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RESUMEN

A pesar de que el estudio de las propiedades cinéticas de las enzimas aldehido
deshidrogenasas (ALDH) comenzd hace mas de medio siglo, aun se desconocen varias
propiedades funcionales de estas enzimas y lo que las origina. En este proyecto se estudio
experimentalmente a la betaina aldehido deshidrogenasa de Spinacia oleracea (SOBADH) y
ademas se realizaron simulaciones sobre el comportamiento cinético de las enzimas ALDH
en general. Los patrones de velocidad inicial con los sustratos NAD* y betaina aldehido
(BAL) mostraron que la SOBADH tiene un mecanismo secuencial y los resultados de
inhibicidn por producto que se tiene un mecanismo de liberacién al azar de los productos,
siendo la ruta preferida aquella en el que el NADH es el altimo en salir del sitio activo. Para
poder determinar el orden en la adicion de los sustratos, se realizaron los patrones de
inhibicién por analogos de los sustratos, AMP y colina. Los resultados indicaron que el
NAD™ es el primer sustrato en unirse a la enzima y BAL es el segundo. La SOBADH es
inhibida por ambos sustratos, NAD" y BAL de manera parcial. El grado de inhibicién por
BAL se favorecié a medida que aumentd la concentracion de NADH. Este resultado es
consistente con un mecanismo Bi Bi ordenado en estado estacionario en donde ocurre la
formacion de un complejo E-NADH-BAL del cual se libera NADH de manera mas lenta con
respecto a como se libera del complejo E-NADH. Comprender el comportamiento de la
enzima con el sustrato NAD* fue mas dificil debido a que se observé una atipica inhibicion
mixta en el patrén de inhibicion NADH frente a NAD™ y a la inhibicién parcial por NAD*.
La observacion de que el NADH inhibe la reacciéon y que al mismo tiempo contrarresta la
inhibicion por NAD™, nos sugirié que ambas moléculas compiten por las mismas formas de
la enzima, la enzima libre y el complejo E-tioéster. EI componente competitivo de la

inhibicion mixta del NADH frente a NAD* deriva de la uniéon de ambos nucleétidos a la



enzima libre, mientras que el componente incompetitivo deriva de la unién al complejo E-
tidester. La union del NAD™ al complejo E-tioéster explica la inhibicion por sustrato
incompetitiva por el NAD™, y el hecho de que esta sea parcial se explicaria si el NAD* unido
al complejo E-tioéster entorpeciera pero no impidiera a la molécula de agua catalitica realizar
el paso de hidrolisis. Asi mismo, nos intereso estudiar si el NADH, frente al NADP™, también
exhibia la atipica inhibicién mixta que habiamos observado frente al NAD™. Sin embargo e
inesperadamente, el NADH fue un inhibidor competitivo frente al NADP*. Esto podria
deberse a la mucha menor afinidad de la enzima por el NADP* respecto al NAD™, como se
determiné por fluorescencia (KgVAP* = 2.5 £ 0.3 uM y KgNAPP* = 709 + 62 uM). No se pudo
determinar la inhibicion por el NADPH, lo que sugiere que, en las condiciones de nuestros
ensayos, las concentraciones del complejo E-tioéster-NADP(H) son muy bajas. Ademas, a
partir de simulaciones usando las ecuaciones apropiadas para diferentes mecanismos,
mostramos que cuando la inhibicion por sustrato se ignora, se subestima el valor de Vmax Y
Km mientras el valor de Vmax/Km se sobrestima. Concluimos que omitir el estudio de la
inhibicion por sustrato también provoca errores en la estimacion de las constantes de

inhibicion y en la determinacion del mecanismo cinético.






. INTRODUCCION

I.1. Generalidades de las enzimas aldehido deshidrogenasas

I.1.1. Funcion general de las enzimas aldehido deshidrogenasas

Las enzimas de la superfamilia de aldehido deshidrogenasas (ALDH; EC 1.2.1.) catalizan la
reaccion de oxidacion de aldehidos alifaticos y aromaticos, enddgenos o exdgenos, con la
concomitante reduccion del NAD(P)*, y juegan un papel importante en procesos fisiol6gicos
y de desintoxicacion. Estas enzimas poseen una gran distribucién dentro de los tres dominios
de la vida (Sophos y Vasiliou, 2003; Julian-Sanchez et al., 2007; Jackson et al., 2011) y
dentro de la célula (Hanson et al., 1985; Liu y Schnable, 2002; Ashibe et al., 2007; Moore et
al., 2009; Stagos et al., 2010; Diaz-Sanchez et al., 2012; Singh et al., 2013; Krupenko et al.,

2015).

Durante la reaccion, las enzimas ALDH forman un enlace tioéster entre el tiol de la cisteina
catalitica y el carbono carbonilico del sustrato aldehido. Con base en el nucle6filo que utilizan
para romper dicho enlace se pueden clasificar en 1) hidroliticas, 2) CoA-acilantes y 3)
fosforilantes. Las enzimas hidroliticas utilizan como nucle6filo una molécula de agua para
dar lugar a la formacion de un acido carboxilico, las CoA- acilantes utilizan el grupo tiol de
la coenzima A (CoA) para formar acil-CoA y las fosforilantes utilizan una molécula de

fosfato inorganico para producir un acil-fosfato.



En el Esquema 1 se representa la reaccion catalizada por la enzima que se estudio en este
trabajo, la betaina aldehido deshidrogenasa de espinaca (SOBADH) que sirve para ilustrar la
reaccion catalizada por las enzimas ALDH hidroliticas. La SoBADH, en condiciones
fisioldgicas, utiliza como sustratos al NAD" y a la betaina aldehido (BAL) para producir
glicina betaina (GB) y NADH. Sin embargo, también es capaz de utilizar otros -

aminoaldehidos como sustratos (Diaz-Sanchez et al., 2012).

g i O 2H 0
H,N _N: | SoBADH
R
NAD* BAL GB NADH

Esquema 1. Reaccion catalizada por las enzimas ALDH hidroliticas. Se muestra como

ejemplo la reaccion que realiza la SOBADH.

1.1.2. Estructura general de las enzimas aldehido deshidrogenasas

Las enzimas ALDH reportadas a la fecha son enzimas diméricas, tetraméricas o con poca
frecuencia hexameéricas, de alrededor de 500 aminoacidos por subunidad. Las estructuras
cristalograficas muestran que las diferentes enzimas ALDH tienen un plegamiento muy
similar y que poseen un dominio de oligomerizacion, otro de unién al nucleétido y uno
catalitico en cada subunidad (Liu et al., 1997; Steinmetz et al., 1997). EI dominio de

oligomerizacion es una extension del dominio de unién a la coenzima que permite la
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formacion y estabilizacion de la unidad dimérica (Liu et al., 1997; Johansson et al., 1998).
El dominio de unién al nucle6tido consiste en cinco hebras a/p abiertas, una variante del
plegamiento Rossmann tipico (Rossmann et al., 1974) debido a que carece del tltimo motivo

af (Luietal., 1997).

Se ha propuesto que la preferencia por el nucle6tido en muchas de estas enzimas se debe al
residuo que se encuentra en la posicion 195 (numeracion de la ALDH2 de humano;
Gonzéalez-Segura et al., 2015). Un Glu en dicha posicion adopta generalmente una
conformacién que reduce el tamafio de la cavidad donde entraria el grupo 2’-P de la ribosa
de la adenosina del NADP* y ademas posee una carga negativa; como resultado, estas
enzimas tienen en general una preferencia por NAD" sobre NADP*. La flexibilidad
conformacional del Glul95 estd permitida o restringida por los residuos cercanos,
particularmente el de la posicion 224 y los de las posiciones 37 y/o 53 (numeracion de la
ALDH2 de humano; Figura 1). Cuando en estas posiciones existe un residuo mas pequefio
y sin carga, el Glu195 puede moverse a una posicion en la que permite que se acomode el
grupo 2°-P del NADP™ y no haya repulsion electrostatica, lo que resulta en que el NADP* se

una igual o mejor que el NAD™ (Gonzalez-Segura et al., 2009; Gonzalez-Segura et al., 2015).



Figura 1. Union del NAD* en la SoBADH
(PDB 4A0M). Los aminoécidos se sefialan
con su abreviatura y el nimero de residuo al
que corresponden en la SoBADH. El
namero entre paréntesis se refiere a la
numeracion de la ALDH2 humana. Figura

modificada de Gonzélez-Segura et al.

(2015).

En el dominio catalitico se encuentran dos tineles que estan conectados, el de entrada del
aldehido y el de entrada del nucle6tido (Figura 2). En todas las enzimas ALDH se encuentran
de manera conservada los residuos cataliticos Cys302 y Asn169 (numeracion de la ALDH2
de humano; Hempel et al., 1993). Las enzimas ALDH hidroliticas poseen ademas un residuo
catalitico conservado, Glu268 (numeracion de la ALDH2 de humano) que no esta presente

en las enzimas CoA-acilantes (Stines-Chaumeil et al., 2006).



Figura 2. Modelo representativo del

sitio activo de las enzimas ALDH. A,

C sitio activo de la betaina aldehido

ALDH2, 1002 deshidrogenasa de Pseudomonas

(H. sapiens)
aeruginosa: 1) tunel de entrada del
aldehido; 2) nucledtido; 3) tanel de entrada
de nucled6tido; 4) betaina aldehido; 5) Cys
catalitica. Figura modificada de Diaz-
Sanchez et al. (2011). B, modelo del sitio
activo de la SOBADH donde se muestra la
posicion méas favorable del grupo trimetilamonio del BAL. La Cys291 y la Asnl159
(numeracién de la SOBADH) corresponden a los residuos cataliticos. Figura tomada de Diaz-
Sanchez et al. (2012). C, region del sitio activo de la ALDH2 de humano en donde se

muestran las interacciones del residuo catalitico Glu268 (humeracion de la ALDH2). Figura

tomada de Mufioz-Clares et al. (2015).



1.1.2.2. Triada catalitica en las enzimas aldehido deshidrogenasas hidroliticas

Cys catalitica: realiza el ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del sustrato
aldehido. Puede adoptar dos conformaciones: 1) “en descanso” cuando su cadena lateral esta
en una posicién en la que no puede realizan el ataque nucleofilico sobre el sustrato aldehido
y 2) “en ataque” cuando la cadena lateral se encuentra en la posicion correcta para realizar el

ataque nucleofilico (Figura 2; Gonzalez-Segura et al., 2009).

Asn catalitica: el grupo amida de su cadena lateral forma la cavidad del oxianion junto con
el nitrégeno amidico de la Cys catalitica. En esta cavidad se estabiliza mediante puentes de
hidrégeno el intermediario tiohemiacetal tetraédrico generado en la reaccion (Figura 2;

Steinmetz et al., 1997).

Glu catalitico: es una base muy importante en las enzimas ALDH hidroliticas. Puede adoptar
tres conformaciones (Gonzalez-Segura, et al., 2009): 1) “adentro” debido a que esta en
posicion para abstraer el protdn de la Cys catalitica para dar lugar al nucle6filo tiolato, aunque
se debate que esto ocurra (Mufioz-Clares et al., 2017); 2) “intermedia”, es la posicion en la
que puede abstraer el proton de la molécula del agua hidrolitica y 3) “afuera” que podria

participar en la descarga del proton que la cadena lateral del Glu toma del agua hidrolitica.

Algunas enzimas ALDH pueden ser clasificadas como w-aminoaldehido deshidrogenasas

(AMADH) debido a que son capaces de utilizar como sustrato aldehidos con grupos -



amino. Una de estas enzimas es la SOBADH que, como otras de estas enzimas, posee en su
sitio activo una “caja de aromaticos” formada por residuos aromaticos cuyas nubes
electronicas dan estabilidad al grupo amino del aminoaldehido cargado positivamente
mediante interacciones cation-z (Figura 2; Diaz-Sanchez et al., 2012). Todas las enzimas
AMADH poseen un tanel de entrada del aldehido con potencial electrostéatico negativo que
favorece la unién de sustratos con grupo amino. Por otra parte, las enzimas ALDH que usan
sustratos no polares o cargados negativamente presentan potenciales electrostaticos neutros

0 positivos (Riveros-Rosas et al., 2013).

Resultados de cristalografia y de resonancia magnética nuclear indican que el nucleétido
unido al sitio activo de las enzimas ALDH posee flexibilidad conformacional gue es crucial
para la catalisis (Hammen et al., 2002; Perez-Miller y Hurley, 2003). El NAD(P)* unido
dentro del sitio activo de las enzimas ALDH adopta una conformacion extendida que permite
la oxidacion del sustrato, a esta conformacion se le denomina “HT” o de transferencia del
hidruro. Por otra parte, el NAD(P)H se ha encontrado en varias conformaciones que estan
méas o0 menos plegadas o cuyo anillo de nicotinamida esta ligeramente desplazado de la
posicién que ocupa el anillo del nucleétido oxidado. A este conjunto de conformaciones se
les llama genéricamente conformacién “Hyd” o de hidrdlisis, ya que permiten que se coloque
en posicion adecuada la molécula de agua hidrolitica y que, por tanto, ocurra el paso de
hidrolisis en la reaccion (Perez-Miller y Hurley, 2003; Mufioz-Clares et al., 2011; Figura 3).
La mayoria de las enzimas ALDH son NAD"-especificas, pero también se han reportado
algunas NADP*-especificas (Ahvazi et al., 2000; Cobessi et al., 2000; Perozich et al., 2000)
y otras enzimas son capaces de usar ambos nucleo6tidos de manera eficiente (\VVelasco-Garcia

et al., 2000; Mori et al., 2002; Inagaki et al., 2006).



Glu268

Figura 3. Flexibilidad conformacional del nucleétido unido en las enzimas ALDH.
Modelo de las conformaciones de los nucledtidos que se han encontrado en diferentes
estructuras en el sitio activo de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa de P. aeruginosa
(PDB 3ZQA). HT, conformacion de transferencias del hidruro del NAD(P)"; Hyd,
conformacién de hidrolisis del NAD(P)H. En morado, NADH observado en la estructura de
la ALDH2 de humano (PDB 1000); en verde, NAD" en otra estructura de la ALDH2 de
humano (PDB 1000); en azul, NADPH en la estructura de la betaina aldehido
deshidrogenasa de P. aeruginosa (PDB 3ZQA); en naranja, NADPH en la estructura de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante de Streptococcus mutans (PDB

1QI1). Figura tomada de Diaz-Sanchez et al. (2011).



1.1.3 Mecanismo de reaccion general de las aldehido deshidrogenasas hidroliticas

Las enzimas ALDH hidroliticas catalizan la reaccién deshidrogenasa para la oxidacion de
aldehidos a sus correspondientes &cidos carboxilicos, con la concomitante reduccion del
NAD(P)*. ElI mecanismo de reaccion de las enzimas ALDH hidroliticas es una catalisis
covalente que, una vez que el nucleotido oxidado y el aldehido estan unidos al sitio activo,
puede ser descrito en dos etapas (Feldman y Weiner, 1972), la acilacion (pasos 1y 2) y la
desacilacion (pasos 3y 4). En el Esquema 2 se describen los pasos minimos del mecanismo
de reaccion de las enzimas ALDH hidroliticas.

(1) Formacion del

tiohemiacetal

*  H,N H,N
NAD(P)* H, Tp——

/\N+/ \ / \N4/ \

— S

Intermediario

H
E s H  Aldehido E sU_r
)_R tiohemiacetal
o o,

NAD(P)H (4) Liberacion de (2) Transferencia
- productos del hidruro
R
O Apq:
Acido H,N NAD(P)H NAD(P)H H,N
/\N S AN N 0
=~ H H X
d |
s e
E \'/R " E 8 R
’_C o \4_-—/ h_C \Lr
(3) Hidrolisis del Intermediario

Intermediario

tetraédrico tioéster tioéster

Esquema 2. Mecanismo de reaccion general de las enzimas ALDH hidroliticas. Figura

adaptada de Mufioz-Clares et al. (2011).



1) Ataque nucleofilico del tiol de la Cys catalitica sobre el carbono carbonilico del sustrato
aldehido, lo que resulta en la formacion de un tiohemiacetal, un intermediario covalente

tetraédrico.

2) Transferencia del hidruro al C4 del anillo de nicotinamida del NAD(P)* por la oxidacion
del tiohemiacetal, lo que resulta en la formacion de un tioéster, un intermediario covalente

trigonal.

3) Ataque nucleofilico por un ion hidroxilo sobre el intermediario tioéster, formando un

segundo intermediario tetraédrico.

4) Rearreglo electronico que lleva a la ruptura del enlace S-C y a la consiguiente liberacion

del producto &cido, seguida de la liberacion del NAD(P)H.

Muchas enzimas ALDH hidroliticas también pueden catalizar la reaccién de hidrolisis de
ésteres en sus correspondientes alcoholes y acidos, aunque esta Gltima no es una reaccion que
tenga lugar in vivo (Weiner et al., 1976; Mufioz-Clares et al., 2010). EI mecanismo para la
reaccion esterasa y deshidrogenasa es esencialmente el mismo, excepto que la reaccion

esterasa no requiere de nucleétido ya que la transferencia del hidruro no sucede.

Se ha propuesto el paso limitante de la velocidad s6lo para las enzimas ALDH1, ALDH2 y
ALDH3 el cual difiere entre ellas. Podria ser la disociacion de la coenzima para la ALDH1
de higado de oveja (Blackwell et al., 1987), la desacilaciédn, es decir, la hidrélisis del enlace
tioéster, para las enzimas ALDH2 de higado de caballo y humano (Feldman y Weiner, 1972;

Weiner et al., 1976; Wang y Weiner, 1995) y la transferencia del hidruro para la ALDH3 de
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estobmago de humano (Mann y Weiner, 1999). Si el paso limitante de la reaccion ocurre
después de la formacion del intermediario acil-enzima, es decir, después de la transferencia
del hidruro, se observara un estallido (“burst”) en la formacion de NAD(P)H en el primer
ciclo catalitico, como se ha reportado para la ALDH1 y la ALDH2 (Weiner et al., 1976;
Blackwell et al., 1987). En contraste, no se observara un estallido si no existe un paso

limitante, o si este se encuentra antes o en el paso de transferencia del hidruro.

I.1.4. Mecanismo cinético de las enzimas aldehido deshidrogenasas hidroliticas

El mecanismo cinético para la actividad deshidrogenasa de la mayoria de las enzimas ALDH
hidroliticas es Bi Bi ordenado en estado estacionario, en el que el nucleétido oxidado es el
primer sustrato en unirse a la enzima y el nucledtido reducido es el ultimo producto en ser
liberado del sitio activo (Duncan y Tipton, 1971; Feldman y Weiner, 1972; Sidhu y Blair,
1975; MacGibbon et al., 1977; Vallari y Pietruszko, 1981; Forte-McRobbie y Pietruszko,
1989; Henehan y Tipton, 1992; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993; Kang y Cho, 1994;
Lee et al., 1995; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000; Marchal et al., 2000; Chen et al.,

2014; Kumar et al., 2015; Cardona-Cardona, 2017).

Ademas de los mecanismos Bi Bi ordenados, se han descrito mecanismos al azar que
presentan cierta preferencia por unir primero al nucleétido (Sidhu y Blair, 1975; Velasco-
Garcia et al. 2000). También se han descrito mecanismos Ping Pong (Mori et al., 1980;
Falkenberg y Stram, 1990; Boch et al., 1997) que pueden ser cuestionables debido a que se

propusieron Gnicamente por obtener lineas paralelas en los graficos de dobles reciprocos de
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los patrones de velocidad inicial. Se pueden obtener lineas aparentemente paralelas en
mecanismos secuenciales cuando Kia << Ky, (Cleland, 1977; Falkenberg y Strgm, 1990), lo
que ocurre en algunas enzimas ALDH (Cardona-Cardona, 2017; Rueda-Sanabria, 2017), e
incluso pueden obtenerse si no se considera la inhibicion por sustrato, que también es muy
frecuente en estas enzimas. Ademas, un mecanismo ping-pong no es consistente con el
mecanismo quimico propuesto para las enzimas ALDH hidroliticas puesto que implica la
transferencia de un hidruro y no existe un aminoacido que pueda tomarlo, sino que debe pasar
directo del tiohemiacetal hacia el NAD(P)*. Asi, la transferencia del hidruro requiere que
ambos sustratos estén unidos a la enzima al mismo tiempo, por lo que el mecanismo debe ser

secuencial.

1.1.4.1. Inhibicién por NADH en las enzimas aldehido deshidrogenasas hidroliticas

En forma consistente con el mecanismo ordenado propuesto, la mayoria de las enzimas
ALDH hidroliticas presentan inhibicion competitiva por el NADH frente al NAD", salvo las
enzimas ALDH1 de bovino (MacGibbon et al., 1977), ALDH10 de Amaranthus
hypochondriacus (\Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993), ALDH10 de Glycine max (Kang
y Cho, 1994), ALDH?9 de rifién de cerdo (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000), ALDH9
de Pseudomonas aeruginosa (\VVelasco-Garcia et al., 2000) y la ALDH3 de humano (Perozich

et al., 2000), las cuales muestran inhibicion mixta.

La inhibicion mixta por NADH frente al NAD* en un mecanismo Bi Bi ordenado en estado

estacionario en la betaina aldehido deshidrogenasa de A. hypochondriacus se considerdé como
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la primera evidencia experimental de un mecanismo Iso (\Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares,
1993) cuya existencia habia sido propuesta por Cleland (1963). En un mecanismo cinético
Iso existen dos formas isoméricas de la enzima libre que estan en equilibrio, una de las cuales
une al sustrato y la otra al Gltimo producto de la reaccion, de manera que una vez que se
libera este producto, la enzima debe isomerizarse a la forma que une al sustrato para que
comience un nuevo ciclo catalitico. Este mecanismo podria explicar la inhibicion mixta por
NADH frente al NAD" y asi se explico para algunas de ellas (\VValenzuela-Soto y Mufioz-
Clares, 1993; Kang y Cho, 1994; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000). Sin embargo, tras
conocerse las estructuras tridimensionales de las enzimas ALDH, parece que la
isomerizacién de la enzima libre que define a los mecanismos Iso es improbable en estas

enzimas.

Debido a que en algunas enzimas ALDH que muestran inhibicion mixta por NADH frente al
NAD™" se ha observado la formacién de un aducto covalente NAD(P)H-cisteina catalitica
(Diaz-Sanchez et al., 2011), surgio la propuesta de que el componente incompetitivo de la
inhibicién mixta podria deberse a la inactivacion de la enzima por la formacion de este
aducto, ya que retiraria enzima activa del ciclo catalitico normal (Mufioz-Clares et al., 2010).
Este Gltimo mecanismo también podria explicar la progresiva y reversible inactivacion de la
enzima por el nucleétido reducido bajo condiciones cataliticas y no cataliticas (Mufioz-Clares
et al., 2010; Diaz-Sanchez et al., 2011). Como consecuencia, el componente incompetitivo
de la inhibicién mixta por NADH frente al NAD™ pudiera ser relevante en la regulacion de

las enzimas ALDH que lo presenten.
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1.1.4.2. Inhibicidn por sustrato en las enzimas aldehido deshidrogenasas hidroliticas

La saturacion de una reaccion enzimatica se representa graficando la velocidad de formacion
del producto en funcién de la concentracion del sustrato. En muchos casos se obtiene una
curva hiperbdlica tipica, llamada cominmente de Michaelis-Menten, que corresponde con
una grafica de Lineweaver-Burk o de dobles reciprocos lineal. Pero en un ndmero
sorprendentemente elevado de enzimas, las curvas de velocidad frente a la concentracién de
sustrato aumentan hasta un maximo y luego disminuyen a medida que aumenta la
concentracion del sustrato. Especificamente en las enzimas ALDH, la inhibicién por el
sustrato aldehido tiene una alta incidencia y hay numerosos reportes que lo indican (Duncan
y Tipton, 1971; Sidhu y Blair, 1975; Rivett y Tipton, 1981; Hart y Dickinson, 1982;
Blackwell et al., 1983; Forte-McRobbie y Pietruszko 1986; Dickinson, 1986; Gillyon et al.,
1987; Falkenberg y Strgm; 1990; Henehan y Tipton; 1992; Vojtéchova et al., 1997a;
Voijtéchova et al., 1997b; Boch et al., 1997; Marchal et al., 2000; Livingstone et al., 2003;
Samsonova et al., 2005; Wang et al., 2009; Long et al., 2009; Kopec¢ny et al., 2011; de
Carvalho et al., 2011; Diaz-Sanchez et al., 2012; Kope¢ny et al., 2013; Chen et al., 2014;
Park et al., 2014; Jang et al., 2015; Tuck et al., 2016) pero no ha sido caracterizada con
detalle en la mayoria de los estudios. Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar
la inhibicion por el sustrato aldehido: 1) formacién de un complejo ternario no productivo E-
NAD(P)H-aldehido del cual se puede liberar NAD(P)H (Rivett y Tipton, 1981; Hart y
Dickinson, 1982; Dickinson, 1986; Vojtéchova et al., 1997b); 2) union del aldehido a la
enzima libre en competencia con el nucle6tido (Henehan y Tipton; 1992; Jang et al., 2015);
3) unidn incorrecta del aldehido en su sitio de unién ya sea adoptando una conformacion no

productiva (Chen et al., 2014) o uniéndose dos moléculas de aldehido (Kopecny et al., 2011);

14



y 4) union del sustrato a un sitio alostérico inhibidor (Forte-McRaobbie y Pietruszko 1986).
Por otra parte, la inhibicion por el sustrato nucle6tido también ocurre, pero ha sido menos

documentada (\Velasco-Garcia et al., 2000).

Muchos enzimologos consideran que la inhibicion por sustrato es, en general, un fenémeno
sin relevancia fisiologica debido a que se presenta en concentraciones de sustrato mas altas
que las que se considera que existen in vivo. Sin embargo, existen casos documentados en
los que este tipo de inhibicidn si posee importancia para la regulacién in vivo de enzimas
(Reed et al., 2010). Ademas, es muy importante considerar tal inhibicion cuando se esta
caracterizando cinéticamente a una enzima porque cuando se usan concentraciones de
sustrato que aparentemente son subinhibitorias, o que es una practica comun para tratar de
evitar esta complejidad del mecanismo cinético, los valores estimados de los parametros
Vimax, Km ¥ Vmax/Km son erréneos e incluso lo son los patrones de inhibicion y, por lo tanto,
se pueden cometer errores significativos en la deduccion del mecanismo cinético (Mufoz-

Clares y Casanova-Figueroa, 2019; ver X. Anexo).

1.2. Antecedentes sobre la betaina aldehido deshidrogenasa de espinaca, SOBADH

La betaina aldehido deshidrogenasa de espinaca (Spinacia oleracea; SOBADH) tiene como
funcién fisioldgica la sintesis de glicina betaina (GB) a partir de la oxidacién de la betaina
aldehido (BAL), aungque también es capaz de utilizar in vitro a otros sustratos aldehido (Diaz-
Sanchez et al., 2012). GB es un osmolito compatible u osmoprotector que ayuda a

contrarrestar el estrés osmético causado por escasez de agua, salinidad y bajas temperaturas
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en una gran variedad de organismos como bacterias, animales y plantas (Pan et al., 1981,
Landfald y Strem, 1986; Petronini et al., 1992; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994). Es
considerado como el més eficiente osmoprotector conocido (Courtenay et al., 2000),
actividad que es atribuida a sus caracteristicas como zwitterion y a su alta solubilidad en agua
(Chambers y Kunin, 1985). En plantas, la sintesis de GB ocurre en el estroma del cloroplasto
(Hanson et al., 1985) a partir de la oxidacion en dos pasos de la colina: 1) el grupo alcohol
de la colina es oxidado a aldehido (BAL) en la reaccién catalizada por la enzima colina
monooxigenasa (CMO; EC 1.14.15.7; Burnet et al., 1995; Carrillo-Campos et al., 2018), y
luego el grupo aldehido del BAL es oxidado al grupo &cido del GB por la betaina aldehido
deshidrogenasa (BADH; EC 1.2.1.8; Hanson et al., 1985; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares,

1994, Diaz-Sanchez et al., 2012; Mufioz-Clares et al., 2014; Mufioz-Clares et al., 2015).

En cuanto a su estructura, la SOBADH es una ALDH dimérica cuyo plegamiento y topologia
son muy similares a los que se encuentran en todas las enzimas ALDH con estructura
tridimensional conocida; mientras que el andlisis filogenético la coloca dentro de la familia

ALDH10 (Vasiliou et al., 1999; Diaz-Sanchez et al., 2012).
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I1. JUSTIFICACION

Las enzimas ALDH juegan un papel esencial en procesos fisiologicos y también se les
considera como objetos biotecnoldgicos de alta relevancia. Sin embargo, a pesar de que el
estudio de sus propiedades cinéticas comenzo hace mas de medio siglo, aun se desconocen
varias propiedades funcionales de estas enzimas y lo que las origina. El objeto de estudio de
este trabajo fue la enzima SoBADH, la cual presenta inhibicién por ambos sustratos y la
atipica inhibicion mixta por NADH frente al NAD*. Con este estudio se buscé describir la
cinética de la SOBADH a fondo, explicarla en términos cinéticos y relacionarla con su
estructura tridimensional. Ademas, a partir de simulaciones, se validaron algunos resultados
de interés que pueden utilizarse como una herramienta de comparacion e inferencia del

comportamiento cinético de otras enzimas ALDH.

111. HIPOTESIS

En este trabajo se plantearon dos hipétesis:

1) La inhibicién mixta por NADH frente al NAD* en la SOBADH se debe a la formacion de

complejos no productivos involucrados en la inhibicion por sustrato.

2) Ignorar la inhibicion por sustrato conlleva a la estimacion erronea de los parametros
cinéticos (Vmax, Km Y Vmax/Km) Yy @ la incorrecta determinacion del mecanismo cinético en las

enzimas ALDH en general.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general
Explicar el comportamiento cinético de la SOBADH determinando sus propiedades cinéticas

a profundidad.

IV.2 Objetivos particulares

- Caracterizar la inhibicion por NADH frente al NAD*.
- Caracterizar la inhibicion por los sustratos NAD* y BAL.

- Proponer un mecanismo cinético que sea consistente con los resultados cinéticos y las

estructuras cristalograficas reportadas.

- Realizar simulaciones de los posibles mecanismos de inhibicion por sustrato para validar
algunos resultados de interés que pueden utilizarse como una herramienta de comparacion e

inferencia del comportamiento de otras enzimas ALDH.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Materiales

HEPES, KOH, etilénglicol, 2-mercaptoetanol, EDTA, cloruro de betaina aldehido (BAL), 3-
aminopropionaldehido (APAL) dietilacetal, NAD*, NADP*, NADH, NADPH, GB, AMP y

colina se obtuvieron de Sigma-Aldrich México.

V.2 Determinacion de la concentracion de ligandos

La concentracion de NAD(P)(H), AMP, BAL y APAL se determinaron por
espectrofotometria. NAD(P*) fue medido a 260 nm (g260 nm = 18,000 M x cm™), NAD(P)H
a 340 nm (&340 nm = 6,200 Mt x cm™) y AMP a 260 nm (g260 nm = 15,000 Mt x cm™). La
concentracion de BAL y APAL se determind mediante la medicion del NADH producido
después de la oxidacion completa del aldehido por medio de un ensayo con una concentracion
de NAD" en exceso. EI APAL se obtuvo a partir de la hidrolisis del correspondiente

dietilacetal usando el método descrito por Flores y Filner (1985).

V.3 Obtencion de la SOBADH purificada a homogeneidad

La SoBADH recombinante se sobre-expresd en células de Escherichia coli BL21(DE3)
(Agilent) que habian sido transformadas con el plasmido pET-28-SoBADH el cual contiene
la secuencia completa del gen de la badh de espinaca con una etiqueta de histidinas en el
extremo N-terminal (Diaz-Sanchez et al., 2012). La enzima se purifico a homogeneidad

como se reporto previamente (Diaz-Sanchez et al., 2012). La concentracion de SOBADH se
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determino por espectrofotometria a 280 nm usando un valor de €280 nm = 86,400 M x cm™,
determinado a partir del andlisis de la secuencia de aminoacidos con ExXPASy ProtParam

(Gasteiger et al., 2003).

V.4. Estudios cinéticos

Los estudios de velocidad inicial se hicieron a 30 °C y a pH 8.0 en un amortiguador
compuesto por HEPES-KOH 100 mM y EDTA 1 mM. Las concentraciones de ligando que
se utilizaron se especifican en los resultados. Todos los ensayos se iniciaron con la adicién
de la enzima. La actividad se determind siguiendo el cambio en la absorbancia a 340 nm, que
es la longitud de onda del pico maximo de absorcién del NAD(P)H. El tiempo que se
consider6 como velocidad inicial fueron los primeros 12 segundos de la reaccion.
Curiosamente, cuando se afiadié un inhibidor en el medio de reaccidn, se presentd una fase
de retraso (5 a 12 segundos) que fue haciéndose méas grande a medida que la concentracion

de inhibidor aumento.

Los datos mostrados en las graficas son el promedio y la desviacién estandar de al menos 4
mediciones que pertenecen a dos experimentos independientes que se realizaron en un
espectrofotometro Beckman DU-65. Mediante Microcal Origin 5.0 se estimo el valor de los
pardmetros cinéticos con regresion no lineal. El andlisis se hizo con los gréficos directos y
de dobles reciprocos mediante las ecuaciones correspondientes

Michaelis-Menten Ecuacién 1

Vmax [S]

Vg =
K + [S]
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Bi Bi ordenado en estado estacionario Ecuacién 2

Vimax[A] [B]

UO =
KiaKmB + KmB [A] + KmA [B] + [A] [B]
Inhibicion competitiva total Ecuacion 3
I Vmax [S]
D k(1) 1
m(1tg.) + 1]
Inhibicion incompetitiva total Ecuacion 4
P Vmax [S]
0 =
Kn + 18] (1 +,[(i])
mu
Inhibicion mixta total Ecuacion 5
S Vinax [S]
0 =
Km<1+%) + [S] (1 +1[<i])
L [A7A
Inhibicidn por sustrato incompetitiva Ecuacion 6
S
Vnax [S1( 1+ 8 (1)
KIS
UO ==
Kn +15] (14 1[(%)
Hill Ecuacion 7
_ Vmax[s]nH
YT St [T
Hill con inhibicién por sustrato total Ecuacion 8
v _ Vmax[s]nH
0 =
Sos™ + 51 (1+ )
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Bi Bi ordenado en estado estacionario con inhibiciébn por sustrato
competitiva total Ecuacion 9

Vimax[A] [B]

KiaKom, (1 +%) + Ky [A] + Ky, [B] (1 +%) + [A] [B]

U():

Bi Bi ordenado en estado estacionario con inhibiciébn por sustrato
incompetitiva total Ecuacion 10

Vimax[A] [B]

KiaKmg + Kmg[A] + K, [B] + [A] [B] (1 +%)

UOZ

Bi Bi ordenado en estado estacionario con inhibicion por sustrato

incompetitiva parcial Ecuacion 11

Vnax[A] [B] (1 + %])

KioKmg + Kmy[A] + K, [B] + [A] [B] (1 +@)

v0=

En estas ecuaciones vo es la velocidad inicial, Vmax la velocidad méaxima, [S] la concentracion
de un sustrato cualquiera, Km la constante de Michaelis-Menten que corresponde a la
concentracion de sustrato con la cual se obtiene la mitad de la Vmax €n una saturacion
hiperbdlica, [A] y [B] son las concentraciones del primer y segundo sustrato en unirse a la
enzima, respectivamente, en una reaccion bisustrato ordenada, Kia la constante de disociacion
del primer sustrato en unirse a la enzima, Kma y Kmg las constantes de Michaelis-Menten
para el primer y segundo sustrato en unirse a la enzima, respectivamente, [I] la concentracion
de inhibidor; Kic y Kiu las constantes de inhibicion de un inhibidor competitivo e
incompetitivo, respectivamente, B el factor que indica la proporcion por la que baja la Vimax

real cuando la enzima es inhibida por sustrato, Kis la constante de inhibicion de un sustrato
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cualquiera, So.s la concentracion de sustrato con la cual se obtiene la mitad de la Vmax €n una
cinética de saturacion sigmoidal y nu el namero de Hill. El producto B X Vmax da como

resultado el parametro Vmaxi que se reporta en los resultados.

V.5. Inhibicién por NADH en las reacciones NAD(P)*-dependientes

La inhibicion por NADH en las reacciones NAD* y NADP*-dependientes se hizo bajo
condiciones en las que se obtuviera una velocidad inicial similar en ausencia de inhibidor. Se
vario la concentracion de NADH a concentraciones fijas de NAD* 10 uM y BAL 100 uM en
la reaccion NAD"-dependiente, mientras que en la reaccion NADP*-dependiente se utilizé

NADP* 3,250 uM y BAL 100 uM. Los datos en ambos casos se ajustaron a la Ecuacion 12.

v = _Volso Ecuacion 12
b I+ (1]

en donde vies la velocidad inhibida, vo la velocidad inicial, Iso es el valor de concentracion
de inhibidor al que la velocidad de la reaccion se reduce a la mitad de la que existe en ausencia

del inhibidor e [I] es la concentracion del inhibidor.

V.6. Determinacion de constantes de disociacion por fluorescencia

Las constantes de disociacion de los complejos binarios NAD(P)(H)-enzima se determinaron
midiendo el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la proteina provocada por la union
del nucledtido. La excitacién de la proteina se hizo a 296 nm en un espectrofluorémetro Ollis

DM45 con anchos de banda de 2.5 nm (excitacion) y 5 nm (emisién). Los experimentos se
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hicieron a una concentracion de 4.6 UM de sitios activos de SOBADH determinados a partir
del andlisis de la secuencia de aminoacidos con EXPASy ProtParam (Gasteiger et al., 2003),
en un amortiguador HEPES 50 mM, pH 6.9 con KCI 50 mM, etilénglicol 10 % (v/v) y 2-
mercaptoetanol 10 mM a una temperatura de 30 °C. Para la titulacion con el nucleétido se
hicieron adiciones consecutivas de 1 pL de una solucion concentrada. Después de cada
adicidn, se agitdé por un minuto para asegurarnos de que la union habia llegado al equilibrio.
Debido a que no hubo un corrimiento en la longitud méxima de emision de la proteina durante
la titulacion por ninguno de los nucledtidos, los valores de Kq se determinaron a partir del
cambio en la intensidad de la fluorescencia a una longitud de onda especifica (340 nm). Los
datos de fluorescencia obtenidos se corrigieron considerando el efecto de la dilucion y la
absorbancia del nucle6tido afiadido en las longitudes de excitacion y emision (filtro interno;
Ecuacion 13). Los datos del cambio en la fluorescencia con respecto a la preparacion sin

nucleétido afiadido se ajustaron a la Ecuacion 14.

F.=F x 10[(Aex+4em)/2] _
¢ obs Ecuacioén 13

AFyay [L]
Ky, + [L]

AF = Ecuacion 14

En donde Fc es la fluorescencia corregida, Fobs la fluorescencia de la enzima en presencia
del nucleétido corregidas por la dilucién con el amortiguador, Aex Y Aem las absorbancias a
las longitudes de onda de excitacion y emision también corregidas por la dilucion con el
amortiguador, AF el cambio en la fluorescencia observada, AFmax el cambio maximo en la
fluorescencia, [L] la concentracion de ligando y Ka la constante de disociacion del ligando

del complejo que forma con la proteina.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Determinacion de los pardmetros cinéticos de la reaccion NAD*-dependiente a

concentraciones de NAD* y BAL subinhibitorias

VI.1.1. Patrones de velocidad inicial a concentraciones de NAD™ y BAL subinhibitorias

La reaccion catalizada por la SOBADH, al igual que el resto de las enzimas ALDH
hidroliticas, es esencialmente irreversible por lo que las velocidades iniciales se midieron
Unicamente en el sentido en el que NAD* y BAL son los sustratos y GB y NADH son los
productos (Esquema 1). Los datos de velocidad inicial a concentraciones subinhibitorias de
ambos sustratos se ajustaron de manera global a la Ecuacion 2 y se muestran en la Figura 4.
Los parametros cinéticos obtenidos como resultado de los ajustes se reportan en la Tabla I.
La Ecuacion 2 con la que se ajustaron los datos de velocidad inicial, formalmente es la misma
para los mecanismos secuenciales Bi Bi al azar en equilibrio rapido, Bi Bi ordenado en estado
estacionario y Theorell-Chance (Segel, 1975), aunque el significado de los parametros
cinéticos es diferente. A lo largo de esta seccion se discutird como los resultados excluyen o

son consistentes con uno de estos mecanismaos cinéticos.

Los resultados mostrados en las Figuras 4B y D y en la Tabla I indican que la SOBADH
tiene un mecanismo secuencial debido a que las rectas se intersectan. Como ademas lo hacen
en el segundo cuadrante, ligeramente por encima del eje de abscisas, el valor de la Kia es

ligeramente mayor que la Kma.
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Figura 4. Patrones de velocidad inicial obtenidos con concentraciones de NAD* y BAL
subinhibitorias. A y B, graficos directo y de dobles reciprocos cuando NAD" es el sustrato
variable y BAL el fijo-variable (= 50, @ 75, A 100, ¥ 200 o ¢ 400 uM). C y D, graficos
directo y de dobles reciprocos cuando BAL es el sustrato variable y NAD" el fijo-variable (=
10, @ 15, A 25, ¥ 50 o ¢ 100 uM). Los puntos son los valores promedio de la velocidad
inicial obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de esos

valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 2.
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Tabla 1. Parametros cinéticos estimados a concentraciones de NAD* y BAL
subinhibitorias. Los valores de los parametros se estimaron a partir del ajuste global de
los datos experimentales mostrados en la Figura 4 con la Ecuacion 2 y asumiendo que el

mecanismo es un Bi Bi ordenado en estado estacionario.

Sustrato A NAD* BAL
Sustrato B BAL NAD*
Vmax (U/mg prot.) 52+0.1 52+0.1
Kia (uM) 13.3+1.6 102.6 + 14.4
Kma (LM) 10.8+0.8 84.6 +4.7
Kmg (M) 84.6 +4.7 10.8 £ 0.8
Keat (s 4.9 4.9
Keat/Kma (MLs1) 45 % 10° 5.8 x 10*
Keat/Kms (M52 5.8 x 10 4.5 x 10°
Keat/Kia Kmg (M2 s72) 4.3 x10° 4.4 x 10°

El mecanismo Theorell-Chance es un caso muy particular en donde los niveles de estado
estacionario del complejo ternario son despreciables (Theorell y Chance, 1951); sin embargo,
los pasos limitantes de la velocidad que han sido propuestos para las enzimas ALDH implican
la formacion de concentraciones significativas de dichos complejos (Feldman y Weiner,
1972; Weiner et al., 1976; Wang y Weiner, 1995; Mann y Weiner, 1999). Estos antecedentes

podrian ayudarnos a descartar el mecanismo Theorell-Chance.
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En la Tabla I se reportan los parametros cinéticos estimados considerando que NAD* o BAL
es el primer sustrato en unirse a la enzima, debido a que los patrones de velocidad inicial son
insuficientes para determinar el orden de adicion de los sustratos. Méas adelante, se concluir
que el mecanismo es ordenado en estado estacionario y que el NAD™ es el primer sustrato en
unirse a la enzima. Por lo tanto, sélo existen los parametros cinéticos estimados con NAD*

Como primer sustrato.

VI1.1.2. Inhibicién por NADH a concentraciones de NAD™ y BAL subinhibitorias

Para continuar con la determinacion del mecanismo cinético se realizaron estudios de
inhibicion por producto que permiten determinar el orden de liberacién de los productos y de
la unidn de los sustratos. La inhibicion observada por NADH frente a NAD™ y frente a BAL
fue mixta (Figuras 5 y 6; Tabla I1). Estos resultados excluyen al mecanismo Bi Bi al azar
en equilibrio rapido sugerido por los estudios de velocidad inicial (Figura 4), ya que en este
mecanismo se debe observar una inhibicion competitiva del producto con respecto a ambos

sustratos (Segel, 1975).

Los resultados de inhibicion por el NADH que se obtuvieron son dificiles de interpretar a
primera vista, debido a que, en el mecanismo cinético Bi Bi ordenado en estado estacionario
generalmente reportado para las enzimas ALDH, se esperarian patrones de inhibicion
competitiva por NADH frente a NAD" y mixto frente a BAL (Esquema 3A). Por otra parte,
una isomerizacion de la enzima libre después de la liberacion del producto NADH
(mecanismo Iso; Esquema 3B) podria producir patrones mixtos por el NADH frente a ambos

sustratos pero, como se argumento en la seccion 1.1.4.1. Inhibicion por NADH en las
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enzimas aldehido deshidrogenasas hidroliticas, este no es un mecanismo probable. A
primera vista, la inhibicion mixta por el NADH frente al NAD" o al BAL podria ser el
resultado de un mecanismo cinético en el que NADH se liberara antes que GB, pero dada la
irreversibilidad de la reaccidon esto daria lugar a inhibicion incompetitiva, no mixta como se

observa.

También, es interesante que al utilizar concentraciones subsaturante y saturante de BAL en
la inhibicion por NADH frente al NAD* el patron mixto no cambia pero el valor de KicNAPH
si, siendo que el valor de Kic debe ser independiente de la concentracion del segundo sustrato
de la reaccion (Tabla I1). Estos resultados sugieren que el mecanismo cinético es mas
complejo que un simple Bi Bi ordenado. Como mostraremos mas adelante en la seccion
V1.2.4. Inhibicién por BAL, la formacion de un complejo no productivo E-NADH-BAL, que

da lugar a la inhibicién por el aldehido, puede ser la causa de este comportamiento “atipico”.

29



3 15
—~ °
° 21 5 1.0
oy — g’
E’ N g S 05 /
- 5 /
~— 2
> 0.0 . .
0+ - : : - -0.05 0.00 0.05 0.10
0 25 50 75 100 o
. 1/[NAD'] (uM)
[NAD'] (uM)
C D
2_
4 - "",:
— o
= 4 o
2 3 o 17
> E
£ 2] =)
3, =
>°l =
0- : . , 0.000 0.025 0.050
0] 50 100 150

. 1/[NAD'] (uM)™
[NAD'] (M)

Figura 5. Patrones de inhibicion por NADH frente a NAD* manteniendo fija la
concentracion de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uM y NADH = 0, @ 50, A 100
0o ¥V 150 uM. C y D, NAD" variable con BAL 400 uM y NADH = 0, @ 25, A 50 0 ¥ 100
uM. Ay C, graficos directos; B y D, graficos de dobles reciprocos. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de

esos valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 5.
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Figura 6. Patréon de inhibicion por NADH frente a BAL manteniendo fija la
concentracion de NAD*. A y B, BAL variable con NAD" 25 uM y NADH = 0, @ 25, A 50
o ¥V 100 uM. A, grafico directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de

esos valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 5.
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Tabla I1. Parametros cinéticos estimados de la inhibicion por NADH frente a los dos

sustratos a concentraciones subinhibitorias. Los valores de los parametros se estimaron

a partir del ajuste global de los datos experimentales mostrados en las Figuras 5y 6 con

la Ecuacion 5. Las unidades de los parametros cinéticos son: Vmax, U/mg prot.; Km, Kicy

Kiu uM. M, inhibicién mixta.

Sustrato variable NAD" NAD" BAL
Sustrato fijo BAL BAL NAD?*
(100 pM) (400 pM) (25 uM)
Vimax 28+0.1 40+0.1 35+0.1
Km 12.0+0.1 94+1.2 75.9+4.7
Kic 96.1+14.2 12.0+£2.0 238 + 86
Kiu 300 + 37 177 + 36 83.1+6.5
Tipo de inhibicion M M M
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Esquema 3. Diagramas de Cleland mostrando los mecanismos Bi Bi ordenado en estado
estacionario propuestos para enzimas ALDH. A, Bi Bi ordenado en estado estacionario y

B, Iso Bi Bi ordenado en estado estacionario.

VI1.1.3. Inhibicién por GB a concentraciones de NAD* y BAL subinhibitorias

De manera general, se considera despreciable la inhibicion por el producto acido en las
enzimas ALDH (Bradbury y Jakoby, 1971; Rivetty Tipton, 1981; Valenzuela-Soto y Mufioz-
Clares, 1993; Chen et al., 2014) debido a que deben usarse concentraciones muy altas para

ver un efecto inhibitorio (VVelasco-Garcia et al., 2000). Sin embargo, fue importante tratar de
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caracterizar la inhibicion por el acido para formular conclusiones més solidas sobre el

mecanismo cinético de la SOBADH.

En la SOBADH encontramos inhibicion a partir de 0.5 M de GB (Figuras 7 y 8). GB se
comporté como un inhibidor mixto frente al NAD" y competitivo frente al BAL (Figuras 7B
y 8B; Tabla I11). Considerando un mecanismo Bi Bi ordenado en estado estacionario, sea 0
no Iso, (Esquema 3) y dado que la reaccion es irreversible, se esperaria que GB fuera un
inhibidor incompetitivo, tanto frente a NAD" como frente a BAL en ausencia de NADH
afiadido al medio de reaccion. De nuevo, estos resultados nos sugieren un mecanismo cinético
complejo, aunque hay que hacer notar que los resultados de las Figuras 7 y 8 deben
considerarse con cierta reserva debido a las elevadas concentraciones de GB que se utilizaron

y que pudieron alterar las propiedades fisicoquimicas del disolvente y la proteina.
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Figura 7. Patron de inhibicion por GB frente a NAD* manteniendo fija la concentracion
de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uyM y GB =0, ® 0.50 A 1.0 M. A, grafico
directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores promedio obtenidos
experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estdndar de esos valores y las

lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 5.
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Figura 8. Patron de inhibicién por GB frente a BAL manteniendo fija la concentracion
de NAD*. A y B, BAL variable con NAD"25 uM yGB =0, ® 0.50 A 1.0 M. A, grafico
directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores promedio obtenidos
experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estdndar de esos valores y las

lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 3.
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Tabla I11. Parametros cinéticos estimados de la inhibicion por GB frente a los dos
sustratos a concentraciones subinhibitorias. Los valores de los parametros se estimaron
a partir del ajuste global de los datos experimentales mostrados en las Figuras 7 y 8 con
las Ecuaciones 5 y 3, respetivamente. Las unidades de los parametros cinéticos son: Vmax,

U/mg prot.; Km, Kic Yy Kiy, tM. M, inhibicién mixta; C, inhibicion competitiva.

Sustrato variable NAD* BAL
Sustrato fijo BAL NAD*
(100 uM) (25 uM)
Vmax 29+0.0 35201
Km 11.9+13 786 £7.7
Kic 213 £33 616 £ 74
Kiu 1,686 + 349 —
Tipo de inhibicion M C

VI1.1.4. Inhibicién por AMP a concentraciones de NAD™ y BAL subinhibitorias

Un anélogo de un sustrato es una molécula que posee cierta similitud estructural con respecto
a la molécula sustrato, pero que no participa en la reaccion y que funciona como inhibidor.
Por lo tanto, se comportan como inhibidores sin salida o “dead-end” y son una herramienta

muy til para investigar el orden en la adicion de los sustratos, sobre todo cuando los datos
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de inhibicion por producto no indican claramente cual es este orden, tal como es el caso de

la SOBADH que se describe en la seccion anterior.

El andlogo que se utiliz6 para el NAD™ fue el AMP. La Figura 9B muestra que el AMP es
un inhibidor competitivo frente al NAD™. Es decir, se confirmo lo esperado, puesto que AMP
y NAD* son mutuamente excluyentes debido a que se unen al mismo subsitio del sitio activo
y a la misma forma de la enzima (la enzima libre). La Figura 10B muestra que el AMP es
un inhibidor mixto frente a BAL, lo que indica que AMP y BAL se unen a diferentes formas
de la enzima que estan conectadas por pasos reversibles y que, ademéas, BAL se une a una
especie de la enzima que esta después de la que se une el AMP en el sentido de la reaccion.
Por tanto, la inhibicion por AMP confirmé el orden de adicion de los sustratos a la enzima:
NAD™ antes que BAL, aunque no nos dicen nada sobre el orden de salida de los productos.

Los parametros cinéticos estimados en estos experimentos se reportan en la Tabla IV.

Cabe mencionar que el valor estimado de los parametros Kic y Kiu, cuando BAL es el sustrato
variable, presentaron un error bastante grande, por lo que este resultado podria parecer poco
confiable. Sin embargo, en un experimento mas completo de la inhibicién por AMP frente a
BAL, utilizando un intervalo de concentracion de sustrato muy amplio, se mantuvo el patron
de inhibicion mixto como se mostrara mas adelante (Figura 27). De hecho, mas adelante en
la seccién VI1.2. Inhibicion por NAD* y BAL en la reaccion NAD*-dependiente se describe
coémo se pueden cometer errores en los patrones de inhibicion y la estimacion de los valores

de los parametros cinéticos si se ignora la inhibicién por sustrato.
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Figura 9. Patron de inhibicion por AMP frente a NAD* manteniendo fija la
concentracion de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uyM y AMP = 0, @ 0.5, A 1.0,
o ¥V 1.5 mM. A, grafico directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de

esos valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 3.
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Figura 10. Patron de inhibicion por AMP frente a BAL manteniendo fija la
concentracion de NAD*. A, By C, BAL variable con NAD"25 uM y AMP =0, @ 0.5, A
1.0, 0 ¥ 1.5 mM. A, grafico directo; B, grafico de dobles reciprocos; C, acercamiento a la
region donde se encuentran los puntos experimentales. Los puntos son los valores promedio
obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de esos

valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 5.
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Tabla IV. Parametros cinéticos estimados de la inhibicion por AMP frente a los dos
sustratos a concentraciones subinhibitorias. Los valores de los parametros se estimaron
a partir del ajuste global de los datos experimentales mostrados en las Figuras 9 y 10 con
las Ecuaciones 3 y 5, respetivamente. Las unidades de los parametros cinéticos son: Vmax,

U/mg prot.; Km, Kic Yy Kiy, uM. C, inhibicion competitiva; M, inhibicion mixta.

Sustrato variable NAD* BAL
Sustrato fijo BAL NAD*

(100 uM) (25 uM)
Km 10.4+0.9 86.7 £9.2
Kic 489 + 93 4,796 + 3,017
Kiu — 1,504 + 202
Tipo de inhibicion C M

VI.1.5. Inhibicién por colina a concentraciones de NAD* y BAL subinhibitorias

Para continuar con la determinacion en el orden de unién de los sustratos, se utilizé colina
como molécula analoga para el BAL. El patron incompetitivo de colina frente NAD™
mostrado en la Figura 11B es muy informativo porque indica que colinay NAD™ se unen a
diferentes formas de la enzima y que NAD™ se une a una especie de la enzima que esta antes
que la especie a la que se une colina. La Figura 12B mostré que colina es un inhibidor

competitivo frente al BAL, indicando que su unién es mutuamente excluyente. En conjunto,
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estos resultados son una evidencia clara de la adicion ordenada de los sustratos, siendo el
NAD™ el primero en unirse a la enzima y BAL el segundo. Los parametros cinéticos

estimados en estos experimentos se reportan en la Tabla V.
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Figura 11. Patron de inhibicion por colina frente a NAD* manteniendo fija la
concentracion de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uM y colina=0, ® 1.0, A 2.5
o V¥ 3.5 mM. A, gréfico directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de

esos valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuaciéon 4.
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Figura 12. Patrén de inhibicion por colina frente a BAL manteniendo fija la
concentracion de NAD*. A y B, BAL variable con NAD* 25 uM y colina=0, e 1.0, A 2.5
o ¥V 3.5 mM. A, grafico directo; B, grafico de dobles reciprocos. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de

esos valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion 3.
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Tabla V. Parametros cinéticos estimados de la inhibicion por colina frente a los dos
sustratos a concentraciones subinhibitorias. Los valores de los parametros se estimaron
a partir del ajuste global de los datos experimentales mostrados en las Figuras 11y 12 con
las Ecuaciones 4 y 3, respetivamente. Las unidades de los parametros cinéticos son: Vmax,

U/mg prot.; Km, Kic y Kis, utM. UN, inhibicién incompetitiva; C, inhibicion competitiva.

Sustrato variable NAD* BAL
Sustrato fijo BAL NAD"*
(100 M) (25 uM)
Vimax 28+0.1 3.6+£0.1
Km 11.6+0.8 89.1+59
Kic — 2,201 + 201
Kiu 1,987 + 154 —
Tipo de inhibicion UN C

V1.2. Inhibicion por NAD*y BAL en la reaccion NAD*-dependiente

Para continuar con la caracterizacién cinética de la SOBADH y la determinacién de su
mecanismo cinético, se estudié la inhibicién por los sustratos NAD* y BAL. Como se
describe mas adelante, el estudio de la inhibicién por sustrato puede proporcionar evidencia
de complejos no productivos y de rutas de reaccién alternas menores que pueden brindar

informacion acerca del mecanismo cinético.
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V1.2.1. Inhibicién por NAD*

Se saturd a la enzima con NAD™ usando un intervalo de concentracion muy amplio para
determinar si el nucledtido oxidado causa inhibicion y, en su caso, a través de qué
mecanismo. Los resultados (Figura 13; Tabla VI) muestran que si existe inhibicion por
NAD™" en la SoOBADH y que es parcial (la saturacion con el sustrato no provoca que la vo
descienda hasta cero, sino que la vo Se estaciona en un valor fijo) con valores de 3 de 0.7 a
0.9 (Figura 14). Hasta la fecha, no se ha propuesto un mecanismo cinético que explique la
inhibicion por el NAD™ en las enzimas ALDH. Con ayuda de los resultados obtenidos en la
inhibicion por NAD" en presencia de NADH, se propone mas adelante un mecanismo que

involucra la formacion de complejos centrales (Esquema 6).
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Figura 13. Efecto de la concentracion de BAL subinhibitorio sobre la inhibicion por el
sustrato NAD*. A y B, NAD" variable con BAL = 50, @ 75, A 100, ¥ 200 o0 ¢ 400 uM. A,
grafico completo; B, acercamiento al grafico completo. Los puntos son los valores promedio
obtenidos experimentalmente, las barras corresponden a la desviacion estandar de esos
valores. Las lineas continuas son el resultado del ajuste individual a la Ecuacion 6; las lineas
con guiones muestran el comportamiento tedrico de la enzima si no existiera inhibicion por
sustrato, y se obtienen mediante simulaciones usando la Ecuacion 1 y los parametros

cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6.
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Figura 14. Regréaficos de los parametros aparentes de la concentracion de BAL
subinhibitorio sobre la inhibicion por el sustrato NAD*. A, Vimax; B, Vmaxi; C, Kis y D, B
con respecto a la concentracion de BAL. Los parametros aparentes se obtuvieron a partir del

ajuste individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 13.
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Tabla VI. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de BAL
subinhibitorio sobre la inhibicidn por el sustrato NAD™. Los valores de los parametros
se estimaron a partir de los regraficos de los parametros aparentes mostrados en la Figura
14 que se obtuvieron a partir del ajuste individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados

en la Figura 13.

Vmax (U/mg prot.) 6.3+0.3
Vmaxi (U/mg prot.) 45+0.2

p 0.78 +0.16
KmBAL (uM) 65 + 15
KisVAP* (uM) 162 + 4

VI1.2.2. Inhibicién por NAD" en presencia de NADH

La saturacion por NAD* también se determind en presencia de NADH (Figura 15) para
investigar si la inhibicion por sustrato que exhibe el NAD™ esta relacionada con la inhibicién
mixta por NADH frente a NAD" observada en los experimentos donde se usaron
concentraciones subinhibitorias del nucledtido oxidado (Figuras 5B y D). EI NADH elimin6
la inhibicion por sustrato NAD™ y los valores de Vimax en presencia de NADH fueron los
mismos independientemente de la concentracion del NADH en el medio de ensayo, lo que
indica inhibicion competitiva del NADH frente al NAD™ en estas condiciones. El que el
NADH elimine la inhibicién por NAD" sugiere que el NADH se une a la misma especie de

la enzima a la que se une la molécula de NAD inhibidora, que I6gicamente no es la enzima
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libre porque la molécula del NAD™ que se une a esta especie lo hace en forma productiva
(Esquema 6). Debido a que los datos de la Figura 15 no se ajustaron a mismo tipo de curva,
puesto que en ausencia de NADH se present6 inhibicidén por sustrato y en presencia de
NADH no, no se pudieron realizar los regraficos de los pardmetros aparentes. En la Tabla

V11 se presentan los valores individuales de los parametros cinéticos obtenidos.

3] [
3 3,
> > Y
o 1 5 3 4 & 800 005 010 015 020
[NAD'] (mM) [NAD'] (mM)

Figura 15. Efecto de la concentracion de NADH sobre la inhibicion por el sustrato NAD*
a una concentracion subinhibitoria de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uM y
NADH = 0, @ 50, A 100 o ¥ 150 uM. A, grafico completo; B, acercamiento al grafico
completo. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente, las barras
corresponden a la desviacion estandar de esos valores. Las lineas continuas son el resultado
del ajuste individual a la Ecuacién 6 en ausencia de NADH y a la Ecuacién 1 en presencia
de NADH; las lineas con guiones muestran el comportamiento tedrico de la enzima si no
existiera inhibicidn por sustrato, y se obtienen mediante simulaciones usando la Ecuacién 1

y los parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacién 6.
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Tabla VII. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de NADH
sobre la inhibicién por el sustrato NAD" a una concentracion subinhibitoria de BAL.
Los valores de los parametros se estimaron a partir del ajuste individual con las Ecuaciones

1y 6 de los datos mostrados en la Figura 15.

NADH (uM) 0 50 100 150
Vmax (U/mg prot.) 3.2+0.3 2.0+0.1 2.0+0.2 2.05+0.0
Vimaxi (U/mg prot.) 22+0.1 — — —
B 0.7+0.1 — — —
KnNAP* (uM) 16.4+3.8 10.5+0.7 15.2+15 253+1.9
KisNAP* (uM) 99.2 +67.1 — — _

Por otra parte, se examiné si una concentracion inhibitoria de BAL afectaba la inhibicion por
el sustrato NAD™ y el tipo de inhibicion por NADH frente al NAD™. La inhibicion por NADH,
aparentemente continué siendo mixta y al igual que se observd a una concentracion
subinhibitoria de BAL, el NADH elimind la inhibicién por sustrato NAD™ (Figura 16). Un
resultado interesante e inesperado fue que la saturacién por NAD* mostr6 una aparente
cooperatividad negativa en presencia de NADH (Figura 16; Tabla VII1I). Estos datos se
ajustaron bien a la ecuacion de cooperatividad negativa (Ecuacion 6) asi como a la suma de
dos hipérbolas (Ecuacion 1; Vimad = 1.5 + 0.1, Vima®= 1.3+ 0.1, Kn! = 12.8 + 1.4 y Kn? =
496 + 84). Esto podria deberse a que el NAD™ es capaz de unirse a dos formas de la enzima

por las cuales presenta distinta afinidad.
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Figura 16. Efecto de la concentracién de NADH sobre la inhibicion por el sustrato NAD™*

a una concentracion inhibitoria de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 2 mM y NADH

*00 V 150 uM. A, grafico completo; B, acercamiento al grafico completo. Los puntos son

los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras corresponden a la desviacion

estandar de esos valores. Los datos sin NADH se ajustaron a la Ecuacién 6 y los datos con

NADH 150 uM a la Ecuacion 7 debido a la ausencia de inhibicién por sustrato y a la

cooperatividad negativa que presentaron. Las lineas continuas son el resultado del ajuste

individual, las lineas con guiones muestran el comportamiento tedrico de la enzima si no

existiera inhibicion por sustrato, y se obtienen en simulaciones usando la Ecuacion 1 y los

parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6.
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Tabla VIII. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de NADH
sobre la inhibicion por el sustrato NAD* a una concentracion inhibitoria de BAL. Los
valores de los parametros se estimaron a partir del ajuste individual con las Ecuaciones 6

y 7 de los datos mostrados en la Figura 16.

NADH (uM) 0 150
Vmax (U/mg prot.) 5.5+0.7 3.6+0.1
Vmaxi (U/mg prot.) 3.0+£0.1 —

B 0.6+ 0.1 _
Kin(S0.5)NAP* (uM) 204+53 92.5+0.0
Kis™P* (uM) 78.6 +42.1 —

ny — 0.5+0.0

V1.2.3. Inhibicién por NAD* en presencia de AMP

Para explorar con mas detalle la inhibicion por NADH frente al NAD™ se evalu6 la inhibicion
por NAD" en presencia de AMP (Figura 17; Tabla IX). A diferencia del NADH, la
inhibicion por AMP frente a NAD" a concentraciones subinhibitorias de este fue competitiva
(Figura 9B), un resultado interesante ya que el NADH y el AMP son moléculas anélogas. El
AMP disminuy6 significativamente la inhibiciéon por NAD", pero no la eliminé (valores de
Kis en Tabla IX). Estos resultados sugieren que el AMP y el NAD" inhibidor se unen a la
misma forma de la enzima pero que el AMP tiene un efecto inhibitorio menor que el NAD"

inhibidor.
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Figura 17. Efecto de la concentracion de AMP sobre la inhibicion por el sustrato NAD*
a una concentracion subinhibitoria de BAL. A y B, NAD" variable con BAL 100 uM y
AMP = 0, ® 0.5, A 1.0 0 ¥V 1.5 mM. A, grafico completo; B, acercamiento al grafico
completo. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras
corresponden a la desviacion estandar de esos valores. Los datos en ausencia de AMP se
ajustaron a la Ecuacion 6 y en presencia de AMP a la Ecuacion 8. Las lineas continuas son
el resultado del ajuste individual a las Ecuaciones 6 u 8, las lineas con guiones muestran el
comportamiento tedrico de la enzima si no existiera inhibicion por sustrato, y se obtienen en

simulaciones usando la Ecuacion 1 y los parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los

datos experimentales a las Ecuaciones 6 u 8.

53



Tabla IX. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentraciéon de AMP

sobre la inhibicién por el sustrato NAD" a una concentracion subinhibitoria de BAL.

Los valores de los parametros se estimaron a partir del ajuste individual con las Ecuaciones

6 y 8 de los datos mostrados en la Figura 17.

AMP (mM) 0 0.5 1.0 1.5

Vmax (U/mg prot.) 32+0.3 33+0.1 3.1+0.1 2.9+0.1

Vmaxi (U/mg prot.) 22+0.1 — — —
0.7+0.0 — — —

B

Kn(S0.5)VAP* (uM) 164+38  27.4+32 35.4+ 2.6 42.7+35

KisVAP* (mM) 01+00 169.7+789 1319373 149.4 +17.9

NH — 08+0.1 0.9+0.0 09+0.1

VI.2.4. Inhibicion por BAL

La inhibicion por el sustrato aldehido parece ser una generalidad de las enzimas ALDH y la
SoBADH no fue la excepcion (Figura 18). En la Figura 19 se muestran los regraficos con
los que posteriormente se obtuvieron los valores de los parametros cinéticos de la inhibicion

por BAL (Tabla X).

El valor de la KisBAt disminuye a medida que aumenta la concentracién de NAD™, lo que

indica que a altas concentraciones del nucledtido se aumentan los niveles de estado
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estacionario de la especie de la enzima a la que se une el aldehido como inhibidor. Asumiendo
que el mecanismo de la SOBADH es Bi Bi secuencial en estado estacionario, este resultado
descarta el que la inhibicion por BAL se deba a su union a la enzima libre en competencia
con NAD" y que la ruta en la que el NAD" se una a la enzima después de BAL sea mas lenta
que la ruta en la que NAD" sea el primer sustrato en unirse a la enzima. Si este fuese el caso,
aumentos en la concentracion de NAD™ disminuirian la inhibicion por sustrato de BAL. Pero
si asumimos que el mecanismo es ordenado tanto en la union de los sustratos como en la
liberacion de los productos, siendo el ultimo producto en liberarse el NADH y que BAL
puede unirse al complejo E-NADH como se une al complejo E-NAD*, un aumento en la
concentracion de NAD™ lleva a un aumento en los niveles de estado estacionario del complejo
E-NADH, lo que explicaria por qué se favorece la inhibicién por BAL (Esquema 5). Este
mecanismo de inhibicion también es consistente con el patron incompetitivo de la inhibicién
por BAL frente a NAD™ cuando los ensayos se hacen a concentraciones subinhibitorias del

nucleétido. (Figura 20).

El amplio intervalo de concentraciones de BAL que se utiliz6 en estos experimentos permitid
observar que la inhibicion por el aldehido es parcial. Este resultado puede explicarse como
se habia propuesto previamente para otras enzimas ALDH: que el complejo no productivo
E-NADH-BAL no es un complejo sin salida, sino que puede liberar el NADH, de manera
que se establece una ruta alterna de liberacion de producto dando asi lugar a inhibicion parcial

por el aldehido (Esquema 5; Dickinson, 1986; Vojtéchova et al., 1997).
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Figura 18. Efecto de la concentracion de NAD* subinhibitorio sobre la inhibicién por el
sustrato BAL. A y B, BAL variable con NAD" = 10 @ 25, A 50 0 ¥ 100 uM. A, grafico
completo; B, acercamiento al grafico completo. Los puntos son los valores promedio
obtenidos experimentalmente; las barras corresponden a la desviacién estandar de esos
valores. Las lineas continuas son el resultado del ajuste individual a la Ecuacion 6, las lineas
con guiones muestran el comportamiento teorico de la enzima si no existiera inhibicion por
sustrato, y se obtienen en simulaciones usando la Ecuacion 1 y los pardmetros cinéticos

obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6.
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Figura 19. Regréficos de los parametros aparentes de la saturacion por BAL con NAD*
fijo-variable y subinhibitorio. Regraficos de A, Vmax; B, Vmaxi; C, Kisy D, B con respecto a
la concentracion de NAD®. Los parametros aparentes se obtuvieron a partir del ajuste

individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 18.
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Tabla X. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de NAD*
subinhibitorio sobre la inhibicion por el sustrato BAL. Los valores de los parametros
se estimaron a partir de regraficos de los parametros aparentes mostrados en la Figura 19

que se estimaron con el ajuste individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados en la

Figura 18.
Vmax (U/mg prot.) 58+0.1
Vmaxi (U/mg prot.) 2.3+0.3
0.35+0.05
B
KnNAP* (uM) 14.0+0.5
KisBAL (uM) 3,344 + 606
0.6
= i
E' *
g 0.4- A
=)
20
0.2 : :
0.00 0.05 0.10

1/[NAD] (pM)*

Figura 20. Patron de inhibicion por BAL a nivel inhibitorio frente a NAD* a
concentraciones subinhibitorias. Las concentraciones utilizadas de BAL fueron=1,e 2, A
4, V 7.5 0 ¢ 10 mM. Las lineas trazadas son las resultantes del ajuste global a la Ecuacion
4.
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VI.2.5. Inhibicion por BAL en presencia de NADH

En la seccidn anterior se describio que el BAL produce inhibicion por sustrato parcial en la
enzima SoBADH. El mecanismo por el cual podria ocurrir esto consiste en la formaciéon de
un complejo E-NADH-BAL (Esquema 5; Dickinson, 1986; Vojtéchova et al., 1997). Para
probar esta hipotesis se saturd0 a la SOBADH con BAL en presencia de diferentes
concentraciones de NADH (Figura 21). Los parametros cinéticos se obtuvieron con los
regraficos de la Figura 22 y se reportan en la Tabla XI. Los resultados confirmaron la
hipoétesis anterior puesto que el NADH favorece la inhibicion por BAL. Ademas, se observo
que el NADH sigue comportandose como un inhibidor mixto frente a BAL cuando se observa
la inhibicion por el aldehido (Figura 23). Al comparar los resultados incluidos en las Tablas
IT y XI se encontrd que el NADH en realidad es un mejor inhibidor de lo que se observa

cuando solo se consideran concentraciones de BAL subinhibitorias.
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Figura 21. Efecto de la concentracion de NADH sobre la inhibicion por el sustrato BAL
a una concentracion subinhibitoria de NAD*. A y B, BAL variable con NAD" 25 uM y
NADH = 0, @ 25, A 50 o ¥V 100 uM. A, grafico completo; B, acercamiento al grafico
completo. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras
corresponden a la desviacion estandar de esos valores. Las lineas continuas son el resultado
del ajuste individual a la Ecuacion 6, las lineas con guiones muestran el comportamiento
teorico de la enzima si no existiera inhibicion por sustrato, y se obtienen en simulaciones
usando la Ecuacion 1 y los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos

experimentales a la Ecuacion 6.
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Figura 22. Regréficos de los pardmetros aparentes de la saturacion por BAL con NAD*
25 uM en presencia de NADH. Regréaficos de A, Vmax; B, Vmax/Km; C, Vmaxi ¥ D, Kis con
respecto a la concentracion de NADH. Los parametros aparentes se obtuvieron a partir del

ajuste individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 21.
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Tabla XI. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de NADH

sobre la inhibicién por el sustrato BAL a una concentracion subinhibitoria de NAD™.

Los valores de los parametros se estimaron a partir de regraficos de los parametros

aparentes mostrados en la Figura 22 que se estimaron con el ajuste individual a la

Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 21.

Vmax (U/mg prot.)

Vmaxi (U/mg prot.)

KmBAL (MM)
Kis®A- (uM)
KicNADH (MM)

KiuNADH (HM)

4.3+0.7

1.1+0.5

0.29 +0.06

115+ 3

2,277 +19

146 £ 12

135+ 24
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Figura 23. Patrén de inhibicion por NADH frente a BAL con NAD*subinhibitorio. BAL
variable con NAD" 25 uM y NADH = 0, @ 25, A 50 0 ¥ 100 uM. Los puntos son los valores
promedio obtenidos experimentalmente y las lineas trazadas muestran el comportamiento
teorico de la enzima si no existiera inhibicion por sustrato, y se obtienen en simulaciones
usando la Ecuacion 1 y los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos

experimentales a la Ecuacion 6.

Para explorar el efecto de altas concentraciones de NAD* sobre la inhibicién por BAL en
ausencia y presencia de NADH se realizaron los experimentos que se muestran en la Figura

24. Bajo estas condiciones el NADH también favorece la inhibicion por BAL.
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Figura 24. Efecto de la concentracion de NADH sobre la inhibicion por el sustrato BAL
a una concentracion inhibitoria de NAD*. A y B, BAL variable con NAD" 1 mM y NADH
=00 V 150 uM. A, gréfico completo; B, acercamiento al grafico completo. Los puntos son
los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras corresponden a la desviacion
estandar de esos valores. Las lineas continuas son el resultado del ajuste individual a la
Ecuacion 6, las lineas con guiones muestran el comportamiento tedrico de la enzima si no
existiera inhibicidn por sustrato, y se obtienen en simulaciones usando la Ecuacion 1 y los

parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6.
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Tabla XII. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de NADH
sobre la inhibicion por el sustrato BAL a una concentracion inhibitoria de NAD™. Los
valores de los parametros se estimaron a partir del ajuste individual con la Ecuacion 6 de

los datos mostrados en la Figura 24.

NADH (uM) 0 150
Vmax (U/mg prot.) 59+0.6 52+04
Vmaxi (U/mg prot.) 2.1+0.3 1.6 £0.1
B 0.4+0.0 0.3+0.0
KnPAL (UM) 164 + 34 159 + 23
KisPA (uM) 1,580 + 869 1,271 + 381

VI.2.6. Inhibicion por BAL en presencia de AMP

Para continuar con la determinacion del mecanismo por el que ocurre la inhibicion por el
sustrato aldehido, se evalud la inhibicion por BAL en presencia de AMP (Figura 25). Los
parametros cinéticos se obtuvieron con los regraficos de la Figura 26 y se reportan en la
Tabla XIII. Se observo que el AMP sigue comportandose como un inhibidor mixto frente a
BAL cuando se observa la inhibicion por el aldehido (Figura 27). La Figura 26 muestra que
a medida que la concentracion de AMP aumenta, el valor de Kis®Al disminuye, por lo tanto,
el AMP favorece la inhibicion por el aldehido. Esto sugiere que el BAL se une al complejo
E-AMP, lo que por si solo ya produce inhibicion por BAL, que se sumaria a la inhibicion
producida por la union del BAL al complejo E-NADH que se forma durante el curso normal

de la reaccion.

65



4 4- o
S 31 =3 L,’:—‘:___—_‘::J
3 2 SIS
D 9] o) 9] - -
£° £° g
> -] _
<1 <1
> >

0 - - - - 0 - - - -

0 25 50 75 10 0O 025 05 075 1
[BAL] (mM) [BAL] (mM)

Figura 25. Efecto de la concentracién de AMP sobre la inhibicién por el sustrato BAL
a una concentracion subinhibitoria de NAD*. A y B, BAL variable con NAD" 25 uM y
AMP = 0, @ 0.5, A 1.0 0 ¥V 1.5 mM. A, grafico completo; B, acercamiento al grafico
completo. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras
corresponden a la desviacion estandar de esos valores. Las lineas continuas son el resultado
del ajuste individual a la Ecuacion 6, las lineas con guiones muestran el comportamiento
teorico de la enzima si no existiera inhibicion por sustrato, y se obtienen en simulaciones
usando la Ecuacion 1 y los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos

experimentales a la Ecuacion 6.

66



= 751 m
- 0.3 o
S >
202 £ 50 g
E 2
201 R
2& § /
= 0.0+ L ‘ 2 ol L S
5 4 -3 -2 -1 0 1 4 -05 00 05 10 15
[AMP] (mM) [AMP] (mM)
C D
) 121
= 24
o -
a u =0.8
(@)] . 2
= E
) 14 o
= v 0.4
3 =
€
2
—0 ; ; ; ; 0 ; ; ; ; ;
-05 00 05 10 15 -15-1.0-05 00 05 10 15
[AMP] (mM) [AMP] (mM)

Figura 26. Regraficos de los pardmetros aparentes de la saturacion por BAL con NAD*
subinhibitorio en presencia de AMP. Regraficos de A, Vmax; B, Vmax/Km, C, Vmaxi Y D, Kis
con respecto a la concentracion de AMP. Los parametros aparentes se obtuvieron a partir del

ajuste individual a la Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 25.
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Tabla XII1. Parametros cinéticos estimados del efecto de la concentracion de AMP

sobre la inhibicién por el sustrato BAL a una concentracion subinhibitoria de NAD™.

Los valores de los parametros se estimaron a partir de regraficos de los parametros

aparentes mostrados en la Figura 26 que se estimaron con el ajuste individual a la

Ecuacion 6 de los datos mostrados en la Figura 25.

Vmax (U/mg prot.)

Vmaxi (U/mg prot.)

KmBAL (MM)
Kis®A- (uM)
Kic™MP (mM)

KiAMP (mM)

41+0.2

14+0.1

0.3+0.0

110+ 26

1,683 + 85

48+0.8

0.7+0.1
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Figura 27. Patron de inhibicion por AMP frente a BAL con NAD" subinhibitorio. Las
concentraciones de AMP utilizadas fueron =0, ® 0.5, A 1.0 0 ¥ 1.5 mM con NAD" 25 pM.
Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente y las lineas trazadas
muestran el comportamiento teérico de la enzima si no existiera inhibicion por sustrato, y se
obtienen en simulaciones usando la Ecuacion 1 y los pardmetros cinéticos obtenidos del

ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6.

V1.3. Reaccién NADP*-dependiente

V1.3.1. Patrones de velocidad inicial de la reaccion NADP*-dependiente

Los estudios reportados con NADP(H) son limitados en las enzimas ALDH hidroliticas
debido a que son pocas las enzimas que pueden unirlos. Previamente, se habia predicho que
el NADP™ tendria dificultades para unirse a la SOBADH debido al residuo Glu que se
encuentra en la posicion 185 que con base en su tamafio y carga no permite que se una el

NADP* con facilidad y a que este residuo tiene poca flexibilidad conformacional por la
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existencia de un residuo de Leu en la posicion 214 (Figura 1; Gonzélez-Segura et al., 2015).
Los patrones de velocidad inicial obtenidos para la reaccion NADP*-dependiente (Figura
28) son cualitativamente iguales a los obtenidos para la reaccion NAD*-dependiente (Figura
4), por lo que se asumio6 que en esta reaccion el NADP™ es el primer sustrato, como ya se
habia demostrado para el NAD*. Los parametros cinéticos estimados a partir de estos datos

se reportan en el Tabla XIV.

El valor de la kcat estimado para la reaccion NADP*-dependiente fue menor a la estimada en
la reaccion NAD*-dependiente (3.9 respecto a 4.9 s1; Tablas I y XIV). El valor de K\ PP
que se estimé fue unas 47 veces mas alto que el estimado para el NAD* (620 + 73 respecto a
13.3 + 1.6 uM; Tablas I y XI1V) lo que indica que, respecto a las condiciones in vivo, la
concentracion del NADP™ dentro del estroma de espinaca (0.6 + 0.1 mM; Heineke et al.,
1991) seria limitante mientras que la concentracion de NAD* seria éptima (0.2 = 0.0 mM;
Heineke et al., 1991). Ademas, la eficiencia catalitica mostr6 que el NADP* es unas 50 veces

peor sustrato que el NAD* (9.5 x 10° respecto a 4.5 x 10° M st Tablas I y XIV).
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Figura 28. Patrones de velocidad inicial de la reaccion NADP*-dependiente con BAL. A
y B, graficos directo y de dobles reciprocos cuando NADP™ es el sustrato variable y BAL el
fijo-variable (= 50, @ 100, A 200 o ¥ 400). C y D, gréficos directo y de dobles reciprocos
cuando BAL es el sustrato variable y NADP" el fijo-variable (= 0.25, @ 0.5, A 1.0, ¥ 2.0 0
¢ 3.25 mM). Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente; las barras
corresponden a la desviacion estandar de esos valores y las lineas trazadas son las resultantes

del ajuste global a la Ecuacion 2.
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Tabla XIV. Parametros cinéticos de los patrones de velocidad inicial con NADP* y
BAL. Los valores de los parametros se estimaron mediante el ajuste global de los datos

experimentales mostrados en la Figura 28 con la Ecuacion 2.

Sustrato A NADP* BAL
Sustrato B BAL NADP*
Vmax (U/mg prot.) 42+05 42+05
Kia (uM) 620 + 73 233 + 33
Kma (M) 409 + 38 167 + 9
Kms (M) 167 + 9 409 + 38
Keat (52) 3.9 3.9
Keat/Kma (M s72) 9.5 x 10° 2.3 x10*
Keat/Kms (M52 2.3 x 10* 9.5 x 103
Keat/Kia Kme (M2 s) 3.7 x 107 4.1 x 107

V1.3.2. Inhibicién por NADH en la reaccion NADP*-dependiente

Nos intereso estudiar si el NADH frente al NADP* también exhibia la atipica inhibicién
mixta que habiamos observado frente al NAD" (Figuras 5B y D). Sin embargo, e

inesperadamente, el NADH fue un inhibidor competitivo frente al NADP™ (Figura 29; Tabla
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XV). La posible razon de esta diferencia estriba en la mucha menor afinidad de la enzima
por el NADP™ que por el NAD*, como se discutird mas adelante en la seccion VI.5. Unién
al equilibrio de los nucleétidos a la SO BADH. No pudimos estudiar la inhibicion por el
producto NADPH, ya que no encontramos inhibicion tanto en la reaccion NAD*-dependiente
como en la NADP*-dependiente, a pesar de que se ensayaron concentraciones de hasta 0.8
mM que es la concentracion maxima que se puede utilizar con el método empleado. Esto
indica que la afinidad de la enzima por el NADPH es también muy baja, lo que es
fisiolégicamente relevante para evitar la inhibicion de la SOBADH que ocurriria de no ser
este el caso, dadas las altas concentraciones de NADPH que se producen en el cloroplasto
durante el periodo de luz (0.29 £ 0.03 mM; Heineke et al., 1991), que es cuando ocurre la

sintesis de GB en la que participa esta enzima.
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Figura 29. Patron de inhibicién por NADH frente a NADP* con BAL. A y B, NADP"®
variable con BAL 100 uyM y NADH =0, e 5, A 100 ¥V 20 uM. A, gréfico directo; B, grafico
de dobles reciprocos. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente; las

barras corresponden a la desviacion estdndar de esos valores y las lineas trazadas son las

resultantes del ajuste global a la Ecuacién 3.
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Tabla XV. Parametros cineticos de la inhibicion por NADH frente a NADP* con
BAL. Los valores de los parametros se estimaron mediante el ajuste global de los

datos experimentales mostrados en la Figura 29 con la Ecuacion 3.

Vmax (U/mg prot.) 1.6+0.0
KmNAPP* (uM) 526 + 40
KicVAPH (uM) 2.6+0.2

V1.4. Saturacion por NADH en las reacciones NAD(P)*-dependientes

Tratando de obtener mas datos que nos permitieran entender las diferencias en el tipo de
inhibicion por NADH frente a NAD" y NADP™, se realiz6 la saturacion de la SOBADH por
NADH en las reacciones NAD* y NADP*-dependientes, partiendo de una velocidad similar
(valores de kcat Similares) en ambas reacciones en ausencia de inhibidor debido a que la Iso
aumenta al aumentar el grado de saturacién por el sustrato cuando la inhibicion es

competitiva o mixta (Figura 30).

En las condiciones de estos ensayos (BAL 100 uM con NAD* 10 uM o NADP* 3,250 uM)
el valor de Iso fue 52.0 + 2.3 uM en la reacciéon NAD*-dependiente, y 20.2 + 0.6 uM en la
NADP*-dependiente. A pesar de que se utiliz una concentracion de NADP* de unas 5 veces
su Kia, NADP* mostr6é que es un peor competidor respecto a NADH que el NAD™ que se
utilizo a una concentracion ligeramente por debajo de su Kja. L0 anterior es congruente con

los resultados de las constantes de disociacion que mostraron que la KqNAPP* es mas de 200
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veces mas alta que la KqNAPH mientras que la KqNAP* es muy similar a la del nucledtido

reducido (ver V1.5. Unidn al equilibrio de los nucleétidos a la SOBADH).

Ademas, en los graficos de Dixon de la Figura 30, los valores de 1/vo respecto a la
concentracion de NADH se ajustaron a una recta, lo que indica que el NADH es un inhibidor
total en ambas reacciones; es decir, la saturacion el NADH provoca la inhibicion total de la
enzima, confirmando asi los resultados obtenidos mediante los patrones de inhibicion. Sin
embargo, estos experimentos no proporcionaron algun resultado que pudiera relacionarse con
las diferencias que existen en la inhibicion por NADH en las reacciones NAD*- y NADP*-

dependientes.
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Figura 30. Saturacion de la SOBADH por NADH en las reacciones NAD*- y NADP*-
dependientes. A, saturacién por NADH con NAD* 10 uM y BAL 100 uM. B, grafico de
Dixon para la saturacion por NADH con NAD" 10 uM y BAL 100 uM; C, saturacion por
NADH con NADP* 3,250 uM y BAL 100 uM. D, grafico de Dixon para la saturacion por
NADH con NADP* 3,250 uM y BAL 100 uM. Los puntos son los valores promedio
obtenidos experimentalmente; las barras corresponden a la desviacion estdndar de esos

valores y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste a la Ecuacion 12.
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VI1.5. Unidn al equilibrio de los nucleétidos a la SO BADH

V1.5.1. Constantes de disociacion por NAD(P)(H) medidas por fluorescencia

Los valores de KiaVAP®*y de KicNAPH estimados en este trabajo en los estudios de velocidad
inicial y de inhibicion por producto podrian ser considerados como constantes de disociacion
de los nucledtidos de los complejos que forman con la enzima libre. Para confirmar esto, se
determinaron los valores de Kq de los complejos SOBADH-NAD(P)(H) titulando a la enzima
con los nucledtidos y cuantificando el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la
proteina provocado por la union de los nucle6tidos. La SOBADH cuenta con 13 residuos de
Trp que se distribuyen por toda la enzima, de los cuales Trpl58 y Trp456 interaccionan

estrechamente con el nucledtido que se une a la enzima (Figura 31).
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Glu 185

Figura 31. Interaccién entre los residuos de Trp de la SOBADH vy el nucleétido unido.
En la figura se muestra que los residuos Trp158 y Trp456 interaccionan directamente con el

nucleétido. En este caso se muestra un modelo de la SOBADH con el NAD" unido (4A0M;

figura modificada de PDBsum).
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A ninguna de las diferentes concentraciones de nucleétidos usadas se observo un corrimiento
de la longitud méxima de emision, la cual se encontr6 a 340 nm en todos los casos y que
corresponde a la longitud méxima de emision tedrica del Trp (Figura 31A). La dependencia
hiperbolica del cambio de la fluorescencia intrinseca a 340 nm de la concentracion del
nucleétido (Figuras 32 B-D) nos permitio determinar los siguientes valores de las constantes
de disociacion: KNAP* = 2.5 + 0.3 uM, KgVAPP* =709 £ 62 uM y KNPH =30+ 0.3 uM
(Figura 32 B-D). El valor de la KgN*P* obtenida por fluorescencia fue aproximadamente 5
veces menor que el de Kia"AP* (13.3 uM; Tabla 1), mientras que el valor de KqNAPP* coincide
con el valor de KigVAPP* (620 uM, Tabla XIV). Ademas, el valor mas cercano a la KgNAPH
determinado por fluorescencia es el de la KicMPH = 2.6 + 0.2, estimado en la reaccion
NADP*-dependiente, en la que el NADH se comporté como inhibidor competitivo frente al
NADP™. Estos resultados indican que el comportamiento de la enzima en la reaccion NADP*-
dependiente es el esperado Bi Bi ordenado en estado estacionario (Esquema 3A) y sugieren
que el comportamiento atipico en la reaccion NAD"-dependiente se debe a la existencia de
la inhibicidn por sustrato en esta reaccion, lo cual se discutird a mayor profundidad en la

seccion VII. Discusion General.
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Figura 32. Fluorescencia intrinseca de la SOBADH en presencia de NAD(P)(H). A, figura
representativa de los espectros de emision mostrando el apagamiento de la fluorescencia
intrinseca de la proteina a medida que aumenta la concentracion del nucleotido en el medio;
B, C y D, cambios en la fluorescencia inducidos por la unién del NAD", NADP* y NADH,
respectivamente. Los puntos son los valores promedio obtenidos experimentalmente de dos

experimentos independientes y las lineas trazadas son las resultantes del ajuste a la Ecuacion

14.
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V1.6. Importancia del estudio de la inhibicion por el sustrato aldehido
para la correcta estimacion de parametros cinéticos y determinacién de

mecanismos cinéticos

Un namero sorprendentemente elevado de enzimas presentan inhibicion por sustrato.
Particularmente, en las enzimas ALDH hidroliticas, la inhibicion por el sustrato aldehido
tiene una alta incidencia, pero no ha sido caracterizada con detalle en la mayoria de los
estudios. Comunmente se hace la caracterizacion cinética de una enzima usando
concentraciones de sustrato que aparentemente son subinhibitorias, debido a que muchos
enzimologos consideran que la inhibicion por sustrato es, en general, un fendmeno sin
relevancia que se presenta a concentraciones de sustrato mas altas que las que existen in vivo.
Sin embargo, en el grupo de trabajo, el estudio detallado de la inhibicién por sustrato se ha
considerado como una herramienta muy informativa para la determinacion de mecanismos
cinéticos y la estimacion correcta de los pardmetros cinéticos de las enzimas. Debido a esto,
en la presente seccion se muestra un resumen de los resultados experimentales y simulaciones
que forman parte de un articulo del grupo de trabajo (Mufioz-Clares y Casanova-Figueroa;

2019; ver Anexo).

VI.6.1. Resultados experimentales

Con el fin de ejemplificar los errores en la estimacion de los pardmetros cinéticos Vmax, Kmy
Vmax/Km que se obtienen al analizar Unicamente los datos que aparentemente no muestran
inhibicion por sustrato, se analizé la saturacion de la SOBADH con BAL y APAL (3-

aminopropionaldehido). A una concentracion de NAD® saturante (0.2 mM,
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aproximadamente 10 veces su Km), se obtuvo que ambos sustratos aldehido provocan
inhibicion parcial (Figuras 33A, B, E y F; lineas continuas). Con el ajuste de todos los datos
de la saturacién se pudo trazar una curva que simula cdmo seria la cinética si no existiera la
inhibicion por sustrato (Figuras 33A, B, E y F; lineas con puntos) cuyos valores de Vimax Y
Km son mayores que los obtenidos al ajustar unicamente aquellos datos de la saturacion que
son ascendentes, es decir, los que aparentemente no muestran inhibicion por sustrato

(Figuras 33A, B, E y F; lineas con guiones).

A pesar de que la inhibicion por sustrato parcial es de caracter incompetitivo, es decir, que
tanto Vmax como Km son afectadas por el mismo factor (apVmax = Vmaxd/(1+Km/Kis) y apKm =
Km/(1+Km/Kis)), se obtuvo que al considerar Unicamente los datos que aparentemente no
muestran inhibicién por sustrato se subestima mas el parametro Km que Vmax (Figuras 33C
y G). Esto es debido a que el ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten causa una

sobreestimacion de la velocidad a bajas concentraciones de sustrato (Figuras 33D y H).
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Figura 33. Pie de figura en la siguiente pagina.
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Figura 33. Inhibicion por el sustrato aldehido en la SoOBADH a 0.2 mM de NAD*. A-D,
saturacion por BAL; E-H, saturacion por APAL. A y E, graficos completos; B y F,
acercamientos a los graficos completos. Los puntos son los valores promedio obtenidos
experimentalmente; las barras corresponden a la desviacion estandar de esos valores. Las
lineas continuas son el resultado del ajuste individual a la Ecuacién 6 de todos los puntos de
la saturacion; las lineas con puntos muestran el comportamiento teérico de la enzima si no
existiera inhibicidn por sustrato, y se obtienen en simulaciones usando la Ecuacién 1 y los
parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la Ecuacion 6; las
lineas con guiones son el resultado del ajuste individual a la Ecuacién 1 de unicamente los
puntos que aparentemente no presentan inhibicion por sustrato. C y G, porcentaje del valor
de los parametros cinéticos estimados utilizando tinicamente los datos que aparentemente no
presentan inhibicidon por sustrato (truncated) con respecto a los obtenidos con todos los
puntos de la saturacién (complete). D y H, cociente de la velocidad estimada a bajas
concentraciones de sustrato a partir de los datos que aparentemente no presentan inhibicion
por sustrato (truncated) con respecto a los obtenidos con todos los puntos de la saturacion

(complete).

Los errores en la estimacion de los pardmetros Vmax, Km Y Vmax/Km también se presentan
cuando el inhibidor NADH es afadido al medio de ensayo (Figura 34A) y estos tienen gran
impacto sobre el patrén de inhibicion NADH frente al aldehido a una concentracion de NAD*
constante. De manera interesante, si se consideraran para el analisis inicamente los datos que
sin un andlisis de inhibicidn previo pareceria que no muestran inhibicion, el patron NADH
frente a BAL seria incompetitivo (Figura 34C, lineas con guiones), lo que sugeriria que el

BAL es el primer sustrato en unirse a la enzima. Al analizar todos los datos se obtiene el
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patron correcto (Figura 34C, lineas continuas) donde NAD" es el primer sustrato en unirse
y el NADH es el tultimo producto en ser liberado, lo que es consistente con el resto de los

resultados mostrados en las secciones anteriores.
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Figura 34. Efecto del NADH sobre el grado de inhibicién por BAL en la SOBADH. A,
porcentaje del valor de los pardmetros cinéticos estimados utilizando Uinicamente los datos
que aparentemente no presentan inhibicién por sustrato (truncated) con respecto a los
obtenidos con todos los puntos de la saturacién (complete). B, cociente representativo
(NADH 100 uM) de la velocidad estimada a bajas concentraciones de sustrato a partir de los
datos que aparentemente no presentan inhibicidn por sustrato (truncated) con respecto a los
obtenidos con todos los puntos de la saturacion (complete). El pie de figura continua en la

siguiente pagina.

86



C, patron de inhibicion por NADH frente a BAL con NAD" 25 uM. Las concentraciones de
NADH utilizadas fueron = 0, ® 25, A 50 0 ¥ 100 pM. Los puntos son los valores promedio
obtenidos experimentalmente. Las lineas continuas muestran el comportamiento tedrico de
la enzima si no existiera inhibicién por sustrato, y se obtienen en simulaciones usando la
Ecuacion 1 y los parametros cinéticos obtenidos del ajuste de los datos experimentales a la
Ecuacion 6; las lineas con guiones son el resultado del ajuste individual a la Ecuacién 1 de

unicamente los puntos que aparentemente no presentan inhibicion por sustrato

V1.6.2. Simulaciones tedricas de los diferentes mecanismos cinéticos de inhibicién por
sustrato en reacciones monosustrato

Para explorar el tipo y la extension de los errores que surgen al estimar los pardmetros
cinéticos y al determinar los mecanismos cinéticos si la inhibicion por sustrato se ignora
intencionalmente o no, se realizaron simulaciones teéricas de los posibles mecanismos de
inhibicion por sustrato en reacciones monosustrato. En estas reacciones, los Unicos
mecanismos plausibles de inhibicién por sustrato son la inhibicién total o parcial
incompetitiva. Las simulaciones para las reacciones monosustrato descritas pueden
representar una reaccion de bisustrato si al variar la concentracion del sustrato que provoca

inhibicidn por sustrato, el otro sustrato se mantiene fijo.

Se simularon curvas de inhibicion por sustrato parcial (B = 0.5) con valores de Kis de Km,
2.5Km, 10Km y 25Knm (Figura 35A y B) asi como curvas de inhibicion por sustrato a una Kis
fija (Kis = 10Km) con valores de B de 0, 0.25, 0.5 y 0.75 (Figura 35D y E). El resultado fue
consistente con los obtenidos a partir del analisis de los datos experimentales. Los parametros

Vmax Y Km se subestiman en diferente proporcion dando como resultado una sobreestimacion
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del valor de Vmax/Km (Figura 35C y F) cuando se comparan considerando Unicamente los

datos que aparentemente no presentan inhibicion (Figura 35, lineas con guiones) con

respecto a todos los datos (Figura 35, lineas continuas).
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Figura 35. Pie de figura en la siguiente pagina.
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Figura 35. Simulaciones de la inhibicion incompetitiva por sustrato en reacciones
monosustrato. A-C, f = 0.5 y Kis variable; D-F, Kis = 10K y B variable. A y D, graficos
completos; B y E, acercamientos a los graficos completos. Las lineas con puntos son el
resultado de la simulacién sin inhibicion por sustrato con la Ecuacién 1; las lineas continuas
son el resultado de la simulacion de inhibicion por sustrato con la Ecuacién 6; las lineas con
guiones son el resultado del ajuste a la Ecuaciéon 1 de los datos que aparentemente no
presentan inhibicion por sustrato y que fueron generados por la simulacién con la Ecuacion
6. C yF, porcentaje del valor de los pardmetros cinéticos estimados utilizando inicamente
los datos que aparentemente no presentan inhibicion por sustrato (truncated) con respecto a

los obtenidos con todos los puntos de la saturacion (complete).

VI1.6.3. Simulaciones teoricas de los errores generados por ignorar la inhibicion por sustrato
en la cinética de los inhibidores

Para estudiar qué efecto puede tener el ignorar la inhibicion por sustrato sobre la inhibicion
causada por otros inhibidores se realizaron otras simulaciones. Como se ha descrito
anteriormente, la estimacién errénea de los parametros cinéticos que se presenta cuando no
se considera la inhibicién por sustrato provoca que los patrones de inhibicién cambien
(Figuras 36A-C). Asi mismo, los valores de las constantes de inhibicién se ven afectados
(Figura 36D-G). Un patrén competitivo (Figura 36A) podria ser confundido con un patrén
mixto. Un patron incompetitivo cambiaria su pendiente de tal modo que la interseccion de la
familia de rectas seria en algun punto del primer cuadrante (Figura 36B). Mientras un patron
mixto se conservaria cualitativamente, pero el valor de sus constantes de inhibicion, Kic y Kiy

cambiarian (Figura 36C).
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Figura 36. Efectos de la inhibicion parcial incompetitiva sobre la cinética en presencia
de un inhibidor. A y D, inhibicién competitiva; B y E, inhibicion incompetitiva; C, Fy G,
inhibicidén mixta. Las lineas negras corresponden a la ausencia de inhibicidn por sustrato; las
lineas de color corresponden a cinéticas con inhibicién parcial incompetitiva por sustrato con
B = 0.5y valores de Ks variables. D-G, porcentaje del valor de las constantes de inhibicion
estimadas utilizando Unicamente los datos que presentan inhibicion por sustrato (with

inhibition) con respecto a los que no presentan inhibicion (without inhibition).
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VI.6.4. Simulaciones teoricas de la inhibicion por sustrato en mecanismos cinéticos Bi Bi
ordenados en estado estacionario

Debido a que las enzimas ALDH siguen un mecanismo Bi Bi ordenado en estado
estacionario, se simularon los efectos que puede tener la variacion de la concentracion del
sustrato A (nucleédtido) sobre la inhibicion provocada por el sustrato B (aldehido). Se

consideraron los mecanismos competitivo total, incompetitivo total e incompetitivo parcial.

En la inhibicion competitiva total se observé que cuando B es el sustrato variable y A el fijo-
variable la inhibicion por el sustrato B disminuye a medida que la concentracion de A
aumenta (appKis/Kis aumenta su valor; Figura 37B). Esto es debido a que la creciente
concentracion de A favorece la formacién del complejo productivo E-A sobre la formacion
del complejo no productivo E-B (Esquema 4A). Tambien en la inhibicion competitiva total,
pero cuando A es el sustrato variable y B el fijo variable se observé que valores menores o
iguales a la Kg no tienen efecto inhibidor; pero cuando la concentracion de B fue mayor a su
Kg si tuvo efecto inhibidor y fue mas notorio a medida que la concentraciéon de B lo hizo
(Figura 37C). Lo anterior es debido a que altas concentraciones de B favorecen la formacion

del complejo no productivo E-B sobre el complejo productivo E-A.

En las inhibiciones incompetitivas completa y parcial se observé que cuando B es el sustrato
variable y A el fijo-variable la inhibicion por el sustrato B se ve favorecida a medida que la
concentracion del sustrato A aumenta (appKis/Kis se acerca a 1; Figura 37E y H). Esto
debido a que la alta concentracion de A aumenta la concentracion en estado estacionario del

complejo E-Q al cual se une B como inhibidor (Esquema 4B-D). Por otra parte, cuando el
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sustrato A es el variable y B el fijo-variable se observd que concentraciones menores 0
iguales a la Kg no tienen efecto inhibidor; pero cuando la concentracion de B fue mayor a su
Kg si tuvo efecto inhibidor que I6gicamente fue més notoria a medida que la concentracion

de B aument6 (Figura 37F e I).

Total competitive

A B C
1.00 7 1.00 -
3 3
<F 050 <F 0504
B S
0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 0.00 L1
0 25 50 75 100 S
[Bl/Kg [Al/K o [Al/K o
Total uncompetitive
D E F
1.00 - 1.00
2,
(2]
g X
0.50 - 0 o) 0.50
2 v 1 2
> g =
© 4
0.00 : : : ‘ o - 0.00
0o 25 50 75 100 e 2%
[BI/Kg [Al/K,
Partial uncompetitive
G H I
1.00 P e T
" i
E ¥ é 'u/
%) £ 4
> 0.50 < Y > 050
> g > |
0.00 . : : : 0= PP 0.004 : ‘
0 25 50 75 100 Foss 0% 0 25 50

[Bl/Kg [Al/K [Al/K,

| Ks=10Ks B=00r05 |

Fixed [A] Fixed [B]
— 1K,— 2.5K, — 5K, — 10K, — 50K, | —0.5Kg — 1Kz — 5Ky — 10Kz — 25K

Figura 37. Pie de figura en la siguiente pagina.
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Figura 37. Simulaciones de la inhibicion por el sustrato B en reacciones Bi Bi ordenadas
en estado estacionario. A-C, inhibicion competitiva total; D-F, inhibicion incompetitiva
total; G-I, inhibicion incompetitiva parcial. A, D y G, saturacion por el sustrato B inhibidor
con A fijo-variable. B, E y H, appKis/Kis obtenida a partir del ajuste a la Ecuacién 6 de los
datos que fueron generados por la simulacién con las Ecuaciones 9-11. C, F ¢ I, saturacion
por el sustrato A con B inhibidor fijo-variable. Las lineas discontinuas son el resultado de la
simulacion sin inhibicion por sustrato con la Ecuacién 1; las lineas continuas son el resultado

de la simulacién de inhibicién por sustrato con las Ecuaciones 9-11.
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Esquema 4. Mecanismos de inhibicion por el sustrato B en mecanismos cinéticos Bi Bi
ordenados en estado estacionario. A, mecanismos competitivo total; B y C, incompetitivo

total; D, incompetitivo parcial, respectivamente.
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VII. DISCUSION GENERAL

El comportamiento cinético de la SOBADH es verdaderamente complejo, de modo que los
analisis cineticos convencionales como los patrones de velocidad inicial, de inhibicion por
producto e inhibicion por anélogos de sustrato fueron insuficientes para determinar un
mecanismo cinético sélido (Figuras 4-12; Tablas 1-V). El estudio de la inhibicion por
sustrato arroj6 informacidn acerca de la formacion de rutas alternas de reaccion, las cuales,
se hicieron evidentes hasta que se utiliz6 un amplio intervalo de concentracion de ambos
sustratos (Figuras 13-27; Tablas VI-XI11). Para la inhibicién parcial por el sustrato aldehido
se pudo concluir que ocurre mediante un mecanismo Bi Bi ordenado que implica la
formacion de un complejo E-BAL-NADH del cual se libera NADH (ks del Esquema 5) de
manera mas lenta con respecto a como se libera del complejo E-NADH (ks del Esquema 5).
Al complejo E-BAL resultante se le une NAD* (k7 del Esquema 5) dando lugar al complejo

productivo E-NAD*-BAL, de manera que la reaccion sigue.
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NAD* BAL GB NADH

kl k.1 k2 k-2 k3 k-3 k4 k—4
E E ¢ NAD* Ee NA[I“ e BAL— E ¢« NADH ¢ GB Ee NADH E
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. v :
NAD* NADH BAL

Esquema 5. Diagrama de Cleland mostrando el mecanismo Bi Bi ordenado en estado
estacionario con una ruta alterna propuesta para explicar la inhibicion parcial por el
sustrato BAL. En lineas solidas se representa la ruta principal y en lineas con guiones la ruta

alterna por la que ocurre la inhibicion por el sustrato BAL.

Comprender el comportamiento de la enzima con el sustrato NAD™ fue alin mas dificil debido
a que se observé una atipica inhibicion mixta en el patron de inhibicion NADH frente a NAD*
(Figura 5; Tabla I1) e inhibicién parcial por NAD" (Figuras 13 y 14; Tabla VI). Sin
embargo, el hallazgo de que tanto NADH como AMP contrarrestan la inhibicién por NAD*
sugirié que ambos compuestos se unen a la misma forma de la enzima a la que se une la
molécula de NAD" inhibidora y esta no puede ser la enzima libre porque el complejo E-
NAD" no es abortivo. Esto nos llevé a proponer que la SOBADH tiene un mecanismo cinético
Bi Bi ordenado en estado estacionario, el cual posee una ruta principal donde el primer

ligando en unirse es NAD™ y el Gltimo en liberarse es NADH; pero ademas existe una ruta
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alterna en donde el NADH puede liberarse del complejo E-tioéster-NADH (ks del Esquema

6) para dar lugar al complejo E-tioéster al que puede unirse el NAD™ (ks del Esquema 6).

La unién del NAD™ al complejo enzima-tioéster podria explicar, en primera instancia, la
inhibicidn incompetitiva por el sustrato NAD* y el hecho de que esta sea parcial se explicaria,
si el NAD" unido al complejo enzima-tioéster entorpeciera, pero no impidiera a la molécula
de agua catalitica realizar la hidrolisis. Es conocido que los nucle6tidos oxidados y reducidos
unidos a la enzima poseen diferente flexibilidad conformacional (Hammen et al., 2002;
Perez-Miller y Hurley, 2003; Gonzalez-Segura y Mufioz-Clares, datos no publicados). El
NAD™" unido al complejo enzima-tioéster podria adoptar su tipica conformacion extendida
Ilamada de transferencia del hidruro (“HT”) que posiciona al anillo de la nicotinamida mas
adentro del sitio activo que la posicion que ocupa el anillo del NADH en cualquiera de sus

conformaciones de hidrolisis (“Hyd”).

Asi mismo, la inhibicién mixta del NADH frente a NAD™ podria deberse a: 1) el componente
competitivo causado por la unién mutuamente excluyente de ambos nucleétidos a la enzima
libre y 2) el componente incompetitivo causado por la unién de ambos al complejo E-tioéster,
puesto que, aunque la molécula de NADH del complejo E-tioéster-NADH sea sustituida por
una molécula de NAD™, el complejo resultante, E-tioéster-NAD™ es también inhibitorio. La
competencia del NADH y NAD" por este complejo enzima-tioéster también explica que el
NADH elimine la inhibicién por sustrato del NAD". En el caso del AMP, también podria
formar un complejo enzima-tioéster-AMP en competencia con el NAD™ y por tanto eliminar

la inhibicion por sustrato del NAD?, pero, al no poseer la mitad de nicotinamida, su unién no
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estorbaria el paso de hidrolisis como si lo hace el NAD", lo que se refleja en una aparente

activacion a las altas concentraciones del NAD*.

NAD* BAL GB NADH
ky k. ky | K- kslks 1 L
E Ee N‘O\D+ E e NAD* e BAL—> E ¢« NADH ¢ GB Ee NADH E
.I: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Iél IIIIIIIIIIIIII :I\-

: EeNAD*eGB : EeGB :
kr ek H Ks 2 ks
v : v
GB NAD* NADH

Esquema 6. Diagrama de Cleland con una ruta alterna propuesta para explicar la
inhibicion parcial por el sustrato NAD*. En este esquema los complejo E-NADH-tioéster
y E-NAD"-tioéster se representan por E.NADH.GB y E.NAD".GB, respectivamente. En este
mecanismo el paso de hidrolisis del complejo E-NAD-tioéster es mucho mas lento que el

del complejo E-NADH-tioéster

Por otra parte, la inhibicion competitiva del NADH frente al NADP* podria deberse a la
mucha menor afinidad de la enzima por el NADP™ respecto al NAD*, como se determind por
fluorescencia (K¢NAP* = 2.5 £ 0.3 pM, KgVAPP* = 709 + 62 uM). Ademas, no se pudo
determinar la inhibicion por el NADPH por lo que sugerimos que, en las condiciones de
nuestros ensayos, las concentraciones del complejo E-tioéster-NADP(H) son muy bajas, por

lo que no se puede observar el componente incompetitivo de la inhibicién por el NADH.
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VIIl. CONCLUSIONES

En la SoBADH, la uniéon del NAD™ al complejo central enzima-tioéster podria ser la
responsable de la inhibicion parcial por NAD" y del componente incompetitivo que se

presenta en la inhibiciéon mixta por el NADH frente al NAD".

El efecto de la inhibicion por sustrato afecta incluso cuando se trabaja a concentraciones de

sustrato que aparentemente son subinhibitorias.

Al ignorar la inhibicién por sustrato se subestima el valor de Vmax Y Km mientras el valor de

Vmax/Km Se sobrestima.

Omitir el estudio de la inhibicién por sustrato también provoca errores en la estimacion de

las constantes de inhibicién y en la determinacion del mecanismo cinético.
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ABSTRACT

Substrate inhibition by the aldehyde has been observed for decades in NAD(P)*-dependent aldehyde dehy-
drogenase (ALDH) enzymes, which follow a Bi Bi ordered steady-state kinetic mechanism. In this work, by using
theoretical simulations of different possible substrate inhibition mechanisms in monosubstrate and Bi Bi ordered
steady-state reactions, we explored the kind and extent of errors arising when estimating the kinetic parameters
and determining the kinetic mechanisms if substrate inhibition is intentionally or unintentionally ignored. We
found that, in every mechanism, fitting the initial velocity data of apparently non-inhibitory substrate con-
centrations to a rectangular hyperbola produces important errors, not only in the estimation of V,,.x values,
which were underestimated as expected, but, surprisingly, even more in the estimation of K;,, values, which led
to overestimation of the Vy,,x/K, values. We show that the greater errors in K,, arises from fitting data that do
experience substrate inhibition, although it may not be evident, to a Michaelis-Menten equation, which causes
overestimation of the data at low substrate concentrations. Similarly, we show that if substrate inhibition is not
fully assessed when inhibitors are evaluated, the estimated inhibition constants will have significant errors, and
the type of inhibition could be grossly mistaken. We exemplify these errors with experimental results obtained
with the betaine aldehyde dehydrogenase from spinach showing the errors predicted by the theoretical simu-
lations and that these errors are increased in the presence of NADH, which in this enzyme favors aldehyde
substrate inhibition. Therefore, we strongly recommend assessing substrate inhibition by the aldehyde in every
ALDH kinetic study, particularly when inhibitors are evaluated. The common practices of using an apparently
non-inhibitory concentration range of the aldehyde or a single high concentration of the aldehyde or the

coenzyme when varying the other to determine true kinetic parameters should be abandoned.

1. Introduction

A common complication of the kinetics of the NAD(P) * -dependent
aldehyde dehydrogenase (ALDH) enzymes is substrate inhibition by the
aldehyde, but, in spite of its high occurrence, it has been neglected in
most of the reported kinetic studies. Most likely, inhibition by the al-
dehyde substrate is a general feature of these enzymes as a consequence
of both their ordered steady-state kinetic mechanism and structural
features. A search in the literature showed that inhibition of ALDHs by
high concentrations of the aldehyde substrate has been reported for
decades [1-29], but a complete kinetic characterization of this behavior
was seldom performed. A few studies addressed the mechanism in-
volved in substrate inhibition, which was proposed to be caused by (i)

formation of the non-productive ternary complex E-NAD(P)H-aldehyde
from which NAD(P)H can be released [3,4,7,12]; (ii) binding of the
aldehyde to the free enzyme in competition with the coenzyme
[10,14,26]; (iii) non-productive binding [24] or binding of two alde-
hyde molecules [19] in the aldehyde-binding site; and (iv) binding of
the inhibitor substrate molecule to an inhibitory allosteric site [6].
Regardless of the mechanism and possible physiological relevance, if
any, of substrate inhibition, and of its value as a tool to establish a
kinetic mechanism—three aspects which are out of the scope of this
work—we reasoned that if this phenomenon is not taken into account in
kinetic studies of ALDHs, and of enzymes in general, important errors in
the determination of the kinetic parameters and even in the determi-
nation of the kinetic mechanism will ensue. Here, we explored the kind
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and extent of these errors using theoretical simulations of the substrate
saturation kinetics with different possible mechanisms of substrate in-
hibition in monosubstrate and Bi Bi ordered steady-state reactions. In
addition, we exemplify these errors with experimentally determined
initial velocity data obtained studying the betaine aldehyde dehy-
drogenase from Spinacia oleracea (SoBADH), an enzyme belonging to
the family 10 of the ALDH superfamily.

2. Materials and methods
2.1. Materials

HEPES, EDTA, betaine aldehyde (BAL) chloride, 3-aminopropio-
naldehyde (APAL) diethylacetal, 2-mercaptoethanol, NAD* and NADH
were obtained from Sigma-Aldrich. The exact concentration of NADH
was measured at 340 nm (es40 = 6,200 M~ cm ™ 1), and that of NAD™
was determined by its absorbance at 260 nm
(€260 = 18,000 M ! cm™1). APAL was prepared freshly by hydrolyzing
the corresponding diethylacetal following the method described [30].
The exact concentration of the aldehyde was measured in each ex-
periment by determining the amount of NADH produced after its
complete oxidation by pure SoBADH and using the standard assay
conditions described below.

2.2. Enzyme purification and kinetic studies

Recombinant SoOBADH was over-expressed in BL21(DE3) E. coli cells
(Agilent) transformed with the plasmid pET28-SoBADH, which contains
the full sequence of the S. oleracea BADH gene with an N-terminal His-
tag, and purified to homogeneity as previously described [21]. SoOBADH
protein concentration was determined spectrophotometrically, using
the molar absorptivity at 280 nm (350 = 86,400 M~ ' cm ™) predicted
from amino acid sequence with ExPASy ProtParam [31].

The dehydrogenase activity was measured spectrophotometrically
at 30 °C as reported [21] by monitoring the increase in the absorbance
at 340 nm in a mixture (0.5mL) consisting of 100 mM HEPES-KOH
buffer, pH 8, 1 mM EDTA and the indicated aldehyde, NAD* and NADH
concentrations. All assays were initiated by addition of the enzyme. One
unit of activity is defined as the amount of enzyme that catalyzes the
formation of 1 pumol of NADH per min under our assay conditions.

2.3. Data analysis

The fitting procedure of the experimentally obtained initial velocity
data, or the simulations of saturation curves constructed with fixed
theoretical kinetic parameters, was performed using non-linear re-
gression calculations based on the algorithm of Marquardt [32] and the
velocity equations given below. In order to evaluate the kind and extent
of errors arising if substrate inhibition is ignored, in a second step, from
the theoretical curves resulting from the best fit of the complete data
set, we selected the estimated velocity data corresponding to a substrate
concentration range in which apparently substrate inhibition does not
take place (truncated set of data), and then fitted these data to the
Michaelis-Menten equation (Eq. (1)). Finally, the estimated apparent
kinetic parameters for the truncated data set were compared with those
estimated in the first round of fitting using the complete data set, and
the differences between these parameters were analyzed. Percentage
errors were calculated as (Xiruncated - Xcomplete)/Xcomplete; Where X is the
estimated parameter.

For simulations of the effects of substrate inhibition on the kinetic
parameters of monosubstrate reactions, the Michaelis-Menten equation
(Eq. (1)) or the modified equations that account for total or partial
uncompetitive substrate inhibition (Egs. (2) and (3), respectively) were
used:

V = Vinax[S]/(Km + [S]) @
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V = Vinax[S1/{Km + [S](Q + [S]/Kis)}
V = Vinax[S1 + BIS1/Kis)/{Km + [SI(1 + [S1/Kis)}

(2)
3

where v is the initial velocity, Vi .« is the maximal velocity, [S] is the
concentration of the variable substrate, f§ is the factor that describes the
effect of substrate inhibition on V.4, Ky is the concentration of sub-
strate at half-maximal velocity, and Kig is the substrate inhibition
constant. In Egs. (2) and (3), and in the equations below corresponding
to different mechanisms of substrate inhibition, V., is the maximal
velocity that will be estimated if substrate inhibition does not occur. In
Eq. (3), and in other equations corresponding to partial substrate in-
hibition, the maximal velocity that can be experimentally observed is
Vimax X B- Eq. (3) was also used for the non-linear regression fitting of
experimental initial velocity data of the SoBADH enzyme obtained
varying the aldehyde substrate at fixed concentration of NAD *. Egs. (2)
and (3) were used for simulations of the effects that an inhibitor
changed in a constant proportion to the variable substrate has on the
kinetic parameters of this substrate. In this case, the term [S]/K;s was
substituted by n[S]/Kj,, in which n is the factor relating the con-
centration of the inhibitor I to the concentration of the substrate (i.e.,
[1] = n[S]) and Kj, is the uncompetitive inhibition constant.

Egs. (4)-(6) were used for simulations of the effect of uncompetitive
substrate inhibition on the kinetic parameters in the presence of com-
petitive, uncompetitive or mixed inhibitors, respectively.

V = Vinax[S1/{Km(1 + [11/Ki0) + [S1(A + [S1/Kis)} 4
V = Vmax[SI/{Km + [SIQ + [11/Ki)(1 + [S1/Kis)} ()

V = Vmax[S]/{Km(1 + n[S1/Kic) + [SI(1 + n[S1/Kiu)(1 + [S1/Kis)}
©

where K;. and K;, are the competitive and uncompetitive inhibition
constants, respectively, and the other parameters as defined above.

For simulations of the effects that substrate inhibition has on the
apparent kinetic parameters of the other substrate in a Bi Bi steady-state
ordered mechanism, Eq. (7) was used for the no-substrate inhibition
case, Eq. (8) [33] for competitive total substrate inhibition, and Egs. (9)
and (10) [34] for total and partial uncompetitive substrate inhibition,
respectively,

V = Vinax[Al[B]/(KiaKs + Kg[A] + Ka[B] + [A][B]) )
v = Vmax[A][B]/{KiaKp(1 + [Bl/Kis) + Kg[A] + Ka[B]Q + [Bl/
Kis) + [A][B]} (8

v = Vmax[A][B]/{KiaKp + Kg[A] + Ka[B] + [A][B]I(1 + [B]/Kis)}
9

V = Vinax[AI[BI(1 + B[Bl/Kis)/{KiaKe + Ks[A]l + Ka[B] + [A][B]
(1 + [Bl/K)} (10)

where A is the first substrate to bind to the enzyme, B is the second
substrate and the one that exhibits substrate inhibition, K, and Ky are
the Michaelis-Menten constants for substrates A and B, respectively,
and Kj, is the dissociation constant of A from its complex with the
enzyme. The other parameters are as defined above.

3. Results and discussion

3.1. Theoretical simulations of the different kinetic mechanisms of substrate
inhibition in monosubstrate reactions

In order to explore the kind and extent of errors arising when esti-
mating the kinetic parameters and determining the kinetic mechanisms
if substrate inhibition is intentionally or unintentionally ignored, we
first performed theoretical simulations of the possible substrate in-
hibition mechanisms in monosubstrate reactions. In these reactions, the
only plausible mechanisms for substrate inhibition are total or partial
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Scheme 1. Mechanisms of substrate inhibition in monosubstrate reactions. A)
Total uncompetitive. When the inhibitor substrate molecule binds to the pro-
ductive enzyme-substrate complex the reaction does not occur. B) Partial un-
competitive. When the inhibitor substrate molecule binds to the productive
enzyme-substrate complex the reaction occurs at a decreased rate. The value of
the factor 3, which is the ratio Viyax innibited /Vimax non-inhibited, indicates the
degree of inhibition. In total substrate inhibition B = 0; in partial substrate
inhibition f < 1.

uncompetitive inhibition (Scheme 1). This is because competitive in-
hibition—caused either by non-productive binding to the active site or
by binding to an allosteric site—does not produce substrate inhibition
given that the initial velocity equation for this kind of inhibition is:

V = Vmax[SI/{Km(1 + [SI/K) + [SI}

And, therefore, the apparent V., and K;,, values will be both decreased
by the same term:

apmeax = Vimax/(1 + Kn/K3); apme =Kn/( + Kn/Kj)

Since the term (1 + K,/K;) does not include the concentration of S
([S1), the degree of inhibition is the same at any [S] and substrate in-
hibition will not be observed. Indeed, the non-productive binding of the
substrate or allosteric competitive inhibition by the substrate may not
be recognized when studying the kinetics of saturation by S.

The results of uncompetitive substrate inhibition simulations using
K;s values equal to Ky,,, 2.5K;,,, 10K,,, or 25K, at a fixed 8 equal to 0.5
(partial inhibition) are shown in Figs. 1A, B, C and D. The results of the
simulations varying the  value (zero, 0.25, 0.5 or 0.75) at a fixed Kjs
equal to 10 K, are shown in Figs. E, F, G and H. Panels B and F are an
enlargement of panels A and E, respectively, to better show the curves
in the low substrate concentration range. The theoretical saturation
curves of panels A, B, E and F are depicted by three kinds of lines: the
solid ones correspond to those constructed using Eq. (2) or (3), i.e.
assuming partial or total uncompetitive substrate inhibition; the dotted
lines were constructed using the true kinetic parameters and Eq. (1),
i.e., assuming that there is no substrate inhibition; and the dashed lines
are the theoretical curves constructed using Eq. (1) and a truncated set
of velocity data taken from the simulations of the complete sets of data
and selected using the criterion that they apparently do not show
substrate inhibition. It can be seen at a glance that, in every one of the
simulated conditions, the appV,.x value is well below the true one,
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shown by the dotted line, and that can be estimated only when the
complete data set showing substrate inhibition is used in the fitting
procedure. Also, the dashed-line curves show that the V., value would
be importantly underestimated if the truncated set of data were instead
used, even though the higher substrate concentration selected appears
to be almost saturating. The errors in the estimation of V., K, and
Vimax/Km are shown as percentage of the true values in Figs. 1C and G.
As expected, the errors were higher as Kis or  decreased, because of an
increased degree of substrate inhibition. Surprisingly, K, was under-
estimated in a higher extent than V,,,y, although Egs. (2) or (3) show
that both parameters will be decreased by the same factor (1 + [S]/
Kis). This in turn leads to overestimation of V,,,./Ky, values, regardless
of inhibition being total or partial. Interestingly, the percentage of error
in the V.x/Km does not change for a given value of Kis, regardless of
the 8 value, i.e, regardless of § being zero or any other value (Fig. 1G).
A closer look to the theoretical curves showed that the initial velocity
values estimated at low substrate concentrations when the truncated
substrate concentration range was used in the simulation have higher
values than those estimated at the same substrate concentrations if the
complete concentration range was used (Figs. 1D and H). This is an
artifact resulting from the fitting procedure, when the truncated data
are attempted to be fitted to the rectangular hyperbola of the Michaelis-
Menten equation (Eq. (1)), from which these data deviate, although this
deviation is not perceived by visual inspection of the data. The degree
of deviation is similar in the total and partial substrate inhibition at a
given Kjs value, because the initial velocity data measured at substrate
concentrations lower than those at which substrate inhibition becomes
apparent are only affected by the Kis/K,, ratio.

To explore in more depth these results, we simulate the saturation
kinetics when an uncompetitive inhibitor is changed in a constant
proportion to the substrate (i.e., [I] = n[S]), which is a situation that
produces an apparent substrate inhibition. In these simulations we used
n values of 1 or 0.2, which are equivalent to a K;g value equal to K, or
5K, respectively, in substrate inhibition. As can be seen in Fig. 2, the
same general behavior was observed, and also the errors in K,, were
greater than in V.« when the truncated range of substrate concentra-
tion was used in the simulation, regardless of the inhibition being total
(shown in Fig. 2B) or partial (Fig. 2E). Again, these different effects can
be explained by the fitting of the data of a mechanism exhibiting sub-
strate inhibition to the Michaelis-Menten equation (Eq. (1)). These re-
sults clearly show that substrate inhibition does have an impact in the
initial velocity data even at apparently not inhibitory concentrations of
this substrate. Hence, it is clear the importance of detecting substrate
inhibition—by using a concentration range of the substrate as wide as
practically reasonable—and considering this phenomenon in the fitting
process.

3.2. Theoretical simulations of the effects of ignoring substrate inhibition on
the kinetics of inhibitors in monosubstrate reactions

Disregarding substrate inhibition when studying the kinetics of the
enzyme in the presence of an inhibitor will also lead to errors in the
inhibition constant and inhibition mechanism. We examine these pos-
sible errors simulating the effects of total competitive, uncompetitive or
mixed inhibitors on the kinetics of an enzyme that exhibits total or
partial uncompetitive substrate inhibition, and assuming that the in-
hibitors do not affect the degree of substrate inhibition. The double
reciprocal plots in Fig. 3 show the results of these simulations in the
absence of the inhibitor or in its presence, at concentrations equal to K;
(either K;. or K, = 5K, in the case or competitive or uncompetitive
inhibitors; K;. = 5K, and Kj, = 10K, in the case of mixed type in-
hibitors) or 2Kj, varying Kjs from a value equal to K,, to 25K, and
keeping f3 constant at 0.5. Qualitatively similar double reciprocal plots
were obtained when f was varied from zero to 0.75 and Kjs kept fixed at
10K,, (not shown). The most striking result was that a competitive in-
hibitor could be mistaken for a mixed inhibitor if the truncated set of
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Fig. 1. Simulations of uncompetitive substrate inhibition in
monosubstrate reactions. A) Theoretical saturation curves at
fixed $=0.5 and Kis values from K, to 25K,. B)
Enlargement of the data shown in panel A to better depict
the saturation curves in the lower substrate concentration
range. In both panels, the dotted magenta line is the sa-
turation curve corresponding to a reaction that does not
exhibit substrate inhibition, and was generated using Eq. (1)
and V. and K, values arbitrarily fixed at 100 and 1, re-
spectively; solid lines are saturation curves showing sub-
strate inhibition and were generated using Eq. (3) and the

1.00 -

0.50

V/V,ax

same Vi, and K, values; dashed lines were generated using
a truncated set of the data comprising only those substrate
concentrations that apparently do not exhibit substrate in-
hibition and fitting these data to Eq. (1). C) Values of the
apparent kinetic parameters estimated using the truncated
sets of data fitted to Eq. (1) as percentage of the values es-
timated using the complete sets of data fitted to Eq. (2); 8
was fixed at 0.5 and K;s was varied as in panels A and B. D)
Quotients resulting from dividing the velocity values at low
substrate concentrations estimated using the truncated set
of data and Eq. (1) by the velocity values estimated using
the complete set of data and Eq. (3). E, F, G, and H) Same as
A, B, C and D, respectively, but fixing Kijs = 10K,, and
varying 3 values as indicated.

200

0.00 - .

[SIK,,

[SIK,,

o

E OViax O K, BV, /K, S v, 0K, mvY,./K.,
£150 @
o 2
S 5100
£ 100 £
L L
B 50 2 S0
5 8
50 ° 2 50
s T T o vy 2 000 0.25 0.50 0.75
2 & B value
Ks value
D H
= M
£ 14 o 12
8 £
€ ]
Q o
L 4121 5 1.1
-c o w
3 =]
g |\ 3
e c
2 1.0 e == [ 10 :
> o 2 4 > o 2 4
[SIK,, [SVKn
B=05 K = 10K,
Ks value B value
—K, —2.5K, —10K, —25K, || —0 —0.25 —0.5 —0.75

initial velocity data is used in the simulations (Fig. 3A). This is because
the effects that truncating the data has on the estimation of the kinetic
parameters are greater in the presence of the inhibitor than in its ab-
sence, thus leading to a progressive decrease in the appV,.x as [I] in-
creases (Fig. 3B). The appKy, values estimated with the truncated data
set in the absence of the inhibitor are lower than the real value, again
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because of the effects of ignoring substrate inhibition, and although
they increase as [I] increases as expected for a competitive inhibitor,
they always remain below the apparent value estimated at a particular
inhibitor concentration (Fig. 3C). As a consequence, V,../Ky, is over-
estimated at any inhibitor concentration (Fig. 3D). The inhibition pat-
tern of uncompetitive inhibition (Fig. 3E) is also changed although in a
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Fig. 2. Effects of an uncompetitive inhibitor varied in a constant proportion to the substrate in monosubstrate reactions. A) Theoretical saturation curves constructed
in the presence of a total uncompetitive inhibitor. The dotted black line is the saturation curve in the absence of the inhibitor (n = 0), and was generated using Eq.
(1). Solid lines are those simulated in the presence of inhibitor and were generated using Eq. (2) and assuming K; = 10K,, Dashed lines were simulated using
truncated sets of the data comprising only those substrate concentrations that apparently do not show inhibition and fitting these data to Eq. (1). B) Values of the
apparent kinetic parameters estimated using the truncated sets of data fitted to Eq. (1), expressed as percentage of the values estimated using the complete sets of data
fitted Eq. (2). C) Quotients resulting from dividing the velocity values at low substrate concentrations estimated using the truncated set of data and Eq. (1) by the
velocity values estimated using the complete set of data and Eq. (2). D, E and F) Same as in A, B and C, respectively, but for a partial uncompetitive inhibitor. Eq. (3)
was used to generate the saturation curves in the presence of the inhibitor (solid lines).

minor degree than that of competitive inhibition, so that a parallel
pattern could still be considered. But in fact the simulated lines inter-
sect in some point in the first quadrant! This is because the decrease of
the estimated appV,.x value when the truncated set of data is fitted to
the Michaelis-Menten equation (Eq. (1)) in the absence of the inhibitor
becomes progressively less important as the concentration of the in-
hibitor increases (Fig. 3F), even hough the changes are small and may
be unnoticed. Similarly, there is a small change provoked by the pre-
sence of the inhibitor in the appKj, values estimated with the truncated
set of data, which slightly increase with respect to the expected ones
(Fig. 3G). As the inhibitor concentration has similar effects on the es-
timation of both apparent parameters using the truncated data set, the
Vimax/Km remains constant, although overestimated, at any inhibitor
concentration (Fig. 3H). In regard to the mixed inhibitor, the char-
acteristic pattern of intersecting lines is conserved (Fig. 3I), and the
effects of truncating the data in the estimation of the apparent kinetic
parameters are slightly affected by the presence of the inhibitor
(Figs. 31, J, K and L). In summary, the general trends are that the errors
in the estimation of the true kinetic parameters of the enzyme would be
increased in the presence of a competitive inhibitor and almost not
affected in the presence of uncompetitive or mixed inhibitors. But still,
the inhibition patterns are clearly affected, particularly in the case of
competitive and mixed inhibitors.

With respect to the errors in the estimation of K; values, Fig. 3M
shows that the estimated appK;. value for a competitive inhibitor when
the truncated data set was used is significantly higher than that esti-
mated for the complete data set at the f and Kis values of our
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simulations, and also a non-existent uncompetitive component of the
inhibition appeared (values not-shown). For an uncompetitive inhibitor
the Kj, value is overestimated at the lower K;g values used in the si-
mulations but this effect is reverted when these values are increased
(Fig. 3N). With respect to the mixed inhibitor, the K;. value is over-
estimated at low Kis, although not as much as in the case of a compe-
titive inhibitor, but this effect was reverted at higher Kis values
(Fig. 30). On the contrary, the K;, value is slightly underestimated re-
gardless of Kis values (Fig. 3P). Again, qualitatively similar results were
obtained when 3 was varied from zero to 0.75 and Kjg kept fixed at
10K, (not shown).

3.3. Theoretical simulations of the different kinetic mechanisms of substrate
inhibition by substrate B in Bi Bi ordered steady-state reactions

The simulations for the monosubstrate reactions described above
could be used in a bisubstrate reaction if when varying the concentra-
tion of the substrate that exhibits substrate inhibition the other sub-
strate is kept fixed. But since ALDH enzymes follow a Bi Bi ordered
steady-state mechanism in which the aldehyde is the second substrate
to add to the enzyme (substrate B), we were interested in exploring the
effects that varying the concentration of substrate A may have on the
substrate inhibition by B, as well as the effects that substrate inhibition
by B may have on the estimation of the apparent kinetic parameters for
A. In these simulations we only consider the three mechanisms of
substrate inhibition depicted in Scheme 2: total competitive against
substrate A, and total and partial uncompetitive, both against substrate
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Fig. 3. Effects of partial uncompetitive substrate inhibition on the kinetics in the presence of an inhibitor in monosubstrate reactions. A) Inhibition patterns of a total
competitive inhibitor in the absence of substrate inhibition (black lines), or when partial uncompetitive substrate inhibition takes place (colored lines).  was fixed to
0.5, Kis varied from K, to 25 K, and [I] was 0, 5K; or 10K;. B, C and D) Effect of the inhibitor concentration on the error of the values of the apparent V,,,qx, Kiy OF
Vimax/Km estimated using truncated sets of data at the different inhibitor concentrations individually fitted to Eq. (1) and expressed as percentage of the values
estimated using complete sets of data fitted to Eq. (4). E, F, G and H) Same as in A, B, C and D but for a total uncompetitive inhibitor and using Eq. (5). I, J, K and L)
Same as in A, B, C and D but for a total mixed inhibitor and using Eq. (6). M, N, O and P) Effect of varying K;s on the appK; values estimated using the truncated sets of
data and Eq. (1) and expressed as percentage of the values estimated using the complete sets of data and Egs. (4) and (5) or 6, as appropriate.
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Scheme 2. Mechanisms of substrate inhibition by substrate B in Bi Bi ordered
steady-state mechanisms. A) Total competitive against substrate A. Substrate A
cannot bind to the EB complex. B and C) Total uncompetitive. Substrate B forms
the abortive complex EBQ from which either the product Q cannot be released
(panel B), or if released the resulting complex EB cannot bind substrate A (panel
C). D) Partial uncompetitive substrate inhibitions. This mechanism is the pos-
tulated for some ALDH enzymes where at high aldehyde concentrations the
binding of the aldehyde (B) to the enzyme-NAD(P)H (EQ) complex results in the
formation of the non-productive ternary complex enzyme-NAD(P)H-aldehyde
(EBQ) from which NAD(P)H (Q) can leave thus leading to the formation of an
enzyme-aldehyde complex (EB) which binds NAD(P)* to forms the productive
enzyme-NAD(P) *-aldehyde (EAB) complex. Either the release of NAD(P)H or
the addition of NAD(P) " to the enzyme-aldehyde complex is slower that in the
main reaction pathway. Substrate inhibition thus results from the establishment
at high concentrations of aldehyde of an alternative slower route of reaction.

A and B, as these are the plausible mechanism of substrate inhibition by
substrate B in a Bi Bi ordered steady-state reaction.

Total competitive inhibition of substrate B against substrate A can
arise if B abolishes the binding of A to the free enzyme. It could be
thought that partial competitive inhibition could originate if B binds
first to the enzyme somehow decreasing the binding of A but A could
still add to the EB complex to form the ternary productive EAB complex.
However, this is in fact a random mechanism of substrate addition with
a preferred route of addition of substrates, and it would not give rise to
substrate inhibition. The same reasoning applies for total or partial
mixed inhibition because both mechanisms imply random addition of
substrates. Indeed, in Bi Bi ordered steady-state mechanisms the most
common kind of substrate inhibition is uncompetitive, in which sub-
strate B forms an abortive ternary complex EQB from which Q may or
may not dissociate (partial or total uncompetitive inhibition,
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respectively) as shown in Scheme 2. Based on these considerations, we
simulated these three mechanisms, i.e. total competitive and total and
partial uncompetitive, using Egs. (8)-(10), the latter derived using the
King-Altman method [35]. It has to be noticed that while in the case of
total competitive inhibition the Kis value is the dissociation constant of
substrate B from the EB complex, in the case of total or partial un-
competitive inhibition Kig is not the dissociation constant of B from the
complex EBQ, so that its value may be different from this dissociation
constant, depending on the steady-state levels of EQ and the ternary
EAB-EPQ complexes [34].

For the simulations shown in Figs. 4 and 5 we consider Kis = 10K
and 8 = 0 or 0.5, but qualitatively similar results were obtained with
other Kjs and f3 values (not shown); logically, the effects on the kinetics
would be greater at lower Kjs and f values. The solid lines in this figure
are saturation curves generated using Egs. (8), (9) or (10), as appro-
priate; while the dashed lines were constructed using the same kinetic
parameters and Eq. (7), i.e., assuming that there is no substrate in-
hibition by B. The theoretical curves for total competitive inhibition
constructed when the concentration of B is varied at several fixed
concentrations of A (Fig. 4A, solid lines) show that these curves pro-
gressively approach the non-substrate inhibition curves (Fig. 4A, da-
shed lines) as [A] increases, an effect that may lead to not observing
substrate inhibition at high [A]. Accordingly, the appK;s value greatly
increases with [A] (Fig. 4B), which is consistent with the competitive
nature of this inhibition since a high [A] will prevent the binding of the
inhibitor B molecule. Regarding the effects that substrate inhibition by
B has on the kinetics when A is the variable substrate, in the case of
competitive inhibition our simulations show that the concentration of B
has no effect on the appV,,.x but does have significant effects on the
appK, value at B concentrations higher than Kjg, even if these con-
centrations are lower than its Kis (Fig. 4C).

In total and partial uncompetitive substrate inhibition by B there are
important decreases of the appVy.x values at [B] above Ky and the
appKis values decrease as [A] increases (Figs. 4D, E, G and H), so that
substrate inhibition is increased at high [A], also as expected. In both
mechanisms the Kis decreases and reaches its real value at saturation of
the enzyme by A. Indeed, in the total and partial uncompetitive me-
chanism, at the Kijs value used in these simulations, the effects of the
substrate inhibition by B on the saturation kinetics of A would negli-
gible at [B] below or equal to Kg, but would be very important as [B]
approaches or exceeds the Kjg value (fixed at 10K in our simulations).
Note that in panels F and I while at [B] = Kp the curves generated as-
suming substrate inhibition (solid lines) and those generated assuming
no-substrate inhibition (dashed lines) superimpose, at higher [B] they
greatly separate, so that the formers tend to approach, or even be
below, those constructed at the lowest [B].

In Fig. 5 we summarize these results by comparing the simulated
saturation curves for the three mechanisms of inhibition, as well as the
errors in the estimation of the apparent kinetic parameters derived from
not considering substrate inhibition in both the saturation kinetics by B
and by A. If substrate inhibition by substrate B is ignored in the sa-
turation by B, the estimated apparent values for both V,,,x and Kp va-
lues will be lower that those estimated considering substrate inhibition,
but Kg will be underestimated in a greater extent than Vi, resulting in
increased Vp,.x/Kp values, regardless of the mechanism of substrate
inhibition—i.e. competitive total and uncompetitive total or partial. If
substrate inhibition by substrate B is ignored in the saturation by A in a
total competitive substrate inhibition the appV,.x is not affected but
appKy values will be greatly higher than those estimated if substrate
inhibition is considered, leading to a important errors in Vp,ax/Ka va-
lues. In the case of total uncompetitive inhibition, both Vi, and K, will
be underestimated by the same factor so that Vi,,x/Ka values will be
unchanged. But in the case of partial uncompetitive inhibition, the
three estimated parameters will be erroneous since K, decreases in a
greater extent than V., resulting in increased Vi,../Ka values, as it
happens in the saturation by B at fixed A.



R.A. Mufioz-Clares and K. Casanova-Figueroa

Chemico-Biological Interactions 305 (2019) 86-97

Total competitive

Cc

1.00 -

0.50

V/V,ax

0.00 . , , : 0.00 1!
0 25 50 75 100 7% 0%
[BYVKg [AVK, [Al/K,
Total uncompetitive
D E F
1.00 - 1.00 -

0.00 i : . i 0- 0.00
0 25 5 75 100 78 %%
[BI/Ks [Al/K,

et

0.50 1

V/Vax

Partial uncompetitive

1.00 - Y L SO
g :é .III// o -
EE 0.50 1 1 ?E 0.50-
BN >
0.00 : : : : 0= 0.00 4 ; )
0 25 50 75 100 7% 0% 0 25 50
[BI/Kg [AVK, [AVK,
Ks=10K; B=00r0.5
Fixed [A] S 8 Fixed [B]

— 1K,— 2.5K, — 5K, — 10K, — 50K,

— 05Kz — 1Ky — 5Ky — 10K — 25K,

Fig. 4. Simulations of inhibition by substrate B in a Bi Bi ordered steady-state reaction. A) Saturation curves varying B at [A]/Ka 1, 2.5, 5, 10 or 50 when total
competitive substrate inhibition of B against A takes place. Solid lines were generated using K;s = 10Kp and Eq. (8). Dashed lines were generated assuming that there
is no substrate inhibition and using Eq. (7). B) Effect of [A] on the estimated appK;s, expressed as times the fixed K;g value used in the simulations. C) Effect of [B] on
the saturation by A. Solid lines are saturation curves varying A at [B]/Kg 0.5, 1, 5, 10 or 25; Eq. (8) and Kjs = 10K were used in these simulations. Dashed lines
correspond to saturation curves simulated with the same kinetic parameters and [B] values but assuming that there is no substrate inhibition by B and using Eq. (7).
D, E and F) Same as A, B and C, respectively, but for total uncompetitive substrate inhibition by B. Eq. (9) was used in these simulations. G, H and I) Same as A, B and
C, respectively, but for partial uncompetitive substrate inhibition by B. Eq. (10) was used in these simulations.

In conclusion, overlooking substrate inhibition by B in a Bi Bi or-
dered steady-state mechanism would not only lead to serious errors in
the estimation of the kinetic parameters when B is the variable sub-
strate—similar to those observed in the monosubstrate reaction—, but

also in the estimation of these parameters when A is the variable sub-
strate. Unfortunately, it is a common practice to perform the saturation
by A at a fixed high concentration of B—trying in this way to obtain
saturation by B and therefore estimate the V.« of the reaction and the
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true Kx—and vice versa, performing the saturation by B at a fixed high
concentration of A with the same aims. A high concentration of B may
be inhibitory and a high concentration of A will increase the degree of
inhibition by B. Therefore, both practices could lead to serious errors in
the estimation of the values of the kinetic parameters.

3.4. The kinetics of SOBADH confirm that incorrect kinetic parameters are
estimated if substrate inhibition is not taken into account

In order to exemplify with experimental data the errors in the
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Fig. 5. Effects of inhibition by substrate B on the apparent kinetic parameters of
both substrates in ordered Bi Bi steady-state bisubstrate reactions. A)
Theoretical saturation curves varying B at [A] = 10K, simulated at K;s = 10Kp
and 3 = 0 or 0.5, as appropriate. Solid color lines were generated using Eq. (8)
for total competitive substrate inhibition (C-t), Eq. (9) for total uncompetitive
substrate inhibition (UC-t) or Eq. (10) for partial uncompetitive substrate in-
hibition (UC-p). The solid black line is the theoretical saturation curve simu-
lated with the same kinetic parameters and fixed [B], but assuming that there is
no substrate inhibition and using Eq. (7). Dashed color lines were simulated
using a truncated set of the data comprising only those [B] that apparently do
not show inhibition and fitting these data to Eq. (7). B) Errors of the values of
the apparent kinetic parameters obtained varying substrate B at fixed
[A] = 10K, and estimated using the truncated set of data and Eq. (7). Errors are
expressed as percentage of the values estimated using the complete set of data
and Eq. (8), which corresponds to uncompetitive partial substrate inhibition. C
and D) Same as A and B, respectively, but varying [A] at fixed [B] = 10Kp.

estimation of kinetic parameters that arise if the initial velocity data are
obtained in a concentration range that apparently does not produce
substrate inhibition, we analyzed the results of SoBADH saturation
experiments with two alternate substrates differing in their affinity for
the enzyme, and also in the absence and presence of the product NADH.
SoBADH is a NAD " -dependent ALDH10 enzyme that oxidizes betaine
aldehyde (BAL), which is its physiological substrate, and other different
w-aminoaldehydes such as 3-aminopropionaldehyde (APAL). This en-
zyme even exhibits a higher affinity for APAL and other w-ami-
noaldehydes than for BAL, as assessed by their respective K, values
[21].

As it was said in the Introduction section, several mechanisms have
been proposed to explain substrate inhibition by the aldehyde in ALDH
enzymes. Of these, the non-productive binding of the aldehyde sub-
strate inhibitor in competition with the productive aldehyde substrate
has to be discarded because substrate inhibition will not be observed
[34], as discussed above. In the SOBADH enzyme, we also ruled out
total competitive substrate inhibition against NAD* arising from the
binding of the aldehyde to the coenzyme-binding site because of the
finding that substrate inhibition by the aldehyde is not only not abol-
ished but enhanced when NADH is added to the assay medium in an-
other plant BADH also of the ALDH10 family [14]. Indeed, this finding
supports the partial mechanism of substrate inhibition involving the
formation of the E-NAD(P)H-aldehyde. Therefore, for the following
analysis of the experimental data of aldehyde substrate inhibition of the
SoBADH enzyme at a fixed 0.2mM NAD* (approximately equal to
10K, *) we consider the simple equation for partial uncompetitive
substrate inhibition of a monosubstrate reaction, given that the simu-
lations shown in Section 3.3 show that in a Bi Bi ordered steady-state
kinetic mechanism at this high concentration of the first substrate the
K;s of the second substrate is close to its real value.

Partial substrate inhibition was observed with BAL and APAL when
the complete two sets of experimental initial velocity data were fitted to
Eq. (3) (solid lines in Fig. 6). The dotted lines in this figure are hy-
pothetical saturation curves simulated using the Michaelis-Menten
equation (Eq. (1)), as if substrate inhibition does not take place, and the
apparent V., and K, values estimated from the fit of experimental
data of each enzyme to the partial substrate inhibition equation (Eq.
(3)). The dashed lines result from the fit of only the data obtained at
substrate concentrations apparently non-inhibitory, enclosed in a
dotted box in the figure. As can be visually assessed, and shown in
Table 1, if we had only considered in our study this shorter range of
substrate concentration, in which apparently there is no substrate in-
hibition, we would have underestimated the apparent V., and K,
values (Figs. 6C and G). The K, values have greater errors than the V.«
values, in agreement with the results of the theoretical simulations
described in section 3.3. Also in agreement with the theoretical simu-
lations, when we used the truncated set of data for the fitting procedure
the velocity data for both substrates estimated at concentrations below
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Fig. 6. Aldehyde substrate inhibition of SOBADH. A and B)
Saturation curves by BAL. In panel B is shown the saturation
curve in the lower substrate concentration range. Solid lines
are calculated from the best fit of the complete sets of ex-
perimental data to the equation that accounts for partial
uncompetitive substrate inhibition (Eq. (3)). Dashed lines
were generated by fitting the truncated sets of data, i. e.,
considering only those data that apparently do not show
substrate inhibition (enclosed in a dotted box) to the Mi-
chaelis—-Menten equation (Eq. (1)), thus ignoring substrate
inhibition. The dotted lines are hypothetical saturation
curves simulated using the Michaelis-Menten equation (Eq.
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(1)), as if substrate inhibition had not taken place, and the
Vimax and Ky, values estimated using the complete sets of data
and Eq. (3). C) Values of the apparent kinetic parameters
estimated using the truncated sets of data and Eq. (1), ex-
pressed as percentage of the values estimated using the
complete sets of data and Eq. (3). D) Quotients resulting
from dividing the velocity values at low substrate con-
centrations estimated using the truncated sets of data and
Eq. (1) by the velocity values estimated using the complete
sets of data and Eq. (3). E, F, G and H) Same as in A, B, C and
D, respectively, but using APAL as the variable substrate.
Assays were carried out at pH 8.0 and fixed 0.2 mM NAD*.
Other experimental details are described in the Experimental
section. The points are the mean = S.D of experimental
initial velocity values from two independent experiments.
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their respective K, values where higher than those estimated when the
complete data sets was used in the fitting (Figs. 6D and H), thus ac-
counting for the greater errors in K;,,. The estimated Kjg value was about
60-fold lower for APAL than for BAL, which when compared with the
differences in K, between the two substrates, about 46-fold lower for
APAL than for BAL (Table 1), suggests that the steady-state levels of the
E-NADH complex to which the substrate binds to produce substrate
inhibition are higher in the reaction with APAL than with ABAL. This is
also suggested by the differences in the estimated f values of the two
substrates, which for APAL is 33% lower than that for BAL (Table 1).
Also as expected, when the degree of substrate inhibition increases, the
percentage error of the estimated parameter increases.

5

95

[APAL] (uM)

In Fig. 7A and B is shown the saturation curve by BAL at 25uM
NAD™ (approximately 2.5K,,V*P*) in the presence of 150 uyM NADH. It
is clear that NADH increases the degree of substrate inhibition by BAL,
as indicated by the lower appK;s value and, particularly, the much
lower f values estimated in the presence of the inhibitor (Table 1). In
this case the difference in the appK;s (about 60% of the value in the
absence of NADH) appears to be smaller that the difference in 8, which
is about 30% of the value in the absence of NADH, but it has to be
noticed that the [NAD]™ was 200 uM in the absence of NADH and only
25 pM in its presence, and that in the uncompetitive mechanism of
substrate inhibition by B the appKjs value is highly dependent on the
concentration of substrate A, decreasing when [A] increases, as shown
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Fig. 7. Effect of NADH on the degree of BAL inhibi-
tion of SOBADH. A and B) Saturation by BAL at fixed
25uM NAD™* in the presence of 150 uM NADH.
Other experimental details are as in the legend of
Fig. 6. In panel B is shown the saturation curve in the
lower substrate concentration range. The solid, da-
shed and dotted lines were calculated as in Fig. 6.
The points are the mean * S.D. of experimental in-
itial velocity data from two independent experi-
ments. C) Values of the apparent kinetic parameters
estimated using the truncated set of data and Eq. (1),
expressed as percentage of the values estimated
using the complete set of data and Eq. (3). D) Quo-
tients resulting from dividing the velocity values at
low substrate concentrations estimated using the
truncated set of data and Eq. (1) by the velocity va-
lues estimated using the complete set of data and Eq.
(3). E) Effect of substrate inhibition by BAL on the
inhibition pattern of NADH against BAL. NADH
concentrations were 0 (black squares and black
lines), 25 (red circles and red lines), 50 (blue up-
triangles and blue lines) or 100 (green down-trian-
gles and green lines) uM. BAL concentrations were
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Table 1

Effect of ignoring substrate inhibition on the apparent kinetic parameters of
SoBADH with the alternate substrates BAL and APAL and in the presence of
NADH.

Parameter” Complete data set” Truncated data set® Error (%)
BAL

Vinax 54 + 0.3 48 = 0.1 -11
Ky 123 + 13 92 =7 —-25
Vinax/Km 4.4 %1072 5.2 x 1072 +18
Kis 862 = 302 —

B 0.60 * 0.03 —

APAL

Vinax 2.8 + 0.1 23 = 0.1 -18
K, 2.7 = 0.3 1.8 = 0.2 -33
Vinax/Km 1.0 1.3 +30
Kis 14.6 = 2.7 —

B 0.40 + 0.02 —

BAL + NADH

Viax 25 + 0.3 1.6 = 0.0 -36
Kn 124 + 27 57 £ 6 —54
Vinax/ Km 2.0x 1072 2.8 x 1072 +40
Kis 510 *= 151 —

B 0.16 + 0.02 —

@ Values + S.D. were estimated by the best fit of the initial velocity data
given in Fig. 6 to Eq. (3) (complete data set) or to Eq. (1) (truncated data set).

> The concentration range of BAL or APAL used allowed the observation of
partial substrate inhibition.

¢ Only the data that apparently did not show substrate inhibition were
considered in the fitting process. Vi is given as units/mg protein (specific
activity); K, and K;s as uM. Assays were carried out at 30 °C in 100 mM HEPES-
KOH, pH 8.0, containing 1 mM EDTA and 200 uM NAD™* or 25uM NAD™* plus
150 uM NADH.

in Fig. 4H. Thus, these effects are the consequence of the increased
steady-state levels of the complex E-NADH to which the inhibitory BAL
molecule binds, so that a greater proportion of the reaction is diverted
to the alternative, slower route of product release, resulting in a greater
decrease in the appV,,q value. Regarding the errors in the estimation of
the kinetic parameters (Fig. 7C and D), they were of the same kind as

96

varied from 50uM to 10mM. In the double re-
ciprocal plots, the solid lines were drawn using the
kinetic parameters estimated at each [NADH] with
the corresponding complete set of data individually
fitted to Eq. (3); the dashed lines were drawn using
the kinetic parameters estimated with the truncated
sets of data fitted to Eq. (1).

those in the absence of NADH but more important, due to the increased
degree of substrate inhibition induced by this inhibitor.

In the ordered steady-state mechanism followed by ALDH enzymes,
the last product to leave the enzyme, NADH, is a mixed inhibitor
against the second substrate to add to the enzyme, BAL, and therefore
an intersecting inhibition pattern should be expected when the initial
velocity data in the absence and presence of different fixed con-
centrations of NADH are depicted as double reciprocal plots. In Fig. 7E
we show the results obtained in the saturation by BAL in the absence
and presence of three different concentrations of NADH. We would
have observed apparent parallel lines (dashed lines) if we had con-
sidered only the data that apparently did not show substrate inhibition
(truncated set of data). Therefore, we would had concluded that NADH
is an uncompetitive inhibitor against BAL and, consequently, that the
aldehyde binds to the enzyme before NAD*. However, the lines gen-
erated using the apparent kinetic parameters V,,x and K, obtained
from the fit of the whole set of experimental initial velocity data to the
equation of partial substrate inhibition (solid lines) do intersects at the
left of the 1/v axis, indicating mixed inhibition, as it is expected if the
aldehyde binds after NAD™, thus confirming the order of substrate
addition to the enzyme.

4. Concluding remarks

Together, the results of the theoretical kinetic simulations and of the
analysis of the experimentally determined kinetic data of SoBADH
performed in this work show that ignoring substrate inhibition causes
potentially important errors in the determination of the kinetic para-
meters not only of the substrate that produce inhibition but also of the
other substrate in bisubstrate reactions, as well as of inhibitors, which
most likely could also be true for activators. And as a consequence,
kinetic mechanisms may be grossly mistaken. Since ALDH enzymes are
so prone to experience substrate inhibition by the aldehyde, we strongly
recommend that, in order to properly determine their kinetic para-
meters and their kinetic mechanisms, the initial velocity experiments
should be performed using a range of aldehyde concentrations as wide
as practically possible. In other words, the possibility that a particular
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ALDH enzyme experiences substrate inhibition by the aldehyde should
be fully explored before performing a thorough kinetic characteriza-
tion, including the evaluation of inhibitors or activators, in order to
observe if substrate inhibition occurs in this particular enzyme and then
correctly design the experiments and fit the experimental initial velo-
city data to the appropriate equations. The common practice of using a
concentration range of the substrate where apparently there is no in-
hibition by this substrate should be abandoned because, as we show in
this work, the fitting process of these data not only produce errors in the
estimation of the true V., values but also because it produces even
greater errors in the estimation of K, values, and therefore errors in
Vinax/Km. Likewise incorrect is the also common practice of purposely
using a high concentration of the aldehyde when studying the satura-
tion of the ALDH enzyme by NAD(P)*, or a high concentration of NAD
(P)* when studying the saturation by the aldehyde with the intention
of ensuring saturation by the fixed substrate so that true kinetic para-
meters for either the coenzyme or the aldehyde could be determined
from single saturation curves. But if the high aldehyde concentration is
inhibitory, as it could easily be even if has not been previously detected
in a saturation experiment using a limited range of aldehyde con-
centrations, the estimated kinetic parameters for the coenzyme will be
wrong and misleading. In addition, a high concentration of the coen-
zyme increases the degree of substrate inhibition by the aldehyde and
consequently could increase the errors in the determination of the ki-
netic parameters for the aldehyde. The extent of the errors depends on
the degree of inhibition of a particular enzyme by a particular substrate,
and although important they may not be quantitatively of much re-
levance in certain experiments—for instance when comparing the ef-
fects that a change in a critical residues has on the kinetic of the enzyme
because of the usually great differences between the wild-type and the
mutant enzymes. Even though, if ignored, these errors could lead to
qualitatively wrong conclusions, particularly if the wild-type and mu-
tant enzymes differ in their susceptibility to substrate inhibition.

Finally, our findings have important implications not only for the
kinetic studies of ALDH enzymes, but also for the study of enzyme ki-
netics in general, including the evaluation of enzyme inhibitors or ac-
tivators as potential drugs.
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