisms strictly depend on lanthanides
for their metabolism of methanol [15]. In those organisms
that possess both proteins, a “lanthanide switch” has been
proposed and has been seen that concentrations of La** as
low as 2.5 nM increased the expression of xox promoter and
between 25 and 50 nM decreased expresion of mxa promoter
with full repression at 250 nM [108]. Interestingly, even in
the presence of 95 uM of Ca®*, as little as 1 uM of La>* com-
pletely abolishes mxa gene transcription [109]. XoXF/MxaF
regulation has led to reveal several new L33+-regulated pro-
teins, a TonB-dependent transporter and an ABC transporter
required for La** growth on methanol [110]. Furthermore, it
is interesting that in studies of the growth of Pseudomonas
putida KT2440 with a Ln"*-dependent ethanol dehydroge-
nase PedH, it has been observed that the iron availability
severely affects the lanthanide switch. In high Fe?+3+/La’+
ratios, the critical La’* concentration required for PedH-
dependent growth is decreased. This is probably due to mis-
metallation and that La**-binding sites of proteins could be
occupied by Fe>*/3* ions in excess [111].

Current proposals for XoXF/MxaF regulation (Fig. 6)
suggest that in the absence of lanthanides, apo-XoxF could
act as a Ln**-sensor (as it has been proved to express even
in the absence of lanthanides) interacting with the sensor
kinase MxbD and maybe also MxcQ and thus, signaling
MxbM and/or MxcE that are response regulators to acti-
vate mxa expression and repress xox expression. In the
presence of La**, the metal ion may enter to the periplasm
through a TonB-dependent transporter that binds some puta-
tive lanthanide-chelator and converting apo-XoxF into the
active XoxF, decreasing the signal to MXcQ/MxbD result-
ing in upregulation of xox. Besides the MxaF/XoxF system,
because many organisms encode multiple XoxF enzymes,
differentially regulated transcription of such enzymes has
also been observed [97, 100, 112, 113]. Additionally, an
unknown sensing pathway for La’* has been observed
and the additional ABC transporter (most likely to be an
importer) suggest that La** actually enters the cytosol and
may be repressing mxa while upregulating xox [108, 110].
Furthermore, trivalent lanthanides ions are known to block
both, voltage-operated and receptor-operated calcium chan-
nels [114-116]. In recent years, another lanthanide-binding
protein, the Lanmodulin, has been reported [117, 118] and
lanthanide homeostasis is starting to be understand [108,
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Table 3 Catalytic, structural properties and cofactors used by some PQQ-dependent alcohol dehydrogenases (ADH) Adapted from [12]

Type I ADH
Ca’>*-PQQ MDH (MxaF)
Source M. methylotrophicus Methylosinus sp. W1 Pseudomonas W1
Ve (%) K, (mM) kg Voax (%) K, (mM) k, Viax (%) K, (mM) kg (s"'mM™)
(s—' mM™) (s"'mM™)
MeOH 100 0.020 800 100 0.45 13 100 0.015 240
EtOH 76 0.028 430 114 3.58 2 93 0.016 200
Formalde- 81 1.01 15 146 80 3.300 1
hyde
1-PropOH 94 0.280 50 91 3.69 1 100 0.040 90
1-ButOH 89 0.285 50 172 6.38 2 93 0.041 80
Subunits P, a, o,
Cofactors Ca®*-PQQ/Cys-Cys Ca>*-PQQ/Cys-Cys Ca®*-PQQ/Cys-Cys
Mol. mass 148.5 125 141
References [192] [193] [194]
Ln**-PQQ MDH (XoxF)
Source M. extorquens M. fumariolicum Bradyrhizobium sp.
Vi (%) K, (mM) kg Viax (%) K, (mM) k., Vi (%) K, (mM) kg (s~'mM™)
(s7' mM™Y) (s~'mM™)
MeOH 100 (69) 0.011 3 100 0.0008 11.600 100 0.029 1.090
(0.049)  (57)
EtOH 160 0.014 4 100 0.003 3100 90
Formalde- 93 0.065 0.5 100 0.007 1330
hyde
1-PropOH 100 0.007 1330 90
1-ButOH 100 0.006 1550 90
Subunits o, o, 'S
Cofactors Ce**-PQQ/Cys-Cys Ce**-PQQ/Cys-Cys Ce**-PQQ/Cys-Cys
Mol. mass 126 127 126
Reference [105, 195] [98] [94]
Ca’*-PQQ QEDH
Source Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas putida Pseudomonas BB1
Vinax (%) Ky (mM) kg, Vinax (%) K, (mM) ke, Vinax (%) Ky (mM) kg 7' mM™)
(s~'mM™) (s~'mM™)
MeOH 62 94 0.1 79 31.7 0.8
EtOH 100 0.014 860 100 0.163 370 100 0.010 2970
Formalde- 29 256 0.04 2090
hyde
1-PropOH 138 0.021 790 103 103 0.013 2580
1-ButOH 115 0.37 37 87 1.62 32
Subunits o o o
Cofactors Ca®*-PQQ/Cys-Cys Ca®*-PQQ/Cys-Cys Ca®*-PQQ/Cys-Cys
Mol. mass 128 137.5 128
References [131] [132] [134]
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Table 3 (continued)

Source Ln**-PQQ QEDH
M. extorquens P. putida
Vinax (%) Ky, (mM) kg Vinax (%) Ky (mM) K.y
(s'mM™h (s™'mM™)
MeOH 100 5.980 2
EtOH 97 0.0009 14,500 100 0.177 66
Formalde- 123 0.066 259
hyde
Acetaldehyde 41 0.285 20 79 2.261 4.1
Subunits o,
Cofactors La**-PQQ/Cys-Cys Pr'*-PQQ/Cys-Cys
Mol. mass 126.4
References [147] [149]
Type II-ADH
Ca**-PQQ-ADH-II
Source Pseudomonas putida ADH-11B Pseudomonas putida ADH-1IG Comamonas testosteroni
Vs (%) K, (mM) k_, Voax (%) K, (mM) k. Vinax (%) K, (mM) k, (s~'mM™)
(s7' mM™h) (s™'mM™)
MeOH
EtOH 100 0.163 115 100 33.2 0.4 70 50 3
Formalde- 20 3.0
hyde
Acetaldehyde 82 16 80 0.9
Glycerol 151 0.105
1-ButOH 201 0.015 2500 74 0.043 250 85 0.005 3100
1-Propanol 70 41 80 0.06
1-Pentanol 100 40 100 0.005
Subunits o o o
Cofactors Ca**-PQQ/Cys-Cys/1 heme ¢ Ca®*-PQQ/Cys-Cys/1 heme ¢ Ca®*-PQQ/Cys-Cys/1 heme ¢
Mol. mass 72.6 75.3 73.3
References [132, 151] [132, 151] [152]
Type III ADH
Ca®*-PQQ-ADH-III
Source Ga. diazotrophicus G. polyoxogenes
Vnux (%) Kl“ (n]M) kC&ll Vmax ((7() Kl'l\ (n]M) kCﬂl
(s' mM™h (s~'mM™)
MeOH 9 0
EtOH 95 0.46 360,000 100 1.2
Formalde- 4 62
hyde
Acetaldehyde 87 29 25,000 18 42
1-PropOH 90 9%
1-ButOH 98 9
Subunits o, B, of,
Cofactors Ca’*-PQQ/[2Fe-2S]/4 heme ¢ Ca®*-PQQ/Cys-Cys/4 heme ¢
Mol. mass 115 116
References [179, 181] [183]
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Fig.6 Current model of regulation of methanol dehydrogenases in a the absence and b the presence of La**. Besides the catalytic role of La** in
La**-PQQ MDHs, the regulation role of La’** is shown. Adapted from [108] and [110]

110, 119-121]. It would be also interesting to study metal
homeostasis and signal scaffold of calcium in natural lan-
thanide-rich environments as well as the Ln** regulatory
cascades that may exist.

Electron transfer in Ln**-MDH

Just like the MxaF protein is localized in an operon together
with MxaJ and MxaG proteins, XoxF protein is in an
operon with XoxJ and XoxG proteins [12, 105]. As the
cytochrome ¢; encoded by mxaG is a dedicated electron
acceptor for MxaF [122], the highly expressed gene xoxG in
y-proteobacterial methanotrophs was proposed to encode a
cytochrome ¢ for XoxF [123]. Knockout mutations in xoxF,
x0xG, mxaF, and mxaG in the methanotroph Methylomonas
sp. LW13, showed that indeed, XoxG4 is a cytochrome ¢
that can be directly reduced by XoxF. However, the lack
of transcriptional regulation of XoxG4 by Ln* suggests
a secondary function of this cytochrome that remains to
be understand [124]. Interestingly, in contrast with MxaG
cytochromes, XoxG cytochromes encoded by a- p- and
y-proteobacteria are very divergent and phylogeny stud-
ies have separated them into four different groups, namely,
XoxGl, XoxG2, XoxG3, and XoxG4 [123]. As alternative
cytochromes XoxG1, XoxG2, and XoxG3, encoded by non-
gamaproteobacterial methylotrophs, are unable to substitute
XoxG4, there may be differences in redox biochemistry of
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different XoxF/XoxG pairs. And while properties of the
MxaF/MxaG pair are similar in phylogenetically divergent
methylotrophs, XoxF/XoxG pairs seem to be quite different
[124].

The electron transfer process between XoxF and XoxG
was studied in M. extorquens. Structurally, XoxG correspond
to a class I, c-type cytochrome with His and Met as axial
ligands. The heme center is located in a hydrophobic pocket
formed by three a-helices. As helix IV, common in class I
c-type cytochromes, is lacking in XoxG, it leaves one heme
edge open to solvent. This structural environment decreases
the heme redox potential. Indeed, with a spectrophotomet-
ric titration, the E;=172 + 1 mV of XoxG was determined
(Table 4). It is significantly low compared to the +256 mV
for MxaG (Table 4) and relatively low for a class I c-type
cytochrome with His/Met ligation (typically +200
to+300 mV). A docking model between the experimental
structure of XoxG and a homology model for XoxF sug-
gested an interaction mediated through flexible loops located
on the surface of both proteins. The distance between the
C5 position of PQQ and the heme edge is~ 16 A. Interest-
ingly, this docking model is somehow similar to the structure
of the ADH-IIG from P. putida which natively possesses a
cytochrome ¢ domain as discussed later [105].

Together with XoxF and XoxG, a XoxJ protein is
located in the operon [12, 105]. XoxJ is analogous
to Mxal, and both are predicted to be members of the
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Table 4 Redox potentials of the prosthetic groups in PQQ-ADHs

Source M. extorquens M. extorquens  P. putida Ga. diazo- Ga. diazotrophi- A. methanolica
trophicus cus (inactive)
(active)
Ca**-MDH Ln**-MDH ADH-II ADH-III ADH-III ADH-IIT
pH 7.0 7.0 6.0 6.0 6.0 7.0 4.5
Cofactor mV mV mV mV mV mV mV mV mV
PQQ +90 +33>  —240¢ -17
(Free PQQ) —12¢ —180°
[2Fe-2S] NP?* NP* NP* NP* NP* -250 NP* NP?*
Heme ¢ 1 NP* NP* +185 +189 +190 —-64 -34 -130 +24
Heme ¢ 11, NP* NP* NP* NP* NP* -8 +90 +49 +187
Heme c 11, NP* NP* NP* NP* NP* +185 =215 + 188 +190
Heme c 114 NP?* NP* NP* NP* NP +210 +270 +188 +255
Q NP* NP* NP* NP* NP* NP* NP* +220
Electron acceptor ~ MxaG XoxG Azurin uQ uQ uQ
+256 mV +172mV 306 291
References [196] [105] [163] [163] [17] [17] [191] [165, 187]

Q Quinone covalently bound to SUII

“NP Cofactor not present in that enzyme

®As measured in soluble GDH for the reduced/semiquinone couple [197]
©As measured in soluble GDH for the semiquinone/oxidized couple [197]
4For the reduced/semiquinone couple

“For the semiquinone/oxidized couple

periplasmic-binding proteins [105]. The function of these
proteins remains unknown; however, facilitation for the
MxaFI/MxaG electron transfer [ 125] or essential role for
XoxF activation has been proposed [105]. Furthermore, a
fused XoxGJ cytochrome, present only in Bradrhizobium
and Verrucomicrobia species, has been reported from
M. fumariolicum SolV. This XoxGlJ exhibits an unusual
absorbance spectrum, and the Soret band of the reduced
protein is found at 440 nm, extremely red shifted for a
cytochrome ¢; . In addition, the a and f bands are found
in 552 and 595 nm. As this red shift is not modified by
changes in the axial ligands, and the a band resembles
that of heme a, it suggests that one of the methyl groups
of the porphyrin ring might be oxidized to a formyl group.
XoxGJ has shown to function as the direct electron accep-
tor for XoxF in M. fuamirolicum SolV and it is readily
oxidized by an additional cytochrome partner, indicating
that it could fuel respiration via a terminal oxidase [126].
The E,,= + 255 mV for XoxGJ has been determined and,
in contrast with the catalytic response, the redox proper-
ties of this cytochrome are pH-independent. This would
allow XoxGJ to keep functioning under its natural acidic
conditions [126, 127].

Mg?*-substituted methanol dehydrogenase

When a marine methylotrophic bacterium, Methylophaga
aminisulfidivorans, was grown on methanol, two MDHs
were isolated. MDH-I consisted in an o,f, tetramer of
146 kDa, while MDH-II had an additional y-subunit or
Mxal protein of about 30 kDa and showed more spe-
cific activity and specificity toward methanol (K, val-
ues were 0.050 mM and 0.013 mM, respectively) [128].
Recently, the structure of MDH-I has been reported [14,
PDB 5XM3], and despite its similarity to the Ca’>*-MDH
structure, it has one Mg>* ion instead of the common
Ca®* in terrestrials MDHs. The coordination sphere of
the magnesium ion is quite the same than the calcium ion
in Ca>*-MDH, (Fig. 2, Table 1). Although this is con-
sistent with the fact that Mg>* concentration is threefold
higher than Ca®* in natural sea water, and Mg>* is critical
for osmotic adaptation in marine bacteria, it is not clear
whether the Mg?* is indeed the natural form of the enzyme
or it is due to the cultivation process. As there is only
one Mg?*-MDH report [14], more studies of MDHs from
marine organisms are required to establish whether the
Mg?* is a natural occurring or a substituted metal ion.
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Other quinoprotein alcohol dehydrogenases
(QADHs)

Besides the Ca®* and Ln** MDHs, several other type I PQQ-
ADHs have been reported; especially in Pseudomonas, Ras-
tolnia, and Comamonas species [129]. Instead of methanol,
they usually use as substrate several alcohols like ethanol
[80, 130-135], butanol [136], propylene glycol [137], poly-
vinyl alcohol [138], sorbose [139], or quinate [140].

Probably, the ethanol dehydrogenases (QEDHs) from
Pseudomonas species are the most representative of this type
of enzymes. They consist of two a-subunit almost identical
to a-subunit in Ca>*-MDH, and although they poorly oxidize
methanol and seem to prefer ethanol as a major substrate,
they are able to oxidize a wide range of alcohols (Table 3)
[1, 133]. The structure of the QEDH from Pseudomonas
aeruginosa [133, PDB 1FLG] shows a typical eight-bladed
B-propeller fold as in MDHs. In the active site, residues
binding, PQQ and Ca®*, as well as the disulfide ring are
strictly conserved in QEDH in comparison with MDHs
with identical relative positions of the moieties in the cor-
responding structures. Differences in substrate biding arose
from differences in amino-acid residues lining the active site
cavity and the entrance to the active site; besides, the active
site cavity in QEDH of ~ 62 Al [133, 141] is larger than
the ~ 18 A% in MDH [53, 141]. In QEDH, an additional
calcium ion was found near the N-terminus, coordinated by
Aspll, Thrl4, and Aspl7 acting as bidentate ligands. This
Ca®* may contribute to stabilizing the native conformation
of the enzyme. With chelating agents, Ca®* is removed and
PQQ dissociates. Activity can be restored upon Ca* or Sr>*
addition [135] in contrast with Ca**-MDHs that initially no
activity was restored [142] and that a mutant apo-enzyme
was needed to study the effect of other metal ions as dis-
cussed before [61].

Natural electron acceptor from QEDH is cytochrome
Css0- [143] and it differs significantly from the Ca**-MDH-
electron acceptor cytochrome ¢; [144]. A mutant of QEDH
lacking the disulfide bridge (Cys105Ala/Cys106Ala) was
heterologously expressed and the activity was restored by
adding Ca®* and PQQ [145]. While it showed increased
K, values for primary alcohols, in the artificial dye tests,
specific activities were higher than in the wild-type QEDH.
However, with natural electron acceptor (Cyt css;) the activ-
ity of the mutant was 15-fold lower than in the wild type.
As the Ky for QEDH/cytochrome complex was not altered,
it was assumed that the disulfide bridge is essential for the
efficient electron transfer pathway from the PQQ to the heme
group as described for others PQQ-ADHs [49, 50, 54, 141,
146]. On the other hand, in the structure of the monomeric
alcohol dehydrogenase from Pseudogluconobacter sac-
charoketogenes [129], an eight-bladded p-propeller fold
was found, but three of the four Ca’>*-ligands differ from

@ Springer

other PQQ-ADHs and it lacks the disulfide bridge. In con-
sequence, the active site is a more open cavity that allows it
to oxidize a broader range of substrates. However, no fur-
ther studies have been performed to understand the electron
transfer in this unique PQQ-ADH.

Ln3*-dependent ethanol dehydrogenases

Worth mentioning is the fact that in M. extorquens, a puta-
tive quinoprotein ethanol dehydrogenase was found to be
Ln3+-dependent [147, 148]. When this QEDH was purified
from Ca**-only media, minimal activity with ethanol as sub-
strate was detected and no activity upon methanol oxidation.
When purified from La**-added media, activity upon etha-
nol oxidation was detected along with secondary activities
with formaldehyde, acetaldehyde, and methanol (Table 3).
Besides, a lanthanide-dependent PQQ-ADH (PedH) from
the nonmethylotrophic bacterium P. putida, was charac-
terized and it exhibits activity only with lanthanides, par-
ticularly La—Nd and a substrate range similar to that of its
Ca’*-equivalent (PedE). However, even when Ln**-PedH
exhibits higher V,,,, values, affinities for substrates tend to
be higher in the Ca**-PedE. Finally, PedH seems to have
not only a catalytic function, but it is also involved in the
transcriptional regulation of pedH and pedE, acting prob-
ably as a sensory module [149]. The wider substrate range
may also have biological effects. When studying the cellular
response to lanthanum with several substrates, a novel route
for glycerol metabolism was found in P. putida KT2440.
While the usually known pathway was an uptake of the
glycerol, followed by its phosphorylation and subsequent
oxidation to dihydroxyacetone-3phosphate and glyceral-
dehyde-3-phosphate, this new route is initiated by PedE or
PedH, depending on La>* availability. It is not clear yet if
this ADHs oxidize glycerol to glyceraldehyde or perform a
second oxidation to glycerate. Even though this is clearly
not the main route for glycerol oxidation, it may have an
important benefit for cells during growth on glycerol as it
strongly reduces the lag phase, especially in the presence of
La** [150].

Type I, soluble, alcohol dehydrogenases

Localized in the periplasm, type II alcohol dehydrogenases
are monomeric, quinohemoproteins of around 70-75 kDa
[1] and are relatively wide distributed among Proteobacteria
[10] being the most studied those from P. putida (ADH-IIB
and ADH-IIG) [132, 141, 151] and Comamonas testosteroni
[146, 152-154], although there are reports on other spe-
cies like Pseudomonas sp. VM15C [138, 155], Rhodopseu-
domonas acidophila [156], Pseudomonas butanovora [157],
or Ralstonia eutropha [158]. Besides the Ca>*-PQQ, these
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proteins have a covalently bound c-type heme group [141,
146, 151]. Type I1 ADHs are particularly divergent in its
substrate specificities (Table 3), and ADH-IIB and ADH-IIG
are expressed when the bacterium grows on 1-butanol and
1,2-propanediol, respectively, but they are also able to oxi-
dize several primary alcohols of medium-chain length and
ADH-IIG may additionally oxidize diols and glycerol [132].
Besides, other type II-ADH have been found to oxidize sec-
ondary alcohols, polyols, heterocyclic alcohols, polyethylene
glycol, or polyvinyl alcohol [138, 141, 156, 158].

Structure of the type Il ADHs

Three structures have been reported for ADH-II from Coma-
monas testosteroni [146, PDB 1KBO0], ADH-IIB [141, PDB
1KV9], and ADH-IIG [151, PDB 1YIQ] from P. putida.
They all consist in a two-domain monomer of 670-690
amino acids. PQQ domain and heme domain are connected
by a long linker of about 20-25 residues (Fig. lc, d), the
difference in this linker’s length causes a difference of about
11° in the angle between both domains in ADH-IIB and
AH-IIG structures [151]. Like those of type I, type I ADHs’
PQQ domain is formed by an eight-bladded p-propeller,
super-barrel structure (Fig. 1¢). Inside the super-barrel, lies
the Ca>*-PQQ entity, while PQQ is sandwiched between a
Trp residue and a disulfide bridge, Ca>* is coordinated to
PQQ viaits ring O5 and N6 atoms and its O7A carboxylate
atom as well as to an Asp, an Asn, and a Glu residues in a

Fig.7 Heme ¢ group in type II ADHs. a Heme group coordination
mode in ADH-II from C. testosteroni [146, PDB 1KBO]. It is cova-
lently bound by two Cys residues and the iron is axially coordinated
to a His and a Met residues. b Angles between the PQQ moiety and

very similar way to the coordination mode in Ca>*-MDHs
(Fig. 2). Nonetheless, the Asp-Ca®* distances in type II
ADHs seem to be shorter than in Ca>*-MDHs (Table 1).
As the catalytic machinery of Ca?*-MDH is conserved in
type II ADHs, the mechanism for alcohol oxidation is most
likely the same for both proteins probably by a hydride
attack (Fig. 3) [146]. It is worth noticing that the active site
in type Il ADHS cavity (~ 120 A% in ADH-IIB and 150 A3
in ADH-IIG [141, 151]) is larger than that of type I QEDH
(~ 62 A% [133, 141]) and MDH (~ 18 A’ [53, 141]) which
is consistent with the broader range of substrate specificity
in type IT ADHs.

Heme c group in type Il ADHs

In all three structures, the heme domain contains a c-type
heme group covalently bound through its two vinyl groups
and the S atoms of the two cysteines of the conserved
CXXCH cytochrome motif. The heme group (Fig. 7a) is
coordinated by a His (from the CXXCH motif) and a Met
(that seems to be conserved in all the type II and type III
ADHs [151]). The distance of the iron atom of the heme and
the C5 atom of the PQQ is about 20 A, but the edge-to-edge
distance between the heme group and the PQQ is roundly
13-15 A, while the an gle between the two cofactors is about
70° in ADH-II from C. testosteroni, 74° in ADH-IIB, and
80° in ADH-IIG from P. putida (Fig. 7b). Experiments with
oxidized ADH-II from C. testosteroni, and with PQQ added

C. testosteroni
P. putida

the heme ¢ group in ADH-II from C. testosteroni (blue) [146, PDB
1KBO] and ADH-IIG from P. putida (magenta) [151, PDB 1YIQ].
Images were created using Pymol [198]

@ Springer

158



Apéndice B

JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry

to the apo-enzyme, showed an EPR signal with g values of
g,=1.340, g,=2.260 and g_=3.012 typical for anisotropic
low-spin heme proteins [153].

Electron transfer in type Il ADHs

The apo-ADH-II from C. testosteroni, with no PQQ but with
the heme group present, shows no activity and in the holo-
enzyme, the heme group is reduced upon alcohol oxidation.
These two experiments indicate that the alcohol oxidation
does not occur in the heme group, but it is actually involved
in the electron transfer process [152]. However, as the heme
¢ is a one-electron acceptor, PQQ must transfer the electrons
one-by-one going from the reduced PQQH, state to the oxi-
dized PQQ state, passing through the radical semiquinone
PQQH state [153, 154, 159].

Based on the type II structures, several possible pathways
for intramolecular electron transfer have been proposed. In
AHD-II from C. testosteroni, where PQQ and heme group
are separated by 12.9 A (close to the maximum 14 A dis-
tance between two redox centers that electron may travel
[160]), it was suggested that one function of the protein
medium is to reduce that distance [146]. Disulfide bridge
may act as such, because it is positioned right between PQQ
and the heme group. Thus, an optimal electron transfer path-
way was calculated with Harlem software [161] involving
a through-space jump from PQQ to Cys116, Cys117, and
then a jump through a water molecule to Cys607 covalently
bound to the heme c. A longer pathway is through covalent
bonds from Cys117, Aspl18, and two jumps to Arg67 and
to heme ¢ (Fig. 4b, f) [146]. Another pathway was calcu-
lated with Greenpath 0.97 [162] for ADH-IIB from P. putida
[141] where after a through-space jump from N1 of PQQ to
Cys106, the electron travels to the amide nitrogen of Asp107
and along hydrogen bonds through two water molecules fol-
lowed by another through-space jump to Cys594, covalently
bound to the heme. If water molecules are removed, another
possible pathway is through Cys105 and then travel along
the main chain up to Arg102 followed by a jump to the heme
ring (Fig. 4c, f). A similar pathway was proposed for ADH-
IIG from P. putida [151] where after an initial jump from
PQQ to Cys109, the electron travels along the backbone
chain up to Gly106 and then reaches, by a second jump, to
Cys6009 that is attached to the heme group (Fig. 4d, f).

It is worth noticing that, as it was discussed earlier, it is
not clear the role of the disulfide bridge in the electron trans-
fer in PQQ-ADHs. While reduction of the disulfide bridge
in Ca>*-MDH leads to inactivation with the natural electron
acceptor, cytochrome ¢; [43], it has been proved that it is
not reduced during the reaction cycle [13, 84]. However,
even when all the possible pathways proposed for type II
ADHs involve one Cys from the disulfide bridge, none of
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them actually requires the reduction of the disulfide bond,
thus supporting the one-by-one-electron transfer by PQQ.

Finally, while protons are released to the periplasm con-
tributing to the proton-motive force, the electrons are trans-
ferred from the heme c to the blue copper protein azurin and
finally to a terminal cytochrome oxidase coupling alcohol
oxidation to the generation of an electrochemical gradient
necessary for ATP synthesis [146, 163]. Redox potentials for
the heme group and the blue copper azurin from P. putida
were calculated at pH=7.0 and pH =8.0 (Table 4) [163].
Interestingly, the redox potential of the heme group seems to
be pH-independent, while the relatively high redox potential
of the azurin goes from+306 mV at pH="7.0 to+291 mV
at pH=28.0 [146].

Type lll, membrane-bound, alcohol
dehydrogenases

Probably, the type III ADHs are the least studied quino-
hemoproteins, but they have several interesting features
that make them worth noticing and quite unique among the
ADHs. They are peripheral membrane proteins localized
on the periplasmic surface of the cytoplasmic membrane of
acetic acid bacteria [16]. Besides the Ca®*-PQQ-dependent,
ADH-IIT have also 1 heme ¢ group in the first subunit (SUI)
and three heme groups in subunit IT (SUII) [164, 165], and
in the case of ADH-III from Gluconacetobacter diazotrophi-
cus, an additional [2Fe-2S] cluster in SUT has been discov-
ered recently [17].

Acetic acid bacteria, as other oxidative bacteria, are char-
acterized by its ability to produce, and accumulate in the
growth medium, acids from the incomplete oxidation of sug-
ars and alcohols. This process known as oxidative fermenta-
tion is carried out through several membrane-bound alcohol,
aldehyde, and sugar dehydrogenases, linked to the respira-
tory chain by reducing the membranous ubiquinone (UQ).
Reduced ubiquinone is then re-oxidized by terminal ubiqui-
nol oxidases [16, 164, 166]. Several of these membranous
dehydrogenases are PQQ-dependent, such as GDH glucose
dehydrogenase [167], GLDH glycerol dehydrogenase [168],
and QDH quinate dehydrogenase [169]. In recent years, a
membrane-associated dehydrogenase has been reported to
use NAD" as a cofactor like the 6PGD phosphogluconate
dehydrogenase [170]. Other membrane dehydrogenases uti-
lize FAD and 3 type ¢ hemes such like GADH gluconate
dehydrogenase [171], 2KGDH 2-ketogluconate dehydroge-
nase [172], FDH fructose dehydrogenase [173], and SLDH
sorbitol dehydrogenase [174]. Among ALDH acetaldehyde
dehydrogenase from several organisms, a plethora of cofac-
tors have been detected such as PQQ, ¢ and b type hemes,
[2Fe-28S] clusters, and molybdopterin [175]. However, there
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are few reports for systematic research on ALDH, and there-
fore, some properties remain controversial [16].

ADH-III enzymes are not as widely distributed as other
quinoproteins, since they only occur in five acetic acid bac-
teria genera from the a-proteobaceria, namely Gluconobac-
ter, Acetobacter, Gluconacetobacter, Komagataeibacter,
and Acidomonas [165, 176]. Interestingly, an ADH-III has
been isolated from the y-proteobacterium, Frateuria auran-
tia, where a horizontal gene transfer event might has taken
place [177].

Membranous ADHs show wide substrate specificity
(Table 3) being able to oxidize primary alcohols, except for
methanol, up to hexanol, with propanol in a similar level
to ethanol [16, 165]. They may even oxidize glycerol at a
significant rate under high concentration [178]. Some strains
can oxidize acetaldehyde [164, 179, 180], and in Ga. diazo-
trophicus, it has been observed that ethanol and acetalde-
hyde oxidation goes in a two-step process without releasing
acetaldehyde to the media [181].

Structure of the type Ill ADHs

Typically, ADH-III consists of two (in Gluconacetobac-
ter and Komagataeibacter genera) or three subunits (in
Gluconobacter, Acetobacter, and Acidomonas genera)
[16, 182—184]. The first subunit, SUI, is about 70-85 kDa
and it has a Ca®>*-PQQ, a couple of vicinal Cys and one
heme ¢ group (just like the ADH-II). The second subunit,
SUII of about 44-55 kDa, is a cytochrome protein having
three hemes ¢ [16, 182, 183]. The third subunit, SUIII of
15-20 kDa, is a small subunit with no prosthetic group
[184]. In ADH-III from Gluconobacter oxydans, the three
subunit complex has been dissociated into a smaller I/III
complex which presents ethanol:ferricyanide oxidoreduc-
tase activity but no ethanol:Q1 oxidoreductase activity. SUII
has no dehydrogenase activity, but when the complex I/1I/
I1I is reconstituted, it is active for both ethanol:ferricyanide
and ethanol:Q1 assays [185], indicating that SUI has the
dehydrogenase activity while SUII is the responsible for
ubiquinone reduction. The role of SUIII is not clear, and in
Acetobacter, it seems to act as a chaperon by binding itself
to SUI and assisting it in folding properly [184]; however, it
is worth noticing that the gene adhS, that encodes for SUIII,
is apart from the adhAB operon encoding for SUI and SUII
[16].

To date, no ADH-III structure has been reported, but
there are some analyses and comparisons of the amino-acid
sequences between ADH of types I, II, and III [10, 141,
151]. ADH-IIB from P. putida showed 44% identity with
ADH-III from Komagataeibacter europaeus and only 30%
within the cytochrome domain. [141] However, while PQQ
domain of ADH-IIG from P. putida showed 37% identity
with ADH-III from K. europaeus, cytochrome domain

showed a higher 44% identity [151]. Identity among all
ADH-III is about 70% [10]. Despite these ditferences, some
structural features are quite conserved among all the PQQ-
ADHs such as the several AXDXXXGK(E)XXW motifs
that form the eight-bladed, B-shaped, super-barrel structure.
Besides, most of the Ca>*-PQQ-binding residues are con-
served. Furthermore, among the quinohemoproteins (type
IT and II), the motif CXXCH...GM signature sequence
involved in heme c ligation is conserved [10]. From these
analyses, it is possible to propose that ADH-III SUI is very
similar to those type II ADHs consisting of a super-barrel
domain (Fig. 1c) where the Ca?*-PQQ is linked in a very
similar way to other Ca**-PQQ proteins (Fig. 2) with the
PQQ sandwiched between a Trp and a disulfide bridge. In
the cytochrome domain (Fig. 1d), the covalently bound heme
group may be coordinated to an His and an Met as in type
IT ADHs (Fig. 7a).

Iron-sulfur cluster in type Il ADH from Ga.
diazotrophicus

The EPR spectrum at 20 K of the ADH-III from Glucon-
acetobacter diazotrophicus showed a resonance pattern at
8w =1.956 (g,=2.007, g, =1.941, g_=1.920) that corre-
sponds to a reduced [2Fe-2S]* cluster [17]. This particular
cluster lies between the PQQ and the heme ¢ group coor-
dinated by the two conserved vicinal cysteine residues and
thus, replacing the disulfide bridge (common to other PQQ-
ADHs) by the [2Fe-2S]* cluster [17]. Looking at its amino-
acid sequence, at that time, we proposed that the [2Fe-2S]*
cluster was coordinated by three cysteines and a histidine
or serine residues[17]. A deeper study of the amino-acid
sequence of SUI of this ADH-III let us build a three-dimen-
sional structure model by homology to the ADH-IIG from P.
putida [Submitted for publication]. According to this model,
the [2Fe-2S]* cluster is coordinated to the vicinal cysteines,
one Glu residue and one bidentate Asp residue. This novel
coordination mode for a [2Fe-2S]* cluster might explain
the differences in the g values found for the ADH-III from
Ga. diazotrophicus compared to the typical ferredoxin-like
clusters g,, ~ 1.95 g, ~ 2.05, g, = 1.96, g_~ 1.88 [22]. To
determine whether the [2Fe-2S]* cluster is present in all
ADH-III enzymes or it is specific of the Ga. diazotrophicus
enzyme, low-temperature EPR spectra of other ADH-III
enzymes remain to be done.

Electron transfer in type lll ADH

Natural electron acceptor from ADH-III is the ubiquinone
UQ present in the cytoplasmic membrane, and then, to
the terminal ubiquinol oxidases [164, 185]. Ethanol oxi-
dation takes place at the Ca**-PQQ site, which is a two-
electron mediator acceptor, these electrons are transferred
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subsequently in single electron processes to the hemes c,
namely ¢ I, in SUI and ¢ II}, ¢ II,, and ¢ II; in SUII [16].
To understand the electron transfer in ADH-III between the
prosthetic groups, kinetics and redox titrations studies have
been done in Acidomonas methanolica and Gluconaceto-
bacter diazotrophicus [17, 186, 187]. Redox potentials of
the prosthetic groups are summarized in Table 4. In Ga.
diazotrophicus, redox potentials were determined at pH=6.0
and in A. methanolica were determined at pH=7 as well as
at pH=4.5 [165], observing a shift to more positive redox
potentials at pH=4.5.

Worth noticing is that the redox potential of the cII,
heme group in A. methanolica is pH-independent (Table 4).
Besides, at pH=4.5, only 63% of the heme ¢ was oxidized
in the presence of ubiquinone, and because one of the heme
groups (¢ II5; 255 mV) has higher redox potential than
ubiquinone (4220 mV [[188] as cited by [165]]), it was
suggested that the ¢ II; heme is not involved in the electron
transfer to UQ [187]. Some kinetics studies also indicate that
in G. suboxydans at least one of the heme sites in SUII is
not involved in the reduction of UQ [185]. In G. suboxydans,
an additional tightly bound quinone (Q) has been found in
SUII [189], suggesting that before the electron transfer to
the membrane UQ, they are received by the bound Q thus
having a first, two-electron reduction of PQQ, then several
one-electron transfer through the heme groups, and then a
final double-electron transfer process from bound Q to UQ
(Fig. 4g) preventing leakage of electrons, that could produce
undesired compounds like reactive oxygen species [165].

However, in the ADH-III from Ga. diazotrophicus, that no
bound quinone has been found, and all the heme groups are
fully reduced by ethanol [179], a slightly different electron
transfer pathway has been proposed. Here, the Ca®*-PQQ
(E,=—240 mV for PQQ/PQQ) first oxidizes the ethanol by
two electrons. And then, a first one-electron transfer to the
[2Fe-2S]" occurs (E,,=—250 mV). In this ADH-III, all the
heme groups are involved in the electron transfer and UQ is
reduced directly by the heme ¢ II; (Fig. 4h) [17]. The redox
potential of ¢ IT; is +210 mV, so there is no potential barrier
for such a transfer to UQ. Further studies including a type III
ADH structure will be very helpful for a better understand-
ing of the electron transfer in these enzymes.

Inactive form of the type Il ADH

It is interesting that in A. aceti, G. suboxydans, and Ga.
diazotrophicus, inactive forms of the ADH-III have been
reported [190, 191]. In G. suboxydans, the content of
ADH was increased when grown under acidic conditions
but without increasing the ADH activity. Isolation of the
inactive ADH (ADHi), showed ten times less activity than
active ADH (ADHa). ADHi and ADHa in P putida showed
no differences in subunit composition, molecular size, or
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prosthetic groups. However, ADHi had a relatively loose
conformation with a partially oxidized state in contrast
with the tight conformation and completely reduced state in
ADHa [190]. Additionally, ADHi showed higher ubiquinol
oxidation activity suggesting that this inactive form of the
ADH, may have an unidentified function other than ethanol
oxidation [ 16, 190]. In Ga. diazotrophicus, ADHi showed
no difference in subunits or prosthetic groups compared to
ADHa; it showed nine times less activity. AHDi complex
was found to be a single heterodimer while ADHa complex
seems to be an oligomeric association of three heterodimers
[191]. ADHi from Ga. diazotrophicus was also isolated in
a partially oxidized state, with all the prosthetic groups oxi-
dized except one-quarter of the cytochrome ¢ content. This
reduction level was not increased by substrate addition. Fur-
thermore, a redox titration showed that mid-potential values
for the heme ¢ groups in ADHi were significantly more posi-
tive than in ADHa (Table 4) [191].

Interaction of heme c centers with NO

As stated before, ADH-III from Ga. diazotrophicus is found
in the reduced state, even though it is isolated in the presence
of oxygen [17, 191]. In some experiments, we added several
oxidants to oxidize the ADH-III and to be able to assign
the spin state of the Fe(III) of the heme ¢ groups. When
nitrite (NO?"), ferricyanide ([Fe(CN)4]*~) or peroxydisul-
fate (SZOSE‘) were added, the oxidized protein always pre-
cipitated. However, when spermine NONOate (NO donor)
was added, the enzyme could be oxidized without further
denaturalization. This process was studied by UV/Vis spec-
troscopys, in a first step NO binds to the four heme ¢ groups
(¢, ¢ 1}, ¢ II,, and ¢ II;) followed by a second step assigned
to the oxidation of 75% of the heme ¢ centers (¢ I, ¢ I, ¢
I1,) to Fe(IIl). The EPR characterization of the final prod-
uct shows a rhombic signal assigned to a heme Fe(II)-NO
species, S=1/2, with g, =2.079, g,=2.005, and g.=1.975
(8aver=2-020). [Submitted for publ.ication].

Conclusions

Alcohols can be oxidized by a wide variety of enzymes
such as the PQQ-dependent alcohol dehydrogenases (PQQ-
ADHs) in the a, 3, and y-proteobacteria. These bacteria have
been widely studied due to their impact on the chemical and
food industries. To date, bioinorganic interest of PQQ-ADHs
has been revived due to the recent discovery of lanthanide-
dependent enzymes. We expect that this review enlightens
the current knowledge and the aspects that remain unknown
in PQQ-ADHs, especially the role of the inorganic species
in the electron transfer processes and activity mechanism of
these enzymes.
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The PQQ moiety is always coordinated to a metal ion,
and for many years, Ca®* was considered the only natu-
ral ion present in these proteins. Nowadays, in the light of
recent discoveries, it is known that in one marine methylo-
trophic bacterium, the Ca>* may be substituted by a Mg>*
ion and that methylotrophs prefer Ln3* ions, changing the
original conception of what we understand by bio-elements.
On the basis of these new discoveries, more studies on
Ln**-dependent proteins are needed to fully understand the
uptake and homeostasis of these ions.

As stated, several of these ADHs are particularly sta-
ble in the reduced state, even under oxic condition with a
M™*-semiquinone moiety present. The reason of this sta-
bilization is not fully understood yet, as the influence on
the metal by the disulfide bridge present has not been fully
established. The tridimensional structure of a type III ADHs
is needed to fully determine the nature, properties, and role
in the electron transfer of the several heme ¢ groups and
other cofactors found in these enzymes.
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