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RESUMEN

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Pseudomonas aeruginosa (G6PDHPa) (EC
1.1.1.363) es una enzima homotetramérica que participa en la via de las pentosas fosfato
del ciclo de EDEMP, via principal en el metabolismo central del carbono de la bacteria.
Como nuevas estrategias terapéuticas contra la misma se propone el mencionado
metabolismo, donde la G6PDHPa puede figurar como un punto de retroalimentaciéon. Antes
de las pruebas clinicas en aras de un tratamiento se debe conocer el funcionamiento de la
proteina y los pormenores de su funcién y estructura. Los puentes salinos figuran como
puntos de anclaje, rigidez y estabilidad entre monémeros y dimeros; se sabe que son
importantes para el funcionamiento éptimo catalitico. A través de mutagénesis sitio dirigida
proponemos la creacion de puentes salinos interdiméricos, cambiando los residuos L391 y
Y410, por &cido glutdmico, con el fin de estudiar la influencia que podria tener la
incorporacién de algunos puentes salinos en la actividad, flexibilidad estructural y
resistencia de esta enzima hacia la desnaturalizacién. En busqueda de confirmar la
expresion de las mutaciones, los plasmidos resultantes se secuenciaron evidenciando la
mutante doble Y410E/D232G no prevista. La mutante L391E se encontr6 como dimero
activo en una manera similar a otras G6PDH y se sugiere un estudio de difraccion de rayos
X para describir las interacciones que llevan a esta disociacion; interinamente se utilizé el
programa de prediccién de estructuras AlphaFold 2 que muestra una repulsion del residuo
cambiado con otros dos en la subunidad contigua, lo que descarta la formacién del puente
salino planeado. Por otro lado, la mutante Y410E mostr6 un aumento en la afinidad por el
sustrato sin que esto mejorara la estabilidad respecto a la enzima silvestre frente al calor y
urea, lo que sugiere que tampoco se logré el puente salino deseado, deduccién reafirmada

por la prediccion llevada a cabo en el mismo programa.



INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aerobio, motil con flagelo polar,
catalasa y oxidasa positivo. Produce varios pigmentos tales como la picocianina, fluorescina
y otros de color similar al 6xido (Ryan et al, 2004). Se caracteriza por causar enfermedades
graves en pacientes inmunocomprometidos, por lo que es uno de los patégenos
nosocomiales de mayor distribucion y peligrosidad registrados (Kerr y Snelling, 2009). Es
capaz de producir biofilmes (Sauer et al., 2002) y comunicarse célula a célula (Van Delden
e Iglewski, 1998). Estas caracteristicas, aunadas a la capacidad de resistencia contra
especies reactivas de oxigeno, le permiten causar infecciones severas como otitis externa
maligna, endoftalmitis, endocarditis, meningitis, neumonia, septicemia (Bodey et al., 1983)
infecciones en vias respiratorias, urinarias, piel, 0jos, tejidos blandos y en raras ocasiones

endocaritis bacteriana aguda. (Bush y Perez, 2018).

P. aeruginosa requiere de atencién especial en el apartado de las infecciones hospitalarias
debido a tres factores: a) se presenta en el 13.8% de todas estas infecciones con una
incidencia ain mas elevada en las areas de cuidados intensivos, donde se ha reportado
con hasta un 22.6% (Kim et al., 2000). b) cuenta con un indice de mortalidad de los 21 dias
gue ronda el 33.9% (Tumbarello et al., 2011) y c¢) recientemente fue colocada en la Lista
global de bacterias resistentes a antibiéticos para guiar la investigacion, descubrimiento y
desarrollo de nuevos antibiéticos (Tacconelli y Magrini, 2017), debido al descubrimiento de
cepas con resistencia a multiples antibiéticos, incluido el renombrado carbapenem (Giske
et al, 2008).

Ante este Ultimo factor se han propuesto varias terapias novedosas:

ESTRA:I'EGIA VENTAJAS DESVENTAJAS
TERAPEUTICA
INHIBICIQN DE Prevencion o reduccion de la Espectro estrecho, efecto
DETECCION DE formacién de biofilme, disminucién involuntario sobre bacterias
QUORUM de la virulencia bacteriana, bajo beneficiosas
riesgo de desarrollo de resistencia
bacteriana
INHIBICION DE Alta estabilidad, bajo riesgo de Espectro estrecho debido a la
LECTINA desarrollo de resistencia bacteriana  expresion de mas de un tipo de
adhesina por bacterias
QUELACION DE Disponibilidad de medicamentos Toxicidad
HIERRO aprobados por la FDA,

administracion facil




TERAPIA DE
BACTERIOFAGOS

ESTRATEGIA
VACUNAL

NANOPARTICULAS

PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

ANDAMIO
ELECTROQUIMICO

Replicacion en el lugar de la
infeccion, alta especificidad para
atacar las bacterias sin efectos
sobre la flora comensal, menos
efectos secundarios, actividad
bactericida contra bacterias
resistentes a los antibioticos, facil
administracion, entrega de agentes
antimicrobianos a bacterias

Mejora de la inmunidad del huésped,
prevencion de infecciones

Alta penetrabilidad en la membrana
bacteriana, alteracion de la
formacion de biofilme, maltiples
mecanismos antimicrobianos,
buenos portadores de antibiéticos

Actividad de amplio espectro,
cinética de muerte rapida, bajos
niveles de resistencia inducida, baja
toxicidad para el huésped

Alteracién de biofilmes bacterianos,
aumento de la penetracion de
antibioticos

Aclaramiento de fago después
del tratamiento, impureza de
los preparados de fago, mala
estabilidad de los preparados

de fago y falta de conocimiento
sobre la accién del modo de
fagos, resistencia bacteriana

Baja eficiencia, sin vacuna
autorizada

Toxicidad

Actividad hemolitica para
células huésped, reduccion de
la actividad basada en la
sensibilidad a la sal, suero y
pH, susceptibilidad a la
protedlisis, alto costo de
produccion

Dificultad en la implantacién a
ensayos clinicos

Tabla 1 Estrategias contra la infeccion de Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples antimicrobianos. Adaptado
de Pang et al., 2019.

Aun con las nuevas terapias en desarrollo, se ha propuesto un enfoque diferente con un
blanco terapéutico nuevo: su metabolismo primario del carbono (Shapiro et al., 2019),
conocido por ser particularmente amplio y flexible, y por considerarse un blanco terapéutico
cuyo potencial parece aun no haber sido explorado ni explotado con antibiéticos de espectro
reducido.

Esta bacteria, como todas las del género Pseudomonas, carece de la enzima
fosfofructocinasa que es clave en la via de Embden-Meyerhof-Parnas (VEMP). Debido a
esto, P. aeruginosa no tiene una VEMP funcional. En ella, el metabolismo de la glucosa se
realiza a través de un conjunto de reacciones denominado ciclo EDEMP (Figura 1), que fue
inicialmente descrito para P. putida (Nikel et al., 2015). En éste, se involucran enzimas de
VEMP (que operan gluconeogénicamente), enzimas de la via de las pentosas fosfato
(VPP), y una pequefia via metabdlica denominada de Entner-Doudoroff (VED), que canaliza

los productos de este ciclo al de Krebs.
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Figura 1 El ciclo EDEMP (modificado de Nikel et al., 2015). Las enzimas de VEMP se presentan en color morado, las de
VPP en rojo y las de VED en verde.

En este ciclo, la G6PDH (EC 1.1.1.363) (con el nUmero 7 en la Figura 1) se considera de
gran importancia para las bacterias del género Pseudomonas, debido a que el NADPH que
produce les permite enfrentar el estrés oxidativo (Ma et al, 1998), ademas de ser esencial
en multiples reacciones anabolicas. A pesar del importante papel de esta enzima de P.
aeruginosa (G6PDHPa), y de que empez6 a estudiarse desde hace aproximadamente
medio siglo, hasta el afio 2018 s6lo se habian publicado dos trabajos en los que se le
purificéd y se determinaron algunas de sus propiedades fisicoquimicas y cinéticas (Lessie y
Neidhardt, 1967; Ma et al., 1998). En otra investigacion mas reciente, llevada a cabo en el
laboratorio en el que se realizé esta tesis, se cloné el gen zwf que codifica para G6PDHPa
y se purificaron mayores cantidades de la G6PDHPa recombinante (Acero-Navarro et al.,
2018); lo anterior permitié iniciar el andlisis estructural de esta enzima y profundizar en su
caracterizacion cinética (Benitez-Rangel et al., 2020). La clonacién de zwf, junto con el
modelado estructural y la mutagénesis sitio-especifica, han ayudado a identificar algunos
residuos importantes para la union de sustratos, la actividad catalitica y la estabilidad
estructural de G6PDHPa. Aprovechando lo anterior, en el trabajo que aqui se presenta se
pretendié obtener variantes estructuralmente mas estables de esta enzima, a través de la
incorporacién de residuos que formaran nuevos puentes de hidrogeno entre sus

subunidades.



ANTECEDENTES

En el laboratorio de osmorregulacién de la Unidad de Morfologia y Funcién, en donde se
desarrollé esta investigacion, recientemente se cloné el gen que codifica para G6PDHPa y
se desarrollé un protocolo que permite purificar cantidades considerables de la proteina
recombinante (35 mg/L de cultivo de la bacteria transformante) (Acero-Navarro, et al.,
2018). En esta dUltima investigacion también se demostr6 que G6PDHPa es un
homotetramero, que utiliza NAD* y NADP* como coenzimas (con una eficiencia catalitica
cinco veces mayor por la ultima, respecto a la primera), que el ATP la inhibe y que une

cooperativamente al sustrato glucosa-6-fosfato (G6P), pero no a las coenzimas.

De manera distinta, la G6PDH de L. mesenteroides (G6PDHLmM) y la de humano
(G6PDHHSs), que han sido las G6PDH’s mas estudiadas, poseen un comportamiento
hiperbdlico con ambos sustratos, pero mientras la primera es dimérica, la segunda existe
en un equilibrio dimero-tetrdmero que puede afectarse con el pH y la fuerza i6nica (Cohen
y Rosemeyer, 1969); el incremento en fuerza iénica y pH desplazan el equilibrio hacia el
dimero, y la disminucién en el pH hacia el tetrdmero. La proteina de L. mesenteroides, como
la de P. aeruginosa, posee similar afinidad por NAD* y NADP*, mientras que la humana,

como la de mamiferos en general, tiene preferencia por el NADP* (Singh et al., 2012).

Otra diferencia que se encontr6 entre G6PDHPa y G6PDHHSs, es la forma en que son
estabilizadas estructuralmente: mientras que en la primera es el sustrato G6P el que la
protege de la inactivacién térmica y la desnaturalizacién por urea (Benitez-Rangel et al.,
2019), la enzima humana posee, ademas del NADP* que utiliza como coenzima en cada
subunidad, dos moléculas de NADP* entre las subunidades de cada dimero, que estabilizan

al tetrdmero (Wang et al., 2009).

En la busqueda de otros factores estructurales que podrian ser importantes para la actividad
y la estabilidad de G6PDHPa, y al no contar todavia con su estructura tridimensional, en el
laboratorio donde se estudia esta proteina recientemente se obtuvo el modelo de la Figura
2, a partir de su secuencia de aminoacidos. En él se aprecian dos puentes salinos entre las
subunidades de cada dimero, de dimerizacion, formados por los residuos E180 y K387, y
cuatro entre los dimeros, de tetramerizacion, en los que se involucran los residuos E261 y
K264.
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Figura 2 Estructura tetramérica de G6PDH de Pseudomonas aeruginosa con sus ocho puentes salinos remarcados.
Renderizacion realizada con Chimera 1.11.

Basandose en este modelo, y con ayuda de la mutagénesis sitio-especifica, se obtuvieron
diversas mutantes de G6PDHPa, en las que se modificaron los residuos E180 y E261.
Los primeros resultados estructurales y cinéticos obtenidos con estas variantes sugieren
que mientras los puentes salinos de tetramerizacion podrian ser importantes para la
estabilidad a la enzima, los de dimerizacién, podrian involucrarse en el mecanismo cinético
de G6PDHPa o en las interacciones alostéricas entre subunidades (datos pendientes de
publicacién). A pesar de estos resultados, se considera necesario investigar mas sobre el

papel que podrian jugar este tipo de enlaces en la funcion de la enzima.

Una comparacion entre el modelo de la G6PDHPa y las estructuras ya conocidas de las
G6PDHHs y G6PDHLmM, permite decir que mientras G6PDHPa exhibe solo dos puentes
salinos de dimerizacion, la segunda presenta cuatro (Au et al., 2000) y la tercera seis
(Rowland et al., 1994) (ver Figura3). Con la finalidad de investigar si el mayor nimero de
puentes salinos de dimerizacion en estas dos Ultimas enzimas se relaciona con sus
caracteristicas cinéticas y de estabilidad estructural, decidimos crear las variantes L391E y
Y410E de G6PDHPa, con el fin de crear, en cada una, un nuevo puente entre dimeros:

cuatro en total por tetramero.

11



Figura 3 Acercamiento a la region en donde se ubican los puentes salinos de dimerizacién en las G6PDHs de Homo
sapiens (A) y Leuconostoc mesenteroides (B). Renderizacion realizada con Chimera 1.11.

¥y,
2 S

——

Figura 4 Acercamiento a uno de los sitios activos y a la region en donde se pretenden agregar puentes salinos de
dimerizacion en la G6PDHPa. En color fucsia los residuos que interactuan con G6P, y en azul turquesa la Lys esencial K179.
Contigua a este ultimo se presenta E180, que forma el puente salino natural con K387 en la enzima silvestre. Con letras
rojas y en recuadro amarillo los residuos que se pretende introducir para generar nuevos puentes. Renderizacion realizada
con Chimera 1.11.
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OBJETIVOS
Objetivo General

Investigar si la sustitucion de los residuos leucina 391 vy tirosina 410 por &cido glutamico
puede generar puentes salinos entre subunidades del tetramero y estudiar los cambios en

la actividad y estabilidad estructural de la enzima G6PDHPa.
Objetivos particulares

a) Disefiar y obtener las variantes L391E y Y410E de la enzima G6PDHPa.
b) Purificar ambas proteinas.
c) Caracterizarlas cinéticamente.

d) Determinar su estabilidad estructural ante diferentes factores inactivantes.

13



MATERIALES Y METODOS
Disefio y obtencién de oligonucleétidos mutagénicos.

La secuencia del gen zwf que codifica para la G6PDHPa fue obtenida desde el sitio
http://www.pseudomonas.com/feature/show/?id=109179&view=sequence. A partir de ésta

se diseflaron los siguientes oligonucledtidos en la plataforma de Agilent
(https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp), cuya posterior sintesis estuvo a

cargo de la empresa Integrated DNA Technologies (IDT).

NOMBRE SECUENCIA DEL OLIGONUCLEOTIDO
L391EFOR 5- CTTGCCCTCGCCCTGGTCCTTGGTCATC
L391EREV 5'- CCAGGGCGAGGGCAAGGGCATGCAATTG
Y410EFOR 5'- CCGCGTGCTCGGTCTCGGAAAAACTC
Y410EREV 5'- GAGACCGAGCACGCGGCGCGGATTC

Tabla 2 Nombre y secuencia de los oligonucleotidos mutagénicos utilizados para crear las variantes L391E y Y410E del
gen zfw de P. aeruginosa

Purificacién de plasmido p-CALn-zwf

El pldsmido pCALn-zwf, que lleva inserto el gen zwf que codifica para G6PDHPa, fue
purificado desde una cepa de E. coli previamente transformada con este vector (Acero-
Navarro et al., 2018), utilizando el AxyPrep Plasmid Midiprep Kit, de Axygen Biosciences y
siguiendo las instrucciones del proveedor. La pureza y concentracion del plasmido obtenido
se determind espectrofotométricamente, calculando la relacién entre sus absorbancias a
260 y 280 nm y considerando que 1.0 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una
concentracion aproximada de ADN de 50ug/mL. La presencia, pureza y tamafio del
plasmido se confirmaron en un transiluminador con luz UV, después de separarse por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Mutagénesis de zwf por PCR

Las mutaciones en zwf se obtuvieron amplificAndolo por PCR desde el vector pCALN-zwf.
Para ello se utilizaron los pares de oligonucleétidos arriba descritos y la enzima Platinum
SuperFi DNA Polymerase de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las condiciones de reaccion de la PCR incluyeron 30 ciclos de 30 seg de
desnaturalizacién a 98°C, 30 seg de alineamiento a 64°C, 3.5 min de extension a 72°C y
una extension final de 5 min a 72°C. La reaccién se inici6 agregando la polimerasa en la

fase de desnaturalizacion del primer ciclo, para evitar la actuacion de la enzima en la
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temperatura donde trabaja de manera suboptima. Al término de la PCR los amplificados
fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, para cerciorarse de su

purezay de que poseyeran el tamafio esperado (aproximadamente 7.3 kb).

Transformacion y seleccion de transformantes de E. coli

Se prepararon células competentes de la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli sometiéndolas
a un tratamiento con CaCl, 100 mM, para después almacenarlas en alicuotas de 200 pL a
-72°C, en presencia de 85 mM de CaCl; y 15% de glicerol. Para el procedimiento de
transformacion, tubos con células competentes fueron transferidos de -72°C a un bafio de
hielo, para agregar a cada uno 10 pL de cada uno de los amplificados obtenidos durante la
reaccion de PCR. Después de 30 min de incubacion en hielo, los tubos se trasladaron a
una temperatura de 42° C durante 1 minuto, para luego regresarlos al hielo. Pasados 2 min
se agregaron a cada tubo 500 pL de LBy se incubaron durante 60 min a 37°C con agitacion.
La seleccidén de las células trasformadas se realiz6 esparciendo 150 uL de cada tubo sobre
la superficie de placas de LBa, e incubando éstas a 37°C durante 20 h. En cada caso se

utilizaron controles negativos sin antibiotico.

Habiendo obtenido colonias resistentes al antibidtico ampicilina, y con los plasmidos que en
teoria llevarian las mutaciones deseadas en zwf, se cultivaron de manera independiente,
en placas de LB, nueve colonias de cada una de las transformantes K391E y Y410E.
Cuatro de ellas, escogidas al azar, fueron posteriormente crecidas en 3 mL de medio LBa
liquido para sobreexpresar las variantes de G6PDHPa. La sobreexpresion de las proteinas
fue verificada a través de un incremento en su concentracion, por SDS PAGE ((Laemmli,
1970), y en la actividad de G6PDH. Esta Ultima fue determinada por espectrofotometria a
30 °C, siguiendo la aparicion de NADPH a 340 nm vy utilizando una mezcla de reaccién
estdndar que contenia en 500 pL: G6P 2.0 mM, NADP* 0.5 mM, MgCl, 5.0 mM y
HEPES/TMA 50 mM, pH 8.0.

Confirmacién de la mutacién

Las colonias 8 y 9 de L391E, y 2y 8 de Y410E fueron cultivadas en medio LBa liquido para
después purificar su plasmido pCALn-zwf, como se describi6 parrafos arriba- El gen zwf de
estos plasmidos fue luego secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de

Fisiologia Celular de la UNAM, para corroborar la presencia de las mutaciones deseadas.
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Purificacién de las mutantes L391E y Y410E

Confirmadas las mutaciones, las proteinas de la colonia 9 de L391E, y de la 2y 8 de Y410,
fueron sobreexpresadas y purificadas utilizando el siguiente protocolo de Acero-Navarro y

colaboradores (Acero-Navarro et al., 2018)
Sobreexpresion

- Un matraz de 250 mL que conteniendo 80 mL de medio LB fue inoculado con una
asada de la colonia seleccionada, para después incubarlo durante toda la noche en
bafio orbital a 37° C y 150 rpm-

- Al dia siguiente se tomaron alicuotas de 22.5 mL del cultivo anterior para
transferirlas a tres matraces de 2 L con 800 mL de medio LBa. La turbidez de los
cultivos fue monitoreada midiendo su absorbancia a 600 nm. Cuando cada cultivo
alcanz6 0.5 uAbs, se les agreg6 1.0 mL de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) 80 mM, para después incubarlos por 46 h a una temperatura

de 26°C y con una agitacion de 150 rpm.
Extraccion

- Las células fueron cosechadas centrifugando los 2400 mL del medio a 3,000xg
durante 30 minutos, para después resuspender las pastillas en 300 mL de
amortiguador de homogenizacion, que contenia Tris-HCI 50 mM, Tritén 0.5% y fenil-
metil-sulfonil-fluoruro 0.2 mM, pH 7.8.

- Las células fueron rotas sonicando a 70 W por 1 minuto, manteniendo baja la
temperatura con un bafio de hielo.

- Se centrifugd a 10,000 g por 30 minutos a 4°C.

- Al sobrenadante se le afiadi6 MgCl, para que la concentracion final de éste fuese
20 mM, manteniéndosele durante 10 minutos en agitacion con mosca magnética y
en un bafio de hielo.

- Se centrifugd el digerido a 10,000 g por 30 minutos a 4°C.

- Se resuspendieron las pastillas en 200 mL de amortiguador de limpieza que
contenia Tris-HCI 50 mM, Tritén 0.5% y KCI 150 mM, pH 7.8.

- Se agregaron 300 unidades de trombina al resuspendido y se digiri6 en agitacion
magnética por 15 horas a 22°C.

- Se centrifugo el digerido a 8,000 rpm por 30 minutos a 4°C.
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Purificacion

- El sobrenadante del digerido se hizo pasar por una columna de la resina Q-Fast
Sefarosa (50 mL), previamente equilibrada con seis volimenes del amortiguador de
equilibrio, que contenia HEPES/TMA 50 mM, EDTA 5 mM, KCI 150 mM vy glicerol
5%, pH 8.0.

- Unida la proteina a la resina, ésta se lavé con otros seis volimenes de amortiguador
de equilibrio.

- Se eluyod la proteina de la columna con un gradiente continuo de 250 a 700 mM de
KCI. La fraccién del eluido que contenia la proteina fue seleccionada siguiendo su
absorbancia a 280 nm.

- La proteina eluida fue concentrada en filtros Amicon Ultra-15, con un corte de 100
kDa, centrifugando a 3,500 rpm durante 25 minutos y a 4°C.

- Posteriormente la proteina fue desalada haciéndola pasar por columnas de
Sephadex G-25 (Penefsky, 1977), previamente equilibradas con amortiguador
Hepes/TMA 100mM, pH 7.0. La concentracion de la proteina eluida se determiné
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 280 nm, considerando que el
coeficiente de absorcion molar de G6PDHPa es de 84,340 M cm™, calculado desde
su secuencia de aminoacidos con un método previamente descrito (Gill y vonHippel,
1989).

- La enzima purificada y desalada fue luego diluida con el mismo amortiguador
Hepes/TMA 100mM, pH 7.0, hasta una concentracion de 1.8 mg/mL, para después
almacenarla a 4 °C hasta su uso. Para los experimentos de estabilidad y actividad

se diluyo6 de la misma manera hasta una concentracion de 150 pg/mL.

Determinaciéon de la pureza y la masa molecular de las mutantes, por medio de

electroforesis desnaturalizante y no desnaturalizante en geles de poliacrilamida.

El grado de purificacion logrado en las diferentes etapas del proceso de aislamiento de las
proteinas, asi como la masa molecular del monémero que las forma, fueron evidenciados
separadndolas por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE),
utilizando un gel separador al 9%, segun el sistema de Laemmli (Laemmli, 1970), y
tiiéndolas con azul de Coomassie R-250. Las proteinas purificadas también fueron
separadas en dos geles de poliacrilamida al 6%, de un sistema de electroforesis no
desnaturalizante de una dimension, utilizando un amortiguador de glicina 50 mM, pH 9.0

(Gallagher, 2001), para conocer el grado de purificacion y la estructura cuaternaria de las
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mutantes (dimero, tetramero, etc.). En el primero de los geles las proteinas fueron tefiidas
con azul de Coomassie R-250, mientras que en el segundo solo se revelaron aquellas que
poseen actividad de G6PDH dependiente de NADP*. Esto ultimo se logré incubando el gel
durante 5 min con la siguiente solucién 1, y mezclando después la solucion 2 con la primera.
La reaccién de tincion fue detenida retirando la mezcla de tincién del gel y lavando éste en

repetidas ocasiones con agua destilada.

SOLUCION 1
AGUA 9.2mL
HEPES/TMA 400 Mm, pH 8 7.5mL
GLUCOSA-6-FOSFATO 20 mM 3 mL
ACETATO DE MAGNESIO 1.0 M 0.3 mL

Tabla 3 Solucion de revelacion por actividad para gel no desnaturalizante 1.

SOLUCION 2
AGUA 9.7 mL
NADP* 30 mM 1 0.3mL
NITROAZUL DE TETRAZOLIO ' 20 mg
METOSULFATO DE FENAZINA ' 2mg

Tabla 4 Solucion de revelacion por actividad para gel no desnaturalizante 2.

Caracterizacién cinética de las mutantes L391E y Y410E

La caracterizacion cinética de las mutantes se realiz6 por espectrofotometria, siguiendo la
aparicion de NADPH a 340 nm y utilizando las condiciones y concentraciones de sustratos

descritos en el trabajo ya mencionado (Acero-Navarro et al., 2018).

Determinacién del cambio estructural ocasionado por la unién del sustrato y de Kd

de los complejos enzima-G6P.

Utilizando el ANS como fluor6foro afin a las zonas hidrofébicas parcialmente expuestas de
las proteinas (Guliyeva y Gasymov, 2020) se midi6 la fluorescencia inicial de este
compuesto (10 mM) en presencia de 400 pug/mL de las mutantes Y410E y Y410E/D232E.
Posteriormente se agregaron diferentes concentraciones de G6P para medir los cambios
conformacionales que éstas provocan en la enzima y determinar la Kd de los complejos
mutante-G6P.
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Determinacién de la estabilidad estructural de ambas proteinas

Para conaocer si los cambios promovidos en los residuos L391 y Y410 afectan la estabilidad
estructural de G6PDHPa, las mutantes purificadas fueron sometidas a incrementos en la
temperatura y a desnaturalizacion con urea, en ausencia y presencia de 6.0 mM del sustrato
G6P, que se sabe estabiliza la estructura de la enzima (Benitez-Rangel et al., 2020). Para
modificar la proteina con el sustrato, se le preincub6 durante 24 horas a 4 °C y con la
concentracion de G6P mencionada. Después de los tratamientos con calor o con urea, la
actividad residual de las enzimas fue medida en las condiciones y concentraciones de

sustratos descritos en el estudio referido.
Desnaturalizacion por urea

- Se expuso la proteina (preincubada sin y con G6P) a diferentes concentraciones de
urea donde se repos6é por 24 horas a temperatura ambiente para alcanzar el

equilibrio quimico.
Desnaturalizacion por exposicion al calor

- Se expuso la proteina (sin y con G6P) a diferentes temperaturas. Una vez que se
determind la temperatura critica de desnaturalizacién se expuso a ella por diferentes

lapsos.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo se planteé como primer objetivo obtener las mutantes L391E y Y410E, para
aumentar de dos a cuatro el nimero de puentes salinos que existen entre los monémeros
de cada dimero que forman el tetramero de G6PDHPa. La mutagénesis se realiz6
amplificando por PCR el gen zwf que codifica para esta enzima, y que anteriormente fuera
clonado en el vector pCALn (Acero-Navarro et al., 2018). Los productos obtenidos,
utilizando oligonucle6tidos mutagénicos para lograr las mutaciones deseadas (ver
Materiales y Métodos), se muestran en la figura 5, y en la que se observa que los
amplificados tienen el tamafio esperado, de aproximadamente 7300 pb (5,800 de pCALnN
mas 1,500 de zwf).

Marcador
pCALN-zfw

L3SIE

pCALn-zfw
Y410E

Figura 5 Productos de la amplificacion por PCR para mutagenizar el gen zwf inserto en el vector pCALn. Gel de agarosa
al 1% en el que se separaron electroforéticamente el marcador de tamafio 1 Kb Plus DNA Ladder, de invitrogen (primer
carril), y los amplificados obtenidos por PCR con los oligonucledtidos mutagénicos L391E y Y410E (carriles 2 y 3,
espectivamente). pb= pares de bases.

Confirmada la amplificacion del plasmido pCALn con el gen zwf inserto, células
competentes de la bacteria E. coli fueron transformadas con él por medio de un choque
térmico de 42 °C. Las transformantes fueron luego seleccionadas con el uso de medio LBa
selectivo, ya que el vector pCALN contiene un gen que les confiere resistencia a la
ampicilina (Figura 6). Posteriormente, nueve colonias de cada transformante fueron

crecidas en placas de LBa y almacenadas en refrigeracion para su uso posterior.
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Figura 6 Seleccion de células de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas con el vector pCALn que lleva inserto el gen zwf
mutado. Placas de LBA con células transformadas con pCALn-zwf L391E (izquierda) y pCALn-zwf Y410E (derecha).

Sobreexpresién preliminar

Las bacterias de cuatro colonias de cada transformante (1, 2, 8 y 9) fueron crecidas por
separado en 3.0 mL de LBa liquido, para después tratar de inducir en ellas, con el

compuesto IPTG (100 uM), la sobreexpresién de las enzimas recombinantes.

L391E Y410E

kDa ™ CS%LB Col1 Col2 Col8 Col9 Da ™M ngL8 Coll Col2 Col8 Col9

150 —
100 |
75

-

Figura 7 Sobreexpresion de la proteina PaG6PDH recombinante en algunas de las transformantes de E. coli. Geles de
poliacrilamida al 9%, con SDS, en los que se separaron electroforéticamente las proteinas marcadoras de masa molecular
(M) (cuya masa se indica a la izquierda en miles de Da (kDa)); las proteinas solubles de la colonia 8 (Col8 sob), y las del
extracto celular de las colonias 1, 2, 8 y 9, transformadas con pCALn-zwf L391E (gel de la izquierda) o con pCALn-zwf Y410E
(gel de la derecha). Las flechas sefialan las proteinas sobreexpresadas, con una masa molecular superior a 50 kDa
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Para verificar la sobreexpresién de las proteinas, las células fueron cosechadas por
centrifugacion, resuspendidas en amortiguador de muestra de Laemmli (Laemmli, 1970), y
sometidas a ebullicion en bafio maria durante 8 min. Después de esto las proteinas totales
de las bacterias de las cuatro colonias, asi como las solubles de la 8 Unicamente, fueron
separadas por SDS-PAGE en los geles de la Figura 7. En estos se observa que todas las
bacterias de cada transformante sobreexpresaron una proteina con una masa molecular
aproximada de 56 kDa, que corresponderia al monémero de G6PDHPa. De las cuatro que
sobreexpresaron una proteina con masa molecular similar a la esperada para G6PDHPa,
se seleccionaron al azar la 2, 8 y 9 de cada transformante, para medir su actividad de esta

enzima. Los resultados de estas determinaciones se muestran en la grafica 1.

0.010- * *
—r | p— | m 2
0.008 = 8
ns 5
M [ |
£ 0.006-
[72]
Ke]
5 0.004
ns
0.002 —
0.000-
Y410E L391E
Mutante

Grdfica 1 Actividad relativa de G6PDHPa en células de E. coli transformadas con pCALn-zwf L391E (A) y pCALn-zwf Y410E
(B). La actividad de la enzima G6PDH fue determinada mezclando 5 uL del extracto celular de las transformantes que se
indican, con 495 ulL de la mezcla de reaccion estdndar descrita en Materiales y Métodos, y siguiendo el cambio de
absorbancia (aparicion de NADPH) a una longitud de onda de 340 nm.

Como se observa, las actividades de G6PDHPa de las tres colonias de la mutante L391E
son similares, sin embargo, la colonia 2 de Y410E presenta una sustancial diferencia
respecto a la actividad de las otras dos. Para saber si esto es debido a algiin cambio distinto
a la mutacion deseada, se secuencio el gen zwf de las colonias 8 y 9 de L391E, yelde 2y
8 de Y410E. Los resultados de este analisis se muestran en la tabla 5, en la que se
comparan las regiones con cambios en las secuencias de aminoacidos de estas cuatro

proteinas, respecto a la de la Wt de esta enzima.
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A) PROTEINAS SECUENCIADAS DE LA MUTANTE Y410E

PROTEINA SILVESTRE

Y410E COLONIA 2
Y410E COLONIA 8

B) PROTEINAS SECUENCIADAS DE LA MUTANTE L391E

PROTEINA SILVESTRE

L391E COLONIA 8
L391E COLONIA 9

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
401

201
401

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

351

351

MPDVRVLPCT
EGAPAEHLAT
GLREAVDDEL
LESSREVNEA
QNHISHVEIT
SDLSADSIRD
EEEHANRDSD
KEPPHYIFAP
PLQLSFSETY
TAGWERLSEA
PLQLSFSETE

QNHISHVEIT
PLQLSFSETE

MPDVRVLPCT
EGAPAEHLAT
GLREAVDDEL
LESSREVNEA
QNHISHVEIT
SDLSADSIRD
EEEHANRDSD
KEPPHYIFAP
PLQLSFSETY
IAGWERLSEA

KEPPHYIFAP

KEPPHYIFAP

LALFGALGDL
LEQRLRLAVP
PLVAYFATPA
VARFFPESRI
VAEKVGIEGR
EKVKVLRALE
AETFVALRVD
EQRSLISNRL
HAARIPDAYE
PKPYPAGSWG
HAARIPDAYE

VAEKVGIEGR
HAARIPDAYE

LALFGALGDL
LEQRLRLAVP
PLVAYFATPA
VARFFPESRI
VAEKVGIEGR
EKVKVLRALE
AETFVALRVD
EQRSLISNRL
HAARIPDAYE
PKPYPAGSWG

EQRSLISNRL

EQRSLISNRL

ALRKLFPALY
AKEWDDVVWQ
SVFGGICENL
YRIDHYLGKE
WGYFDQAGQL
PIPAEQLASR
IRNWRWSGVP
IIRLQPDEGI
RLLLEVTQGN
PVASVALVAR
RLLLEVTQGN

WGYFDQAGQL
RLLLEVTQGN

ALRKLFPALY
AKEWDDVVWQ
SVFGGICENL
YRIDHYLGKE
WGYFDQAGQL
PIPAEQLASR
IRNWRWSGVP
IIRLQPDEGI
RLLLEVTQGN
PVASVALVAR

IIRLQPDEGI

ITRLQPDEGI

QLDRENLLHR
RFRERLDYLS
AAAGLAERTR
TVQNLIALRF
RDMVQNHLLQ
VVRGQYTAGF
FYLRTGKRMP
SLQVMTKDQG
QYLFVRKDEV
DGRSWYGDF

QYLFVRKDEV

RGMVQNHLLQ
QYLFVRKDEV

QLDRENLLHR
RFRERLDYLS
AAAGLAERTR
TVQONLIALRF
RDMVQNHLLQ
VVRGQYTAGF
FYLRTGKRMP
SLQVMTKDQG
QYLFVRKDEV
DGRSWYGDF

SLQVMTKDQG

SLQVMTKDQG

DTRVLALARD
MDF LDPQAYV
VVLEKPIGHD
ANSLFETQWN
LLCLIAMDPP
SDGKAVPGYL
QKLSQIVIHF
LGKGMQLRTG
EFAWKWCDQL

EFAWKWCDQL

LLCLIAMDPP
EFAWKWCDQL

DTRVLALARD
MDFLDPQAYV
VVLEKPIGHD
ANSLFETQWN
LLCLIAMDPP
SDGKAVPGYL
QKLSQIVIHF
LGKGMQLRTG
EFAWKWCDQL

EGKGMQLRTG

EGKGMQLRTG

Tabla 5 Verificacion de los residuos de aminodcidos modificados en las mutantes L391E y Y410E. Se compara la secuencia
aminoacidica de GGPDHPa silvestre, con la region en donde se encontraron cambios (en rojo y enaltecidos en amarillo) en
las secuencias de las recombinantes de las colonias 8 y 9 de L391E (A)y 2y 8 de Y410E (B).

Como se observa en esta figura, las proteinas de las colonias 8 y 9 de la mutante L391E
son idénticas y presentan la modificacion deseada, correspondiendo con la similitud en la
actividad de G6PDH presentada en la tabla 8A. Por lo anterior se decidié continuar con el

estudio de la proteina de la colonia 9 de esta mutante.

Por el otro lado, la proteina expresada por la colonia 2 de la mutante Y410E fue la Unica
con la modificacion deseada y activa. La enzima de la colonia 8, que presenté nula actividad,
reveld una mutacion adicional en el residuo 232, que originalmente pertenecia a un residuo
polar positivo de acido aspartico y cambi6 a glicina, que es la expresion minima de un
aminoacido, corto y no polar. Gracias a las renderizaciones llevadas a cabo en el programa
Chimera 1.4, se observé que D232 interactla en el sitio activo con el hidroxilo del carbono
3 del sustrato G6P (Figura 8). La nula actividad presentada por D232G sugiere que este

aspartico es esencial para la union del sustrato, y por ende para la funcion de la enzima.
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Figura 8 Acercamiento a la zona de mutagénesis accidental. A. Dimero de G6PDH de Pseudomonas aeruginosa. B. Sitio
activo de G6PDHPa con énfasis en el residuo original D232. C. Sitio activo de G6PDHPa con énfasis en el residuo 232, ahora
modificado a glicina. Modelo generado a partir de la estructura tridimensional de la GGPDH de Leuconostoc mesenteroides.

A pesar de los resultados obtenidos con esta mutante doble Y410E/D232G inactiva, se

decidié purificarla, junto con las de las colonias 9y 2 de L391E y Y410E, respectivamente.
Sobreexpresion y purificacion

Los geles de la Figura 9 muestran los patrones proteicos obtenidos en las diferentes fases

del proceso de purificacién de las mutantes seleccionadas.

24



L391E
K Col9

Mut. Doble
Y410E/D232G

Figura 9 Perfiles electroforéticos de las proteinas obtenidas en los diferentes pasos de purificacion de L391E, Y410E, y la
mutante doble Y410E/D232G. Las proteinas obtenidas en cada paso de la purificacion fueron separadas por SDS-PAGE
(geles al 9%) y tefiidas con azul de Coomassie. M, proteinas marcadoras cuya masa se indica a la izquierda, en miles de Da
(kDa); EC, extracto crudo; Sob 1, sobrenadante obtenido al centrifugar EC; SobMg, sobrenadante obtenido después de
precipitar la proteina con acetato de magnesio; Dige, proteina obtenida después de liberarla del CBP con trombina;
SobDige y CBP?, sobrenadante y precipitado obtenidos después de centrifugar el digerido con trombina; FT, Flow through
o proteina que no se une a la resina Q-fast sefarosa.

De la figura 9 podemos resaltar lo siguiente: 1) que existe una considerable expresion de
las enzimas recombinantes (EC); 2) que las tres enzimas permanecen solubles después de
centrifugar el extracto celular (Sob1); 3) que la precipitacion con MgCl, 20 mM es un paso
esencial para separar un gran ndmero de proteinas contaminantes (SobMg); 4) que la
remocion del CBP de las tres recombinantes (con 27 residuos y 4 kDa), por accion de la
trombina, queda demostrada al disminuir la masa molecular de éstas (Dige); 5) que dicha
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remocién mantiene solubles las proteinas de nuestro interés (SobDige); 6) y por ultimo, que
en el dltimo carril de los tres geles, ademas de la proteina de interés, la mayoritaria, hay
otras contaminantes, sugiriendo que no se logra una purificacion a homogeneidad. Sobre
este punto cabe decir que, al igual que para estas mutantes, la enzima Wt se purifica con
estas aparentes impurezas. Sin embargo, a través de un analisis por cromatografia de
exclusion molecular y con MALDI-TOF ha quedado demostrado la alta pureza que se logra
para esta enzima con el método utilizado (ver figuras suplementarias en Acero-Navarro et
al., 2018). Aunado a lo anterior, los resultados de la Figura 10 y 11 apoyan lo antes dicho:
las mutantes purificadas y eluidas de la resina de intercambio iGnico en un pico como el de
la gréfica 2 A (mostrado aqui solo para la mutante Y410E), tienen actividad de G6PDHPa 'y
no presentan una evidente contaminacion por otra proteina (geles sin SDS de la figura 10).

La figura 10 también muestra que, en este sistema de geles nativos, la mutante Y410E de
la colonia 2 se presenta, como se ha evidenciado para la silvestre (Acero-Navarro et al.,
2018), predominantemente activa como tetrdmero, y en menor grado como octamero. La
doble mutante (Y410E/D252G), en cambio, como ya se menciond, presenta baja o nula
actividad. La enzima L391E, por su parte, que eluy6 de la resina Q-Fast Sefarosa en dos
picos proximos (F1 y F2), se manifiesta predominantemente como dimero activo; una
estructura que hasta ahora no se conocia para G6PDHPa. Este ultimo resultado es
diferente a lo que se esperaba cuando se disefiaron las mutantes para este estudio, en las
que se pretendia introducir otro par de puentes salinos entre los monémeros de cada
dimero, para estabilizar el tetramero. En el caso de la mutante L391E se pretendia formar
un puente entre este nuevo glutamico de una de las subunidades, con la R421 de la otra
que forma el dimero (ver figura 4). Al respecto debe mencionarse que el disefio de estas
mutaciones, y los oligonucleétidos para lograrlas, se realizaron basandose en un modelo
estructural de G6PDHPa obtenido en la plataforma de  Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/interactive), meses antes de que se publicara en la revista
Nature el lanzamiento del programa AlphaFold 2 (Jumper et al.,, 2021). Este ultimo
programa, realiza predicciones de la estructura de proteinas con una precision mayor a la
de cualquier otro conocido hasta ahora. Utilizadndolo, recientemente obtuvimos otro modelo
de la G6PDHPa, que se muestra en la Figura 14, en el que se observa que el glutdmico
E391, incorporado por mutagénesis, no forma el puente salino que se habia predicho con
el otro modelo, pero si podria estar causando una repulsion con los residuos E35 y E420

de la otra subunidad, y ser la causa de la disociacion del tetramero en dimeros.
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Figura 10 Perfiles electroforéticos de proteina (A) y de actividad (B) de la Wt y de las mutantes L391E y Y410E de
G6PDHPa purificadas. Las enzimas (12 ug) fueron separadas en un sistema de geles no desnaturalizante y tefiidas con azul
de Coomassie (A) o con azul de tetrazolio y metosulfato de fenazina, como se describe en Material y Métodos. Se utilizé
albumina de suero de bovino (BSA) como proteina estdndar de masa molecular, que se presenta como monémero (M),
dimero (D), tetramero (T) y octamero (0O), y con una masa similar a la de GGPDHPa
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Grdfica 2 Perfil de elucion (A) y espectro de absorcion UV-visible (B) de la mutante Y410E purificada desde la colonia 2
transformante. Después de juntar de la fraccion 13 a la 34 del eluido de la resina Q -Fast sefarosa (correspondientes a la
zona entre los circulos en el perfil de elucion de A), la enzima fue diluida cuatro veces para determinar su concentracion a
partir de la absorbancia a 280 nm (marcada con un tridngulo en B), y para medir su actividad especifica.
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Figura 11 Sitio en donde el residuo Glu391 de una de las subunidades de G6PDHPa, introducido por mutagénesis en
G6PDHPa, podria repelerse por carga con Glu420 y Glu35 de la otra subunidad del dimero. Modelo del tetrdmero de
G6PDHPa obtenido con AlphaFold 2 y renderizacion realizada con Chimera 1.4..

A partir de este punto, por motivos del alcance temporal del trabajo se decidié continuar
Unicamente con la mutante Y410E de la colonia 2, que llamaremos simplemente Y410E.
Tanto la mutante doble Y410E/D232G, la inactiva, como la sencilla L391E, que se presenta
como dimero, seran estudiadas en el futuro cercano, en otros esfuerzos y en este mismo
laboratorio.
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Caracterizacion cinéticay determinacion de la Kg.

Como ensayo inicial, se midi6 la relacion entre la concentracién de la proteina Y410E y su
actividad (gréfica 3). La relacion lineal entre estas dos variables, con un valor de correlacién
de 0.99, utilizando desde 10 hasta 1800 pug/mL de esta mutante, sugiere que la mayor
actividad de esta enzima no involucra cambios conformacionales o en la estructura

cuaternaria de esta proteina.
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Grdfica 3 Relacion entre la concentracion de proteina y la actividad de la mutante Y410E.

En el siguiente experimento realizado con Y410E, se saturd a la enzima con los diferentes
sustratos (G6P, NADP* y NAD") para determinar sus parametros cinéticos aparentes, que
se muestran en el interior de cada figura de la gréafica 4. Los valores obtenidos indican que
la mutacion causada no afecta la naturaleza cooperativa de la enzima (nimero de Hill, o
“h”), no modifica su velocidad maxima (Vmax), i su afinidad por el sustrato G6P (Khair 0 Kozs).
La afinidad por NADP*y NAD", sin embargo, se ve reducida, cuando sus valores de Ky, son
hasta cuatro veces mayores para la primera y casi del doble para la segunda, respecto a la

gue posee la enzima Wt.

Se debe considerar, sin embargo, que en las enzimas bisustrato, como G6PDHPa, la
interaccion con el primer sustrato puede afectar su interaccion con el segundo (Francis y
Kohen, 2014), por lo que sus parametros cinéticos verdaderos solo se obtienen con

ensayos de cinética con ajuste global, como los que se muestran en la gréfica 5 para la
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mutante Y410E (solo para la reaccion dependiente de NADP*). Los ensayos de “cinética
aparente”, variando la concentracion de uno de los sustratos, y manteniendo fija la del otro,
como el de la grafica 4, permiten seleccionar las concentraciones de sustratos a utilizar en

los de la “cinética verdadera”.
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Grdfica 4 Curvas de saturacién para determinar los parametros cinéticos aparentes de la mutante Y410E de G6PDHPa.
Las actividades enzimdticas (velocidad inicial) fueron obtenidas como se describe en Material y Métodos, con G6P como el
sustrato variable, a concentraciones fijas de 0.5 y 3.0 mM de NADP+ y NAD+, respectivamente (A). En los experimentos de
By Cse vario la concentracion de las coenzimas NADP+y NAD+, respectivamente, manteniendo constante la de G6P (1.0
mM). Las barras de error representan la desviacion estdndar de dos experimentos. Los pardmetros cinéticos aparentes (en
el recuadro de cada grdfico) fueron calculados por regresion no lineal, ajustando los datos a la ecuacion de Hill (A) o a la
de Michaelis y Menten (B y C), mediante el programa Prism 8.0 (GraphPad Softtware Inc, California, USA).
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Grdfica 5 Curvas de saturacion para determinar los paradmetros cinéticos verdaderos de la mutante Y410E de G6PDHPa.
Curvas de saturacion con G6P a diferentes concentraciones constantes de NADP+ (A). Curvas de saturacion con NADP+ a
diferentes concentraciones de G6P (B). Las barras de error representan la desviacion estandar de dos experimentos. Los
pardmetros cinéticos verdaderos (ultima columna en C) fueron calculados por regresion no lineal, realizando un ajuste
global de los datos a las ecuaciones para un mecanismo secuencial que se muestran en Ay B, mediante el programa Prism
8.0 (GraphPad Softtware Inc, California, USA). Estas ecuaciones consideran el nimero de Hill (h) para la unién de G6P, que
se une cooperativamente a la enzima. Con fines comparativos en la segunda columna se muestran los pardmetros de la
wt.

Los valores en la tabla de la grafica 5 confirman lo encontrado en el ensayo de cinética
aparente, respecto a que la mutante une cooperativamente a G6P, con un nimero de Hill
superior al de la Wt, y que su Vmax no se modifica. Sin embargo, su afinidad de unién para
G6P con el otro sustrato ya unido, es distinta a la que se encontré antes, pues mientras
Y410E no presenta cambios en la union de la coenzima, si acaso una pequefia disminucion
en su Km, el valor de la Kos para G6P aumenta cuatro veces (de 49 a 202 pM).
Coincidentemente entre los nuevos parametros determinados con el ajuste global (Ki. para
G6P y NADP*), que corresponden a las constantes de disociacion pura de estos
compuestos por la enzima (sin cosustrato unido), el valor para G6P también aumenta cerca
de 5 veces (de 82 a 395 pM), mientras que el del NADP* no se modifica para la mutante.
El incremento en los valores de KoY Kia para G6P sugiere que la sustitucion de Tyr por Glu
afecta la afinidad de la enzima por este sustrato.
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Relacionado con lo anterior, un estudio reciente demostr6 que la union de G6P modifica la
conformacion de G6PDHPa y la hace estructuralmente mas estable (Benitez-Rangel et al.,
2020). En dicha investigacion también se propone que el sitio al que se une G6P para
modificar y estabilizar a la enzima es el catalitico. Los cambios estructurales que provoca
el sustrato en G6PDHPa pueden seguirse por espectrofluorometria utilizando el colorante
ANS, ya que la fluorescencia de este compuesto es baja en un ambiente polar, pero
aumenta al unirse a regiones hidrofobicas parcialmente expuestas de las proteinas. Las
graficas Ay B de la grafica 6 muestran la emision del ANS en presencia de las enzimas Wt
y Y410E, respectivamente, y de diferente concentracion de G6P. La disminucién en dicha
emisidn, provocada por un incremento en la concentracién del sustrato, asi como el cambio
en su maxima emision hacia el rojo (marcado por flechas en las gréfica 6A y 6B) sugieren
que la unién de G6P provoca una disminucién en los sitios hidrofébicos de las proteinas

parcialmente expuestos.

En la grafica 6C se grafican los cambios en la emisién del ANS inducidos por las
modificaciones estructurales que provoca la unién de G6P en las enzimas, que permiten
calcular la Ky de los complejos proteina-G6P. En forma coincidente con los incrementos
encontrados en la Kosy Kia de G6P, en el estudio cinético de Y410E (tabla de la gréafica 5),
el valor de la Kq del complejo mutante-G6P también aumenta cuatro veces (de 140 a 554
UM), y el ajuste de los datos a una ecuacion de unién especifica con nimero de Hill arroja
un valor de H=2.8 para esta proteina, contra 1.13 para la Wt. Estos resultados apoyan la
idea de que la mutacién Y410E afecta el sitio de unién para G6P en la enzima, y que éste
es el mismo en donde dicha molécula actiia como sustrato y como ligando estabilizador de

la proteina.
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Grdfica 6 Cambios conformacionales de las enzimas Wt y Y410E de G6PDHPa (A y B), provocados por diferentes
concentraciones de G6P, y determinacion de la Kd de los complejos proteina-G6P (C). Espectros de emision de
fluorescencia del ANS que se une a la Wt (A) y a Y410E (B), en presencia de diferente concentracion del sustrato G6P. C:
Grdfico de los cambios en la fluorescencia del ANS (BF), obtenidos en Ay B, en funcion de la concentracion de G6P. Los
valores de Kd mostrados en la tabla inserta fueron obtenidos ajustando los datos a la siguiente ecuacion, mediante el
programa Prism 8.0 (GraphPad Softtware Inc, California, USA): Y=Vmax*Xh/(Kdh + Xh).

El siguiente objetivo consistié en probar la estabilidad de la mutante Y410E ante un agente
fisico, el calor (gréfica 7), y otro quimico, la urea (grafica 8). Simultaneamente se determiné
el grado de proteccién que G6P brinda a la enzima frente a estos factores inactivantes. Para
ello se seleccioné una concentracién saturante de este sustrato, 6.0 mM, que también
produce el maximo cambio conformacional de la proteina (grafica 6). En cuanto a la
inactivacion por calor, en ausencia de G6P la mutante fue tan sensible como la Wt,

mostrando un decaimiento exponencial, mientras que en su presencia Y410E no logra la
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estabilidad que se consigue para esta Ultima, inactivandose por completo y con un
decaimiento casi lineal entre los 80 y 90 min de exposicion a 55 °C.
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Grdfica 7 Cinética de inactivacion de las enzimas silvestre y Y410E incubadas a 55 °C en ausencia y presencia de G6P 6.0
mM. La actividad residual de las enzimas se midio como se describe en la seccion de Material y Métodos. Las lineas
representan el ajuste de los datos a la ecuacion de un decaimiento exponencial. Las barras de error representan la
desviacion estandar de dos experimentos.
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Grdfica 8 Actividad de la enzima Y410E incubada durante 24 h con diferente concentracion de urea, en ausencia y
presencia de G6P 6.0 mM. Con fines comparativos, la tabla inserta muestra la concentracion de urea que provoca una
disminucion del 50% en la actividad inicial (C50) de las enzimas Wty la mutante Y410E. La actividad residual se midié como
se describe en la seccion de Material y Métodos. Las barras de error representan la desviacion estdndar de dos
experimentos

Referente a la inactivacion por el agente caotrdpico urea, la tabla de la grafica 8 muestra

gue en ausencia de G6P la mutante es ligeramente mas estable que la silvestre, pero que,
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en su presencia, como sucedio ante el calor, el sustrato no logra la estabilidad que le

proporciona a la ultima.

Debemos recordar que la sustitucion de Tyr por Glu en la posicion 410 de la G6PDHPa,
intentaba introducir dos nuevos puentes salinos al interior de cada dimero (entre E410 y
R398), y crear con ello una enzima estructuralmente mas estable y resistente a los factores
desnaturalizantes probados. Sin embargo, los resultados obtenidos sobre tolerancia hacia
el calor y hacia las altas concentraciones de urea muestran una enzima mutante con
practicamente la misma sensibilidad que la Wt, y aunque al igual que en esta ultima, la G6P
también promueve una mayor estabilidad estructural en Y410E, no llega a la que posee la
Wt. Considerando lo anterior, y con que se habia obtenido un nuevo modelo de la enzima,
con el programa AlphaFold 2, se realizé un nuevo analisis estructural para conocer si los
puentes salinos esperados estaban presentes. La Figura 12 muestra una de las regiones
de la proteina en donde se esperaria que E410 y R398 formaran uno de los enlaces
mencionados; desafortunadamente, considerando la disposicion espacial de estos dos

residuos, seria dificil pensar que formen un puente salino.

35



’

1/ ow

B Lys3$7, (5

Figura 12 Sitio en donde se esperaria que el residuo Glu410 de una de las subunidades de G6PDHPa, introducido por
mutagénesis sitio-dirigida, formara un puente salino con la Arg398 de la otra subunidad del dimero. Se muestra también
la Lys 179, que es esencial para la catdlisis, y los residuos Glul80 y Lys387, que forman un puente salino entre los
mondmeros del dimero. Modelo de GGPDHPa obtenido con AlphaFold 2 y renderizacion realizada con Chimera 1.4

Ademas, tomando en cuenta que en un estudio previo se demostré que la interaccion de la
G6PDHPa con el sustrato G6P modifica la estructura de la enzima (Benitez-Rangel et al.,
2020), también se determinaron los parametros verdaderos de la Y410E preincubada con
G6P (grafica 9).
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Grdfica 9 Curvas de saturacion para determinar los paradmetros cinéticos verdaderos de la mutante Y410E de G6PDHPa
preincubada con G6P. Curvas de saturacion con G6P a diferentes concentraciones constantes de NADP+ (A). Curvas de
saturacion con NADP+ a diferentes concentraciones de G6P (B). Las barras de error representan la desviacion estdandar de
dos experimentos. Los pardmetros cinéticos verdaderos obtenidos para Y410E modificada por G6P (ultima columna en C)
fueron calculados por regresion no lineal, realizando un ajuste global de los datos a las ecuaciones que se muestranen Ay
B, y como se menciona en el pie de la Figura 16. Con fines comparativos en la tercera columna se muestran los pardmetros
de la enzima mutante sin G6P, mientras que en la segunda y en la cuarta se presentan los de la Wt, preincubada sin y con

G6P, respectivamente.
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CONCLUSIONES

En la busqueda de G6PDHPa estructuralmente mas estable, se planted obtener, purificar y
caracterizar las mutantes sencillas L391E y Y410E. En teoria estas enzimas tendrian cuatro
puentes salinos, en lugar de los dos que posee la enzima silvestre entre las subunidades

que forman de cada uno de sus dimeros.

Durante la secuenciacion de los genes modificados por PCR, ademas de las variantes
buscadas se evidencio una tercera mutante, la doble Y410E/D232G, que resulté inactiva,
lo que sugiere que el residuo D232 juega un papel esencial en la enzima. Al igual que las
mutantes L391E y Y410E, esta doble mutante también fue purificada, y su futura

caracterizacion podria ayudar a conocer el papel especifico de este residuo.

La mutante sencilla L391E purificada resulta interesante al mostrarse mayoritariamente
como dimero activo, una estructura cuaternaria que presentan otras G6PDHs, como la
humana y la de algunas bacterias, como la de L. mesenteroides, pero que no habia sido
observada para la enzima de P. aeruginosa. El estudio de sus propiedades cinéticas y de
estabilidad estructural de esta mutante permitira conocer qué tan diferente es respecto a la
silvestre, que es tetramérica. También, si se cristalizara y se obtuviera su estructura
tridimensional por rayos X, podriamos saber de qué manera los cambios realizados en L391,
gue se localiza distante a la regiéon en donde se unen los dimeros, provoca la disociacion
de estos. Por ahora, el modelo estructural obtenido con el algoritmo de inteligencia artificial
AlphaFold 2, sugiere que el glutamico introducido en la posicion 391 de una de las
subunidades de G6PDHPa se repele con dos residuos, también &cidos, de la otra
subunidad que forma el dimero, descartando la formacion del puente salino entre E391 y

R421, que fuera sugerido al inicio de este trabajo.

Con relacion a la mutante Y410E, el estudio cinético y el de unién de G6P, como ligando
gue modifica la estructura de la enzima, indican que la mutacién afecta la afinidad de la
enzima por este sustrato. Junto con esto, el cambio del residuo aromético por el acido
origina una enzima que, a pesar de estabilizarse por G6P, en concentraciones saturantes
de este compuesto no alcanza la estabilidad que logra la silvestre frente a los agentes
desnaturalizantes utilizados. Estos resultados también descartan la existencia de un puente
salino entre E410 y R398 que pudiese conferirle mayor estabilidad, como se propusiera al
inicio de la investigacion, y el andlisis del modelo estructural de G6PDHPa obtenido con

AlphaFold 2, confirma esta idea.
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Proyecciones a futuro

- Se recomienda obtener y caracterizar la mutante sencilla D232G para dilucidar el

papel del residuo D232 en la funcion de la enzima.

- También, por las caracteristicas estructurales mostradas por la mutante L391E
obtenida en el presente estudio, se recomienda caracterizarla cinética y

estructuralmente.

- Considerando la vision estructural errbnea que, como aqui se constato, pueden
generan algunos modelos estructurales, y a pesar de contar con el novedoso
programa AlphaFold 2, se hace necesario intensificar los intentos para cristalizar
G6PDHPa y obtener su estructura tridimensional por rayos X. Lo anterior ayudaria
a conocer la forma en que las mutaciones aqui estudiadas afectan a la enzima, y a

disefiar con certeza otras mutantes de G6PDHPa.

- Logrado lo anterior, y con el objetivo inicialmente propuesto en este trabajo, de
obtener una enzima G6PDHPa con una mayor estabilidad estructural, se sugiere
disefiar y estudiar mutantes que posean enlaces disulfuro entre unidades de los

dimeros, y entre los dimeros mismos.
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