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Resumen

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) es una enzima que cataliza la hidrolisis de la fructosa 1,6-
bisfosfato para dar fructosa 6 fosfato y fosfato inorganico (EC 3.1.3.11). Pertenece a una familia de
fosfomonoesterasas que se caracterizan por el requerimiento estricto de un metal bivalente
(principalmente Mg*") que sirve como cofactor durante la catalisis. Ademas en mayor o menor medida
todas son inhibidas por Li".

En esta tesis se trabajo con la FBPasa de cloroplastos (CFBPasa) de colza que integra el ciclo de
Benson-Calvin cuya funcion principal es la fijacion del diéxido de carbono. La luz modula la actividad
del ciclo en el estroma del cloroplasto mediante (a) procesos de 6xido/reduccion y (b) la variacion de la
concentracion de iones y metabolitos (e.g. Mg®* y pH). La CFBPasa es clave en este proceso de
regulacion pues su actividad resulta fuertemente modificada por todos los factores antes mencionados.

Nos propusimos investigar los mecanismos moleculares a través de los cuales la CFBPasa
responde a las variaciones en las concentraciones de cationes y de pH. Para ello efectuamos dos ciclos
de mutagénesis al azar y seleccionamos posteriormente las mutantes que exhibian un comportamiento
diferente frente a la inhibicion por Ca*. Previamente fue necesario desarrollar un nuevo método de
screening de la actividad fosfatasa que se distinguiese de los métodos reportados anteriormente por
utilizar el sustrato especifico de la enzima.

Como resultado del screening funcional se obtuvieron principalmente tres mutantes, corroboradas
por mutaciones sitio dirigida de la enzima nativa: 1) 1271S: Presentd menor inhibicion por Li" respecto
a la enzima nativa y su pH optimo de catalisis se desplazo hacia regiones mas alcalinas, caracteristica
relevante en la forma oxidada de la enzima. 2) 1271S/A107V: La incorporacion de la mutacion A107V
revirtio el pH optimo de catalisis al de la enzima nativa. 3) A107V: Esta mutante presenté una mayor
afinidad por el Mg*" mientras que las demas propiedades bioquimicas fueron similares a las de la
enzima nativa.

El analisis de la posicion estructural de las mutaciones y sus interacciones con el entorno nos llevo
a postular fundamentalmente dos hipotesis: 1) Existe una hélice o que influye en el pKa del sitio
activo. 2) Las interacciones hidrofobicas de la Tyr305 (aminoacido que integra el motivo secuencial de

las fosfomonoesterasas) son importantes para la regulacion de la afinidad por metales.

Palabras clave: fosfomonoesterasas, fosfatasas, fructosa-1,6-bisfosfatasa, screening funcional,

afinidad por metales, pH 6ptimo.

II



Abstract

Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of fructose 1,6-
bisphosphate to fructose 6-phosphate and inorganic phosphate (EC 3.1.3.11). This enzyme belongs to a
family of phosphomonoesterases that strictly require a bivalent metal (mainly Mg?") as a cofactor in
catalysis. Moreover, all these enzymes are inhibited by Li".

In the present study, we analyzed chloroplast rapeseed FBPase (CFBPase), a key enzyme of the
Benson-Calvin cycle for the photosynthetic fixation of carbon dioxide. Light modulates the activity of
the cycle in the chloroplast stroma through (a) redox processes and (b) changes in the concentration of
ions and metabolites (e.g. Mg*" and pH). CFBPase is critical in this process of regulation because its
activity is modified by all the abovementioned factors.

We deemed it was desirable to investigate the molecular mechanisms involved in the response of
CFBPase to variations in the concentrations of cations and pH. Therefore, we performed two cycles of
random mutagenesis and selected variants that exhibited a different response to the inhibition by Ca*".
To this end, we previously developed a novel method of screening for the phosphatase activity,
distinguished from previously reported ones in the utilization of the enzyme’s specific substrates.

As a result of the functional screening we obtained mainly three mutants, subsequenly confirmed
by site-directed mutagenesis of the native enzyme: 1) 1271S: this variant was less inhibited by Li" than
the native enzyme and its catalytic optimum pH shifted to more alkaline regions, a relevant feature in
the context of the oxidized form of the enzyme 2) 1271S/A107V: the incorporation of the mutation
A107V reverted the catalytic optimum pH of the first mutation to that of the native enzyme 3) A107V:
this mutant showed higher affinity for Mg* while other biochemical characteristics were similar to the
native enzyme.

The analysis of the position and interactions of the mutated residues led us to postulate two main
hypotheses: 1) an a-helix influences the pKa of the active site 2) the hydrophobic interactions of
Tyr305 (an amino acid in the phosphomonoesterase motif) are important for the regulation of metal

affinity.

Key words: phosphomonoesterases, phosphatases, fructose-1,6-bisphosphatase, functional

screening, metal affinity, optimum pH.
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AMP
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PAPasa
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fructosa 1,6-bisfosfato (forma lineal)
N-(7-(3-aminophenyl)-5-methoxy- 1,3-benzoxazol-2-yl)-2,5-dichlorobenzenesulfonamide
2,5-dichloro-N-(5-chloro-1,3-benzoxazol-2-yl)benzenesulfonamide
2,5-dichloro-N-(5-methoxy-7-(6-methoxypyridin-3-yl)-1,3-benzoxazol-2-yl)benzenesulfonamide
acido desoxirribonucleico

alfa fructosa 1,6-bisfosfato

2,5-anhidroglucitol 1,6-bisfosfato

2,5-anhidromanitol 1,6-bisfosfato

adenosina monofosfato
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El estudio de las enzimas posee un interés especial porque abarca la frontera donde la
biologia limita con la fisica. La vida para poder expresarse depende de una compleja red de
reacciones quimicas catalizadas por enzimas especificas cuya modificacion estructural causa
profundas alteraciones en el organismo. Por otra parte, la caracteristica de catalizador ha
recibido gran atencién de los fisico-quimicos por cuanto los precisos mecanismos de accion
constituyen en si mismo uno de los aspectos mas fascinantes de la investigacion cientifica.

La mayoria de las enzimas requiere frecuentemente iones metalicos como cofactores para
reacciones cataliticas como hidrolisis, reduccion-oxidacion, isomerizacién. En particular, los
elementos de transicion (Fe, Cu, Mn) forman parte integral de las proteinas implicadas en
procesos redox para la transferencia de electrones mientras que los iones alcalinos y alcalinos-
térreos (Na(I), K(I), Ca(I)) participan en la transduccion de sefiales que inicia las respuestas
celulares. Ademads, los cationes divalentes (e.g. Mg(Il), Ca(Il), Zn(Il)) estabilizan el
plegamiento de las proteinas adecuando la conformacion a un rol fisiologico. Claramente, los
iones metalicos son requeridos para el crecimiento de todos los organismos vivos porque
constituyen una parte integral e indispensable en una amplia variedad de funciones asociadas a
los procesos vitales: respiracion, fotosintesis, reproduccion, metabolismo intermedio.

Los mecanismos propuestos para la catdlisis mediada por iones metdlicos derivan
fundamentalmente de los estudios cristalograficos de complejos ternarios proteina-ion-
producto (sustrato) y fueron extendidos a una serie de enzimas carentes de estudios
estructurales detallados. En consecuencia, la sustituciéon (eliminacion) de residuos que
participan en la catalisis suministra un material cuyo estudio dindmico revela la plausibilidad
de las propuestas.

En compuestos orgénicos y proteinas, las metaloproteinas que transfieren o liberan grupos
fosforilo o acilo requieren Mg(Il), Ca(Il) y/o Zn(II) como cofactor para hacer eficiente el
proceso catalitico. En particular, las fosfatasas exhiben en su estructura varios sitios para los

iones metalicos implicados en la escision de la union —O—P— de numerosos compuestos.

Funcioén fisiolégica de las FBPasas

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) cataliza la hidrolisis de la fructosa 1,6-bisfosfato
(FBP) a fructosa 6 fosfato (F6P) y fosfato inorganico (Pi) (EC 3.1.3.11) en una reaccion que

requiere estrictamente la presencia de un metal bivalente (e.g. Mg?*, Mn?*") (Figura 1).




FBPasa

FBP (Fru1,6-P) + HZO —» F6P (Fru6-P) + Pi
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Figura 1. La reaccion FBPasa.

Es una enzima clave en la gluconeogénesis. Se inhibe con AMP y FDP en un sitio
alostérico y en el sitio activo respectivamente mientras que simultaneamente se activa su
contraparte en la glicdlisis, la fructosa-6-fosfato 1-quinasa [1].

Por otra parte, la FBPasa de cloroplastos (CFBPasa) participa en el ciclo de Benson-
Calvin a través del cual se produce la asimilacién fotosintética del dioxido de carbono. La
CFBPasa, entre otras enzimas del ciclo, es clave en la regulacion del mismo. Esta regulacion
se consigue principalmente a través de dos mecanismos, ambos vinculados con la luz [2, 3]:

a) Procesos de oxido/reduccion. El sistema fotosintético captura la luz e inicia una serie
de intercambios redox que finalmente, por el sistema Ferredoxina/Tiorredoxina, produce la
reduccion y consecuente activacion de las correspondientes enzimas [4].

b) Concentracion de iones y metabolitos. La iluminacion de los cloroplastos genera
gradientes i6nicos con los consiguientes cambios en la concentracion de iones y metabolitos.
Dos eventos en el estroma, los incrementos del pH (7 — 8) [5] y la concentracion de Mg [6,

7], son factores determinantes para la actividad de la CFBPasa.

Caracteristicas funcionales y estructurales de las FBPasas

Clasificacion de las FBPasas

El analisis filogenético de las secuencias en distintos genomas permite clasificar las
FBPasas en cinco grupos (Tabla 1). Aunque inicialmente se propuso la existencia de 3 grupos
(FBPasa I, I y III) para el dominio Bacteria [8], se postuld posteriormente la existencia del

grupo IV [9] y finalmente el V [10, 11].
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FBPasa I: Agrupa principalmente a las bacterianas y eucaridticas que exhiben el tipico
plegamiento azucar-fosfatasa con una estructura cuaternaria tetramérica. No tienen actividad
IMPasa. En general, el mondémero consiste de cinco capas alternantes de hélices o y hojas
formando una estructura o/ B/ o/ B/ a. (Scop 56654 nivel “Fold”).

FBPasa II: Un representante de este grupo es la proteina producida por el gen glpX de
E. coli [8] la cual fue cristalizada (1ni9). Aunque tiene el mismo plegamiento azucar fosfatasa,
ciertas diferencias menores y la estructura cuaternaria dimérica la ubican en una familia
distinta (Scop 90087 nivel “Family”).

FBPasa III: El producto del gen yydE de Bacillus subtilis fue considerado el primer
ortdlogo de este grupo [14]. La ausencia del motivo estructural FBPasa (ver mas adelante) en
este grupo, y en las FBPasas I, sugiere que no existe relacion filogenética con las FBPasas I.

FBPasa IV: Agrupa principalmente a las enzimas presentes en Archaea que tienen una
doble actividad, IMPasa y FBPasa, y a las enzimas de bacterias hipertermofilas. Este grupo se
uso inicialmente para buscar genes homologos a las FBPasas tipicas en el genoma de los
organismos extremofilos. La busqueda fue infructuosa hasta que una combinacion de
herramientas funcionales y estructurales identifico al gen MJ0109 de Methanoccocus
Jjannaschii cuyo producto, una enzima con doble actividad IMPasa/FBPasa, fue cristalizado
(1DK4) [15]. La cristalizacion posterior de otra enzima con caracteristicas parecidas (1LBZ;

gen AF2372 de Archaeoglobus fulgidus [16]), reveld un plegamiento similar a las FBPasas

tipo 1.
Grupo COG Dominio Monémero Oligomeri- Plegamiento (Scop)
(kDa) zacion
I 0158 Bacteria, Eukarya ~38 Tetrdamero Azucar fosfatasa (56654)
II 1494 Bacteria ~36 Dimero Azucar fosfatasa (56654)
I Bacteria ~76 Tetramero
IV 0483 Archaea, Bacteria ~28 Dimero Azucar fosfatasa (56654)
\" 1980 Archaea, Bacteria ~41 Octamero  Sulfolobus FBPasa (111248)

Tabla 1. Clasificacion de las FBPasas. Se muestran los cinco grupos de FBPasas segun la
clasificacion filogenética por Clusters of Orthologous Groups (COG) [12]. En la columna
de Plegamiento se indica entre paréntesis el codigo en el nivel de clasificacion “Fold"
segun la Structural Classification of Proteins (SCOP) [13] (para ambas clasificaciones
ver direcciones de Internet en Materiales y Métodos). El Dominio y la Oligomerizacion
corresponden a los principales miembros de cada grupo. Parte de la tabla fue tomada
del trabajo de Verhees et al. [9].




FBPasa V: Actualmente se considera que las FBPasas bona fide de Archaea pertenecen a
este grupo. Aunque la enzima de Thermococcus kodakaraensis (gen Tk-fbp) fue la primera
FBPasa de Archaea identificada por su estricta especificidad por el sustrato [10],
posteriormente fue cristalizado el producto del gen ortdlogo de Sulfolobus tokodaii (1UMG).
Estas proteinas, estructuralmente diferentes a las enzimas anteriores son representantes del
nuevo plegamiento “Sulfolobus FBPasa” (Scop 111248 nivel “Fold”). Presentan una
estructura cuaternaria octamérica y el plegamiento tiene 4 capas a-B-p-a. Sin embargo, el sitio

activo revelaria un mecanismo de catalisis parecido al de las otras FBPasas [17].

Motivos estructurales en fosfomonoesterasas

Las estructuras cristalograficas de la FBPasa [18, 19], la IMPasa [20], la [PPasa [21] la
PAPasa [22] y la PIPasa [23] revelan que el tipico plegamiento azlicar fosfatasa es compartido
por muchas fosfatasas. Estas fosfomonoesterasas tienen un bajo porcentaje de identidad en la
estructura primaria pero presentan un motivo de secuencia comun Asp-Pro-(Ile o Leu)-Asp-
(Gly o Ser)-(Thr o Ser) (aminoacidos 118 a 123 en la FBPasa de rifidn de cerdo). Las
coordenadas de los carbonos o de estos seis aminoacidos fueron utilizadas como punto de
partida para el alineamiento tridimensional de las fosfatasas antes mencionadas [24]. Como
resultado se obtuvo un “core” estructural comtn formado por 5 hélices a y 11 hojas B lo que
permitié ademas detectar la siguiente secuencia consenso:

Asp(74)-Xaaz4-Glu(97)-Glu(98)-Xaa;so; o Xaaes7-  Asp(118)-
Pro(119)-(Ile o Leu)(120)-Asp(121)-(Gly o Ser)(122)-(Thr o Ser)
(123)-Xaayis5.123 0 Xaaj.157)-(Trp o Tyr)(279)-(Asp o Glu)(280)-Xaa, ;-
Gly(292)-Gly(293)
donde Xaa representa una determinada cantidad de residuos y el numero entre paréntesis la
posicion en la FBPasa de cerdo.

Es interesante observar la conservacion del plegamiento a pesar de la gran divergencia en
la secuencia aminoacidica. Aunque presentan especificidad por sustratos diferentes, estas
enzimas tienen semejanzas en sus propiedades cataliticas pues necesitan estrictamente un
metal bivalente (principalmente Mg®") para hidrolizar el fosfato y, ademas, son sensibles a la
inhibicion por Li'. Estas caracteristicas sugieren que la conservacion del “core” estructural se

relaciona con la funcion catalitica mientras que los loops y las regiones fuera del mismo estan
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vinculados con los dominios
regulatorios y de union al sustrato. De
esta forma, la mayor parte de los
aminoacidos de la secuencia consenso
forman los sitios de unidon a metal o
participan en el mecanismo de catalisis
mientras que los restantes aminoacidos,

que unen el sustrato o participan en la

regulacion  enzimdtica, no  estdn

conservados. Por ello, ha sido sugerida  Figura 2. Superposicion del sitio activo de una
. ) . FBPasa una IMPasa y una IPPasa [25]. Para la

la existencia de una familia de proteinas  superposicién se utilizaron las coordenadas de los
carbonos [0 de los aminoacidos del sitio activo
gue se muestran en la figura y las coordenadas
dependientes de Mg’" e inhibibles por de los dos metales. La numeracion corresponde a
los aminoacidos de la FBPasa de cerdo. Los

Li*™” [24]. En particular, la Figura2 &tomos en negro son los de la FBPasa, en blanco

. . .1 . los de la IMPasa y en lineas punteadas los de la
muestra el alineamiento tridimensional IPPasa

denominada “fosfomonoesterasas

de cinco aminodcidos y dos iones
metalicos del sitio activo de una FBPasa, una IMPasa y una [PPasa. Puede observarse que los
residuos adoptan una conformacion similar y coordinan a los iones metalicos de una manera
parecida [25].

Mas especificamente, existe un motivo estructural que identifica la actividad FBPasa. La
secuencia consenso (PS00124), tomada de la base de datos Prosite, es la siguiente:

(Ala o Gly)-(Arg o Lys)-(Leu o Ile)-Xaa; o Xaa,-(LLeu o Ile o Val)-(Phe o Tyr)-Glu-
Xaar-Pro-(Leu o Ile o Val o Met)-(Gly o Ser o Ala)

Este motivo se encuentra en las FBPasas de tipo I, que incluye a las eucariotas, pero no en
el resto de las FBPasas. La Figura 3 ubica en la secuencia primaria de varias FBPasas

eucariotas tanto al motivo fosfomonoesterasa como al motivo FBPasa.

La estructura de la FBPasa de cerdo

Caracteristicas generales

Gran parte de las estructuras cristalograficas disponibles de FBPasas corresponden a las

enzimas citoplasmaticas de rifion y de higado de cerdo (Sus scrofa) (ver listado de las
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estructuras cristalograficas de la FBPasa en el Apéndice). Ambas proteinas comparten la
misma secuencia de aminoacidos aunque las correspondientes secuencias de nucledtidos
presentan algunas diferencias [26].

La FBPasa de cerdo es una enzima homotetramérica de forma relativamente chata [27] en
la cual el polipéptido contiene 337 aminoacidos (36,5 kDa) [28]. Cada subunidad se compone
de un dominio regulador y un dominio catalitico. El dominio regulador, constituido por la
primera capa de hélices a y la primera capa de hojas B, contiene un sitio alostérico de unién a
AMP (inhibidor de la enzima) en la region del loop que une la hélice a 1 con la 2. El dominio
catalitico contiene por su parte el sitio de unién al sustrato FBP ubicado relativamente lejos
del sitio de AMP (ca. 30 A) y en la cara opuesta de la molécula [29] (Figura 4A).

En la estructura tetramérica los monomeros se disponen estructural y funcionalmente
como un dimero de dimeros. Las dos subunidades de un dimero estdn relacionadas por una
rotacion de 180° alrededor del eje molecular z. El sitio activo se encuentra en la interfase que
une ambos mondmeros y en caras opuestas de la molécula. Mas aun, la Arg243 de un
monomero se une al oxigeno del fosfato 6 del sustrato del monomero adyacente [32]. Estudios
con desnaturalizantes probaron que el proceso de desplegamiento del tetrdmero involucra
varias etapas una de las cuales es la formacion del dimero antes de la obtencion del mondémero

desplegado [33] (Figura 4B).

Figura 3. Alineamiento estructural entre diferentes FBPasas. (pagina siguiente) Se usaron las
secuencias de las formas maduras de las FBPasas del cloroplasto de colza (Brassica
napus), espinaca (Spinacia oleracea), arveja (Pisum sativum) y la FBPasa
citoplasmatica de rifién de cerdo (Sus scrofa) (GenBank accession L15303, L76555,
L34806 y M86347 respectivamente). El alineamiento de los residuos con estructura
secundaria entre la FBPasa de espinaca y la de cerdo corresponde al informado por
Villeret et al. [30]. Los aminoacidos que forman parte de hélices O (identificadas con
una H) u hojas B (identificadas con una B) se encuentran recuadrados y son los
mismos que se representan esquematicamente en la Figura 4A. Se resaltan con
colores los aminoacidos del sitio activo listados en la Tabla 2. El motivo FBPasa
(PS00124) es el informado por la base de datos Prosite (ver direccion de Internet en
Materiales y Métodos) [31]. Asimismo se indican los residuos que forman la
secuencia consenso para la familia de fosfomonoesterasas “dependientes de Mg** e
inhibibles por Li*” segun lo propuesto por York et al. (motivo fosfomonoesterasa)
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1 1 21 31 a4
9 19 29 39
7 17 27 37
9 H1 19 H2 29
Colza AVAADATAET KPAAKKKSGY ELQTLTSWLL RQEMKGEIDT ELTIVMSSIA
Espinaca AAVGEAAT QTKARTRSKY EIETLTGWLL KQPMAGVIDA ELTIVLSSIS
Arveja MAVKEA TSETKKRSGY EIITLTSWLL QQEQKGIIIDA ELTIVLSSIS
Cerdo TDQAAFDT NIVITLTRFVM EEGRKARGT|G EMTQLLNSLC
51 61 7 81 91
49 59 69 79 89
47 57 67 77 87
39 49 59 69 H3 79
Colza MACKQIASLV QRAGISNLTG VQGAVNIQGE DQKKLDVVSN EVFSNCLRSS
Espinaca [LACKQIASLV QRAGISNLTG IQGAVNIQGE DQKKLDVVSN EVFSSCLRSS
Arveja MACKQIASLV QRJANISNLTG TQGAVNIQGE DQKKLDVISN EVFSNCLRSS
Cerdo TAVKAISTAV RKAGIAHLYG IAGSTNVTGD QVKKLDVLSN DLVINVLKSS
101 111 121 131 141
99 109 119 129 139
97 107 117 127 137
89 B1 99 B2 109 B3 119 H4 129 B4
Colza GRTIGIIA|SEE EDVPVAVE[ES YSGNYVVVFD| PLDGISSNIDA AVSTGSIFGI
Esinaca GRT|GITIASEE EDVPVAVEES YSGNYIVVFD PLDGSSNIDA AVSTGSIFGI
Arveja GRTIGIIA|SEE EDVPVAVE[ES YSGNYIVVFD| PLDGISSNLDA AVSTGSIFGI
Cerdo FATICVLVISEE DKNA|IIIVEPE KRGK[YVVCFEFD| PLDGSSNIDIC LVSIGTIFGI
Yole A ok gk ok ok g
151 161 168 178 188
149 159 168 178 188
147 157 167 177 187
139 152 H5 B5 162 B6
Colza [fJsSPNDECLPD SDDTS...AL GSEEERCIVN VCQPGNNLLA AGYCMY|SSS[V]
Espinaca PNDECIVD S.DHDDESQL SAEEQRCVVN VCQPGDNLLA AGYCMYSSSE
Arveja SPNDECLPD FGDDSDDNTL GTEEQRCIVN VCQPGSNLLA AGYCMYSSSE
Cerdo RKNSTDEPS ............ EKD ALQPGRNLVA AGYALYGSA
198 208 218 228 238
198 208 218 228 238
197 207 217 227 237
172 B7 182 B8192 202 B9 212 H6
Colza IFVLTLGKGV FAFTLDPMYG [EFVLTQEN|IE IPKAGKIYS|F NEGNYQMWD
Espinaca IFVLTIIGKGV YAFTLDIPMYG [EFVLTSEK|IIQ IPKAGKIYS|F NEGNYKMWP@
Arveja IFVLTIGKGV FVFTLDPLYG [EFVLTQEN|ILQ IPKSGKIYS|F NEGNYKLWD
Cerdo MLVLAMVNGV NCFMLDPAIG [EFILVDRDVK IKKKG|SIYS|I NEGYAKEFD@
248 258 268 278 288
248 258 268 278 288
247 257 267 277 287
222 232 B10 242 H7 252 B11 262
Colza INLKKYIDDLK D|PGPSGKP[YS AR[YIG[SLVGD FHRTLLY|GIGI YGY|PRDAKSK
Espinaca KLKKYMDDLK E[PGESQKP[YS SR[YIG|SLVGD FHRTLLY|G/GI YGY[PRDAKSK
Arveja NLKKYIDDLK EPGPSGKP[YS ARYIGSLVGD FHRTLLYGGI YGY|PRDKKSK
Cerdo AITEYIQRKK FPPDNSAPYG AR[YVGISMVAD VHRTLVYGGI FMYPANKKSP
298 308 318 328 338
298 308 318 328 338
297 307 217 327 337
272 H8 282 292 B12 302 312 B13 H9
Colza NGKLRLLYEC APMSFIVEQA| GGKGSDGHHR VLDIQPTEIH QRVPLYIGSK
Espinaca NGKLRLL[YEC APMSFIVEQA| GGKGSDGHQR ILDIQPTEIH QRVPLYIGSV
Arveja NGKLRLLIYEC APMSFIVEQA| GGKGSDGHQR VLDIQPTEIH QRVPLYIGST
Cerdo KGKLRLLYEC NPMAYVMEKA| GGLATTGKEA VLDIVPTDIH QRAPIIILGSP
348
348 -,
347 [] Unién al sustrato
322 [] Unién al fosfato
Colza EEVEKLEKYL A [] Unién a metal
Espinaca EEVEKLEKYL A = Motivo FBPasa
Arveja [EEVEKVEKYL A ¥ Motivo fosfomonoesterasa
Cerdo EDVTELLEIY QKHAAK




Figura 4. Estructura tridimensional de la FBPasa eucariota. (A) Monomero. Representacion

esquematica por capas estructurales. La numeracion de las hélices O (letra H) y de las
hojas B (letra B) es la misma que se utiliza en la Figura 3. Se indican el sitio catalitico
(FBP), el loop catalitico 52-72, el loop regulatorio 170 (sélo en la enzima de cloroplasto)
y el sitio de inhibicién alostérica (AMP, sélo en la enzima citoplasmatica). (B) Dimero.
Imagen generada con el programa Swiss-PdbViewer (v3.7) a partir de la estructura
cristalografica de una FBPasa de cerdo (PDB ID: 1EYK [29]). Las hélices [0 se muestran
en verde y las hojas B en rojo para destacar la estructura en capas O / B/ O/ B/ O
tipica de las “fosfomonoesterasas dependientes de Mg?* e inhibibles por Li*”. La F6P (en
el sitio catalitico) y el AMP se representan a través de sus superficies de Van der Waals
usando los cddigos de color CPK. (C) Tetramero. Esquema de la forma T tomado del
trabajo de Choe et al. [29]. Los mondmeros se numeran en el sentido de las agujas del
reloj (C1, C2, C3 y C4). Se muestra la rotacion (17°) del dimero C3C4 relativa al dimero
C1C2 existente entre la forma T (inactiva) y R (activa). Las lineas punteadas representan
los sitios de unidn en la cara oculta de la molécula. Las distancias se miden entre el
atomo C-2 de la F6P del mondmero C2 y los atomos C-1’ de las cuatro moléculas de AMP
presentes en el tetramero.
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El tetrdmero formado por la unién de los dimeros a través de las hélices H1, H2 presenta
una simetria D,. Por convencion los mondémeros se identifican como C1, C2, C3 y C4 en el
sentido de las agujas del reloj en el cual C1C2 forman el dimero superior y C3C4 el inferior.
Un aspecto importante de la estructura cuaternaria es el establecimiento de dos estados
conformacionales, R y T, vinculados con la forma activa e inactiva de la enzima,
respectivamente. El dimero inferior C3C4 de la forma T presenta una rotacion de 17° respecto

al dimero superior C1C2 [34] (Figura 4C).

El sitio activo

Las estructuras cristalograficas permitieron identificar los aminoéacidos que forman el sitio
activo. Para ello se ha cocristalizado la FBPasa con analogos de sustrato {AHG (1FBC [35]),
AHM (1FBF [35])}, el inhibidor fisiologico {FDP (1FPB [36], 1FRP [37])}, y los productos
de catélisis FOP y Pi (1CNQ [32]). Los datos provenientes de la tltima estructura sirven de
base para la descripcion siguiente (Tabla 2).

El sitio activo puede dividirse en tres partes:

a) Region del fosfato 6: La mayor parte de los aminoécidos que unen al sustrato FBP (o al
producto F6P) lo hacen a través de puentes de hidrogeno con oxigenos del fosfato 6 (Asn212,
Tyr215, Arg243, Tyr244, Tyr264, Lys274).

b) Region del anillo furanosa: Los aminoacidos vinculados directamente con el anillo
son: Aspl21, Met248 y Lys274.

¢) Region del fosfato 1 y de los metales: Aunque pueden distinguirse tres sitios de metal
constituidos por aminoacidos diferentes, existen aminoacidos que son compartidos por dos
sitios. Por ejemplo, los oxigenos del carboxilato del Asp118 participan en los sitios 1 y 2 y los
del Glu97 hacen lo propio con los sitios 2 y 3. Al mismo tiempo el Pi (producto de la
hidrolisis) participa en enlaces coordinados con los tres cationes y con los hidroxilos 1y 2 de
la F6P. Realmente los tres metales, los productos de reaccion (F6P, Pi) y las cadenas laterales
interactuantes de la FBPasa se encuentran vinculados por una intrincada red de puentes
hidrégeno. La mayor parte de los aminoacidos vinculados con los sitios de metales tienen su
contraparte en otras fosfomonoesterasas, lo cual sugiere ciertas analogias en el mecanismo de
hidrdlisis del fosfato mediado por metales bivalentes (ver el motivo fosfomonoesterasa en la
Figura 3). En cambio, no ocurre lo mismo con los aminoacidos implicados con el sitio de FBP,

dada la diferente especificidad de sustratos que presenta esta familia.
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Ligando Contacto (A)Zn* (sitio 1)
Aspl18 OD1 2.04 Asp121 OD1 2.20
Glu280 OE1 2.17 Pi O2 1.88 (sitio
2)Glu97 OE1 2.13 Aspl118 OD2 2.16
Leul2002.15P1022.36 Pi03 2.17
(sitio 3)Asp68 OD2 2.19 Glu97 OE2
232Pi0O11.97Pi032.57Pi Ol
Arg276 NH2 2.79 Zn** (site 3) 1.97
F6P O1 2.73 02 Zn®* (site 1) 1.88
Zn** (site 2) 2.36 O3 Zn** (site 2)
2.17 Zn** (site 3) 2.57 Wat 615 2.72
04 Gly122 N 2.86 Ser123 N 2.89 F6P
02 2.84 F6P O1 Pi 01 2.73 O2 Pi O4
2.84 Wat 563 2.99 Wat 592 2.71 O3
Aspl121 OD1 2.71 Met248 N 2.91 O4
Wat 538 2.74 O5 Lys274 NZ 3.05 O6
Lys274 NZ 3.03 Wat 604 3.10 O61
Tyr215 OH 2.64 Tyr264 OH 2.70 Wat
576 2.87 062 Arg243*NH2 2.82 Wat
604 2.57 063 Asn212 ND2 2.95
Tyr244 OH 2.72

Aminoacido
Cerdo ColzaLigandoAsp68 OD2
Glu80Zn* (sitio 3)Glu97 OE1 Glu109Zn* (sitio 2)
Glu97 OE2 Glul09Zn*" (sitio 3) Asp118 ODI
Asp130Zn*™ (sitio 1) Asp118 OD2 Asp130Zn** (sitio
2) Leul20 O Leul32Zn*" (sitio 2) Asp121 ODI
Asp133Zn** (sitio 1) Asp121 OD1 Asp133FO3
Gly122 N Gly134PiO4 Ser123 N Ser135PiO4Asn212
ND2 Asn238F063 Tyr215 OH Asn241FO61
Arg243* NH2 Arg269F062 Tyr244 OH
Tyr270FO63Met248 N Leu274FO3Tyr264 OH
Tyr290FO61Lys274 NZ Lys300FOS5 Lys274 NZ
Lys300FO6 Arg276 NH2 Arg302PiO1 Glu280 OEl
Glu306Zn*" (sitio 1)
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En contraposicion, los aminoéacidos Asp74 y Glu98 que aparecen en la secuencia
consenso de estas fosfomonoesterasas no estan coordinados directamente con ningln ligando

de la FBPasa, pero son cruciales en el mecanismo de catalisis (ver mas adelante).

Los sitios de inhibicion

El AMP es el inhibidor mas estudiado de la FBPasa gluconeogénica para el cual existe un
sitio alostérico en la region del loop que conecta las hélices Hl y H2. Los residuos que
coordinan al AMP estan bien identificados [27, 38]. Otros compuestos de bajo peso molecular
utilizan el mismo sitio del AMP para su accion inhibitoria: miembros de la familia de
heteroaril fosfonatos [39] y 4cidos dicarboxilicos indo6licos [40] mientras que derivados de la
benzoxazol benzenosulfonamida bloquean el sitio pero no lo ocupan completamente [41, 42].

Recientemente se ha descubierto un nuevo sitio de inhibicion. Compuestos derivados de
la anilinoquinazolina se unen a la interfase de los monomeros C1C2. Tiene especial relevancia
la interaccion m-stacking con la His55 y con la Lys50 lo cual perturba al loop 70 (ver mas
adelante) provocando la inhibicién [43]. Posteriormente se encontraron otros inhibidores

quimicamente distintos pero que se unen al mismo sitio [44].

El loop dinamico 70

Esta estructura conecta las hélices H2 y H3 en la region que contacta los dimeros del
tetrdmero (aminoacidos 52-72). Numerosos estudios cristalograficos establecieron Ia
existencia de tres estados conformacionales estrechamente vinculados al proceso catalitico:

a) Conformacion enganchada (engaged conformation). Los productos de reaccion y los

metales, pero en ausencia de AMP, promueven la existencia de este estado

conformacional. Su formacion fue detectada en la estructura de la FBPasa cristalizada

Tabla 2. Lista de los aminoacidos que conforman el sitio activo de la FBPasa. (pagina anterior) Se
muestra lo informado por Choe et al. [32] teniendo en cuenta los datos cristalograficos
de la FBPasa de cerdo (PDB ID 1CNQ) (A) Listado de los atomos de contacto de los
ligandos Zn**, fosfato (Pi) y F6F. “Wat” indica molécula de agua y Arg243* que
corresponde al aminodcido del mondmero adyacente. Se muestra en A la distancia de
contacto. (B) Listado en orden ascendente de los aminoacidos que conforman el sitio
catalitico. En la segunda columna se muestran los correspondientes aminoacidos de la
FBPasa de cloroplasto de colza segun surge del alineamiento de secuencias (Figura 3).
(C) Imagen de los ligandos generada con el programa Swiss-PdbViewer (v3.7) a partir
de la misma estructura cristalografica utilizando el cddigo de colores CPK. Se muestran
los 3 sitios de metal (ocupados por el Zn?**), el Pi y la F6F. Asimismo cada atomo se
rotula segln la nomenclatura adoptada en las listas anteriores.
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con F6P, Pi y Zn** (PDB ID 1CNQ) [32] mostrando que la Tyr57 permanece en un
bolsillo hidrofébico y el Asp68 participa en la formacion del sitio 3 de unidn a
metales. Los estudios de fluorescencia en la mutante Tyr57Trp confirmaron la
sensibilidad de los estados conformacionales del loop a distintas condiciones
experimentales [45].

b) Conformacion desenganchada (disengaged conformation). Esta conformacion
caracteristica de los complejos de la FBPasa con el AMP aleja el loop del sitio activo.
En ella los residuos 52-60 interactian con el loop 187-195 y los residuos 9-11 de la
subunidad adyacente (interaccion Cl — C2) pero los residuos 61-73 permanecen
desordenados [29].

c) Conformacion desordenada (disordered conformation). Esta conformacion se
obtiene cristalizando las FBPasas en ausencia de metales [18, 19]. Incluye distintas
conformaciones estrechamente relacionadas donde el loop interactia débilmente con
el resto de la enzima y los residuos 54-73 no muestran una clara densidad electrénica.

En todas las estructuras de la FBPasa reportadas hasta el momento, el loop dindmico se
encuentra en la conformacién enganchada o desordenada cuando la enzima est4 en el estado R
(activo) y en la conformacion desenganchada o desordenada cuando esta en el estado T
(inactivo).

Se ha postulado que la catalisis procede a pH neutro sélo si el loop dindmico cicla entre la
conformacion enganchada y la desordenada. Esta alternancia impide que la permanencia del
loop en la conformaciéon enganchada constituya un complejo dead-end mientras que si se
encontrara siempre en la conformacion desordenada mostraria una baja afinidad por los
metales y poca o nula actividad a pH neutro. Por lo tanto, el estado R debe mantener una
reducida diferencia entre las energias libres de ambas conformaciones. Por el contrario, el
estado T estabiliza la conformacioén desenganchada despoblando las otras. En definitiva, los
niveles de actividad de la enzima estarian vinculados con la diferencia de energia libre

existente entre las conformaciones <enganchada / desordenada> y la <desenganchada> [46].

El loop N-terminal

En la FBPasa de cerdo, el loop N-terminal comprende los primeros 10 aminodacidos,

constituye una region relativamente variable entre distintas FBPasas, y presenta muy poca
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densidad electrénica en las estructuras cristalograficas. La remocidon o mutacion de la misma
induce marcados cambios en las propiedades cinéticas de la enzima. Previsiblemente la
delecion de los 25 primeros aminoacidos (mutante 25DEL) elimina la inhibicion por AMP
debido a la destruccion de su sitio de union [47].

En cambio, la remocion de los 10 primeros aminoacidos (mutante 10DEL) no afecta al
sitio de unién a AMP ni su unién a la enzima pero reduce considerablemente la inhibicion,
indicando la alteracion del mecanismo de inhibicidon alostérico. Congruente con esta idea, la
mutante [10D (ver mas adelante) revela que la [le10 es un residuo importante en el mecanismo
alostérico en tanto los primeros 6 aminoacidos no tendrian ningun rol funcional [46]. Ademas
de baja inhibicion por AMP, la mutante 10DEL presenta baja afinidad por Mg*", menor Key y
su maximo de actividad estd desplazado hacia un pH mas alcalino. Estas caracteristicas son
parecidas a las de la FBPasa obtenida en purificaciones anteriores al afio 1971, indicando que
dichas preparaciones eran un “artefacto” producto de la proteolisis parcial durante la
purificacion. Confirmando esta idea, la protedlisis controlada transforma la forma “neutra”
(pH maximo: 7,6) en “alcalina” (pH méximo: 8,4 - 9,4) [48, 49]. Recientemente esta region N-
terminal de la hélice H1 ha sido propuesta como el sitio de union de PEP en la FBPasa de
E. coli [50]. Se postula que PEP es un regulador fisiolégico que desbloquea la inhibicion por

AMP [51].

Aspectos estructurales de la inhibicion por AMP

La incorporacion del AMP en el sitio de inhibicion alostérico de la forma R (forma activa,
ausencia de rotacion del dimero C1C2 respecto al dimero C3C4) produce la estabilizacion de
la forma T (forma inactiva, el dimero C1C2 rota 17° respecto al dimero C3C4) (Figura 4).

Los eventos iniciales de la inhibicidon fueron estudiados con la mutante AS4L por cuanto
el CP de Ala54 localiza en el centro de un cluster hidrofébico de cadenas laterales formado
cuando el loop 52-72 se encuentra en la conformacion desenganchada de la forma T. Por lo
tanto, un residuo voluminoso en la posicion 54 deberia desestabilizar la conformacion
desenganchada pero no la conformacion enganchada donde hay suficiente espacio [52]. Una
de las estructuras cristalinas de esta mutante presenta la forma R a pesar de cocristalizar con
AMP. En ella se observa que la hélice H1 se mueve hacia el centro del tetrdmero y remueve a

Ile10 de un pocket hidrofobico estabilizando asi el estado T. Por el contrario la hélice H2 se
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aparta del centro del tetramero rompiendo los enlaces puente hidrogeno con el loop 187-195

de la subunidad adyacente (interaccion C1-C4). Luego de estos eventos iniciales, el dimero

C1C2 rota respecto al dimero C3C4 causando el cambio conformacional del loop dinamico.

En este contexto, distintos modelos involucran los contactos entre la hélice H2 y el loop 187-

195 de unidades C1C4 adyacentes con el torque que causa la rotacion [52].

Por su parte Ilel0, en el estado R, forma parte de una superficie hidrofobica que bloquea

la conformacion desenganchada del loop dindmico y entonces al ser desplazado este

aminoacido se promueve la conformacion desenganchada. Esta conformacion del loop

actuaria como una significativa fuerza dindmica que conduce la transicion cuaternaria hacia el

estado T.

Mecanismo de catalisis

Se han postulado dos posibles mecanismos de

catalisis a partir de distintas estructuras

cristalograficas, el modelo disociativo y el modelo
asociativo.

a) Modelo disociativo (Figura 5) [53]
metafosfato

Propone  al (POy)

intermediario de la reaccion de hidrélisis. El modelo

como

surge al detectar que la densidad electrénica en la
region del fosfato 1 correspondia a un equilibrio
entre Pi y PO;/OH™ cuando los cristales crecian con

alta concentracion de K" (INUX) o en pH alcalino

Figura 5. Mecanismo de reaccion disociativo de la
FBPasa [53].
(metafosfato) se genera una carga negativa en el
atomo O1 del FBP lo cual provoca que el Glu97
deje la esfera de coordinacién de M1 (metal en el
sitio 1). (B) En paralelo el Asp74 extrae un
protdn del agua coordinada con M4. PO; ya esta
formado. (C) El metal del sitio 4 migra al sitio 3
(ayudado por el Glu97) conduciendo al hidroxilo
hacia el ataque nucleofilico al metafosfato (D)
Los productos en el final de la reaccion tal como
aparecen en las estructuras cristalograficas.

(A) Mientras se forma el POs
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(INUW). Al comenzar la reaccion catalitica, el Mg*" ocupa los sitios de metal 1,2 y 4 (la
ocupacion del sitio 4 es excluyente con el sitio 3 [54]). Por otra parte, el Asp74 activa la
molécula de agua coordinada a los Mg** del sitio 2 y 4 extrayendo un protdn. Paralelamente el
fosfato 1 se disocia en metafosfato. La carga que se forma en el Ol del FBP, y por
consiguiente en el Mg®" del sitio 1, provoca que el Glu97 se aparte de la esfera de
coordinacion del sitio 1 y rote hacia el sitio 3. Esto permitiria la migracion del Mg?* del sitio 4
al sitio 3 llevando unido al hidroxilo encargado del ataque nucleofilico al metafosfato.

b) Modelo asociativo (Figura 6) [54]

El Asp74 extrae un proton de la molécula de agua coordinada (i) al Mg** del sitio 2 o (ii)
al Mg* del sitio 3. El Glu98 también es un aceptor de protones y forma puentes hidrégeno con
ambas moléculas de agua. En esta etapa, el hidroxilo resultante extrae un proton de una tercera
molécula de agua vinculada a los metales de los sitios 2 y 3 generando un nuevo hidroxilo que
se encuentra en linea con el fosfato 1 para un ataque nucleofilico. La disociacion del fosfato se
produce en forma simultanea al ataque. Esta doble transferencia de protones se plantea porque
la lejania de los residuos Asp74/Glu98 no permite establecer un puente hidrogeno con el agua

encargada del ataque nucleofilico.
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Figura 6. Mecanismo de reaccion asociativo de la FBPasa [54]. E| modelo es visto desde la
reaccién inversa. (A) Complejo inicial de productos. El atomo O1 de la F6P esta
coordinado con el sitio de metal 1 (M1) y es el nucledfilo atacante. Uno de los oxigenos
del Pi extrae el protén del O1. (B) Estado de transicidn. El oxigeno saliente extrae un
proton del agua coordinada a M3. A su vez, esta molécula de agua acepta un protén
del Asp74. (C) Se transfiere el proton del fosfato 1 al hidroxido coordinado con M2 y
M3 generando FBP y agua.
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En ambos mecanismos los residuos 61-69 del loop 70 ciclan entre una conformacion que
estabiliza al Mg*" en el sitio 3 a través del Asp68 y una conformaciéon que permite el
intercambio entre el sitio activo y el solvente. A pesar de las diferencias entre ambos modelos,
el rol de los residuos esenciales para la catalisis y la union de los cationes son los mismos. Las
variaciones cinéticas debidas al pH o al cofactor provendrian de cambios en el camino de
reaccion (disociativo o asociativo) y/o de la modificacion de la energia de activacion en el
paso limitante de la reaccion. Por ejemplo, la pérdida de la cooperatividad del Mg*" a pH 9,6
reflejaria el cambio del paso limitante en un mecanismo disociativo: a pH 7, la generacion del
hidroxilo requeriria la participacion activa del Asp74 y de los metales en los sitios 2 y 4
mientras que a pH 9,6 la generacion del hidroxilo podria ocurrir con menor participacion del
sitio activo. En este ejemplo, la formacion del metafosfato limitaria la reaccion a pH 9,6
mientras que la formacion del hidroxilo (con la participacion de los metales) seria el paso

limitante a pH 7.

La estructura de la FBPasa de cloroplastos

Caracteristicas generales

Aunque las FBPasas de cloroplastos (CFBPasa) representan un grupo particular por su
respuesta a la iluminacion, solo se disponen de las estructuras cristalograficas de las enzimas
de espinaca (Spinacia oleracea) (1SPI) [30] y arveja (Pisum sativum) (1D9Q, 1DBZ, 1DCU)
[55]. Sin embargo, es posible alinear las secuencias de la FBPasa de cerdo y espinaca
utilizando las estructuras secundarias de los datos cristalograficos de ambas enzimas [30]. La
CFBPasa de colza, objeto de estudio de la presente tesis, no ha sido cristalizada pero su
estructura tridimensional puede inferirse de las contrapartes de espinaca y arveja ya que la
identidad de secuencia es alta (85,2 % y 87,6 %, respectivamente) y llega casi al 100 % en las
estructuras secundarias definidas (Figura 3).

Las CFBPasas, al igual que las citoplasmaticas, son proteinas homotetraméricas
(subunidad: ca. 160 kDa) [56, 57] que se disocian en dimeros a pH alcalino (pH 8,9) [56, 58].
Aunque este proceso implica tiempos relativamente largos (horas), la inactivacion de la
capacidad catalitica es rapida (tos 6 min) [58, 59]. La incubacion de la enzima con FBP y Ca*
restringe la inactivacion inicial pero no previene la posterior conversion a la forma dimérica

[58].
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El sitio activo

Comparando las enzimas cloroplasticas (espinaca, arveja) con la citoplasmatica (cerdo)
[30, 55], puede observarse que ambas conservan todos los aminoacidos del sitio activo,
excepto que la Tyr215 y la Met248 de las primeras fueron reemplazadas por Asp y Leu,
respectivamente, en las segundas (Tabla2B). Aunque no se han obtenido cristales de
CFBPasas conteniendo ligandos, la mayor parte de los aminoacidos que unen la F6P a la
enzima de cerdo (Asn212, Arg243, Tyr244, Tyr264, Lys274) superponen casi exactamente
con sus contrapartes cloroplasticas mientras que los residuos que unen el fosfato 1 (Gly122,
Ser123, Arg276) presentan solo un moderado desplazamiento. Las formas oxidadas de la
enzima de cloroplasto muestran la mayor diferencia en el Glu97, un residuo critico del sitio de

unién de metales que se encuentra desplazado del sitio activo (ver mas adelante).

El loop regulador 170

La mayor divergencia en la estructura primaria de las CFBPasas con las contrapartes
citoplasmaticas reside en dos regiones: la N terminal y el loop 170 (residuos entre la hoja B4 y
la hélice HS). Este ultimo intrapéptido compuesto de 18-23 residuos contiene 3 de las 7
cisteinas conservadas en las CFBPasas (Cys153, Cys173, Cys178; enzima de arveja) mientras
que las FBPasas de mamiferos, involucradas en la gluconeogénesis y reguladas por AMP,
presentan un loop mas corto y carecen de las cisteinas (Figura 3).

El loop 170 participa en la conversion de la forma oxidada (inactiva) a la forma reducida
(activa) de la enzima. La Cysl173 y la Cysl78 estan separadas por 4 aminoacidos que
constituyen un motivo estructural comin con otras enzimas conteniendo cisteinas redox-
activas [60]. Sin embargo, dos estudios mostraron la necesidad incorporar la tercera cisteina
en la consideracion de la activacion reductiva. Primero, la mutante Cysl153Ser es
constitutivamente activa (i.e. alta afinidad por Mg*") porque no requiere la incubacion con un
reductor [61, 62]. Segundo, los datos cristalograficos mostraron una clara densidad electronica
entre la Cys153 y la Cys173 indicando la presencia de un puente disulfuro en la forma oxidada
[55].

Llamativamente, la estructura cristalografica de la mutante C153S (1DBZ [55]) es
practicamente indistinguible de las formas oxidadas, presentando un sitio activo bloqueado.

Una alternativa seria que existe un equilibrio entre las formas activas e inactivas que es
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rapidamente desplazado hacia la forma activa en presencia del sustrato y los metales. Ello
implica que el puente disulfuro estaria estabilizando mas que promoviendo la conformacion
inactiva, la cual predominaria en ausencia de sustrato o metal mas alla de la sefial redox. Esta
posibilidad sugiere que la tiorredoxina promueve la forma reducida de la CFBPasa a través de
sucesivos ciclos de reduccion para contrarrestar el ambiente oxidativo generado en las

condiciones diurnas.

Aspectos estructurales de la regulacion redox

El loop regulador adoptaria una conformaciéon desordenada (estructura de la enzima de
espinaca 1SPI [30]) cuando el puente disulfuro entre la Cys153 y la Cys173 est4 reducido. En
cambio, cuando esta oxidado, el loop se adosa contra las hojas B1 y B2 estabilizando la forma
inactiva del sitio activo ubicado en el lado opuesto (20 A) (estructura de la enzima de arveja
1D9Q, 1DCU [55]). Esta inactivacion se deberia a un desplazamiento de las hojas B1 y B2
hacia el centro del tetramero en direccion al sitio catalitico acercando la Vall09 (enzima de
arveja) al primer y segundo sitio de union de metal desplazando en consecuencia al Glul05
(Glu97 en la enzima de cerdo). La nueva conformacioén de ambos aminoacidos, ubicados en el
loop que une las hojas B1 y B2, no permite que el Glul05 coordine con los sitios 2 y 3 de
metal. Mas aln, estaria en conflicto con el loop 70 en su conformaciéon enganchada que
también participaria, como en la enzima de cerdo, de la formacion del sitio de metal 3 a través
del Glu76 (Asp68 en la enzima de cerdo). Estas observaciones sugieren que el sitio activo de

la CFBPasa, en la forma oxidada, no es compatible con la unién de los metales cataliticos

(Figura 7). :
Figura 7. Superposicion del sitio de metal de la FBPasa Zng % @z
de cerdo (activa) y el de arveja (inactiva) [55]. La FBPasa D68 Sputs g =97
de cerdo se muestra en azul, la de arveja en amarillo, — Vioa| B
los cationes en rojo y la F6P/Pi en negro. Puede t /l\
observarse que la coordinacion con los sitios de metal > e
por el loop 70 (a través del Asp68) y por el loop entre — \ﬁ;} (,’
las hojas B1 y B2 (a través del Glu109 o Glu97 en la i \ﬁ
enzima de cerdo) se encuentra interrumpida en la E15
enzima de arveja oxidada (inactiva) debido a que la {
Vall09 avanza sobre los sitios de metal. N
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Comparacion entre la regulacion por AMP y la regulacion redox

El AMP promueve un gran cambio en la estructura cuaternaria de las FBPasas citosolicas,
asociado con cambios menores en el sitio activo. El sitio de uniéon de AMP no existe en las
CFBPasas, bloqueado por la Ile33 y el Asp35 (ubicado en la region de union del fosfato del
AMP). Ademas el loop regulador 170 se ubica en una posicion cercana pero distinta a la
region de uniéon de AMP y no presenta contactos con otras subunidades.

A diferencia de la union del AMP, la regulacion redox induce una mayor disrupcion del
sitio activo con un menor reordenamiento en la estructura cuaternaria. Tanto la estructura
reducida como la oxidada semejan la forma T de la enzima citoplasmatica. Sin embargo
ambos mecanismos confluyen en un mismo resultado funcional que es la alteracion del sitio de
union a metal por el desplazamiento del mismo glutamato (Glu97 enzima de cerdo).

El loop 70 se encuentra en la conformacion desordenada de la CFBPasa reducida y en la
conformacion desenganchada de la CFBPasa oxidada. Aparentemente, la regulacion redox
modifica las estabilidades de las conformaciones del loop en forma similar a la regulacion
mediada por AMP. En conjunto, estos datos sugieren la existencia de un mecanismo molecular
comun para la regulacion de las actividades FBPasas cuya divergencia a lo largo de la
evolucion permite la respuesta a diferentes estimulos (luz en la fotosintesis, estado energético

en la gluconeogénesis) [46].

Bases para el analisis de la evolucion dirigida de proteinas

En esta tesis, dos ciclos consecutivos de mutagénesis al azar con un screening funcional
de la CFBPasa de colza fueron utilizados para caracterizar enzimas con propiedades deseadas
(Capitulo 3). Aunque el procedimiento utilizado no llega a ser una “evolucion dirigida”, los

conceptos basicos de dicha metodologia fueron aplicadas en nuestro trabajo.

Introduccion

La inmutabilidad del mundo biolégico era un concepto que predomind hasta el siglo
XIX.. La publicacion de “The origin of species” por Darwin en 1859 marcé un cambio radical
en este tema por cuanto introdujo el factor tiempo en la transformacion de las formas

bioldgicas.

21



Los siguientes puntos constituyen el nucleo de la teoria de Darwin: a) Supervivencia. Los
organismos biologicos tienen mas descendencia de la que puede sobrevivir. b) Herencia.
Numerosos caracteres de los organismos bioldgicos provienen de sus ancestros y son
transmitidos posteriormente a su descendencia. c¢) Variabilidad. Algunos de estos caracteres
varian al ser heredados. d) Adaptacion diferencial. Algunos de los caracteres heredados son
mas ventajosos que otros para sobrevivir. Sobre estas bases, la teoria establece que la
evolucion procede porque el ambiente selecciona naturalmente los organismos que tienen las
caracteristicas mas ventajosas para sobrevivir en un determinado nicho ecoldgico. Mas de 100
afos después de publicada esta teoria, conceptos similares son utilizados experimentalmente
para la obtencion de nuevas proteinas por medio de la “evolucion dirigida”.

En esta clase de experimentos es fundamental primero generar una variabilidad en la
poblacion y luego la capacidad para seleccionar las caracteristicas buscadas entre todas las
variantes generadas. Un ciclo en el proceso de evolucion dirigida tiene etapas bien definidas
(Figura 8) [63]. Inicialmente, las técnicas de mutagénesis al azar y de recombinacion

gendmica permiten la preparacion de variantes. Generada la biblioteca de genes

e
Mutagenssis e
s ) ———
Selected genes

Library of mutant genes

Seguencing or :
further rounds of Pmt&ln
Mutagenesis ExXpression
and sslection

e ——

. Screen or selection '
(o

Proteins with desired Litzrary of mutant
property proteins

Curent Opinlon in Chemical Blalogy

Figura 8. Etapas en un ciclo de evolucion dirigida [63]. A partir del gen de interés y usando
técnicas de mutagénesis al azar, se obtiene una biblioteca de genes mutantes. Luego,
se expresan las proteinas lo cual resulta en la correspondiente biblioteca de proteinas
mutantes. Sobre esta biblioteca se hace un screening para seleccionar las variantes que
mejor expresan una determinada propiedad. Finalmente se secuencian los
correspondientes genes y el ciclo puede volver a comenzar.

22



Introduccion

mutagenizados es necesario expresar las correspondientes proteinas de manera aislada e
independiente, lo cual generalmente se logra a través de bacterias. Posteriormente, un método
de screening o seleccion permite aislar las variantes en las cuales la propiedad buscada ha sido
incrementada. En general, esta Gltima etapa es critica porque determina el éxito o fracaso de
todo el experimento. La dificultad experimental reside en el disefio y adaptacion de un método
de screening/seleccion especifico para cada situacion. La mayor parte de los screenings buscan
y por lo tanto “ven” la actividad enzimatica de la proteina. Sin embargo, los métodos para
detectar una actividad enzimatica son muy particulares y muchas veces es imposible su
aplicacion en los contextos de expresion proteica que impone el disefio de la evolucion
dirigida. Esta dificultad para estimar la funcion enzimdtica contrasta con los métodos de
deteccion génica o proteica mediante sondas de ADN o anticuerpos, respectivamente, ya que
existen procedimientos generales y estandares para tales fines. Finalmente, los genes de las
variantes seleccionadas pueden tomarse como base para nuevos ciclos de mutacion/seleccion.

La evolucioén es “dirigida” porque el proposito humano impone las restricciones para que
algunas formas predominen y otras desaparezcan. En contraposicion, es interesante observar
que la teoria de Darwin no sugiere un “objetivo final” dirigiendo la evolucion, de manera que
carece de una direccion predeterminada y depende de factores relacionados con el ambiente
local.

Actualmente, los experimentos de evolucion dirigida tienen como propodsito obtener, a
partir de proteinas naturales, enzimas Utiles para la industria, la medicina y la investigacion.
Las enzimas naturales participan en complejas redes bioquimicas dentro de las células por lo
cual adaptaron sus funciones biologicas al contexto del organismo vivo. Sin embargo, la
inhibicidn por sus sustratos y productos limita su productividad en procesos biocataliticos. En
biotecnologia se necesitan enzimas estables que sean activas

1) por largos periodos de tiempo (lo que contrasta con la necesidad de un rapido

turnover de la proteina dentro de la célula),

2) en solventes no acuosos para permitir la sintesis de determinados compuestos

quimicos (caracteristica no requerida por la mayoria de los sistemas biologicos)

3) con sustratos no naturales.

Modificar una proteina en determinada direccion también puede tener como objetivo el

conocimiento de la relacion estructura/funcion en las proteinas. Este proposito requiere
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métodos adecuados de screening/seleccion para seleccionar las enzimas en funcion de su
respuesta catalitica especifica. Por ejemplo, seleccionar enzimas mutantes que muestren,
respecto a la enzima nativa, una respuesta diferente ante los efectores de la reaccion catalitica
(e.g. inhibidores, activadores etc.). Una vez obtenidas dichas mutantes funcionales, se analizan
las modificaciones introducidas para establecer los cambios estructurales que provocaron la

modificacion del comportamiento catalitico. Este es el enfoque dado al tema en esta tesis.

El paisaje de adaptacion [64]

El paisaje de adaptacion es un concepto abstracto desarrollado para dar una base tedrica a
la técnica de evolucion dirigida y de esta manera predecir el comportamiento de variables
experimentales. Para entenderlo es necesario definir los conceptos espacio de secuencia,
adaptabilidad y funcion de adaptabilidad.

El espacio de secuencia. Estd formado por todos los puntos que representan, cada uno,
una Unica secuencia de aminoacidos. Un punto estd directamente conectado con otro si y s6lo
si difieren en una sola mutacion. La distancia entre dos puntos (distancia Hamming) es la
minima cantidad de mutaciones simples necesarias para pasar de una secuencia a otra.

Esta definicion implica que el espacio de secuencia es astrondmicamente grande. Cada
dimension del espacio representa una posicion en la secuencia de las proteinas. La cantidad
total de puntos es A", donde A son los aminoacidos y N es el nimero de residuos que
constituyen la proteina. Ademas, la red de puntos estd altamente interconectada ya que cada
punto tiene (A-1) x N vecinos. Sin embargo, la maxima distancia Hamming existente entre dos
puntos es de solamente N pasos. Por ejemplo, para proteinas de 100 residuos existen en el
espacio de secuencia 20'" puntos, cada punto tiene 1900 vecinos y la maxima distancia entre
dos puntos es de s6lo 100 pasos. Esto nos dice que, aunque el espacio de secuencia es muy
grande también estd muy interconectado, por lo cual el pasaje de una secuencia al azar hasta
otra es, al menos en teoria, experimentalmente posible.

La mayor parte del espacio de secuencia codifica para proteinas que no tienen ningin
“sentido”. Es interesante observar que esto también ocurre con los sistemas de signos en
general. Por ejemplo, si escribiéramos un parrafo colocando letras y espacios al azar,

dificilmente encontrariamos alguna palabra coherente. Las palabras con un sentido para
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nosotros constituyen un conjunto muy pequefio dentro de las casi infinitas posibilidades de
combinar los signos (cf. La biblioteca de Babel- J.L.Borges [65] ).

Adaptabilidad. Es la capacidad que tiene una proteina para ejecutar la funcidén que se
encuentra bajo la presion de seleccion.

La funcion de adaptabilidad. Es la funcion que asigna la adaptabilidad a una propiedad
determinada a cada punto del espacio de secuencia. Esta funcién describe el paisaje de
adaptacion. Aunque no se ha podido determinar experimentalmente debido a las limitaciones
practicas, se han desarrollado funciones tedricas que describen distintos tipos de paisajes con
el objetivo de entender sus caracteristicas.

Si se grafica la adaptabilidad en funcion del espacio de secuencia proyectado a dos
dimensiones, se obtiene una interesante analogia con un paisaje montafioso (Figura 9). En esta
representacion el objetivo de la evolucion dirigida seria llegar al pico de la montafia mas alta

(i.e. maximizar la propiedad de una proteina).

Descripcion del paisaje de adaptacion
Varios parametros caracterizan un paisaje de adaptacion: la tolerancia, la correlacion y el
grado de isotropia. Estos conceptos se relacionan, a su vez, con los tipos de mutaciones que

pueden introducirse en una determinada secuencia (mutaciones con efectos aditivos, acoplados

0 neutros).

Mutaciones
aditivas y acopladas.
Se dice que dos

son aditivas

mutaciones

Fitness

cuando el efecto de las

dos mutaciones

es igual a la suma de los

efectos de las mutaciones

{sequence space }

Figura 9. Paisaje de adaptacion [64]. Es la funcién que relaciona cada secuencia con su
rendimiento respecto a una determinada propiedad. Aqui se ilustra
simplificadamente el concepto proyectando el espacio de secuencia a dos
dimensiones. Existe una evolucion adaptativa (linea roja) y una neutral (linea
negra). En la evolucién dirigida, la evolucion neutral es mas dificil de lograr pues no
implica mejoras aparentes en una propiedad. Sin embargo este tipo de evolucion es
necesaria para salir de la "trampa" en los maximos locales.
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individuales. Por otro lado, las mutaciones estan acopladas cuando la suma de las mutaciones
anulan o potencian el efecto de las mutaciones individuales.

Efectos aditivos en las mutaciones pueden observarse en las zonas de interaccion
proteina-proteina 0 ADN-proteina. La termoestabilidad es otra funcién que suele ser aditiva en
cuanto a las mutaciones. Muchas veces determinadas regiones de la proteina con gran
accesibilidad del solvente (residuos de la superficie o loops) presentan aditividad para. la
estabilidad estructural por cuanto el solvente disminuye la interaccion entre los residuos y
previene el acoplamiento de los efectos. Por otra parte, son tipicos los acoplamientos entre
pares de residuos en las interacciones por puente salino o por puente de hidrogeno y en las
interacciones estéricas que alteran las energias de van der Waals. En estos casos, la mutacion
en uno de los residuos puede llevar a una desestabilizacion de la proteina. Las mutaciones en
el sitio catalitico de una enzima también suelen estar altamente acopladas por cuanto las
interacciones implican multiples residuos y la alteraciéon de uno de ellos anula la actividad
catalitica.

Tolerancia. La tolerancia es la capacidad de una enzima para mantener sus funciones
luego de las mutaciones. Para ello es necesario definir inicialmente la funcion bajo analisis. Es
comun en los estudios con proteinas, considerar la tolerancia funcional y la estructural.
Maximizar u optimizar ambas propiedades simultdneamente es dificil ya que no existe una
interseccion exacta entre las mutaciones que mejoran a ambas. Ademas, si consideramos a Px
como la probabilidad de que una mutacion mejore una funcion y a Ps como la probabilidad de
que una mutacion mantenga la estabilidad estructural, el producto P,z = Py x P es la
probabilidad de que una mutacidon mejore una funcion sin perder estabilidad estructural.
Claramente, el producto de dos nimeros menores a 1 genera una probabilidad aun menor. Por
esto, cuando una proteina muestra tolerancia estructural, el espacio de secuencia funcional
puede ser explorado con mayor intensidad.

La tolerancia estd relacionada con las propiedades de acoplamiento y aditividad. Las
zonas de una proteina donde predominan las propiedades aditivas tienen tendencia a ser
tolerantes mientras lo inverso ocurre en las zonas altamente acopladas. Por ello, los residuos
ubicados en las superficies y en los loops suelen ser tolerantes a mutaciones pero no los que

componen los sitios cataliticos.
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Correlacion. La correlacion de un paisaje estima la similitud de una propiedad entre una
secuencia y sus vecinas. La correlacion es una forma de determinar estadisticamente la
“rugosidad” de un paisaje. En paisajes suaves, el cambio en una propiedad es lento y por lo
tanto se dice que el paisaje estd correlacionado. En paisajes “escarpados”, las propiedades
cambian abruptamente a medida que aumenta la distancia Hamming por lo que el paisaje no
esta correlacionado. Distancia de correlacion es aquella mas alla de la cual dos secuencias
estan esencialmente no correlacionadas. Esta distancia estd muy vinculada a la tolerancia del
paisaje. Una distancia de correlacion corta implica que las mutaciones tienen un gran efecto
sobre una propiedad y, en consecuencia, aumenta la probabilidad de los efectos deletéreos.
Ello implica que esa secuencia es poco tolerante a las mutaciones.

Isotropia. Un paisaje es isotropico si las propiedades del mismo son parecidas
independientemente de la secuencia de partida. Lo contrario ocurre en un paisaje anisotropico
donde hay una gran variabilidad en la distancia de correlacion dependiendo de la secuencia
considerada. Los pardmetros de correlacion y de isotropia ayudan a definir el rango de
secuencias locales. En un experimento de evolucion dirigida esto sirve para establecer si los

datos obtenidos son representativos de caracteristicas globales o locales en el paisaje.

Exploracion del paisaje de adaptacion

El proceso de evolucion dirigida implica moverse en un paisaje de adaptacion con una
determinada orientacion. Esto se efectia a través de caminos que dependen de las
caracteristicas del paisaje mismo y de distintos factores experimentales como ser la tasa de
mutacion, el tamafo de la biblioteca de mutantes generada y la capacidad de screening para
dicha biblioteca. Para disefiar correctamente un experimento de evolucion dirigida hay que
relacionar todos estos factores con el objetivo de encontrar el mejor camino.

La tasa de mutacidon es un parametro experimental que mide la cantidad promedio de
mutaciones introducidas en un gen durante una generacion. El camino para mejorar una
propiedad puede ser “empinado” o no, dependiendo de la tasa de mutacion, de la cantidad de
mutantes que es posible analizar y de la correlacion del paisaje. Cuanto menos correlacionado
esté¢ un paisaje (escarpado), tanto menor sera la cantidad de mutaciones que lleven a una
mejoria en una propiedad y por lo tanto habrd menos caminos. Sin embargo, si el tamafo de la

biblioteca analizada es lo suficientemente grande como para estimar todas las posibles
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permutaciones introducidas por una determinada tasa de mutacion entonces es posible
encontrar el camino mas “empinado”. Estos conceptos estan estrechamente relacionados con
la reproducibilidad del experimento de evolucion dirigida. Si no se tiene la capacidad de
encontrar el camino mas empinado entonces la reproducibilidad del experimento es baja, o sea
que se puede partir de una misma secuencia y llegar a una secuencia 6ptima por diferentes
caminos o incluso llegar a secuencias Optimas diferentes.

Para cada situacion existe una tasa de mutacion Optima (Figura 10). Cuando una
determinada propiedad es modificada al azar, las mutaciones deletéreas tienen una
probabilidad mucho mayor que las beneficiosas. Por esto, la proporciéon de mutaciones
negativas aumenta respecto a las positivas al incrementar la tasa de mutacion. Este problema
desaparece cuando el tamafo de la biblioteca generada es lo suficientemente grande y la
capacidad de screening permite caracterizar la mayor parte de las variantes generadas. De lo
contrario, encontrar una mutante mejorada seria poco probable. En conclusion, cuanto menos
mutantes se puedan analizar, menor serd la tasa de mutacion Optima y viceversa (Figura 10A).

La tasa de mutacion Optima también depende de la correlacion del paisaje. Como ya se
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menciond, cuanto menos correlacionado estd un paisaje, mas rugoso es y menor es la

Figura 10. Tasa de mutacion éptima [64]. Se han desarrollado modelos matematicos
tedricos para simular los paisajes de adaptacion y los procesos de evolucion
dirigida. En este caso se considera un N=50 proteinas y el maximo mejoramiento
en una propiedad se obtiene del promedio de unos 10.000 paisajes. (A) La
cantidad de mutantes en el screening es de M = 1000 (o), 10.000 (e) y 50.000
(A). La tasa de mutacion optima aumenta con la mayor capacidad de screening.
(B) El nimero de interacciones acopladas es de K = 75 (o), 25 (o) y 0 (A). La
tasa de mutacion optima aumenta al disminuir la "rugosidad" del paisaje
(disminucién de interacciones acopladas).
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proporciéon de mutaciones vecinas que muestran una mejoria en una determinada propiedad.
Por lo tanto, la tasa de mutacién Optima disminuye al disminuir la correlacion del paisaje
(Figura 10B).

El anélisis de estos temas nos hace tomar mayor conciencia de que a pesar de la gran
cantidad de proteinas existentes, el numero de secuencias “sin sentido” es vastisimamente

mayor. Un concepto similar expone Carl Sagan en su libro “Cosmos”:

“El unico lugar normal es el vacio vasto, frio y universal, la noche
perpetua del espacio intergalactico...Si nos soltaran al azar dentro del
Cosmos la probabilidad de que nos encontraramos sobre un planeta o
cerca de ¢l seria inferior a una parte entre mil millones de billones de
billones (10*...). En la vida diaria una probabilidad asi se considera

nula. Los mundos son algo precioso.” [66]

De la misma forma, dificilmente podriamos explorar los mundos de las secuencias

proteicas si previamente la naturaleza no nos hubiese depositado sobre ellos.
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Los metales como cofactores e inhibidores de la

CFBPasa



Capitulo 1

Objetivo
Analizar las condiciones basicas para medir con exactitud y precision la actividad
CFBPasa. Este proposito requiere establecer:
-el grado de purificacion necesario.
-la linealidad de la actividad enzimatica respecto al tiempo y la concentracion de proteina.
-el comportamiento de la enzima con distintos cofactores e inhibidores metalicos.

-las especies reactivas y las concentraciones emergentes del equilibrio entre el cofactor (Mg*")

y el sustrato (FBP).

Resultados

Influencia del grado de purificacion de la CFBPasa en sus propiedades
bioquimicas

En los protocolos tradicionales para la 5 1004

WID7s wTo s
1 1 z i

purificacion de la CFBPasa se hace uso =i
075« b B &

intensivo de las columnas de intercambio
e, . . . 0.50
anidnico (e.g. DEAE) ya que la enzima, incluso

a un pH relativamente bajo, se une fuertemente 0.254

Absorbancia (280mm)

a este tipo de resinas. Asi, en un solo paso de
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purificacion se puede alcanzar un alto grado de T T T L
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pureza eliminando gran parte de las demaés
proteinas. Sin embargo en estas condiciones
compuestos no proteicos copurifican con la -
enzima influyendo en sus propiedades

bioquimicas. Para separar dichos compuestos es

Figura 11. Purificacion de la CFBPasa por una columna Superdex-200. Se muestra el perfil de
elucion (A) y las correspondientes fracciones corridas en un SDS-PAGE (B). La muestra
provino de la sobre expresién en E. coli de la CFBPasa recombinante con una posterior
purificacion por columna DEAE. Las condiciones de corrida se detallan en Materiales y
Métodos. En la figura interna se muestra otro gel SDS-PAGE con la CFBPasa nativa
después de la columna DEAE (WT 1) y después de la columna Superdex-200 (WT 2). Lo
mismo se hizo con la mutante I1271S de la enzima (I1271S 1, 1271S 2).
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necesario agregar por lo menos un paso mas de purificaciéon con una columna de exclusion
(e.g. Superdex-200).

En la Figura 11 se muestra el perfil de elucion de una columna Superdex-200 con una
muestra de CFBPasa recombinante que previamente fue sometida a una columna DEAE.
Siguiendo las fracciones por SDS-PAGE pudo observarse que la enzima eluyo entre los 21 y
25 min y que el resto de los picos que

absorbieron fuertemente a 280 nm no

A CFBPasa sin reducir
correspondieron a proteinas. Sin embargo, este B DEAE (NaAco) =1 5-200 (NaAco)
] ] ) B DEAE (Tris-HCI) =3 S-200 (Tris-HCl)
paso de purificacion resultd muy importante 1001
para la caracterizacion bioquimica de la enzima & 751
)
segun se describe a continuacion. T 507 —
o
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7.5 15
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preincubacion a pH acido (NaAcO) y a pH
L. . X B CFBPasa reducida
basico (Tris-HCI) (Figura 12). Todo el proceso
. . ) 1001 B S-200 (DTT)
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significativamente cuando se preincubo en Mg 2* (mM)

Figura 12. Actividad de la CFBPasa dependiente de la purificacion y la preincubaciéon. En cada
caso se indica si la enzima fue purificada solamente con una columna de intercambio
aniénico (DEAE) o si ademas se purificd con una columna Superdex-200 (S-200). Entre
paréntesis se indica el componente principal de la preincubacion que se realizé a pH 5,2
(NaAcO 75 mM) o a pH 7,9 (Tris-HCI 75 mM) y a 25 °C. Las mediciones de actividad se
llevaron a cabo, luego de la preincubacidén, con dos concentraciones de Mg?* segun se
indica y en presencia de la CFBPasa 0,4 ug/ml, Tris-HClI 50 mM (pH 7,9) y FBP 1,5 mM.
El tiempo de catalisis fue 4 min y se trabajé por duplicado. (A) Se utilizé la enzima tal
como se obtuvo de las correspondientes purificaciones. La solucion de preincubacion tuvo
a la CFBPasa 17 ug/ml, el buffer indicado y NaCl 100 mM. El tiempo de preincubacion fue
10 min. (B) La CFBPasa fue reducida segin se describe en Materiales y Métodos.
Posteriormente la preincubacion se efectud diluyendo 100 veces la muestra (CFBPasa 4,5
pg/ml). Se efectuaron tres preincubaciones distintas, en una se mantuvieron las
concentraciones de los compuestos usados en la preincubacion (DTT, Ca®*, FBP) y en las
otras dos sélo se adicionaron los buffers indicados. El tiempo de preincubacion fue 1,5 h.
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medio alcalino, sobre todo a bajas concentraciones de Mg**. Por el contrario, la muestra S-200
mantuvo la misma actividad independientemente del tipo de preincubacion y de la
concentracion de Mg** en catalisis.

Para analizar estos resultados recordamos que una de las principales diferencias, desde el
punto de vista bioquimico, que existen entre la CFBPasa reducida y la oxidada es que la
primera forma tiene una mayor afinidad por el cofactor Mg*'. En este sentido, comparando la
actividad con las dos concentraciones del cofactor, vimos que la muestra S-200 presenté una
menor afinidad por el Mg* que la muestra DEAE preincubada en el mismo buffer de la
purificacion. Adicionalmente esta ultima preparacion también disminuyé dicha afinidad al
preincubarse en medio alcalino (Figura 12A). Estos hechos nos hicieron suponer que la
muestra DEAE estuvo parcial o totalmente reducida (y pudo oxidarse en preincubacion
alcalina) mientras que la muestra S-200 estuvo oxidada. Congruente con estas suposiciones, la
presencia del reductor fue requerida para que la muestra S-200 reducida no perdiera la alta
afinidad por el Mg*'. Para ello después de reducir la enzima simplemente diluimos unas 100
veces la solucidn en tres tipos de medios: un medio acido, otro alcalino y otro en el que se
mantuvieron los componentes usados para la reduccion (control) (Figura 12B). Comprobamos
asi que tanto en medio alcalino como en medio 4cido la falta de suficiente reductor provoco la
misma disminucion en la afinidad por el Mg*" indicando indirectamente una oxidacion.

Todo lo anterior nos permitio suponer que la purificacion de la CFBPasa con la columna
Superdex-200 separd un compuesto que en medio acido mantenia a la enzima en su forma
reducida y que su ausencia permitia la oxidacion espontanea de la misma. Estos resultados

fueron relevantes para los experimentos reportados en los capitulos 3 y 4.

Linealidad de la actividad CFBPasa en funcion del tiempo y de [E];

Para medir con precision la actividad CFBPasa decidimos comprobar hasta qué punto
dicha actividad era lineal respecto al tiempo y a la concentraciéon de enzima. Para ello
utilizamos dos métodos de medicion diferentes basados en la cuantificacion del (i) fosfato
liberado (método de Chen) y (ii) F6P utilizando un sistema de enzimas acopladas para medir

continuamente la formacion de NADPH (ver Materiales y Métodos).
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Linealidad en funcion del tiempo

Para el experimento se eligio la CFBPasa
oxidada y una solucion de catalisis compuesta
por Mg* 10 mM, FBP 2 mM, pH 7.9. En estas
condiciones con el método de las enzimas
acopladas se observo claramente un retardo
(lag) debido

probablemente en parte al sistema mismo de

inicial en la actividad
medicion. Sin embargo a tiempos mayores
ambos métodos mostraron que la actividad
(medida por absorbancia) era lineal en funcion

del tiempo (Figura 13 paneles superiores). Esto

E.Chen E.Acoplado

E.(nM) R? Ord R? Ord
0,7 0,9998 -0,014 0,9999 -0,042
1,4 1,0000 -0,043 0,9996 -0,049

2,8 0,9994 -0,070 0,9994 -0,082
4,2 0,9998 -0,127 0,9996 -0,140
7 1,0000 -0,211 0,9997 -0,239

Tabla 3. Valores estadisticos de Ila

actividad CFBPasa en funcion del tiempo.
Los datos corresponden a las curvas
graficadas en la Figura 13 panel superior
para cada concentraciéon de enzima (E.
(nM)) y para cada método de medicion:
ensayo con soluciéon de Chen (E.Chen) o
ensayo con enzimas acopladas
(E.Acoplado). En el primer caso sdlo se
muestran los valores de los duplicados

(concentracion prima). Para cada curva
se informa el coeficiente de correlacion
(R?) y la ordenada al origen restado el
blanco de reaccion (Ord).

pudo corroborarse con los altos coeficientes de
correlacion R? (Tabla 3).

El anélisis de la ordenada al origen de la
parte recta en un grafico de actividad en funcion del tiempo también pudo dar un indicio del
tipo de histéresis existente. Se restd el blanco de reaccion a cada ordenada al origen y se
asumid que el nimero resultante si era negativo indicaba un /ag en la reaccion, esto es una
baja actividad inicial que va aumentando hasta estabilizarse en una actividad mayor. Por el
contrario, un nimero positivo indicaba un burst en la reaccion, o sea una alta actividad inicial
que se estabilizaba en una menor.

En las condiciones de catalisis mencionadas ambos métodos dieron niimeros negativos
confirmando asi el ya mencionado /ag en la actividad (Tabla 3). También se observo que al ir
aumentando la concentracion de enzima la ordenada al origen fue disminuyendo (nlimero mas
negativo) lo cual lo atribuimos al aumento de la pendiente y no a un incremento del /ag. Cabe
mencionar que a través de otros experimentos se comprobd que la ordenada al origen no so6lo
variaba en funcion de la concentracion de enzima sino también en funcion de las condiciones
de catalisis. En este sentido con la CFBPasa reducida se observaron rectas que por lo general
dieron ordenadas al origen mayores al blanco indicando un posible burst en la actividad. Para
estos analisis se considerd que la medicion con el método de Chen a varios tiempos era mas

exacta que con el sistema de las enzimas acopladas por ser este tltimo un método indirecto
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con otras dos enzimas involucradas lo cual puede influir en la histéresis global de la reaccion

hasta alcanzar el estado estacionario.

Linealidad en funcion de [E];
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Con los datos del experimento anterior se grafico la actividad en funcion de la

A  Ensayo con solucién de Chen B Ensayo con enzimas acopladas
CFBPasa (nM)
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concentracion de enzima. En la medicion con el método de Chen se obtuvo una recta que pasé

por el origen con un coeficiente de correlacion perfecto mientras que con el método de las

Figura 13. Medicion de la actividad CFBPasa en funcién del tiempo y de [E].. Se utilizo la
CFBPasa oxidada purificada a homogeneidad (con columnas DEAE y Superdex-200).
La reaccion fue iniciada agregando a la solucion de catalisis distintos volimenes de
una unica dilucién de la CFBPasa. Las condiciones de catalisis fueron Tris-HCI 50
mM (pH 7,9), FBP 2 mM y MgCl, 10 mM. Se utilizaron dos métodos de medicion
(ver Materiales y Métodos para mas detalles): (A) Ensayo con solucion de Chen.
Cada concentracién de enzima se ensayd por duplicado y se tomaron muestras a
tres tiempos diferentes cuantificandose el Pi liberado con la solucion de Chen. (B)
Ensayo con enzimas acopladas. Se cuantifico la aparicion del producto F6P. La
catalisis fue seguida en tiempo real tomando valores de absorbancia cada 2 seg. En
ambos casos sendas curvas de calibracidon permitieron transformar los valores de
absorbancia en concentraciones de los productos Pi o F6P (relacion estequiométrica
de reacciéon 1:1) y calcular las pendientes de las curvas del panel superior. De esta
manera se pudo graficar la actividad, medida con la formacion de producto (nM) por
segundo, en funcién de la concentracién de enzima (panel inferior). En el caso del
método con enzimas acopladas para el célculo de las pendientes sélo se tomaron en

cuenta los puntos a partir de los 120 seg.
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enzimas acopladas el coeficiente de correlacion fue también bueno aunque la pendiente de la
recta dio algo diferente (Figura 13 paneles inferiores).

Es importante mencionar que estas mediciones se realizaron iniciando la catélisis con
distintos volimenes tomados de una unica dilucion de la CFBPasa que estaba purificada a
homogeneidad. Cuando se realiz6 el mismo experimento con diluciones seriadas de la enzima
parcialmente purificada (columna DEAE) la actividad en funcion de la concentracion resulto
lineal sélo a altas concentraciones y la ordenada al origen fue negativa (distinta de cero). Estos
resultados sugirieron la presencia de compuestos que interfieren con la actividad enzimatica y/
o un proceso de absorcion de la proteina a la superficie de los tubos (Eppendorf) utilizados

para la dilucion.

Consecuencias practicas

Como conclusion de todo lo anterior comprobamos la importancia de realizar las
mediciones de actividad luego de un cierto intervalo inicial de tiempo para poder evitar asi la
zona de histéresis. Dos minutos fueron suficientes, en general, para las mediciones reportadas
en esta tesis. Ademas se eligid continuar las mediciones con el método de Chen porque mostrod
ser mas preciso, mas econdmico y mds practico cuando es necesario medir gran cantidad de
puntos (ver Materiales y Métodos para su implementacion). Aunque optamos por medir a tres
tiempos de reaccion para establecer la pendiente de la recta (la velocidad de reaccién),
también realizamos mediciones mas simples a un solo tiempo restando el blanco y tomando el
origen de coordenadas como el otro punto para establecer la pendiente. Este procedimiento no
es exacto debido a la histéresis enzimatica pero el error disminuye cuando las mediciones

resultan altas comparadas con el blanco y se realizan comparaciones.

Los metales bivalentes como cofactores de la CFBPasa

Ademas del Mg*" se conocen otros metales bivalentes que sirven como cofactores de las
FBPasas. En particular, analizamos el comportamiento del Co*, Mn*" y Zn** con la CFBPasa.
Para ello elegimos una unica condicién de catalisis (pH 7,9, FBP 1,5 mM) y medimos la
actividad a distintas concentraciones de los metales, con la enzima oxidada y reducida. Los
valores de las constantes cinéticas obtenidas se resumen en la Tabla 4. El Zn** presenté un

efecto diferente a los otros metales por lo cual se analiza por separado.
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En
general se
observo que la
CFBPasa
reducida tuvo
una mayor
actividad

maxima que la

CFBPasa oxidada CFBPasa reducida

Kn Keat Keat/Km K Keat Keat/Kim
Mg** 3500 78 0,02 600 255 0,42
Co* 200 29 0,14 30 114 3,81
Mn* 30 35 1,17 6 46 7,58
Zn*! 500 17 0,03 500 13 0,03

Tabla 4. Constantes cinéticas para la catalisis con distintos cofactores de la CFBPasa. Las
soluciones de catalisis tuvieron distintas concentraciones de los metales indicados
mas Tris-HClI 50 mM (pH 7,9) y FBP 1,5 mM. La concentracion de la CFBPasa fue 1
Hg/ml y estuvo purificada a homogeneidad. En cada caso se indica la Km en unidades
MM (concentracion del metal con la que se obtiene la mitad de la velocidad maxima)

forma oxidada Y la ket €n unidades seg™ (definida como Vmsx/ [E]:).

(comparar las

k) 'y una

mayor

afinidad por el metal (comparar las K,,). Sin embargo los valores fueron diferentes seglin el
cofactor presente. La actividad maxima vari6 en el sentido: Mg** > Co*" > Mn*" y la afinidad
por el metal varid en el sentido exactamente opuesto. De esta manera, la catalisis con Mn**
necesitd 100 veces menos cantidad de metal que la catalisis con Mg?**, independientemente del
estado de oxido/reduccion de la enzima. Esta gran diferencia hizo también que la eficiencia
catalitica respecto a la concentracion del metal fuese mayor con Mn?* que con Mg?* a pesar de
presentar una menor velocidad de catalisis (comparar K./K.). El Co’" tuvo un
comportamiento intermedio.

La actividad CFBPasa con el Zn** como cofactor fue diferente ya que no se observaron
mayores diferencias entre las curvas de actividad de la forma oxidada y reducida de la enzima,
por lo menos en las condiciones ensayadas. Igualmente las actividades medidas con este
cofactor fueron relativamente bajas. Més adelante mostraremos que el efecto particular y
distintivo del Zn*' como cofactor también se produce cuando la enzima es sometida a

inhibidores.
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Inhibicién por Ca*" y Li* de la CFBPasa

El Ca® y el Li" son conocidos inhibidores de las FBPasas. En particular, la sensibilidad al
segundo ayuda a definir un grupo de fosfomonoesterasas. Ademds también mencionamos la
accion dual del Ca®' que actia como activador en la preincubacion para la reduccion de la

CFBPasa y como inhibidor en la catalisis.
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Los metales como cofactores e inhibidores de la CFBPasa

Decidimos probar este efecto inhibitorio cuando la catélisis se llevaba a cabo con distintos
cofactores y la enzima oxidada. Aunque la capacidad catalitica fue diferente cuando el
cofactor era Mg*", Co** o Mn*", la actividad cay6 de manera muy parecida en presencia de
concentraciones crecientes de Ca** (Ips ca. 100 uM) (Figura 14A). Por otro lado, el Li* resultd
ser un inhibidor menos potente cuando se ensayd con Mg** como cofactor (Ips = 2 mM)

(Figura 14B).

A Cofactor

= Mg%* 10 mM

A Co*1mM

Y Mn?" 0,1 mM
100 ® 7Zn?* 2 mM

50

Actividad (%)

0 250 500 750 1000
CaCl, (M)
B Cofactor

= Mgt 10 mM
® Zn?* 2mM

=
=3
=3

Cofactor

(2.
o
A

4p+ u
Act.= 61,2 (sin Zn’) Mg?* 5mM
LN == 7n* (sin Mg?*)
ol 1+ 2\ 3 4 5 &

d (1/seg) Actividad (%)

Figgra 14. Inhibicién dg la CFBPasa con Ca* y Li* usando diferentes cofactores. En todos los
cas@s $&utilizd la CFB i g/ml en catdlisis) y purificada a homogeneidad.
La $plucipn de catélisis tam™& 0 Tris-HCI 50 mM (pH 7,9), FBP 1 mM y el cofactor

en las &gncentraciones indica en los graficos. Se consideré 100 % de actividad a la
gue se lricit—air—iairiice- los cofactores fueron los correspondientes
clorurosOshivo eh el catd del A?* ql9%ue ¥PIfato.

ZnSO,4(pM)

Figura 15. Efecto dual del Zn** como inhibidor y cofactor. Las condiciones de catdlisis fueron
las mismas que se describen en la leyenda de la Figura 14 con excepcién de que las
concentraciones de enzima y FBP fueron 1,5 ug/ml y 1,5 mM respectivamente. El eje x
estad en escala logaritmica.
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El equilibrio entre FBP, Mg** y H"

Para que la CFBPasa pueda llevar a cabo su actividad catalitica ya mencionamos que se
requiere la presencia de tres factores indispensables: el sustrato (FBP), el cofactor (un metal
bivalente como el Mg** que es considerado el fisiologico) y el pH que debe estar alrededor de
8 para alcanzar una actividad Optima. En solucidn estos tres compuestos (FBP, Mg* y H") no
se encuentran aislados y libres sino que se interrelacionan entre si a través de varios
equilibrios quimicos formando distintos complejos.

En este sentido el FBP y los H' estan relacionados por cuatro equilibrios de disociacion

acida:
(1) H,FBP - H' +H,FBP” (3) HZFBPz' - H'+HFBP*
(2) H,FBP - H' +H2FBP2' (4) HFBP* - H'+FBP*

Por otro lado, en las condiciones aplicadas en esta tesis, el FBP interactiia con el Mg**
principalmente a través de los siguientes equilibrios:

(5) MgFBP* - Mg* + FBP*

(6) MgHFBP - Mg* + HFBP*

Para analizar la actividad CFBPasa es importante conocer las concentraciones de las
especies reactivas. De esta manera, teniendo en cuenta los equilibrios planteados arriba,
dedujimos las ecuaciones que expresan dichas concentraciones en funcion de las cantidades
totales de FBP, Mg*" y H'.

Para ello tuvimos en cuenta que la CFBPasa funciona a pH alcalino por lo que no resulta
relevante tener en cuenta los dos primeros equilibrios de disociacion acida del FBP. Por lo
tanto los equilibrios considerados fueron el 3, 4, 5y 6 y los compuestos cuyas concentraciones
calculamos fueron seis: H,FBP*, HFBP*, FBP*, MgHFBP", MgFBP* y Mg*" libre. Si a las
cuatro ecuaciones mencionadas sumamos las dos ecuaciones de masa para FBP y Mg*"
tenemos entonces seis ecuaciones y seis incognitas con lo cual el problema puede ser resuelto.

En la Tabla 5 se muestran las ecuaciones que resuelven el problema planteado y en el
Apéndice se desarrolla la deduccion de las mismas. La mayor dificultad de la deduccion reside
en el calculo de las raices de un polinomio de grado 3. Una vez copiadas las ecuaciones de la
Tabla 5 en una hoja de célculo resulta sencillo obtener las concentraciones en el equilibrio de

los distintos compuestos a partir de las concentraciones totales de FBP, Mg*" y el pH.
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Consideraciones acerca de la aplicabilidad de las ecuaciones

Dado que las ecuaciones de equilibrio idnico definen relaciones entre las actividades de
distintos compuestos, igualar las actividades con las concentraciones es una simplificacion que
no siempre resulta correcta. Para evitar las complicaciones relacionadas con los coeficientes
de actividad, generalmente se trabajar a una fuerza idnica constante.

Teniendo en cuenta estas limitaciones podemos decir que: dado un compuesto A con dos
constantes de acidez y un compuesto M con dos constantes de disociacion con las dos formas
mas cargadas de A, nuestro procedimiento resolvio el calculo de las concentraciones de los
compuestos resultantes en el equilibrio. En nuestro caso A = FBP y M = Mg*, pero la
aplicabilidad de las ecuaciones es mas amplia. Se pueden utilizar para calcular las
concentraciones de los compuestos en una preparacion quelante-metal (A = EDTA/EGTA y M
= Mg*/Ca*") o nucledtidos y metales (A = ATP, M = Mg*"). En particular el célculo de las
concentraciones de MgATP? es importante en los estudios cinéticos de muchas enzimas ATP-
dependientes ya que es considerado el verdadero sustrato.

En la literatura este problema se aborda de varias maneras de las cuales solo
mencionaremos dos:

a) Se consideran todos los equilibrios de disociacion &cida de A pero solamente el
equilibrio de M con la forma mas cargada de A. De esta manera el céalculo de las
concentraciones se simplifica considerablemente aunque tiene un rango de aplicabilidad mas
limitado [68].

b) Se tienen en cuenta todos los equilibrios (los aqui planteados més otros adicionales)

realizandose los calculos a través de un proceso de iteracion [69].
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En general los estudios cinéticos con la FBPasa consideran al FBP libre como sustrato y

BSREBAIZIbSs e)gistenqiagdpl complejo MgFBP?* [70]. En esta tesis los estudios cinéticos no

iniciales éX
requieren premts)éon ma en las concentraciones por, 1o que siempre se informan

szcantnatoimseSD‘ebtale[EBE‘ FBP y=nsavad: Sﬁﬂ/@ﬂmemwﬁm:ems:q@xezemnm@amfmdrel@zes de
I, [HFBP*] | =R4*D2Q/D10 .
tra')t)gqu % y [gﬁpgga rac1(')n total de FBP ca. %DM’2%1 Oggﬁcentracm')n total de Mg?**

determina si la @ipeﬂﬁgiiﬂeﬂbminante en soluci# ey MR PO MRPBP 382l las ecuaciones
[MgHFBP] *D20*D2/( D4*(D10*D13/D12+D20 )+D10*D13)

aqui expuestas Bgedormléa,]la forma MgFBf’E‘) (88D2/RD§}Q 5BE D}&Eﬂ]()mqgﬁqflo la concentracion
totPeRtamEs " P20 mMI(TMle aspecto adquiere importanci®PAP474nalisis mas detallados.

de disociacion D11 k2 (mM) 0,0011
D12 k3 (mM) 2
D13 k4 (mM) 7,59
Corroboracién D14 [FBP]t =D4+D5+D6+D7+D8
de las D15 [Mg]t =D7+D8+D9
ecuaciones D16 k1 (mM) =D4*D20/D5
D17 k2 (mM) =D5*D20/D6
D18 k3 (mM) =D4*D9/D7
D19 k4 (mM) =D5*DY/D8
Variables D20 [H] =107(-D3)*1000
internas D21 at =1+D20/D10+D2072/D10/D11
para el calculo D22 a2 =1+D12/D10/D13*D20
D23 a3 =D20+D10*D13/D12
D24 b0 =D12*D10*D13
D25 b1 =D22*D10*D13+D12*D23
D26 b2 =D22*D23
D27 c0 =-D24*D1
D28 ci1 =D21*D24+D10*D13*D2+D12*D2*D20-D25*D1
D29 c2 =D21*D25+D23*D2+D22*D2*D20-D26*D1
D30 c3 =D21*D26
D31 X =-2*D29"3+9*D28*D29*D30-27*D27*D30"2
D32 y =(-(4*(3*D28*D30-D29"2)"3+(-2*D29*3+9*D28*D29*D30-27*D27*D30"2)"2))A(1/2)
D33 X =(D32/2+D31/2)*(1/6)*COS(ATAN2(D31;D32)/3)
D34 y =(D32/2+D31/2)A(1/6)*SENO(ATAN2(D31:D32)/3)

Tabla 5. Ecuaciones para el calculo de las concentraciones en el equilibrio de FBP y Mg*. Los
calculos sirven para condiciones alcalinas (pH=7) ya que no se consideran los
compuestos de FBP que predominan a pH acido (H4FBP y HsFBP'). Todas las
concentraciones se expresan en unidades mM. Las 34 ecuaciones (D1 a D34) se definen
y se deducen en el Apéndice. Para el calculo automatico de los valores toda la tabla
puede ser copiada en una hoja de calculo Excel a partir de la celda A1, de tal manera que
las ecuaciones queden en la columna 4 (columna “D"”) a partir de la fila 1. Si se dispone
de la versién en inglés del programa se debe reemplazar “SENO” por “SIN” en la
ecuacion D34.
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Conclusiones

Para medir la actividad CFBPasa se requiere definir con precision los factores basicos:
estado de oxido/reduccion de la enzima, sustrato (FBP), cofactor y pH. Los experimentos en
este capitulo buscaron en parte mostrar algunos aspectos de dichos factores y como se
relacionan entre si.

La enzima recombinante expresada en bacteria y purificada s6lo con una columna de
intercambio anionico DEAE presentd una afinidad relativamente alta por el cofactor Mg
revelando indirectamente que se encontraba reducida. La forma oxidada se obtuvo
espontaneamente cuando se realizd una purificacion adicional con una columna de exclusion
Superdex-200 lo cual posiblemente elimind un compuesto no proteico que evitaba la
oxidacion. Con esta preparacion, las mediciones mas precisas fueron realizadas luego de
iniciada la catalisis y estimando el producto formado a varios tiempos sin recurrir al blanco de
reaccion, pues este no coincide con la ordenada al origen. Teniendo en cuenta estos factores, la
actividad en funcion de la concentracion de enzima fue perfectamente lineal. Dicha linealidad
desaparecia trabajando con la CFBPasa parcialmente purificada (s6lo con una columna
DEAE) y con diluciones seriadas de la enzima.

La forma reducida tuvo mayor afinidad por el cofactor y mayor velocidad de catalisis
respecto a la forma oxidada cuando se utiliz6 Mg**, Co*" y Mn*" pero no mostré grandes
diferencias con Zn** como cofactor. El Mn*" fue el cation que tuvo mayor afinidad por la
enzima siendo por ello el mejor en términos de eficiencia catalitica a pesar de catalizar a una
velocidad relativamente menor.

Cuando se utilizdo Mg*, Co*" 0 Mn*" como cofactor de la enzima oxidada, la inhibicion
con Ca*" fue similar. mientras que el Li" presentd una inhibicién menos potente que el Ca*". En
este contexto, la catélisis con Zn** se diferencié pues fue muy poco sensible a la inhibicion por
ambos cationes. En linea con estas diferencias cinéticas, el Zn** exhibid una accioén dual sobre
la enzima, a bajas concentraciones actudé como inhibidor y a altas concentraciones como
cofactor.

Finalmente se dedujeron las ecuaciones para calcular las concentraciones de los distintos
compuestos que surgen del equilibrio entre los principales participantes de la catalisis, esto es

el sustrato, el cofactor y el pH del medio.
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Los resultados suministraron las bases para los experimentos informados en los capitulos
3 y 4. En particular las mediciones reportadas en el capitulo 4 fueron mas precisas pues se uso
la enzima purificada a homogeneidad y se aplico la técnica de medicién a varios tiempos.
Ademas analizamos con mayor profundidad al factor pH, uno de los aspectos relevantes de

esta tesis.
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Capitulo 2

Objetivo
Desarrollar un nuevo método de screening de actividad fosfatasa en bacterias que permita

el uso de sustratos naturales y que sirva como herramienta para encarar experimentos de

evolucion dirigida. Determinar sus potencialidades y limitaciones.

Resultados

Descripcion del método de screening

La técnica de screening puede dividirse en cinco etapas: A) Crecimiento de las bacterias
B) Inducciéon de la expresion proteica C) Lavado D) Catalisis E) Revelado. La Figura 16
muestra el esquema del método para detectar una actividad catalitica en general. En ese
contexto describimos a continuacién aspectos experimentales relevantes de las etapas

aplicadas a la deteccion de la actividad fosfatasa.

Figura 16. Esquema del procedimiento
de screening de actividad catalitica. (A) ,
Las  bacterias son  plaqueadas oo o o 4— Colonias
directamente sobre la membrana de € Membrana de nitrocelulosa
nitrocelulosa  colocada sobre Ila <+ Agar
superficie del agar. Se deja crecer
hasta que las colonias alcanzan un B Induccion de la expresion proteica
didmetro de aproximadamente 1mm.
(B) Se agrega el inductor apropiado C Lavado
en el agar, si es requerido. (C) La e e
membrana de nitrocelulosa se coloca, | €— Pape! de filtro
con las colonias hacia arriba, sobre un embebido en agua
papel de filtro embebido en agua. Esta
etapa de lavado debe ser repetida D Catilisis
hasta que todos los interferentes con
la reaccién de revelado hayan sido % < Papel de filtro
removidos. (D) La membrana de embebido en la
nitrocelulosa se coloca sobre un papel solucion de catalisis
de filtro embebido en la solucion de ER
s . evelado
catalisis. (E) Finalmente, este papel

de filtro es rapidamente sumergido en

la soluciéon usada para revelar la . _

presencia de los productos de | Papel de filtro sumergido
en la solucion de revelado

reacciéon. Luego se lo coloca sobre
papel absorbente para remover el
exceso de liquido y se deja hasta que
se desarrolle el color.

A Crecimiento de las bacterias
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A) Crecimiento de las bacterias

Las bacterias fueron plaqueadas sobre membranas de nitrocelulosa depositadas a su vez
sobre un medio de cultivo semisdlido conteniendo el antibidtico adecuado. La densidad de
plaqueo debia ser lo suficientemente baja para que las colonias alcancen un didmetro adecuado
para el screening (aproximadamente 1 mm) y lo suficientemente alta para trabajar con un
adecuado numero de colonias.

El crecimiento de las colonias sobre las membranas de nitrocelulosa fue mas lento que
plaqueadas directamente sobre el medio de cultivo. En las condiciones usadas en esta tesis
(ver materiales y métodos), las colonias tardaron aproximadamente 24 h hasta llegar al
diametro adecuado para el screening, mientras que sin la nitrocelulosa el tiempo se acorta a 12
h. A pesar de este inconveniente, el plaqueo sobre la nitrocelulosa evito tener que replicar la
placa, dado que las bacterias permanecen viables durante el screening.

Otro factor que afectd la velocidad de crecimiento fue la nitrocelulosa usada. En los
experimentos se utilizd6 una nitrocelulosa con “soporte” lo cual hace la membrana menos
quebradiza y mas manejable. Sin embargo, cuando se usé una membrana de nitrocelulosa sin
“soporte” el crecimiento de las bacterias fue mas rapido y el revelado del screening mas

intenso por lo que seria una alternativa valida.
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El tamafio promedio del poro de las membranas de nitrocelulosa usadas (0,2 um) fue mas
pequefio que la célula de E. coli (tipicamente 0,5 x 2 um) (Figura 17). Esto explica por qué
durante el crecimiento, las colonias no contaminaron el medio de cultivo pero fue posible el
pasaje libre no so6lo de los nutrientes y el antibidtico sino también posteriormente de los

sustratos y productos que intervienen en la técnica de screening.

B) Induccion de la expresion proteica

Se retird6 la membrana de nitrocelulosa con las colonias de la placa y se esparcio el
inductor sobre el medio de cultivo semisélido para reincorporar la membrana sobre la placa.

De esta manera el inductor difundio desde el medio de cultivo hacia las bacterias a través de la

Figura 17. Célula de E. coli. La bacteria es visualizada con luz transmitida [71]. La
porosidad de la membrana de nitrocelulosa usada en los screenings (diametro de
poro promedio 0,2 pm) permite el libre pasaje de nutrientes, antibiotico,
sustratos y productos pero retiene a la bacteria.

membrana.

La induccion no siempre fue necesaria y dependia del sistema de expresion utilizado. Para
analizar este hecho se expresd la CFBPasa en la cepa JM109(DE3) con el vector pET 22 b(+)
que tiene un promotor fuerte de expresion (promotor T7). En estas condiciones no se vieron
diferencias en el revelado de actividad entre las colonias no inducidas y las inducidas con
IPTG (experimento en paralelo). Por lo tanto, en este caso, la expresion basal de la proteina

alcanzo para saturar la sefial.
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Distinto fue el resultado cuando se expres6 phoA en la cepa IM109(DE3) con el vector
pBAD (Figura 18). Los vectores pBAD tienen un promotor, llamado Pgap, que es activado en
presencia de arabinosa. En ausencia del inductor, el nivel de transcripcion es muy bajo el cual
puede reducirse aun mas creciendo las bacterias en presencia de glucosa [72]. De esta manera,

el revelado de actividad fue mas intenso aplicando el inductor arabinosa (Figura 18C) que en

su ausencia (Figura 18B) o agregando el inhibidor glucosa (Figura 18A). Sin embargo, estos
dos ultimos casos detectaron una actividad fosfatasa (aunque no en todas las colonias) que no
es atribuible a fosfatasas endogenas de E. coli ya que el control con el vector de expresion

vacio (mitad izquierda de las placas) no reveld ninguna actividad.

Figura 18. Induccion de la expresion proteica. Fila inferior: se muestran las membranas de
nitrocelulosa con las colonias de E. coli que poseen el vector vacio pET 22 b(+) (mitad
izquierda de las membranas) y la phoA clonada en el mismo vector (mitad derecha de
las membranas). Fila superior: Papeles de filtro correspondientes utilizados para revelar
la actividad fosfatasa con la solucion de Chen. La catalisis se llevd a cabo con una
solucién 100 mM Tris-HCI (pH 7,9) y 3 mM PNPP durante 10 min. (A) Se esparcio 0,2
ml de glucosa 10 % (P/V) (inhibidor de la expresiéon) en el medio de cultivo
previamente al plaqueo de las bacterias. (B) Las bacterias crecieron sin inductor ni
inhibidor de expresion. (C) Se esparcid 0,2 ml de arabinosa 10 % (P/V) (inductor de la
expresion) en el medio de cultivo luego de 24 h de crecimiento y 2 h previo a la
catalisis.
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Por lo tanto, la actividad basal (sin induccion) de las enzimas, utilizando los vectores de
expresion pET y pBAD, fue cualitativamente mayor a la actividad basal detectada al inducir la

expresion proteica en medios liquidos.

C) Lavado

El lavado de la membrana de nitrocelulosa, y de las colonias en ella contenida, fue
necesario para evitar el posterior revelado inespecifico de actividad. Para ello colocamos la
membrana de nitrocelulosa sobre papel de filtro previamente embebido en agua durante unos
10 min. Es mejor usar papeles de filtro con buena absorbencia, como el papel de filtro
Whatman. Ademas, las colonias siempre quedaron hacia arriba, nunca en contacto directo con
los papeles de filtro. Esta operacion fue repetida varias veces hasta que el papel de filtro,
producto del lavado, no desarroll6 color con la solucion usada para revelar catalisis.

El lavado de la membrana de nitrocelulosa fue realizado en dos situaciones:

a) Al retirar la membrana de la placa de cultivo, antes de efectuar la catalisis. En esta
etapa observamos en el primer papel de filtro usado en el lavado y revelado con la solucion de
Chen un fondo azul con zonas de color mas intensas correspondientes a las colonias. Esto
muestra que lavamos el medio de cultivo adherido a la membrana y compuestos asociados a
las colonias. Luego de varios lavados logramos la completa remocion de estos interferentes (el
papel de filtro del lavado no exhibi6 color azul caracteristico de la coloracion con la solucion
de Chen).

b) Luego de efectuar la catdlisis, antes de usar nuevamente la misma membrana para

catalizar. Este aspecto se analiza a continuacion.

D) Catalisis

La membrana de nitrocelulosa fue colocada, con las colonias hacia arriba, sobre un papel
de filtro embebido con la solucion de catalisis. En este caso también fue preciso que el papel
de filtro tenga buena absorbencia. Después de catalizar entre 5 y 10 min, los productos de la
reaccion fueron detectados en el papel de filtro mientras que la membrana de nitrocelulosa fue

lavada para una nueva catalisis.
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Expresamos la phoA y usamos como sustrato el PNPP para analizar visualmente algunos
aspectos de esta etapa del método (Figura 19). Previsiblemente, durante la catalisis las
colonias se pusieron amarillas evidenciando la formacion del producto de hidrolisis p-
nitrofenol sobre la membrana de nitrocelulosa (Figura 19A). En cambio, cuando se reveld con
la solucién de Chen, los puntos azules en el papel de filtro mostraron el producto fosfato bajo
la membrana de nitrocelulosa (Figura 19C). Igualmente, antes del revelado también se habian
observado manchas amarillas de p-nitrofenol en el papel de filtro.

Posteriormente, durante el lavado se detectd la gradual desaparicion del p-nitrofenol en

las colonias y del fosfato en los papeles de filtro (Figura 19C) observandose finalmente la total

Catalisis Lavado

Membrana

| | i

|

ﬁ

|

1

i { R | ,
Papeles C D E
de filtro -

| F | G

Figura 19. Catalisis y lavado. Se plaquearon células de E. coli con el plasmido pET 22b(+)
vacio (mitad izquierda de la membrana) y con la phoA clonada en el mismo plasmido
(mitad derecha de la membrana). (A) y (C) La induccion de la expresion, catdlisis (10
min) y revelado se hizo tal como se describe en la Figura 18. (D) Revelado del papel de
filtro utilizado en el primer lavado de 10 min de la membrana (B) y (E) Membrana y
revelado del papel de filtro después de 4 lavados de 10 min cada uno. (F) La catalisis
se efectudé nuevamente igual que en C, con la misma membrana, pero sélo por 2,5 min.
(G) Papel de filtro del primer lavado luego de la catalisis en F.
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remocion de dichos productos tanto en las colonias (Figura 19B) como en los papeles de filtro
(Figura 19E).

Para determinar si la reaccion se estaba produciendo sobre la membrana o bajo la
membrana, se llevd a cabo una nueva catdlisis pero a un tiempo muy corto (2,5 min). En este
caso, el papel de filtro usado para la catalisis no revel6 al producto de reaccion (Figura 19F),
mientras que el papel de filtro aplicado posteriormente, en el lavado, si lo hizo (Figura 19G).
En conjunto, la lenta difusion de los productos hacia el papel de filtro en la primera etapa y la
aparicion del producto en la segunda son congruentes con la hidrolisis del compuesto
fosforilado en las colonias.

Generalizando estos resultados podemos decir que inicialmente los sustratos difunden, a
través de la membrana de nitrocelulosa, desde el papel de filtro hasta las colonias. Alli se
produce la catalisis y luego los productos de reaccion difunden de vuelta hacia el papel de
filtro donde finalmente son detectados. Por otra parte, los posteriores lavados son necesarios

para remover completamente el producto de reaccion de las colonias.

E) Revelado

El revelado del producto de reaccion fue realizado sobre el papel de filtro utilizado para la
catalisis. Luego de sumergirlo rapidamente (unos 2 seg) en la solucion de Chen, que reacciona
con el fosfato hidrolizado formando un complejo de color azul [73], aparecieron manchas
azules en las zonas del papel que estuvieron en contacto con las colonias activas. Esta colonias
fueron identificadas superponiendo la imagen de la membrana con la del papel revelado.

Al sumergir el papel de filtro en la solucion de Chen parte del producto se solubiliza lo
cual disminuye un poco la sensibilidad. Sin embargo, luego de varias pruebas, fue la forma
mas efectiva y simple que encontramos para revelar la actividad fosfatasa. Si se usan otros
reveladores para detectar una actividad enzimadtica diferente a la fosfatasa, podria probarse la

aplicacion en forma de spray como una alternativa de revelado.
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Utilizacion de distintas fosfatasas y sustratos

Los métodos de screening de actividad fosfatasa existentes hasta el momento se basan en
el color o la fluorescencia que se desarrolla al hidrolizar el fosfato de un determinado
compuesto quimico. Normalmente este compuesto es no fisiologico por lo que so6lo es posible
detectar fosfatasas con baja especificidad por el sustrato. Por el contrario, el método de
screening aqui descrito permite utilizar los sustratos naturales de las enzimas. De esta manera,
para establecer hasta qué punto es posible generalizar el procedimiento, probamos distintas
fosfatasas y sustratos.

Pudimos detectar la actividad tanto de una fosfatasa acida (agp) como de otras fosfatasas
alcalinas (phoA y CFBPasa) utilizando sustratos fisioldgicos (Tabla 6). Sin embargo, la
sensibilidad de detecciéon no siempre fue la misma. Esto se debid a que en determinadas
situaciones las bacterias clonadas con el vector vacio exhibieron una sefial, evidenciando una
actividad fosfatasa enddgena (columna “pET” en la Tabla 6). Por ello, fue perfectamente
detectable la actividad fosfatasa de la phoA y de la CFBPasa usando los sustratos PNPP y FBP
respectivamente, un poco mas dificultosa la deteccion de la actividad de la agp sobre la
glucosa 1-P y la fructosa 1-P y practicamente imposible la deteccion de la phoA con glucosa

1-P.

Sustrato Buffer pPET agp phoA CFBPasa

PNPP Tris-HCI, pH 8 - n.d. ++ -
Na-formiato, pH 3.46 ++ n.d. nd. n.d.

Glucosa 1-P Tris-HCI, pH 8 ++ n.d. ++ n.d.
Na-acetato, pH 4.6 + ++ nd. n.d.

FBP Tris-HCI, pH 8 - n.d. ++ ++
Na-formiato, pH 3.46 ++ n.d. n.d. n.d.

Fructosa 6-P Tris-HCI, pH 8 + n.d. ++ n.d.
Na-acetato, pH 4.6 + ++ nd. n.d.

Fructosa 1-P Tris-HCI, pH 8 + nd. ++ nd.

Tabla 6. Deteccion de actividad fosfatasa utilizando distintas enzimas y sustratos. La
intensidad de las manchas azules fue estimada en los papeles de filtro. Se
utilizé la cepa E. coli JM109(DE3) expresando las fosfatasas agp, phoA y
CFBPasa. Bacterias transformadas con el vector pET 22b(+) vacio fueron
tomadas como control (pET). La concentracion de los sustratos fue de 3 mM y
la de los buffers de 50 mM. En el ensayo de la CFBPasa se adicioné 10 mM de
MgCl.. - sin intensidad; +, baja intensidad; ++, alta intensidad; n.d., no
determinado.

55



Los metales como cofactores e inhibidores de la CFBPasa

Esta actividad fosfatasa endogena dependia, sin embargo, del pH de la solucion de
catalisis. Es asi que no detectamos la hidrdlisis al emplear el PNPP y el FBP en medio alcalino
pero si en medio acido. Por el contrario, con glucosa 1-P la actividad endogena fue leve en
medio &cido e intensa en medio alcalino.

Cabe destacar que en estos experimentos se utilizd una enzima altamente especifica por el
sustrato (la CFBPasa) cuya deteccion no hubiese sido posible empleando los métodos de
screening disponibles actualmente. Consecuentemente, la CFBPasa so6lo fue detectada con
FBP como sustrato y no con PNPP (como se vio en la introduccion, éste es un sustrato comuin

para hacer screening de actividad fosfatasa pero no es hidrolizado por la CFBPasa).

Discriminacion entre colonias que expresan la phoA y la CFBPasa

Decidimos probar la capacidad del método para distinguir la fosfatasa expresada por cada
colonia, caracteristica que no tienen otros procedimientos. Para ello, mezclamos medios de
cultivo liquido de bacterias clonadas con la phoA, la CFBPasa y el vector vacio pET para
luego plaquear sobre nitrocelulosa (Figura 20). Se ensayo la actividad, primero con FBP vy,
luego de lavar, con PNPP. El FBP fue hidrolizado tanto por la CFBPasa como por la phoA
mientras que el PNPP fue hidrolizado solamente por la phoA. Por lo tanto era logico que el
segundo papel de filtro (Figura 20C) presentara un subset de los puntos azules que aparecieron
en el primero (Figura 20B). Analizamos toda esta informacion en una sola imagen utilizando
un software para transformar el color azul a amarillo en el segundo papel de filtro y para
superponerlo con el primer papel de filtro y con las colonias (Figura 20D). De esta manera
distinguimos las bacterias que tenian el vector vacio (aparecen sin color) de las que
expresaban la CFBPasa (color azul) y la phoA (color verde que resulta de la superimposicion
del azul con el amarillo). Seleccionamos al azar 2 colonias de cada tipo y confirmamos lo
anterior con un analisis de restriccion (Figura 20E).

Este experimento demostro también que es posible usar una misma membrana para
catalizar mas de una vez y con sustratos diferentes. Los lavados intermedios remueven los
productos de reaccion y permiten ensayar con nuevos sustratos la actividad catalitica de las
colonias. Este hecho se observd también con otras fosfatasas las cuales, ademas, mantuvieron

su funcionalidad intacta a lo largo de los primeros ciclos de catalisis/lavado.
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pET CFBPase phoA 1 2 3 4 5 6

Figura 20. Diferenciacion entre la actividad CFBPasa y la phoA. Bacterias con el gen de la
CFBPasa, la phoA y el vector vacio pET 22b(+) fueron mezcladas y plaqueadas sobre
una membrana de nitrocelulosa. Luego de inducir con IPTG (ver materiales y
métodos) la catalisis fue llevada a cabo con Tris-HCI 100 mM (pH 7,9), MgCl, 10 mM y
FBP 3 mM durante 10 min. Se lavd la membrana tres veces y se volvié a catalizar
pero con Tris-HClI 100 mM (pH 7,9) y PNPP 3 mM durante el mismo tiempo. Se
aislaron plasmidos de 6 colonias para ser digeridos con las enzimas EcoRI y Xbal. La
restriccién fue analizada en un gel de agarosa 1 %. (A) Membrana de nitrocelulosa
con las bacterias. (B) Papel de filtro revelando la actividad con FBP. (C) Papel de
filtro revelando la actividad con PNPP. (D) Superposiciéon de las tres imagenes
anteriores. Previamente, el color azul en C fue transformado a amarillo. Se indican las
6 colonias seleccionadas. (E) Gel de agarosa mostrando la restriccion de los
plasmidos correspondientes.
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Limitaciones del método para determinar las condiciones de catalisis

Nos planteamos hasta qué punto este método de screening reproducia las condiciones in
vitro de catalisis.

Como ya se sabe, la CFBPasa requiere un metal bivalente como cofactor para llevar a
cabo la catalisis. Congruentemente, el procedimiento de screening no reveld actividad
CFBPasa cuando se usé una solucioén de catalisis sin metal. Al agregar 10 mM de MgCl,
(concentracion usada in vitro para medir la actividad de la enzima oxidada) la actividad
CFBPasa pudo ser detectada. Por lo tanto, en este caso, la bacteria no pudo suplir el cofactor y
el comportamiento catalitico fue similar al observado in vitro.

No ocurrié lo mismo cuando se probo el efecto del Ca*'. En los ensayos in vitro, la
actividad de la CFBPasa es inhibida completamente en presencia de CaCl, 0,4 mM. Sin
embargo, en estas condiciones, practicamente no se observd inhibicion usando el
procedimiento de screening. Solo se obtuvo una inhibicion parcial (nunca total) cuando se usé
una solucién de catélisis con CaCl, 4 mM. Este hecho tuvo influencia en los resultados que se
describen en el capitulo siguiente de esta tesis.

Anteriormente, sefialamos el efecto que tuvo el pH para modular la actividad fosfatasa
endogena de las bacterias (columna “pET” en la Tabla 6). De esta forma, algunos sustratos
vieron favorecida su hidrélisis en medio acido y otros en medio alcalino. Ademas, fue posible
detectar la actividad tanto de fosfatasas alcalinas como 4cidas. Por lo tanto, concluimos que es
posible fijar el pH de catalisis a través del buffer utilizado en el procedimiento.

La razon por la cual algunas variables cataliticas pueden ser fijadas y otras no, no es muy
clara. Cabe mencionar que la CFBPasa fue clonada en el vector pET sin ningtin péptido sefial,
por lo que asumimos que se expresO en el citoplasma. Sin embargo, su actividad fue
determinada y detectada en el medio externo. Una posible explicacion es que la actividad
catalitica correspondio a la enzima liberada por la lisis espontanea de bacterias, que se da

fundamentalmente en el centro de las colonias. Este hecho no fue probado.
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Conclusiones

Desarrollamos un método de screening para detectar actividad fosfatasa en colonias de
bacterias. La diferencia fundamental con otros procedimientos de screening reside en la
posibilidad de utilizar los sustratos naturales y realizar ensayos cataliticos diferentes con las
mismas colonias. Otros métodos reportados utilizan distintos sustratos no especificos como
por ejemplo PNPP [75], 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate [76], phenolphthalein
diphosphate/methyl green [77]y 2-(5 -chloro-2’-phosphoryloxyphenyl)-4-[3H]-quinazolinone
[78].

La técnica desarrollada permitié separar las colonias de los productos de reaccion por
medio de una membrana de nitrocelulosa durante el proceso de catalisis. De esta manera fue
posible revelar dichos productos sin tener a las bacterias como interferentes. Relacionado con
este aspecto, experimentos preliminares intentaron revelar la presencia del fosfato liberado
poniendo las bacterias en contacto directo con la solucién de Chen. Como resultado todas las
colonias se pusieron azules, independientemente de la expresion o no de fosfatasas, mostrando
una reaccion inespecifica con componentes celulares.

El procedimiento fue probado no solo expresando varias fosfatasas y utilizando distintos
sustratos y pH sino también detectando la actividad fosfatasa enddgena de las bacterias. Dado
que este ultimo aspecto puede interferir con los estudios de fosfatasas clonadas, se deberia
recurrir a cepas especiales de bacterias o a sustratos alternativos.

Con ciertas limitaciones fue posible reproducir algunas caracteristicas bioquimicas de la
CFBPasa, observadas in vitro. Este hallazgo abri6 la posibilidad de realizar screenings sobre
bibliotecas constituidas por mutantes al azar con el objeto de encontrar variantes expresando
caracteristicas bioquimicas determinadas.

Ademas de la actividad fosfatasa el método puede ser adaptado para otras actividades
enzimaticas. Para ello es necesario contar con una forma adecuada para detectar el producto de
la reaccidon catalitica en cuestion. Particularmente, el fosfato liberado durante la hidrolisis
pudo ser detectado satisfactoriamente en el papel de filtro Whatman debido a que su difusién
resulté minima en este soporte. Con otros productos de reaccion puede ser util probar otras

clases de papeles o materiales.
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Objetivo

Obtener mutantes de CFBPasa que presenten una menor sensibilidad a la inhibicion por
Ca*". Aplicar para ello la técnica de evolucion dirigida usando como herramienta principal el
método de screening descrito en el capitulo 2. Determinar cudles son las mutaciones puntuales
en la secuencia primaria causantes del cambio en las propiedades bioquimicas para que sirvan

como base de estudios estructura/funcion.

Resultados

Ensayos preliminares para el experimento de evolucion dirigida

Un ciclo en un experimento de evolucion dirigida consta de varias etapas (Figura 8 en la
introduccion). La generacion de las mutaciones al azar y el screening son las mas criticas. Esto
se debe a que el tamafio de la biblioteca de mutantes generadas debe ser adecuado a la
capacidad de screening. Es dificil encontrar una mutante que presente el cambio de propiedad
buscado si la biblioteca es demasiado grande en relacion a la capacidad de screening. Por otro
lado, si la biblioteca es demasiado pequefia es improbable que dicha mutante se genere (ver
introduccion para mas detalles).

El método de screening que usamos fue descrito en el capitulo anterior. Las condiciones
implementadas (placas cuadradas de 10 cm x 10 cm) tienen la capacidad para analizar unas
1000 colonias por placa. Esta densidad de plaqueo esta en el limite para que las colonias de
bacterias tengan un buen crecimiento, sin superposiciones que impidan el correcto revelado
del producto de catalisis. El nimero de placas que manejamos por experimento fue de
alrededor de 10 por lo que en nuestras manos la capacidad total de analisis del método de
screening estuvo en el orden de las 10.000 colonias.

Fijada entonces la capacidad de screening tuvimos que regular la tasa de mutaciones, el
otro factor critico. Como técnica de mutagénesis al azar elegimos una que se basa en la PCR
(PCR error-prone). Optamos por la variante que agrega Mn*" a la reaccion de polimerizacion
lo que provoca que la enzima Taq polimerasa incremente su tasa de error natural en el
reconocimiento de los ANTP [79]. La cantidad de mutaciones por molécula de ADN puede

regularse, hasta cierto punto, con las condiciones de reaccion.
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Aunque todas las mutaciones de aminodcidos deben estar representadas con la misma
probabilidad en una biblioteca ideal, en la practica existen diferentes sesgos que van en contra
de ello. El primer sesgo insalvable proviene de la codificacion de los aminoacidos en el ADN.
Para mutar un aminodcido en otro son necesarias entre una y tres mutaciones puntuales en el
correspondiente codon. Esto conduce a que determinadas sustituciones de aminoacidos sean
mas comunes que otras. Otro sesgo inherente a la PCR error-prone es la tendencia que tiene
esta técnica de favorecer las transiciones (sustituciones entre los nucledtidos purinicos
adenina/guanina, o entre los nucledtidos pirimidinicos citosina/timidina) en detrimento de las
transversiones (sustituciones de una purina por una pirimidina o viceversa). Finalmente
también podemos mencionar el sesgo por “amplificacion”. En este caso, una mutacion
producida en los primeros ciclos de polimerizacién estard mas representada que otras
mutaciones generadas en ciclos posteriores. Existen diversas formas de morigerar este sesgo
como por ejemplo disminuir el nimero de ciclos y combinar varios productos de PCR
generados por separado [80].

Por todo lo expuesto anteriormente, para evaluar la calidad de las mutaciones producidas
al azar no so6lo es importante tener en cuenta la tasa de mutacion sino también el tipo de
mutaciones obtenidas y su distribucion a lo largo del gen de interés.

Con el objetivo de verificar la incidencia de estos factores y ajustar los parametros en la
reaccion de PCR realizamos un ensayo preliminar que consisti6 en 1) Screening de la
actividad CFBPasa en una biblioteca generada por mutaciones al azar 2) Analisis de la

posicion, la clase y la cantidad de mutaciones.

1) Screening de la actividad CFBPasa en una biblioteca generada por mutaciones al azar

Se generd una biblioteca de mutantes al azar de la CFBPasa de colza agregando Mn*"
230 uM en la reaccion de PCR (ver Materiales y Métodos). Esta biblioteca fue introducida en
E. coli. y se plaquearon las bacterias transformadas. Una de las placas fue sometida al método
de screening de actividad fosfatasa usando el sustrato natural de la CFBPasa y su cofactor
(Figura 21).

Se confirmé de esta manera que el proceso de mutagénesis se habia llevado a cabo porque
parte de las colonias de bacterias no mostraron actividad fosfatasa evidenciando formas
inactivas de la CFBPasa. Sin embargo la tasa de mutacion tampoco fue tan grande ya que

alrededor de la mitad de las colonias expresaron la actividad fosfatasa. Al incrementar la tasa
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de mutacion se favorecen proporcionalmente las mutaciones que provocan pérdida o
disminucién de actividad llegando un punto en que el screening es inviable. En este sentido el
experimento mostré una adecuada proporcion de colonias activas.

Para corroborar in vitro la actividad o inactividad de las distintas CFBPasa y para un

posterior analisis de las secuencias, seleccionamos al azar once colonias de la misma placa que

B 5 i
Figura 21. Screening preliminar de la actividad CFBPasa. Se muestra una superposicién de
imagenes entre las colonias de bacterias y el papel de filtro revelando la actividad
fosfatasa segln el método de screening. Las bacterias fueron transformadas con una
biblioteca de mutantes al azar de la CFBPasa de colza segun se describe en Materiales y
Métodos. La foto de la placa fue tomada en un transiluminador. Las condiciones de
catalisis fueron Tris-HCI 20 mM, (pH 7,9), FBP 3 mM y MgCl, 10 mM por 10 min. Se
indican las once colonias que se seleccionaron al azar para el analisis de secuencia (el
orden en la numeracion fue elegido segun la actividad).

se us6 para el screening (Figura 21). De las once colonias seis resultaron inactivas segun el
método de screening (colonias 1 a 6) mientras que cinco resultaron activas (colonias 7 a 11).
Las correspondientes enzimas fueron expresadas in vitro y se midi6 la actividad catalitica en
condiciones estandares. Los resultados coincidieron con los obtenidos por la técnica de

screening (Tabla 7).
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Finalmente se determind en cada caso el nivel de expresion de las proteinas expresadas in

vitro tanto en la fraccion soluble como en la fraccion precipitada (cuerpos de inclusion). Para

ello se utilizo la técnica de Western blot con las proteinas que presentaban alguna mutacion

(colonias 1 a 7) (Figura 22). De esta manera se determind que las colonias inactivas tenian

muy baja o ninguna expresion (colonias 2, 4 y 6) o se expresaban mayormente en cuerpos de

inclusion (colonias 1, 3 y 5). La proteina expresada por la colonia 7 a pesar de tener cinco

mutaciones tuvo un patron de actividad y de expresion parecido a la enzima salvaje.

En resumen este ensayo preliminar, ademds de confirmar el proceso de mutagénesis al

azar, permitio confirmar la utilidad del método de screening para detectar si las colonias de

bacterias expresan formas activas o inactivas de la CFBPasa en condiciones estdndar de

catalisis.
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Colonia Cantidad de Mutaciones de Expresion Actividad
sustituciones aminoacidos proteica fosfatasa®
1 8 D81N, F199L, E218G, Alta. 1,70
S267T, R292L Insoluble
2 7 T43A, FI3Y, C157W, Baja- 1,07
L283S, P291R, K352E Indetectable
3 2 G345R Alta. 0,30
Insoluble
4 3 C96STOP, S152G Indetectable 0,67
5 12 T7S, 138L, M46T, Alta. 0,93

Q82P, E111G, F148Y, Insoluble
[150T, S161Y, L303H,

E335D

6 10 C96G, Y125H, Y216N, Baja- 0
K257E, C307S Indetectable

7 8 D81E, A140G, E156A, Alta. Soluble 11,23
T1641, D330G

8 2 Ninguna

9 0 Ninguna

10 0 Ninguna

11 0 Ninguna

Wit 0 Ninguna Alta. Soluble 11,44

Tabla 7. Analisis de once mutantes al azar de CFBPasa. Se analizaron las proteinas
expresadas por las colonias indicadas en la Figura 21. En cada caso se informa
el numero total de sustituciones de nucledtidos y las correspondientes
mutaciones de aminoacidos. La cantidad de proteina soluble e insoluble fue
estimada cualitativamente con la técnica de Western Blot (Figura 22). La
enzima nativa (Wt) se muestra como control. ® Actividad especifica medida en
unidades de pmol Pi liberado (min mg proteina)!. La solucion de catalisis
contuvo Tris-HCI 50 mM (pH 8), FBP 1 mM, MgCl, 10 mM. Para las mediciones
se utilizd la fraccidon soluble (ver leyenda de la Figura 22) sin purificar.

2) Analisis de la posicion, la clase y la cantidad de mutaciones.

Para poder avanzar en el experimento de evolucion dirigida no sélo fue necesario
confirmar el proceso de mutacion al azar sino también el tipo de mutaciones producidas. Para
ello se secuenciaron los once clones de CFBPasa obtenidos en el experimento anterior. Hay
que recordar que estos clones habian sido elegidos al azar (Tabla 7).

Distribucion: En total se detectaron 52 mutaciones de nucledtidos distribuidos lo largo del
gen de la CFBPasa (Figura 23). En principio, es posible limitar el proceso de mutagénesis al
azar para afectar una determinada region del gen y de esta manera disminuir el tamafio de la

biblioteca generada. Sin embargo, nuestro objetivo era generar una enzima que presente una
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H -

1

Figura 23. Distribucion en el gen de la CFBPasa de mutaciones generadas al azar. Se
secuenciaron once clones de CFBPasa generados por mutagénesis al azar
(Figura 21, Tabla 7). En total se detectaron 52 sustituciones de nucleétidos. La
posicion de los mismos se representa esquematicamente a lo largo del gen de la
CFBPasa constituido por 1080 nucledtidos.

1080
menor
inhibicion

por Ca*" por

lo que las
mutaciones
probablemente debieran ocurrir en la region del sitio activo y de unioén al metal. Como los
aminoacidos involucrados en estos sitios estan distribuidos por toda la secuencia primaria de
la enzima (Figura 3 de la introduccion), no seleccionamos ninguna region en particular. El
resultado de la secuenciacion confirm6 que no hubo zonas preferenciales de mutagénesis.

Clase: En total existen doce (4 x 3) posibles sustituciones entre nucleétidos. Cuatro son
transiciones y ocho son transversiones. La secuenciacion de los once clones reveld que el
proceso de mutagénesis al azar generd las doce posibles sustituciones (Figura 24). Sin
embargo se observo una mayor proporcion de transiciones respecto a las transversiones lo cual
constituye una caracteristica de la PCR error-prone. De todas maneras el sesgo no fue tan
acentuado como para perjudicar un experimento de screening funcional ya que todas las
posibles sustituciones estuvieron claramente presentes.

Cantidad: Otro factor importante es la cantidad de sustituciones que se producen por clon.

La secuenciacion reveld que esta cantidad fue demasiado grande ya que cinco de los once

Cantidad de clones

1|1

01234567 8 9101112
Cantidad de mutaciones por clon

Figura 24. Sustituciones generadas por mutagénesis al azar. Se muestra la cantidad de
mutaciones obtenidas al azar (Figura 21, Tabla 7) para cada una de las doce
sustituciones posibles.
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Cantidad de clones

WL N

01 2 3 456 7 8 9 101112
Cantidad de mutaciones por clon

Figura 25. Cantidad de sustituciones por clon generadas por mutagénesis al azar. Se muestra
la cantidad de mutaciones de nucleétidos que tuvo cada uno de los once clones
secuenciados (Figura 21, Tabla 7).
clones presentaron mas de seis mutaciones cada uno cuando lo ideal es que se produzcan entre
dos y tres mutaciones. Sélo tres clones cumplieron con esta condicion mientras que los tres
restantes no presentaron mutacion alguna (Figura 25). Congruente con la elevada cantidad de
mutaciones por clon, de los ocho clones que presentaron sustituciones, seis expresaron formas
inactivas de la CFBPasa, otro no tuvo mutaciones de aminoacidos (clon 8) y sélo el restante
mantuvo actividad a pesar de la gran cantidad de sustituciones (clon 7) (Tabla 7). Este tltimo
resultado nos indicé la necesidad de disminuir la tasa de mutacion mediante la disminucion de
la concentracion de Mn** en la reaccion de PCR para encarar posteriormente el experimento de

evolucion dirigida.

Generacion de mutantes de CFBPasa mas tolerantes a la inhibicién por Ca*

El proceso que aplicamos para la obtencion de mutantes de CFBPasa con menor
sensibilidad a la inhibicion por Ca** se detalla en la Figura 26. En este esquema se indican las
cinco etapas fundamentales que conformaron un ciclo de evolucion dirigida y que culminaron
con la generaciéon de mutantes que a su vez sirvieron para el siguiente ciclo. Mediante dos

ciclos obtuvimos dos generaciones de mutantes.
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]

Gen de la CFBPasa

|

Biblioteca del gen mutado al azar

A) Generacill de mutaciones al
azar

B) Transformacién en E.coli

Biblioteca del gen introducida en
E.coli

|

Aislamiento de los clones expresando
la nueva enzima

C) Screening

>

Confirmacion in vitro de las nuevas
propiedades de la enzima

D) Ensayos bioquimicos

E) Secuenciacion

Figura 26. Esquema del proceso de evolucién dirigida. Se indican las cinco etapas
fundamentales del proceso aplicado y descrito en la presente tesis.

Primera generacion de mutantes

A) Generacion de mutaciones al azar

Como ya se menciond, se utilizo la técnica de PCR error-prone utilizando como molde el
gen de la CFBPasa nativa. Teniendo en cuenta el resultado de los experimentos preliminares
que evidenciaron una tasa de mutacion demasiado alta, disminuimos la concentracion de Mn**
(100 uM) en la reaccion de PCR. Ademas decidimos no volver a verificar por secuenciacion la

tasa de mutacion y continuamos con el procedimiento en base a los resultados funcionales.

B) Transformacion en E. coli

La biblioteca de mutantes al azar se introdujo en células de E. coli por electroporacion.
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C) Screening

Se utilizo el método de screening ya descrito (Capitulo 2). Para ello se plaquearon sobre
papel de nitrocelulosa unas 5000 colonias provenientes de la biblioteca generada en la etapa
anterior. Luego de la induccion las colonias fueron sometidas a dos soluciones de catalisis
diferentes y sucesivas. Con la primera solucion se ensayo la actividad catalitica en condiciones
estandar (pH 8, FBP 1 mM, Mg* 10 mM) y con la segunda fue estimada la inhibicion
agregando Ca’" a la solucion estandar. Esto fue factible pues una de las caracteristicas de la
técnica utilizada es la posibilidad de aplicar distintas soluciones cataliticas a una misma placa
con la tnica necesidad de efectuar un lavado entre los ensayos (Capitulo 2).

La concentracion de Ca®" utilizada fue relativamente alta (3,75 mM) comparada con la
constante de inhibicion Ips medida in vitro (0,1 mM) (Capitulo 1). Esta concentracion fue
requerida para registrar una disminucion de intensidad entre los revelados provenientes de la
catalisis con y sin el inhibidor en ensayos preliminares con colonias que expresaban la
CFBPasa nativa. Por lo tanto, aunque la técnica de screening sirve muy bien para detectar
colonias cataliticamente activas o inactivas, no refleja cuantitativamente las propiedades de
catalisis in vitro. Sin embargo cualitativamente es util. En este sentido, otros ensayos
preliminares revelaron la necesidad de agregar el cofactor a la solucion de catalisis para poder

observar una adecuada actividad en el

screening. A R
La razon por la cual se efectuo el | = E—
. . . . 3 1"‘
ensayo de catalisis en condiciones | B

estandar en vez de hacer solamente el
screening con el inhibidor se debe a
esta dificultad en la cuantificacion. La

intensidad de las manchas de revelado

Figura 27. Deteccién de una colonia expresando una CFBPasa menos inhibible por Ca?. La
biblioteca de mutantes clonada en E. coli en el primer ciclo de mutagénesis al azar fue
plagueada en 5 placas de 10x10 cm. conteniendo cada una alrededor de 1000
colonias. Las imagenes corresponden a la misma seccién de la foto de una placa
tomada en un transiluminador superpuesta con la foto del revelado de actividad en
papel de filtro obtenido a partir del método de screening ya descrito (A) Se usa una
solucion de catalisis compuesta por Tris-HCI 50 mM (pH 8,3), FBP 1 mM, MgCl, 10 mM
(B) La incubacion se efectlia con la misma solucion de catalisis anterior agregando el
inhibidor CaCl, 3,75 mM. Las flechas sefialan una colonia de E. coli expresando una
mutante de CFBPasa (MutCa) que mantiene su actividad en presencia del inhibidor.
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no solo dependia de la CFBPasa expresada sino también del tamafio de la colonia y
seguramente del grado de lisis bacteriana. Es por ello que la comparacion cuantitativa entre
colonias resulta dificultosa. El problema fue resuelto comparando la intensidad de revelado
proveniente de una misma colonia sometida a distintas condiciones de catalisis.

De esta manera se compard la catalisis con y sin el inhibidor ponderando visualmente las
manchas producidas en ambas condiciones por las 5000 colonias del screening. Fue posible asi
detectar un clon que mostraba las caracteristicas buscadas (Figura 27). Si bien esta colonia
presentd una actividad relativamente menor a otras colonias en el screening con la solucion sin
inhibidor su actividad se mantuvo al ensayarla con el inhibidor. En lo sucesivo llamaremos
MutCa a la CFBPasa mutante expresada por dicha colonia. Como contrapartida puede
observarse en la Figura 27 una colonia cercana que pierde su actividad con el inhibidor

comportandose entonces como si expresara a la enzima salvaje.
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D) Ensayos bioquimicos

Con el proposito de corroborar in vitro los resultados del paso anterior, la proteina MutCa
fue parcialmente purificada mediante una columna de intercambio anionico (DEAE) y la
inhibicién por Ca*" fue estimada junto con la enzima nativa purificada de idéntica manera
(Figura 28). Corroboramos asi que MutCa presenta una menor inhibicién por Ca*" en estas
condiciones ya que el Ips (350 uM) fue superior al de la enzima nativa (100 uM). Hay que
destacar que estos valores varian segun el grado de purificacion de la enzima y segun el pH de

la solucion de catalisis. Un estudio mas detallado de este fendomeno se desarrolla en el capitulo
4.

E) Secuenciacion

La secuenciacion de MutCa revelod tres mutaciones: N154Y, P159T, 1271T; de las cuales

las dos primeras se encuentran en el loop regulador 170 y la tercera estd adyacente a un

1004
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Figura 28. Inhibicién por Ca® de mutantes de CFBPasa obtenidas a partir del primer screening.
La purificacidn de las mutantes indicadas y la medicion de la actividad se efectuaron
como se describe en la leyenda de la Tabla 8 con la diferencia que se midid con
cantidades variables de Ca**, por triplicado y en placas de microtitulacion. En cada caso
se considerd 100 % de actividad a la que se registré en ausencia del inhibidor.

aminoacido que coordina con el fosfato 6 del sustrato FBP (Tyr270) (Figura 3). Fueron
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necesarios otros estudios para determinar cual de las tres mutaciones era la responsable del

cambio en las propiedades bioquimicas observadas.

Segunda generacion de mutantes

Identificacion de la mutacion relevante en MutCa

A continuacion tuvimos que seleccionar las variantes de CFBPasa que servirian como
base para el segundo ciclo de mutaciones al azar. La primera generacion de mutantes tuvo
como unico representante a MutCa. Por ello como primera medida decidimos identificar cual
de sus tres mutaciones era la relevante.

Por mutacion sitio dirigida obtuvimos las simples mutantes N154Y, P159T y [271T. Estas
proteinas fueron parcialmente purificadas con el mismo protocolo que se habia usado para
MutCa y posteriormente se midid la inhibicién por Ca*" (Figura 28). De manera muy clara y
precisa constatamos que las mutantes N154Y y P159T se comportaron como la enzima nativa
mientras que 1271T lo hizo como MutCa. Por lo tanto concluimos que esta mutacion cercana
al sitio activo, y no las otras dos en el loop regulador 170, caus6 el cambio bioquimico

observado en MutCa.

Construccion de distintas mutantes del sitio 271 y del sitio 270

Para determinar el efecto que otras sustituciones en la posicion 271 tenian sobre la
catalisis generamos diferentes mutantes sitio dirigidas. Por otro lado, decidimos analizar si la
modificacion del aminodcido Tyr270 que coordina al fosfato 6 del FBP causaba un efecto
similar. Para ello construimos la mutante Y270F, sustitucion conservadora que solo elimina el
hidroxilo que participa en el puente hidrogeno.

Dichas mutantes fueron parcialmente purificadas y su actividad estimada en ausencia y en
presencia de Ca** 250 uM (Tabla 8). Estos datos sirvieron como guia para seleccionar los
genes que fueron la base para el segundo ciclo de mutaciones al azar. Estos valores sirvieron
para comparaciones relativas, ya que provienen de proteinas parcialmente purificadas.

Estimaciones mas precisas y reproducibles se informan en el capitulo 4.
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Actividad Actividad Actividad

sin inhib. con inhib. %

WT 445 8.8 19.8
1271E 6.0 7.5 125.6
1271F 29.2 8.0 27.5
1271H 14.1 10.9 77.6
12718 16.0 16.4 102.6
1271T 29.8 19.3 64.9
1271V 20.5 4.3 21.0
1271Y 58 4.1 704
Y270F 114 11.5 101.1

Tabla 8. Inhibicién por Ca® de distintas mutantes del sitio 271 y del sitio 270. Las variantes de
CFBPasa indicadas fueron parcialmente purificadas con una columna de intercambio
aniénico (DEAE). La actividad fue medida en dos condiciones: A) Sin inhibidor en una
solucién Tris-HCI 50 mM (pH 7,9), FBP 1 mM y MgCl, 10 mM (columna “Actividad sin
inhibidor” y B) Con inhibidor (misma solucién agregando Ca?* 250 pM, columna
“Actividad con inhibidor”). Se midid la liberacidon de Pi en un Unico tiempo (3 min), por
duplicado y en tubos de ensayo. Se informa la actividad especifica en pymol Pi liberado
(min mg proteina)*. En la columna tercera se indica el porcentaje de “actividad con
inhibidor” referida a la “actividad sin inhibidor”.

El aminoécido I1e271 estd conservado en las CFBPasas de colza, espinaca y arveja pero
estd sustituido por una valina en la FBPasa de cerdo (Figura 3). Tal vez por esta sustitucion
conservadora, la CFBPasa [271V mostr6 un comportamiento similar a la enzima nativa.

Para la segunda generacion elegimos cuatro genes parentales. Las enzimas codificadas por
dos de ellos; 1271S y Y270F, tenian una actividad especifica relativamente alta y toleraban la
inhibicion por Ca**. El gen 1271E fue elegido aunque la enzima respectiva tenia una actividad
especifica baja porque el Ca®" pareci6 estimular la actividad en vez de inhibirla. Finalmente

también se incluyo a 1271T por ser el resultado de la primera generacion.

Segundo ciclo de mutaciones al azar

A) Generacion de mutaciones al azar

Como molde de la PCR error-prone se utiliz6 una mezcla equimolar de los genes 1271E,
12718, 1271T y Y270F por las razones que se dieron anteriormente. Ademas, la concentracion
de Mn** (50 uM) fue reducida para disminuir la tasa de mutacién ya que la proporcion de

formas inactivas de la CFBPasa en el primer ciclo habia sido relativamente alta.
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B) Transformacion en E. coli

C) Screening

Se trabajé con aproximadamente 12.000 colonias. Un numero bastante mayor al del
primer ciclo. La estrategia del screening fue la misma y consistido en realizar la catélisis
primero sin el inhibidor y luego con Ca** 6 mM, una concentracion que también fue mayor
respecto a la del primer ciclo.

La seleccion de las colonias fue mas minuciosa ya que tuvimos en cuenta los siguientes
criterios para el analisis de las intensidades del revelado: 1) La intensidad correspondiente a la
catalisis sin el inhibidor fue relativamente mayor respecto a las demas colonias de la misma
placa (columna “A”) 2) Similar criterio fue aplicado al revelado con el inhibidor (columna
“B”) 3) La intensidad fue mayor o igual en presencia del inhibidor que en ausencia del mismo
(Tabla 9, columna “B/A”).

El propdsito del altimo criterio fue encontrar mutantes que acentuaran la menor inhibicion
por Ca®. Los otros dos criterios procuraron identificar colonias expresando variantes de
CFBPasa con una actividad especifica relativamente mayor al resto. De esta manera se

seleccionaron 40 colonias para posteriores analisis.

D) Ensayos bioquimicos
Las mutantes de CFBPasa expresadas por estas 40 colonias fueron parcialmente

purificadas en cinco tandas de ocho clones cada una. Se midi6 actividad sin inhibidor y con

Ca* 250 uM (ver mas adelante y la Tabla 9).

E) Secuenciacion

Soélo algunos de los 40 clones fueron secuenciados (Tabla 9). Se puede destacar que casi
todos tuvieron como gen parental a 1271S o a 1271T, s6lo un clon tuvo como base a 1271E
(colonia 19) y ninguno a Y270F seguramente debido a la relativamente menor actividad
especifica que confieren estas mutaciones.

Dos colonias (la 2 y la 31) no presentaron mutaciones extras por lo que se consideran
falsos positivos. Por otro lado la sustitucion A166S aparecié en numerosas secuencias,
indicando que fue una mutacion producida en los primeros ciclos de la PCR. Esto esta

relacionado con el sesgo por “amplificaciéon” mencionado al comienzo del capitulo y que no
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pudo ser neutralizado a pesar de mezclar cuatro productos

de PCR generados

independientemente. Como curiosidad también se puede sefialar que dicha sustitucion estuvo

asociada al gen parental 1271T, salvo en la colonia 3 donde estuvo asociada a 1271S. Dado que

resulta improbable que la misma mutacion surja dos veces durante la PCR, suponemos que

Colonia Screening Actividad in vitro Mutaciones
A B BIA A’ B’ B’IA’
1 + = - 21.90 15.63 71.3
2 + = - 3.16 11.56 366.1 1271S
3 + = - 455 13.50 296.8 A166S, N177D, 1271S, K355E
4 = + = 3.10 10.43 336.4 A166S, A268V, 1271T
5 = + = 0.54 5.98 1104.6
6 = + + 3.76 13.40 356.8
7 = - 15.46 18.46 119.4
8 + = - 43.50 20.14 46.3 A107V, 12718
9 + = - 25.40 25.82 101.6 E170G, 1271T
10 + = - 10.99 19.83 180.4 A166S, 12T1T
1] 0.00 0.00
12} 0.00 0.00
13 - = + 14.27 15.77 110.6  S122P, S161P, G168V, K251E, 1271T
14 - = +? 0.00 0.00
15 + + = 14.49 25.68 177.2
16 + + = 10.59 20.04 189.2
17 = = = 6.21 13.82 2227
18 + + = 1.05 2.84 271.0
19 - = + 0.06 1.33 2283.3 E119G, S161P, 1271E
207 0.00 0.00
21 + = = 12.07 9.41 78.0
22 +? - - 0.00 0.00
23 ++ o+ = 5.10 15.03 294.6 V2, 1106L, 1271S
24 ++ + = 13.72 9.91 72.2
25 + = - 55.13 28.49 51.7 L158P, A166S, 1271T
26| 0.00 0.00
27 = + + 28.17 17.86 63.4 M215L, 12718
28 - = + 0.19 1.19 624.1
29 + - 30.86 16.44 53.3
30 + + = 29.44 21.94 74.5 A3V, A166S, 1271T
31 + - - 9.71 15.21 156.6 12717
32 + - - 28.25 14.12 50.0
33 + - - 46.21 24.84 53.8 P12Q, D162G, 1271T
34 + = - 38.49 11.75 30.5
35 + = - 6.44 3.66 56.7
36 + = - 32.28 13.80 427
37 + = - 53.79 22.06 41.0 A166S, 1271T
38 + = - 38.81 20.36 52.4
39 + = - 38.55 20.49 53.1
40 ++ - - 13.74 5.74 41.8
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originalmente la sustitucion se produjo en el gen 1271T y luego de amplificarse se recombind
con el molde proveniente de 1271S. En este sentido, un método de recombinacion in vitro
llamado “staggered extension process”, se basa en ciclos de PCR extremadamente cortos [81].
Cabe sefialar que los ciclos utilizados para la PCR error-prone fueron relativamente cortos

(ver Materiales y Métodos).

Observaciones generales sobre la segunda generacion de mutantes

Lo primero que destaca la Tabla9 es que no existi6 una gran correlacion entre lo
observado en el screening y lo estimado in vitro. Parte de la explicacién puede atribuirse a la
dificultad que presenta el método de screening para determinar cuantitativamente diferencias
en la actividad enzimatica, algo que ya se menciono previamente. Ademas, las actividades
fueron ensayadas in vitro con proteinas parcialmente purificadas, las cuales exhiben un nivel
de actividad variable probablemente debido a distintas proporciones de la forma oxidada y
reducida (Capitulo 1). Esta variabilidad puede verse claramente con las proteinas expresadas
por las colonias 10 y 37 que, a pesar de tener las mismas sustituciones, sus actividades in vitro
fueron muy diferentes. Cabe destacar que en este caso el patron en el screening fue el mismo
(columnas “A”, “B” y “B/A”). Adicionalmente debemos sefalar que las variantes 1271S y
1271T, preparadas a partir de las colonias 2 y 31 respectivamente, presentaron una actividad
diferente a la reportada en la Tabla 8, sobre todo en ausencia del inhibidor.

En general también puede observarse que cuando las actividades medidas son

relativamente grandes la inhibicién por Ca** se hace mas fuerte. Respecto a lo primero

Tabla 9. Colonias seleccionadas en el segundo ciclo de mutagénesis al azar. (pagina anterior)
El screening de las colonias se llevd a cabo en dos condiciones sucesivas: A) Se
indica cualitativamente la intensidad del revelado sin inhibidor (Tris-HClI 50 mM (pH
7,9), FBP 1,5 mM, MgCl; 10 mM) relativa al background general conformado por las
demas colonias de la misma placa B) Idem pero referido al revelado con inhibidor
(misma solucion mas Ca** 6 mM) B/A) Intensidad del revelado con inhibidor
respecto al revelado sin inhibidor. La purificacion de las correspondientes proteinas y
la medicidén de la actividad in vitro sin inhibidor (A’) con inhibidor (B') y el porcentaje
del segundo referido al primero (B'/A") se efectuaron tal y como se indica en la
leyenda de la Tabla 8. Asimismo se muestran las mutaciones de aminodacidos de las
proteinas cuyo ADN fue secuenciado. Las purificaciones se efectuaron en cinco
tandas de ocho colonias cada una las cuales se separan con una raya. Las flechas
(11) en la primera columna sefialan a la colonia que verdaderamente tuvo actividad
cuando el area de revelado incluyd dos o tres colonias. El signo de interrogacion (?)
se asignd a manchas dudosas en el revelado que posteriormente se confirmaron
como falsas cuando se midid la actividad in vitro.
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pensamos que en muchos casos la mayor actividad no se debe a las mutaciones de la enzima
sino a una mayor proporcion de la forma reducida por sobre la oxidada. Respecto a la
inhibicion por Ca®" descubrimos luego que es mayor cuando se produce en condiciones
Optimas de catalisis lo cual no so6lo depende de las concentraciones de los reactivos sino
también del estado de 6xido/reduccion de la CFBPasa (Capitulo 4). Sirven de ejemplo las ya
mencionadas colonias 10 y 37 ya que a pesar de haber expresado la misma proteina en el
ultimo caso la purificacion dio una enzima con actividad especifica alta e inhibible por Ca*
mientras que en el primer caso la actividad fue baja pero aumenté al agregarse Ca*". El mismo
patrdn se observa con las diferencias de actividad de 1271S y I271T reportadas en la Tabla 8 y
en la Tabla 9.

La purificacion a homogeneidad elimina esta variabilidad entre distintas preparaciones.
Por eso algunas de las mutantes de CFBPasa mencionadas en este capitulo fueron purificadas
a homogeneidad y su actividad estimada en forma consistente y reproducible lo cual permitid

explicar dichas diferencias y no atribuirlas a errores experimentales (Capitulo 4).

Construccion de la mutante A107V

De todas las proteinas obtenidas en la segunda generacion, elegimos a la mutante A107V /
12718 para seguir trabajando (colonia 8). En este caso los resultados obtenidos en el screening
fueron concordantes con los obtenidos in vitro. Catalizando sin el inhibidor su actividad fue
significativamente mayor al resto pero cayod bastante en presencia del mismo. Estas
caracteristicas fueron similares a las de la enzima nativa por lo que la sustitucion A107V
parecié revertir las consecuencias de la sustitucion 1271S. Consecuentemente construimos por
mutacion sitio dirigida la simple mutante A107V y analizamos el efecto que tenia esta tinica

sustitucion (Capitulo 4).
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Conclusiones

El anélisis de las mutantes de una proteina es una de las herramientas que facilita el
estudio de la relacion entre funcién y estructura a nivel molecular. Una de las ventajas de la
técnica de evolucion dirigida de proteinas aplicada al estudio de enzimas es que permite
obtener mutantes con propiedades bioquimicas distintas sin requerir informaciéon previa.
Aunque las mutaciones sitio dirigida con el mismo objetivo necesitan conocimientos previos
acerca de la enzima en cuestion (secuencia, datos cristalograficos), la falta de informacién en
algunos casos hace muy dificil encarar el estudio desde este punto de vista racional. En este
capitulo describimos el procedimiento para obtener las principales mutantes con las que se
trabajo en la presente tesis. Para ello combinamos las técnicas de evolucion dirigida y de
mutaciones sitio dirigida.

Antes de comenzar el experimento de evolucion dirigida se comprob6 la buena capacidad
del método de screening, descrito en el capitulo 3, para detectar colonias expresando formas
activas e inactivas de la CFBPasa. Asimismo se secuenciaron once clones generados por
mutagénesis al azar y se confirmo6 la aparicion de las doce posibles sustituciones distribuidas a
todo lo largo del gen. La tasa de mutacion fue elevada y se intentd ajustarla a través de la
concentracion de Mn*" en la reaccion de PCR error-prone.

Con el objetivo de encontrar mutantes de CFBPasa que presentaran un comportamiento
diferente al de la enzima nativa frente a la inhibicion por Ca** realizamos dos ciclos de
mutagénesis al azar. En el primer ciclo se obtuvo la mutante MutCa que tuvo una menor
sensibilidad a la inhibicion por Ca*". A partir de la misma se identifico a la sustitucion 1271T
como la causa de dicho comportamiento. Esta mutacion se encuentra contigua al aminoacido
Y270 que es uno de los que coordinan al fosfato 6 del sustrato FBP. Con esta informacién se
construyeron distintas mutantes sitio dirigidas al sitio 271 y al 270.

El segundo ciclo de mutagénesis al azar se hizo a partir de algunas de las mutantes antes
mencionadas. Necesariamente debimos aumentar la concentracion de Ca®* en el screening y la
cantidad de colonias evaluadas. Se buscaron colonias que presentaran una actividad
relativamente mayor al resto o que acentuaran su menor inhibicion por Ca*". De esta manera se
aislaron 40 colonias que constituyeron la segunda generacion de mutantes, algunas de las

cuales fueron secuenciadas.
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En muchos casos no hubo una buena correlaciéon entre lo observado en el screening y lo
medido in vitro. Esto se atribuyo en parte a la dificultad intrinseca del método para detectar
diferencias cuantitativas de actividad y por otro lado a que las proteinas fueron solamente
parcialmente purificadas por lo que existi6 una gran variabilidad entre las preparaciones. Sin
embargo se selecciond para posteriores experimentos a la doble mutante A107V / 12718 que
parecio revertir el efecto de la sustitucion 1271S. Por eso también se construy6 la simple
mutante A107V.

Muchas de las mutantes descritas en este capitulo fueron posteriormente purificadas a
homogeneidad y sus propiedades bioquimicas medidas de manera consistente lo cual se
informa en el capitulo 4. En dicho capitulo también se analizan las verdaderas causas (segun

nuestro actual entender) de la inhibicion aqui descrita.
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Capitulo 4

Objetivo
Analizar las distintas mutantes de CFBPasa cuya obtencion se describe en el capitulo 3.

Investigar las verdaderas causas del particular comportamiento frente a la inhibicion por Ca*

y Li" respecto a la enzima nativa.

Resultados

“Inactivacion” de distintas mutantes de CFBPasa por purificacion a
homogeneidad

Durante el proceso de evolucion dirigida descrito en el capitulo 3, las mutantes que se
iban obteniendo se purificaron solamente con una tUnica columna DEAE debido a la gran
cantidad de variantes enzimaticas que existian para confirmar los resultados del screening.
Segiin se describe en el capitulo 1 este paso de purificacion elimina gran parte de los
contaminantes proteicos aunque permanecen otros compuestos que absorben fuertemente a
280 nm.

Cuando se purificaron a homogeneidad agregando una cromatografia en columna de
exclusion (Superdex-200), las mutantes surgidas del primer ciclo de evolucion dirigida (e.g.
1271T, 1271S) sorprendentemente perdieron su actividad catalitica. El paso adicional de
purificacion no es agresivo para las proteinas y, en consecuencia, no justificaba la inactivacion
observada. Ademads las mutantes detectadas en geles de poliacrilamida presentaron un patrén
de corrida normal.

La posicion 11e271 (que se modifica en la mutante 1271T) esta contigua a la Tyr270, uno
de los aminoacidos que coordinan con el fosfato 6 del sustrato FBP conjuntamente con
Asn238, Asn241, Arg269, Tyr290 y Lys300 (ver Tabla 2 en la Introduccion). Sobre estas
bases, decidimos construir las mutantes sitio dirigidas N238L, N241L, Y270F y Y290F, las
cuales también presentaron el efecto de “inactivacion por purificacion”.

Si bien la actividad de la CFBPasa nativa también cambi6 segun el grado de purificacion,
lo cual es descrito en el capitulo 1, en ningiin caso se observd inactivacion de la misma.
Evidentemente el problema con las mutantes era distinto. Por ello, decidimos investigar la

estabilidad estructural por medio de la técnica de dicroismo circular.
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Termoestabilidad por dicroismo circular
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Figura 29. Dicroismo circular y termoestabilidad. Las enzimas indicadas (oxidadas) fueron
purificadas a homogeneidad y desaladas. Las mediciones se llevaron a cabo en una
solucién Tris-HCI 10 mM (pH 7,9). (A) Espectro de dicroismo circular en el UV lejano
registrado a 20 °C. (B) Curva de termodesnaturalizacion. La intensidad de la sefial
dicroica se siguié a 222 nm (WT y I1271T) y a 210 nm (Y290F).

Se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de la CFBPasa nativa
(WT) y de las mutantes 1271T y Y290F purificadas a homogeneidad (Figura 29A). La enzima
WT y la variante [1271T no presentaron grandes diferencias, exhibiendo perfiles que combinan
estructuras de hélices a y hojas B lo cual era esperado para la enzima nativa. Sin embargo la
mutante Y290F present6 un espectro diferente, desplazado hacia una menor longitud de onda,
lo cual sugiri6 una pérdida de estructura. También se siguieron los cambios en la estructura
secundaria cuando se aplico un gradiente de temperatura (Figura 29B). Nuevamente el
comportamiento de la enzima nativa y de la CFBPasa 1271T fue similar mostrando un cambio

cooperativo alrededor de los 70 °C, mientras que la variante Y290F presenté un cambio lineal
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de la sefial con la temperatura, lo cual, ademés de falta de cooperatividad, volvid a indicar
falta de estructura. En conclusion, los cambios en el comportamiento bioquimico de la
mutante [1271T y el efecto de “inactivacion por purificacion” no se debieron a modificaciones
importantes en la estructura secundaria. En cambio, la pérdida de la estructura secundaria y la
menor estabilidad térmica de la CFBPasa Y290F relativiza las interpretaciones sobre cambios

en sus propiedades cataliticas.

Cambios en el pH optimo de catalisis

La diferencia fundamental entre la CFBPasa nativa y las mutantes obtenidas después del

primer ciclo de evolucion dirigida fue el pH optimo de catalisis (Figura 30).

Enzimas oxidadas

La enzima nativa oxidada alcanzd su

maxima actividad alrededor del pH 7,9 A Oxidada ——WT
mientras que la mutante 1271S oxidada lo —— 2718
250 —e— 271S/A107V
hizo alrededor del pH 8,5 (Figura 30A). —— A107V
Por otra parte la doble mutante o 2007
Q
1271S/A107V  oxidada, que fue % 150+
(1]
seleccionada en el segundo ciclo de 2 100
evolucion dirigida porque parecia revertir E 504
el efecto de la mutacion simple 1271S, 04 r r
7 9
efectivamente presenté maxima actividad pH
a un pH similar al de la enzima nativa. B Reducida T
—— 2718
Asimismo, el perfil de actividad en 400- —o— 271S/A107V

~~

Figura 30. Actividad a distintos pH. La CFBPasa Patlv;
fueron purificadas a homogeneidad. La activ@dad
midiendo la liberacién de Pi a tres tiempos dge?éht
En todos los casos se usé el buffer Tris-HCI -'§0 ml)
Las enzimas oxidadas se ensayaron en las sigiegu
Mg?* 40 mM; 1271S: FBP 2 mM, Mg?* 50 mME 127 X
mM; A107V: FBP 1 mM Mg?** 7 mM (B) Las enzimgg fueron reducidas por medio de
una preincubacién segin se describe en Mategriales y Mgtodos. En gdicha
preincubacién para 1271S y I271S/A107V se utilizé Ca** 0,5 mplyy para WT y
A107V Ca?** 0,05 mM. La solucion de catdlisis contuvo: WT: FBP 0,8 mM, Mg?* 1
mM; 1271S: FBP 0,8 mM, Mg* 8 mM; 1271S/A107V: FBP 0,8 mM, Mg** 8 mM;
A107V: FBP 0,8 mM Mg?* 1 mM.

83



Cambios en la afinidad por metales y pH en distintas mutantes de CFBPasa

funcion del pH de la mutante simple A107V oxidada fue similar al de la enzima nativa incluso
teniendo en cuenta los valores absolutos de las actividades especificas.

La actividad especifica de la CFBPasa 1271S oxidada, medida al pH 6ptimo de catalisis,
fue sensiblemente mayor al de la enzima nativa. Este comportamiento resulté llamativo
porque en general una mutacidon disminuye la actividad especifica o tiene un efecto neutro. En
este sentido la CFBPasa A107V oxidada no mostr6 mayores cambios en la actividad
especifica. Por su parte, la mutante doble 1271S/A107V revirtio el cambio del pH 6ptimo de
catalisis producido por la mutante simple 1271S, aunque conservo la alta actividad especifica

de la CFBPasa 1271S.

Enzimas reducidas

La enzima nativa reducida no presentd un cambio significativo respecto a la forma
oxidada en el perfil de la actividad en funcioén del pH aunque en general la actividad especifica
resultd ser aproximadamente el doble lo cual permiti6 detectarla a pH mas acidos. Esto mismo
sucedi6 de manera notoria con la mutante 1271S reducida que incluso alcanzé un maximo de
actividad a un pH mas 4cido que la forma oxidada (pH 8,2) manteniendo una actividad
especifica mayor a la de la enzima nativa (Figura 30B).

La variante A107V reducida también mantuvo el pH 6ptimo de catélisis (7,9) aunque la
actividad aumentd proporcionalmente mas a pH acidos. De esta manera el pH al cual se
obtuvo la mitad de la actividad maxima fue mas acido que el de la enzima nativa. Esta vez la
mutante doble 1271S/A107V reducida se comportd de manera similar a la mutante simple
A107V no solo en el perfil de la actividad en funcion del pH sino también en las actividades

especificas absolutas.

Explicacion de la “inactivacion” por purificacion a homogeneidad

Anteriormente se sefialo la aparente inactivacion de las mutantes provenientes de la
purificaciéon a homogeneidad del primer ciclo de evolucion dirigida. Los resultados recién
mostrados explican este hecho:

En el capitulo 1 se informé que la enzima nativa luego de pasar por una columna de
intercambio anionico (DEAE) estaba al menos parcialmente reducida. Ademas, la posterior
elucion de una columna de exclusion (Superdex-200, purificacion a homogeneidad)

probablemente elimindé un compuesto que la mantenia reducida y produjo la oxidacién
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espontianea de la enzima. Evidentemente esto mismo ocurrié con las mutantes (e.g. 1271T,
1271S). Segtin lo informado, el pH optimo de catélisis de 1271S esta desplazado a regiones
mas alcalinas y al oxidarse su actividad a pH 7,9 (pH optimo de catalisis para la enzima
nativa) es casi nula. Por otro lado la forma reducida de 1271S posee gran actividad a pH 7,9
aunque ésta no es maxima. De alli que cuando se purificd s6lo con una columna DEAE la

enzima haya presentado actividad a dicho pH.

Cambios en la afinidad por el FBP y el Mg**

Vimos que el principal cambio producido en las mutantes del primer ciclo de evolucion
dirigida (I1271T, 1271S) fue el pH optimo de catélisis. Por otra parte la mutante doble
1271S/A107V fue seleccionada en el segundo ciclo de evolucion dirigida por revertir el efecto
de la mutante simple [271S. Ahora mostraremos que la CFBPasa A107V cambia
fundamentalmente la afinidad por el FBP y el Mg*". Para ello medimos la velocidad de
reaccion tanto de las formas oxidadas como reducidas usando cinco concentraciones diferentes
de FBP y Mg*". Las 25 velocidades resultantes, graficadas en funcion de la concentracion de
FBP y de Mg** (Figura 31), exhibieron las constantes cinéticas que se resumen en la Tabla 10.
Cabe aclarar que cuando nos referimos a las concentraciones con las cuales se obtuvo la mitad
de la actividad maxima (K., pHos) las dos variables restantes de las tres basicas ([FBP],

[Mg*], pH) estuvieron en concentraciones Optimas de catalisis.

Enzimas oxidadas

La enzima nativa oxidada, en presencia de bajas concentraciones de Mg** necesitd una
mayor concentracion de FBP para alcanzar la velocidad maxima lo cual se tradujo en una
menor afinidad por el sustrato. Algo parecido se observo con la mutante A107V. Es por ello
que las constantes de afinidad K,, para el FBP y para el Mg*" informadas en la Tabla 10
corresponden a las curvas donde el Mg?* o el FBP, respectivamente, se encontraban en una
concentracion Optima. A partir de dicha concentracion no se observaron grandes cambios en la
actividad.

Por el contrario, las mutantes 1271S (cuya actividad fue medida a su pH optimo de
catalisis 8,5) y [271S/A170V perdieron en parte esta dependencia entre las concentraciones de
sustrato y cofactor ya que alcanzaron los maximos de actividad casi independientemente una

de la otra.
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CFBPasa reducida
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Figura 31. Actividad en funcién de la concentracién de sustrato (FBP) y de cofactor (Mg*). La
obtencion de las enzimas y sus formas oxidadas/reducidas se describen en la leyenda
de la Figura 30. Las mediciones se hicieron a tres tiempos pero sin duplicados. Todas
las mediciones se llevaron a cabo en Tris-HCI 50 mM (pH 7,9) salvo en el caso de 1271S
oxidada que se midié a pH 8,54. En los paneles de la izquierda se muestra la actividad
en funcidn de la concentracion de FBP para distintas concentraciones de Mg?*. En los
paneles de la derecha las mismas actividades son regraficadas en funcién de la

concentracion de Mg?*.
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Lo importante para resaltar aqui es que la afinidad por el Mg** de la CFBPasa A107V
oxidada fue significativamente mayor que en la enzima nativa mientras que la afinidad por el
FBP se mantuvo casi igual. Por el contrario la mutante I271S presentd una menor afinidad por
el FBP respecto a la enzima nativa pero mantuvo la afinidad por el Mg*". La doble mutante
1271S/A107V anul6 en parte los efectos de las mutaciones simples presentando valores de

afinidad parecidos a la enzima nativa tanto para el sustrato como para el cofactor.

Enzimas reducidas

En todos los casos se observd que las formas reducidas exhibian un aumento en la
afinidad por el Mg*" y por el FBP respecto a las formas oxidadas. Este rasgo conocido para la
enzima nativa es una de las principales caracteristicas bioquimicas que se utiliza para
distinguir la forma oxidada de la forma reducida (sobre todo la afinidad por el Mg*).

La afinidad por el FBP no se pudo determinar con precision para las formas reducidas ya
que hubiese requerido medir el producto a concentraciones muy bajas que escapan al rango de
deteccion de la técnica de cuantificacion. En general fue muy marcado el efecto inhibitorio del
FBP a medida que aumentd su concentracion.

La afinidad por el Mg** volvi6 a ser mayor para la mutante A107V respecto a la enzima
nativa. Por el contrario la CFBPasa 1271S reducida present6 una menor afinidad por el Mg*".
Nuevamente la mutante doble 1271S/A107V CFBPasa compens6 los efectos de ambas
mutaciones simples presentando valores de afinidad més parecidos a la enzima nativa.

Es necesario senalar también que las actividades especificas méximas fueron parecidas
entre la enzima nativa y las mutantes siendo mayores para las formas reducidas como ya fue

indicado.

La inhibiciéon por Li"

Finalmente trataremos la inhibicion por metales. En definitiva, las distintas mutantes aqui
presentadas fueron seleccionadas por su mayor o menor respuesta a la inhibicion por Ca*, tal
como se describe en el capitulo 3, y no por modificaciones en el pH optimo de catélisis o por
la distinta afinidad hacia el sustrato y cofactor. Sin embargo, segiin veremos, la capacidad de
inhibicion esta relacionada con estas variables.

La inhibiciéon por Li, una de las caracteristicas que distingue a esta familia de

fosfomonoesterasas (ver introduccion), es parte del tratamiento que se da a personas con el
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sindrome maniaco depresivo. Para estimar el grado de dependencia entre las variables antes
mencionadas las combinamos de tal manera que obtuvimos curvas de inhibicion por Li" en

condiciones dptimas y suboptimas de pH y de concentracion de FBP y Mg** (Figura 32).

Inhibicion a pH optimo de catalisis

La concentracion inhibitoria de Li* reportada, que disminuye la actividad a la mitad de su
maximo valor (Ios), fue medida a una concentracion 6ptima de sustrato (“Alto FBP” en la
Figura 32), una concentracion del cofactor cercana a su K., (Mg®" 14 mM para la enzima WT y
19 mM para la variante 1271S) y un pH igual al 6ptimo (7,9 para la enzima WT, 8,5 para la
variante 1271S). En estas condiciones pudimos confirmar que la CFBPasa 1271S oxidada
presentd una menor inhibicioén por Li" (Iys = 50 mM) (Figura 32D) que la enzima nativa (Ios =
2,5 mM) (Figura 32B). Estudios similares revelaron que la CFBPasa A107V (Ios = 2,8 mM)
exhibié un comportamiento similar a la enzima nativa mientras que la doble mutante
1271S/A107V (Ios = 20 mM) tuvo un comportamiento intermedio (Tabla 10).

En estas mismas condiciones, cuando la concentracion de Mg®" era menor que su K., la
inhibicion por Li" sobre la enzima nativa oxidada fue cada vez menor hasta comportarse como
una activador a muy bajas actividades cataliticas (Figura 32B).

Por otro lado, cuando disminuimos la concentracion de sustrato alrededor de su K, (“Bajo
FBP” en la Figura 32) este efecto activador del Li" fue mucho mas marcado tanto para la

enzima nativa (Figura 32A) como para 1271S (Figura 32C).
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Figura 32. Inhibicién por Li*. Se grafica la actividad en funcién de la concentracién de Li*
en condiciones 6ptimas y subdptimas de pH para distintas concentraciones de Mg**'y
FBP (dos concentraciones, una “baja” y otra “alta”). La forma de medicién fue como se
describe en la leyenda de la Figura 31.
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Inhibicion a pH suboéptimo de catalisis

Acabamos de mostrar que en ciertas condiciones (bajas concentraciones de sustrato o
cofactor) el Li" pasa de inhibidor a activador ;qué ocurre cuando es el pH el que no esta en un
nivel optimo?

En este caso, la activacion por Li" de la CFBPasa 1271S oxidada fue incluso mas
sorprendente ya que, independientemente de las cantidades de FBP y Mg?* ensayadas,
concentraciones de Li" tan altas como 150 mM fueron activadoras (Figura 32G y H) sin
indicios de inhibiciéon. La enzima nativa no presentd este efecto de manera tan marcada
(quizas no se ensayo en un pH suficientemente bajo), aunque claramente la inhibicion también
fue menor (mayor Is Figura 32E y F).

Cabe sefialar que al disminuir el pH por debajo del 6ptimo, la afinidad por el FBP y el

Mg*" también disminuye por lo que utilizamos concentraciones mayores de los mismos.

Explicacion de la dificultad para reducir 1271S

Al principio del capitulo se mostr6 que las mutantes derivadas del primer ciclo de
evolucion dirigida (e.g. variante 1271S) cuando eran purificadas a homogeneidad presentaban
una actividad muy baja a pH 7,9 (pH Optimo de catédlisis para la enzima nativa). Estas
mutantes tampoco pudieron ser reducidas como se hacia con la enzima nativa hasta que se
descubrio la causa.

La reduccion de la enzima nativa siempre se llevd a cabo en una etapa previa y separada
de la catalisis segin protocolos ya conocidos (ver Materiales y Métodos). En esta
preincubacion la reduccion se efectiia no sélo en presencia del reductor (DTT) sino también de
FBP y Ca®" a pH 7,9. Es por eso que en la literatura se menciona la accion dual del Ca** como
inhibidor en la catalisis y activador en la reduccion.

Sin embargo en estas condiciones la CFBPasa 12718 no pudo ser reducida. A la luz de los
resultados mostrados anteriormente la explicacion parece ser clara: la afinidad por el Ca*" en el
pH de preincubacion utilizado (7,9) fue muy baja para la mutante 1271S y no se produjo la
interaccion necesaria con la enzima. Este hecho fue corroborado de dos maneras: a)
aumentando diez veces la concentracion de Ca** a pH 7,9 y b) subiendo el pH de

preincubacion a 8,5 y manteniendo la concentracion de Ca®" utilizada para la enzima nativa.
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En ambos casos se consigui6 la reduccion de la variante 1271S y las caracteristicas de esta
forma reducida son las que se informan en este capitulo.

Finalmente diremos que la reduccion tanto de la enzima nativa como de las mutantes no
s6lo aumenté la afinidad por el FBP y el Mg** segun lo ya visto, sino también por el Li* lo

cual produjo un mayor poder de inhibicién (menor Iys, Figura 32 1y J, Tabla 10).

WT 1271S 1271S/ A107V
A107V

FBP mM) 04 3 1 0,3
FBPKm 0,12 08 022 0,1
Mg* mM) 50 40 50 8

©
T Mg¥ Km(@mMm) 15 18 12 1,6
.g Li' Ios (mM) 2,5 50 20 2,8
o pH 79 85 79 79
pHo,s 7,4 8,3 7,65 7,4
Keat (s€g™) 120 180 180 100
FBPmM) 0,15 03 03 0,15
FBPKm  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
T Mg (mM) 1,7 20 6 0,5
'S Mg¥Km@mM) 0,6 3 1,5 0,5
S LitlysmM) 1 7 nd  nd
& pH 79 82 79 79
pHos 75 76 72 72

ke (seg’) 250 350 250 250

Tabla 10. Constantes cinéticas basicas de la CFBPasa nativa y de distintas mutantes. En gris
se resaltan las condiciones éptimas para obtener la maxima actividad especifica. Keat:
Vmsx/[Elt; Km / Ioss / PHos: concentraciones con las que se obtiene la mitad de la
actividad maxima medida en condiciones éptimas con excepcién de los valores de Igs
del Li* que se reportan para una concentracion de Mg?* igual a su K. Los valores se
extrajeron a partir de los graficos presentados en la Figura 30 (pH), en la Figura 31
(FBP y Mg?*) y en la Figura 32 (Li*). n.d.: no determinado.
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Conclusiones

Este capitulo detalla los experimentos bioquimicos referidos principalmente a tres
mutantes cuya obtencion fue descripta en el capitulo anterior: 1) Mutante [1271S, construida
luego de obtener la CFBPasa 1271T que mostré una menor inhibicion frente al Ca*" en el
primer ciclo de evolucion dirigida 2) Mutante [271S/A107V, obtenida en el segundo ciclo de
evolucion dirigida por revertir el efecto de 1271S ya que presentdé mayor inhibicion por Ca*" y
mayor actividad en ausencia del mismo 3) Mutante A107V, construida con posterioridad a la
mutante anterior para conocer el efecto intrinseco de esta sustitucion. Si bien los experimentos
in vitro corroboraron estos resultados las causas del comportamiento diferente frente a la
inhibicion fueron inesperadas.

Esencialmente la variante 1271S presentd un corrimiento del pH optimo de catalisis hacia
regiones mas alcalinas respecto de la enzima nativa. Por ello esta mutante oxidada
préacticamente no present6 actividad en el pH optimo de catalisis de la enzima nativa (7,9). En
general, la inhibicion por Li" fue menor cuando la catalisis de la CFBPasa se llevo a cabo por
debajo del pH 6ptimo. Esto explica la escasa inhibicion (e incluso activacion) que presento la
CFBPasa 12718 frente al Li* a pH alrededor de 8. Igualmente, el I,s de la forma oxidada (50
mM) en su pH optimo de catélisis (8,5) fue también mayor al de la enzima nativa (2,5 mM),
pero no se observo el efecto de activacion.

Todas las formas de CFBPasa aqui mencionadas al ser reducidas aumentaron
sensiblemente su actividad a pH mads 4cido, en particular las mutantes. De esta manera la
variante 12718 reducida presentd gran actividad a pH 7,9 aunque no fue maxima. Ademas su
inhibicion por Li" aument6 al igual que para la enzima nativa reducida.

Estudios estructurales y de termoestabilidad mediante dicroismo circular revelaron que la
mutante 1271T presenta un patron similar al de la enzima nativa. Por otra parte era esperable
que la variante 1271S no mostrara pérdida de estructura ya que tanto su forma oxidada como
reducida tuvieron en general igual o incluso mayor actividad especifica que la enzima nativa.

Cuando analizamos la mutante doble 1271S/A107V en relacion a la mutante simple 1271S
comprobamos que (1) revirtié el desplazamiento del pH Optimo de catalisis a un valor
parecido al de la enzima nativa y (2) presentd una mayor inhibicion por Li* (Is 20 mM vs. 50

mM, respectivamente) aunque siguié siendo menor a la de la enzima nativa.
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La principal caracteristica de la mutante A107V fue una mayor afinidad por el cofactor
respecto de la enzima nativa. Por el contrario la afinidad por el sustrato, el pH 6ptimo de
catalisis, la inhibicién por Li" y su actividad maxima no mostraron grandes cambios. Sin
embargo esta mutacion logrd atenuar en la doble mutante 1271S/A107V los principales
cambios que confiere el reemplazo 1271S: i.e. el pH 6ptimo de catélisis, menor afinidad por el
sustrato y menor inhibicion por Li".

La posicion Ile271 se encuentra adyacente a la Tyr270 que coordina al sustrato. Mayores
detalles sobre esta posicion y las posibles implicancias a nivel molecular de las distintas
mutaciones pueden encontrarse en la seccion “Discusion general”.

En algunos casos pudo observarse que cuando una de las tres principales variables en la
catalisis (concentracion de sustrato, cofactor o pH) se encontraba en condiciones subdptimas
provocaba una menor afinidad de la enzima por las otras. Por ejemplo la catélisis a un pH
menor que el Optimo requirié mayor cantidad de Mg*" mientras que con bajas concentraciones
de Mg*" necesitd mayor cantidad de FBP para alcanzar una actividad maxima. Aunque los
efectos de muy bajas concentraciones de FBP no pudieron ser bien estudiados debido a los
limites de deteccién del ensayo es evidente que los valores de afinidad (o constantes de
inhibicioén) dependen fuertemente de las demads variables experimentales.

Para obtener las enzimas en su forma oxidada se requiri6 una purificacion a
homogeneidad. En el capitulo anterior los experimentos in vitro fueron efectuados con
enzimas parcialmente purificadas. Como vimos el estado de 6xido/reduccién de la enzima
influye grandemente en sus distintas afinidades y constantes de inhibicion. Por lo tanto las
diferencias cuantitativas de los experimentos in vitro alli informados pueden deberse a

distintos niveles de 6xido/reduccion que presentaron las muestras.
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Discusién general

Ubicacion de las mutaciones 107 y 271 en relacion con el sitio activo

En la introduccion de esta tesis se menciond que la FBPasa pertenece a una familia de
fosfomonoesterasas que requieren necesariamente de un metal bivalente como el Mg para la
hidrolisis de la FBP y, ademas, son inhibibles por Li’. Aunque la secuencia primaria estd muy
poco conservada entre estas enzimas, se ha establecido un motivo secuencial y una estructura
terciaria comun [24] (ver introduccién). Mediante distintas mutaciones y estructuras
cristalograficas se ha comprobado que la mayor parte de los aminoacidos que constituyen
dicho motivo secuencial, directa o indirectamente, participan en la hidrolisis del fosfato
organico por medio de un mecanismo de catalisis que seria similar en la IMPasa [20], la
PAPasa [82], la PIPasa [83] y la FBPasa [35, 53, 54]. El mecanismo de la FBPasa ha sido
descrito con cierto detalle en la introduccion. Los aminoécidos y los metales que participan en
la catalisis ocupan una posicion espacial similar conformando un sitio activo comuin a todas
estas enzimas (Figura33). En general, el sitio activo contiene una gran cantidad de
aminoacidos 4cidos que estan vinculados entre si a través de puentes de hidrogeno y de
enlaces de coordinacion con los metales.

Aunque es materia de discusion si dos o tres metales intervienen en la catalisis y cudl es la
funcion exacta de cada uno, existe consenso sobre la participacion de los sitios 1 y 2 en la
union del sustrato mediante la coordinacion con el fosfato que es hidrolizado. La geometria de
coordinacion octaédrica de los metales (coordinan con 6 oxigenos) implica no sdélo
participacion del grupo fosfato sino también de los residuos acidos de la proteina (destacados
en la Figura 33), los carbonilos del backbone y las moléculas de agua.

Patel et a/ [82] asignan distintas funciones a los metales durante las sucesivas etapas de la
catalisis: a) Activacion de la molécula de agua nucleofilica. El metal en el sitio 2 contribuye a
dicha activacion. b) Hidrolisis del enlace fosfoester. El metal en el sitio 1 estabiliza la carga
negativa formada en el oxigeno del grupo saliente y, simultdneamente, coordina con la
molécula de agua que provee un proton al grupo saliente. c¢) Liberacion del producto.
Producida la hidrolisis, existe un exceso de carga negativa en el sitio 1 que el metal no
compensa. De manera que el hidroxilo, proveniente del agua que aportd el proton, y el Asp133

se apartan de la esfera de coordinacion del metal. La disminucién del nimero de coordinacion
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de seis a cuatro desestabilizarian al metal en el sitio 1 y, en consecuencia, liberaria los
productos.

Como puede observarse en la Figura 33, ninguno de los participantes de este proceso
catalitico estan directamente vinculados con las mutaciones en los sitios 107 y 271 que se
describen en esta tesis. Sin embargo la posicion 107 se encuentra en la hoja Bl y la posicion
271 esta relacionada con la hélice H7, estructuras secundarias conservadas en las distintas
fosfomonoesterasas y que “desembocan” en el sitio activo. A continuacién exponemos las
hipodtesis que explican a nivel molecular el comportamiento bioquimico observado para que

sirvan de base a futuros experimentos.

”~
Fluuld IJ. I DILIV ALLIVUVU U 1ad> |ua|uu|uuueau=laoaa{mg UCPNCIIVICIILED LI HIHTNIVIVICY. Lad
imagen fue generada a partir de la estructura cristalografica de la FBPasa de cerdo
(PDB ID: 1CNQ) utilizando el programa Swiss-PdbViewer (v3.7). Se muestran (en
representacion ball-and-stick) los residuos de los aminoacidos que conforman el
motivo secuencial comun de la familia de fosfomonoesterasas Mg?* dependientes
Li* inhibibles. La numeracion de los residuos corresponden a la CFBPasa de colza
(para las correspondencias ver Figura 3). También se indican las posiciones 107 y
271. En color rojo se identifican los atomos de oxigeno, en gris los carbonos, en
celeste el backbone, en amarillo el Pi hidrolizado y en azul los dos sitios de metal
principales (M1 y M2). Asimismo se destacan tres estructuras secundarias comunes
(en representacion ribbon): la hélice H7 y la parte de la ldamina B conformada por
las hojas paralelas B1 y B3 (para la ubicacion de estas estructuras en el contexto
general de la FBPasa ver la Figura 4). Con lineas tenues se representan los enlaces
de coordinacion entre los sitios de metal y los aminoacidos con grupos acidos como
asi también la unién puente hidrégeno entre D133 y la regidon N-terminal de la
hélice H7.
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Efectos estructurales de la mutacion 1271S

La Tyr270, contigua a la Ile271, une FBP a través del fosfato-6. Como este fosfato no es
hidrolizado en la catalisis, es posible que la mutacion 12718 interfiera con la union del sustrato
a la enzima. Aunque esta idea es congruente con la menor afinidad de la CFBPasa 1271S por
FBP, el corrimiento del pH 6ptimo de catélisis es mas dificil de interpretar.

La estructura tridimensional de la mutante 1271S, basada en el modelado molecular a
partir de las estructura cristalografica de la CFBPasa de arveja (Figura 34), exhibié al residuo
Ser271 muy alejado tanto de la Tyr270 como del sustrato. Ademas la posicion de la Tyr270 no
cambid respecto a la enzima nativa. La novedad que mostré el modelo fue un puente
hidrégeno entre el hidroxilo de la Ser271 y la region N-terminal de la hélice H7 cuyas posibles

consecuencias pasamos a analizar.

115271

Figura 34. El sitio 271 en la CFBPasa. Se model6 la estructura de la CFBPasa de colza
partiendo de su secuencia primaria con la mutacion 1271S y tomando como molde
las estructuras cristalograficas de la proteina homéloga de arveja (1d9gB, 1d9qC,
1dcuA, 1dcuC, 1dcuD). Los aminoacidos desde la posicion 270 a la 275 y el Asp133
se representan como ball-and-stick. El resto de los aminoacidos que conforman la
hélice H7 se representan como ribbon. En la CFBPasa de colza los atomos de
oxigeno se representan en rojo, los de nitrégeno en azul y los carbonos en gris.
Todos los atomos de la enzima de arveja se superponen en amarillo. Los enlaces
puente hidrégeno se muestran con lineas de puntos. La imagen se gener6 con el
programa Swiss-PdbViewer (v3.7) y el modelado se llevd a cabo a través de
internet usando el servicio de Swiss-Model [84] (ver Materiales y Métodos).
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El dipolo de las hélices a y su efecto en el pKa de los aminoacidos

El enlace peptidico presenta un momento dipolar entre el oxigeno del carbonilo (polo
negativo) y el protén de la amida (polo positivo). La geometria de las distintas estructuras
secundarias ubican a los atomos del backbone de tal manera que estos dipolos se compensan,
contribuyendo asi a la estabilidad estructural. En las hélices a el oxigeno del carbonilo de un
aminoacido establece un puente hidrogeno con el nitrégeno de la amida del residuo ubicado
cuatro posiciones mas adelante, de manera que los todos los dipolos se alinean de forma
paralela al eje de la hélice a. La suma vectorial de los dipolos microscopicos genera un dipolo
“macroscopico” cuyo resultado semeja a una carga positiva en la region N-terminal de la
hélice a y una carga negativa compensatoria en la region C-terminal. Este dipolo influye en
distintas propiedades de las proteinas [85, 86] y depende no solo del medio dieléctrico dentro
de la proteina sino también de la longitud y la posicion relativa de la hélice a (interna o
externa) [87]. En particular, varios trabajos establecieron que el desplazamiento del pKa de la
histidina depende de su ubicacion relativa al dipolo [88-90]. La proximidad de la histidina a la
region C-terminal o N-terminal de la hélice a aumenta o disminuye, respectivamente, su pKa.
Sobre esta base, la estabilizacion o desestabilizacion de la carga positiva en la histidina
dependera de su cercania a la region negativa o positiva del dipolo, respectivamente. Ademas,
se construyeron péptidos helicoidales con asparticos ubicados en distintas regiones de la hélice
a para verificar este efecto en los aminoacidos con residuos acidos. Los estudios efectuados
comprobaron que el aspartico ubicado en la region N-terminal tenia un pKa menor al exhibido
por idéntico residuo posicionado tanto en la region C-terminal como en un péptido no
helicoidal [91]. Este resultado es congruente con la estabilizacion de la carga negativa del

aspartico en la regiéon N-terminal (positiva) de la hélice a.

Interaccion de la Ser271 con la region N-terminal de la hélice H7

Anteriormente se menciond la preponderancia de los grupos acidos en el sitio activo de la
CFBPasa y la red de enlaces de coordinacién que vinculan a los distintos carboxilos, los
metales, el fosfato que se hidroliza y las moléculas de agua que actian como nucledfilo y
como dadoras de protoén. Sin embargo, pocos comentarios existen en la literatura sobre la
interaccion de este sistema con la region N-terminal de una hélice a (H7 en la CFBPasa de

colza) que se conserva en todas las fosfomonoesterasas de esta familia.
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Analizando las estructuras cristalograficas de distintos representantes de la familia
(PAPasa: 1K9Y, PIPasa: 1JP4, IMPasa: 1GOI, [PPasa: 1INP, FBPasa: 1ICNQ) observamos que
el Aspl33 (numeracion CFBPasa de colza) no solo coordina al metal del sitio 1 sino que
también hace puente hidrogeno con un nitrégeno del backbone de la region N-terminal de una
hélice a.. Aunque la estructura primaria de dicha hélice o no esta conservada, si lo estan la
estructura secundaria y su posicion.

Cuando modelamos la estructura de la CFBPasa 1271S, teniendo como referencia la
estructura cristalografica de su contraparte de arveja, obtuvimos un modelo que mostrd la
aparicion de un puente hidrogeno entre el hidroxilo de la serina y la regiéon N-terminal de la
hélice H7 (Figura 34). Mas especificamente, este hidroxilo estaria interactuando con el amino
y el carbonilo de la Ser273, primer aminoacido de la hélice a.

Sobre estas bases, proponemos que:

a) La region N-terminal de la hélice H7 contribuye a disminuir el pKa del Asp133 con lo
cual causa la disminucion del pKa del sitio activo.

b) La mutacion 1271S introduce un puente hidrégeno en la region N-terminal de dicha
hélice a, afectando su interaccion electrostatica con el Asp133. En consecuencia, el pKa del
Aspl33 disminuye con lo cual aumenta el pKa del sitio activo desplazando el pH 6ptimo de
catalisis hacia regiones alcalinas.

Estas consideraciones son congruentes con el aumento de 0,6 unidades de pH para el pH
optimo de catalisis de 1271S CFBPasa respecto a la enzima nativa, ambas en las formas
oxidadas (Figura 30) (Tabla 10). En cambio, esta variacion fue menor en las formas reducidas.

Las estructuras cristalograficas de la CFBPasa de espinaca (1SPI) y de arveja (1D9Q,
IDCU) aparentan ser las formas “activa” (reducida) e “inactiva” (oxidada), respectivamente
[55]. Cuando modelamos la estructura de la mutante 1271S basados en la enzima de espinaca,
el hidroxilo de la serina no apunt6 hacia la hélice H7 y no aparecié el puente hidrogeno,
resultados que son coherentes con el menor desplazamiento del pH Optimo hacia regiones
alcalinas.

Sin embargo los resultados del modelado deben ser tomados con cuidado. La menor
influencia de la hélice H7 en el desplazamiento del pKa podria deberse a una alteracion
general que produce una enzima reducida con afinidad por los metales mucho mayor que la

forma oxidada. Cabe aqui mencionar el trabajo de Sarker y Hardman [92] que analizaron el
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efecto del dipolo de una hélice a sobre el K, y el turnover en la triptofano sintetasa.
Concluyeron que dicha influencia s6lo seria cataliticamente evidente para la forma mas activa

de la enzima (en presencia de L-serina).

Efectos estructurales de la mutacion A107V

Conservacion de las hojas B1 y B3

Dentro de la familia de fosfomonoesterasas que estamos considerando, las hojas B1 y B3
(numeracion en FBPasas) estan conservadas, son paralelas y forman parte de una lamina 3
mayor. Al igual que la hélice H7 mencionada, los aminoacidos que la componen no estan
conservados, aunque predominan los hidrofobicos. Sin embargo, en la region C-terminal de
ambas hojas se originan los loops que contienen los aminoacidos conservados. En particular,
el loop relacionado con la hoja B3 contiene el motivo central conservado en estas
fosfomonoesterasas: (numeracion en CFBPasa de colza) Asp(130)-Pro(131)-(Ile o Leu)(132)-
Asp(133)-(Gly o Ser)(134)-(Thr o Ser)(135) mientras que el loop vinculado con la hoja Bl
contiene los residuos Glu(109)-Glu(110) (Figura 33).

Por otro lado la hoja B2 de las FBPasas no esta conservada en otras fosfomonoesterasas.
Aunque ubicada antiparalela y adyacente a la hoja B1, la disposicion de la hoja B2 respecto a
la hoja B3 es materia de controversia por cuanto varia en las estructuras cristalograficas de la
CFBPasa de espinaca (ISPI) y de arveja (1D9Q, 1DCU) (ver abajo). La ubicacién de la
mutacién A107V en la hoja B1 y la proximidad de ésta a la hoja B2 nos lleva a centrar nuestra

atencion en las mismas.

El intercambio entre las hojas B1 y B2 en las CFBPasas

En las FBPasas, el loop de la hoja B1, conteniendo residuos esenciales para la catalisis,
conecta con la hoja B2 produciendo una disposicion antiparalela. La hoja B1, adyacente a la
hoja B3, genera una disposicion (B21) (B11) (B31) en las estructuras cristalograficas de la
CFBPasa de espinaca (ver esquema en Figura 4). En cambio, en las estructuras cristalograficas
de la CFBPasa de arveja la disposicion es (B11) (B21) (B31), alejando la hoja B1 de la hoja
B3. Ademas las hojas B1 y B2 estan desplazadas hacia el interior del dimero provocando la

distorsion de los sitios de union al metal 2 y 3. Por ello se postula que esta conformacion es la
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forma inactiva (oxidada). en contraposicion a la forma activa (reducida) representada por la
estructura de la enzima de espinaca. (cf. “El loop regulador 170 en la Introduccién).
Chiadmi et al [55] propusieron dos alternativas para explicar este hecho:

a) Como en el modelo de arveja, las CFBPasas, tanto oxidadas como reducidas,
transponen las hojas Bl y B2 y, en consecuencia, exhiben un ordenamiento
diferente de las otras FBPasas. En este modelo, la activacion/desactivacion de la
enzima procederia por el desplazamiento horizontal de dichas hojas. La ausencia
este intercambio en la actual estructura de la enzima de espinaca provendria de la
menor resolucion cristalografica.

b) La ubicacion de la hoja Bl préxima a la B3 {(B21{) (B11) (B31)} conduce a la
forma activa mientras que surge la forma inactiva cuando la hoja B1 esta alejada
de la B3 {(B11) (B21) (B31)}. La oxidacién-reduccion de la enzima provoca la
transposicion de las hojas B1 y B2 inactivando-activando la capacidad catalitica.
Para los autores, este fenomeno de reorganizacion estructural seria andlogo al que
ocurre en la activacion de la GTP-binding protein [93].

Segun nuestro criterio la primer hipdtesis es poco probable por las siguientes razones:
Primero, en todas las fosfomonoesterasas de esta familia las hojas B1 y B3 estan conservadas
y son paralelas mientras que la hoja B2 no estd conservada (cf. PAPasa 1K9Y). Segundo, el
intercambio entre las hojas B1 y B2 implica el cambio no s6lo de las posiciones del Glul09 y
Glul10 sino también de todo su entorno. Ambos aminoacidos estan involucrados en el proceso
de catalisis y con funciones diferentes por lo que resulta dificil pensar que la reaccion
enzimdtica proceda. Tercero, como veremos, los resultados bioquimicos obtenidos con la

mutante A107V avalan la suposicion de que la hoja B1 se encuentra junto a la hoja B3.

Interaccion de la posicion 107 con la Tyr305

Como se menciond las estructuras secundarias unen por medio de puentes de hidrogeno
los carbonilos y las amidas del backbone constituyendo patrones regulares y repetitivos. De
esta manera, los residuos se proyectan fuera de la estructura definida por el backbone
produciendo una superficie texturada e irregular que asegura una fuerte interaccion de van der
Waals con otras estructuras complementarias de la secuencia. Poniendo esto en otras palabras:

“En las estructuras secundarias ... las superficies proyectadas por las cadenas laterales se
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comportan como el velcro, uniendo estructuras secundarias de partes distantes de la estructura
primaria via la interdigitalizacion de las cadenas laterales y generando una considerable
estabilizacion a través de las interacciones de van der Waals” [94].

En particular, los enlaces puente hidrogeno del backbone de una lamina B se encuentran
en el plano de la misma, mientras que las cadenas laterales alternativamente se proyectan por
debajo y por encima de la hoja B. Este es el caso de la posicion 107 que se encuentra en la hoja
B1 proyectando la cadena lateral hacia “arriba”.

Modelamos la estructura de la CFBPasa de colza y de la mutante A107V teniendo como
molde la estructura de la contraparte de espinaca (1SPI). De esta manera observamos que la
Tyr305 “interdigitaliza” con los residuos Ala/Vall07 y Vall28 (este ultimo de la hoja B3)

produciendo un contacto hidrofébico con los mismos (Figura 35). Por otra parte esta tirosina

Figura 35. El sitio 107 en la CFBPasa. El modelado de la CFBPasa de colza se realizé como
se describe en la leyenda de la Figura 34 con las siguientes diferencias: Se utilizé la
secuencia primaria de la enzima WT vy luego la de la mutante A107V tomando como
molde la estructura cristalografica de la enzima homologa de espinaca (1spiA, 1spiB,
1spiC, 1spiD). Los aminoacidos Asp/Val107, Val128 y Tyr305 se muestran con la
representacion space-filling para destacar las superficies de Van der Waals. El resto de
los aminoacidos se representan en ball-and-stick. Se adopta la convencion de color CPK
salvo para los dos grupos metilo extra que posee la Valina respecto de la Alanina los
cuales se muestran en amarillo para resaltar la diferencia.
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interactfia directamente con aminodcidos cuyos carboxilos forman parte de los sitio de metal -
Glul09 (sitio 2), Asp130 (sitio 1 y 2)- y esta adyacente al Glu306 (sitio 1). La Tyr305 es uno
de los aminoacidos conservados en el motivo secuencial de las fosfomonoesterasas Mg*'-
dependientes Li'-inhibibles cuya posicion puede estar ocupada tanto por una tirosina como por
un triptofano [24]. Comparando las secuencias y estructuras de los distintos miembros de la
familia, encontramos una sola excepcion, la IMPasa/FBPasa que exhibe una valina en esta
posicion (UniProt ref. Q57573, PDB ID 1DK4, 1GOH, 1GOI) [95]. En la IMPasa de mamifero,
la mutacion del Trp219, andlogo estructural de la Tyr305 de la CFBPasa de colza, y los
residuos adyacentes (W219F, H217Q, C218A) producen una menor afinidad de la enzima
tanto por el cofactor Mg** como por el inhibidor Li* [96, 97].

Cuando modelamos la estructura de la CFBPasa de colza y la mutante A107V, no
observamos mayores cambios estructurales por los dos metilos adicionales provistos por la
valina al reemplazar a la alanina (Figura 35). Sin embargo, el programa Swiss-PdbViewer
muestra que esta mutacion es energéticamente favorable y los dos metilos extras no entran en
conflicto estérico con los atomos circundantes. Por lo tanto su incorporacion aumentaria los

contactos hidrofobicos, tanto con la Tyr305 como con la Vall28, estabilizando la estructura.

Efecto de 1a mutacion A107V en la afinidad por los metales

La reduccion de las CFBPasas produce un aumento en la afinidad por los metales.
Paraddjicamente los sitios de unidon a metal 2 y 3 estan distorsionados en las estructuras
cristalograficas de la CFBPasa C153S de arveja, mutante ‘“constitutivamente reducida y
activa”. Chiadmi et al [55] sugirieron que la enzima tiende hacia la conformacién inactiva,
predominante en ausencia del sustrato, del cofactor y de la sefial redox. En este mecanismo la
formacion del puente disulfuro sélo contribuye a la estabilizaciéon de la forma inactiva (ver
introducciéon para los detalles del mecanismo). Por otra parte, el sustrato y el cofactor
conducirian rdpidamente a la conformacion activa, tanto a la forma reducida como la oxidada.
En linea con esta suposicion, la CFBPasa oxidada exhibe capacidad catalitica en presencia del
sustrato y altas concentraciones de Mg*" [98].

Por lo tanto existiria un equilibrio entre la forma activa e inactiva de la CFBPasa, en el
cual los distintos factores regularian la actividad desplazandolo hacia una u otra forma. De
esta manera, el FBP y el Mg®" estabilizarian la forma activa del centro catalitico mientras que

la oxidacion del puente disulfuro estabilizaria la forma inactiva. Cuando la escision del puente
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disulfuro (reduccion) desplaza el equilibrio hacia la forma activa aumenta la afinidad por los
metales y por el sustrato.

Cuando modelamos la estructura de la CFBPasa A107V respecto a la de arveja (hojas Bl
y B2 intercambiadas), el residuo valina no hizo contacto con la Tyr305 y se ubicéd hacia el
exterior de la enzima. En particular, los dos metilos de la valina protruyeron en la superficie de
la proteina.

Tomados en conjunto estos aspectos sugerimos que la mutacion A107V desplaza el
equilibrio hacia la forma activa de la CFBPasa y de esta manera aumenta la afinidad por los
metales. Los nuevos contactos hidrofobicos no so6lo estabilizan la posicion de la hoja B1 junto
a la hoja B3 y la Tyr305 sino también favorecen la ubicacion interna, mas alejada del solvente,

de la hoja B1 (forma activa).

El sitio 107 en otras fosfomonoesterasas

En este contexto surge la pregunta: ;Es relevante el sitio 107 de la CFBPasa de colza en
las demas fosfomonoesterasas?. Como ya lo mencionamos, las hojas Bl y B3 estan
conservadas en esta familia y el sitio estructural 107 en la hoja Bl también. Un analisis
exhaustivo de las distintas estructuras arrojo los siguientes aminodcidos en posiciones
homologas a la 107 de la CFBPasa de colza:

PAPasa: Val70 (1K9Y).

PIPasa: Ile74 (1JP4).

IMPasa: I[le68 (2HHM), Val63 (1DK4), I1e79 (2CZH)

IPPasa: Phe77 (1INP).

FBPasa: Val95 (citoplasmatica, mamiferos) (1CNQ), Alal05 (espinaca, cloroplastos)
(1SPI), Alal03 (arveja, cloroplastos) (1D9Q).

Claramente, el sitio estd ocupado por pocos aminoacidos hidrofobicos (isoleucina,
fenilalanina, valina y alanina) apareciendo la alanina solamente en las formas cloroplasticas.
Sorprendentemente la mutacion A107V, generada al azar, introduce la valina, un aminoacido
conservado en otras fosfomonoesterasas incluida la FBPasa citoplasmatica.

En esta etapa, es de resaltar el estudio realizado por Albert et al [22]. Estos investigadores
reportaron un screening funcional in vivo en levaduras cuando la enzima Hal2p (una PAPasa)
es limitante para el crecimiento bajo estrés de litio y sodio. En estos estudios produjeron

mutaciones al azar en el gen HAL2 y seleccionaron las levaduras con sensibilidad reducida al
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litio. Obtuvieron dos mutantes diferentes partiendo de una biblioteca de 600.000 posibles
variantes. Sorprendentemente una de las variantes era V70A, posicion homologa al sitio 107
en la CFBPasa de colza. Obviamente, la mutacion V70A es opuesta a la A107V. Por ello, la
primera otorga resistencia a la inhibicion por Li" (i.e. menor afinidad) mientras que la segunda
confiere mayor afinidad por Mg*', pero no introduce grandes cambios en la inhibicion por Li*
(Tabla 10). En linea con la Hal2p V70A de levaduras y la CFBPasa A107V de colza, los
mismos autores construyeron la mutante IMPasa [68 A humana que exhibié menor inhibicién
por Li". El conjunto de estos resultados con las fosfomonoesterasas es congruente no sélo con
la importancia de la hoja B1 y el sitio 107 para en la afinidad por los metales sino también con

la contribucion importante de las interacciones hidrofobicas en dicha funcion.

La conjuncion de las mutaciones 1271S y A107V

La mutacion 1271S provoca el corrimiento alcalino del pH 6ptimo de catalisis y una
sensibilidad a la inhibicion por Li" a pH 8,5 menor que la enzima nativa (Ips 50 mM vs. 2,5
mM respectivamente) (Tabla 10). Sorprendentemente, el Li", a pH 7,9, es un activador de la
forma oxidada de la 1271S CFBPasa. Aunque la reduccién de esta mutante atenta estas
caracteristicas y la semejan a la forma nativa. Por otra parte, la CFBPasa A107V no muestra
grandes cambios en el pH optimo de catalisis ni en la inhibicion por Li" pero exhibe una
mayor afinidad por el Mg*".

En cambio, la doble mutante [1271S/A107V posee caracteristicas insospechadas; anula el
corrimiento alcalino del pH optimo de catalisis y aumenta la inhibicion por Li" mostrados por
la CFBPasa 1271S oxidada. Sobre la base de las consideraciones anteriores, esta modificacion
de las propiedades cataliticas estarian vinculadas a los siguientes hechos:

a) La reduccion tanto en la CFBPasa nativa como en las mutantes estabiliza la forma
activa de la enzima.

b) La mutacion A107V también estabilizaria la forma activa de la CFBPasa.

c) La reduccion de la CFBPasa 1271S atenua sus efectos en el pH Optimo de catalisis y en
la inhibicién por Li".

De esta manera la mutacion A107V estaria atenuando los efectos de la mutacion 12718 en

la doble mutante 1271S/A107V oxidada al estabilizar la forma activa de la enzima.
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Consideraciones finales

En esta tesis se han abordado, entre otros temas, la inhibicion por Li" y el pH optimo de
catalisis de la CFBPasa de colza. Al mismo tiempo intentamos extender las conclusiones para
las otras enzimas que componen la familia de fosfomonoesterasas que son dependientes de

Mg*" e inhibibles por Li".

La inhibicion por Li"

La inhibicion por Li" de las fosfomonoesterasas es un tema que ha suscitado la atencion
de los investigadores por varios motivos. En primer lugar la administracion de Li" ha sido
usado en terapias contra el sindrome maniaco depresivo. Se cree que el Li" inhibe el camino de
segundos mensajeros de fosfatidilinositol en el cerebro que estd sobre estimulado en esta
enfermedad [99, 100]. En particular la IMPasa seria la enzima inhibida por el Li" [101].

Por otro lado la progresiva salinizacion de la tierra lleva a buscar plantas con mayor
resistencia a las sales. En este sentido se descubri6 que la sobre expresion del gen HAL2 (que
corresponde a la PAPasa) en tomate produce plantas con una mayor tolerancia a la sal por
cuanto el estrés salino provoca la acumulacion de PAP en la célula y, en consecuencia, una
variedad de efectos toxicos. [67]. [102, 103].

No se conoce exactamente el mecanismo por el cual el Li" inhibe a las enzimas de esta
familia porque no presenta una densidad electrénica suficiente para aparecer en las estructuras
cristalograficas. La hipotesis generalizada es que el metal ocupa el sitio 1 ya que desplaza a
otros metales de dicho sitio; e.g., la PAPasa y la FBPasa [22, 104]. Ademas se postula que su
accion retardaria la liberacion de los productos mientras que el Ca®" directamente impediria la
hidrolisis al introducirse en el sitio 2 de metal [82] (tener en cuenta que la numeraciéon 1y 2

para los sitios de metal esta invertida en las PAPasas).

El pH optimo de catalisis

El tema del pH Optimo de catalisis y su modificacion en las enzimas también ha sido
abordado no so6lo por consideraciones fisioldgicas sino también para aplicaciones industriales.
Hasta el momento existen principalmente tres estrategias para cambiar el perfil de pH en la
catalisis enzimatica:

a) Reemplazo de los grupos ionizables que estan directamente involucrados en la unién

del sustrato o del producto [105].
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b) Reemplazo de los residuos que estan en contacto directo con los aminoécidos del punto
anterior ya sea por puentes hidrogenos o salinos [106].

c¢) Modificacion de la carga superficial de la enzima (interacciones a distancia) ya sea por
modificaciones quimicas [107] o por mutaciones sitio dirigidas [108, 109]. Al hacer la
superficie mds positivamente cargada se produce un descenso en el pKa de los grupos
ionizables y por lo tanto en el pH 6ptimo de catélisis. Lo inverso ocurre al hacer la superficie
mas negativa.

Como ejemplo de su importancia en la industria podemos mencionar los trabajos hechos
sobre fitasas. Las fitasas inician la hidrdlisis de los fosfatos del 4cido fitico (myo-inositol
hexakisphosphate). Este compuesto es la fuente principal de almacenamiento de fosforo en las
semillas de plantas. Sin embargo animales monogastricos como cerdos y aves de corral poseen
una baja actividad fitasa en el tracto digestivo por lo que el alimento debe ser suplementado
con fosforo inorganico. De esta manera aumenta la carga de fésforo en las heces produciendo
contaminacion ambiental por eutrofizacion de las aguas superficiales. Este problema fue
abordado con la adicion de fitasas recombinantes en el alimento. Sin embargo para aumentar
la eficiencia se debio adaptar el pH Optimo de catélisis al existente en el estomago de los
animales. Esto se hizo tanto con el reemplazo de aminoacidos superficiales [110] como con el

reemplazo de aminoacidos en el sitio activo [111].

El fin de esta tesis

En esta tesis nos propusimos abordar el tema de la inhibicion por metales y la
modificacion del pH oOptimo de catalisis en la CFBPasas de colza aplicando para ello un
screening funcional. Consecuentemente primero debimos desarrollar un nuevo método de
screening para la actividad fosfatasa que permitiese utilizar el sustrato especifico de la
CFBPasa (Capitulo 2). Otros métodos de screening de actividad fosfatasa ya existentes
utilizan sustratos generales [75-78]. Luego efectuamos dos ciclos de mutagénesis al azar y
screening procurando detectar mutantes de la enzima con comportamiento diferente respecto a
la inhibicion por metales (Capitulo 3). Posteriormente, teniendo en cuenta estudios basicos
sobre la CFBPasa (Capitulo 1), realizamos un analisis bioquimico de dichas mutantes respecto
a la inhibicion por Li" y las modificaciones en el pH optimo de catalisis (Capitulo 4).

Finalmente propusimos algunas hipdtesis respecto al mecanismo estructural subyacente en los
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cambios bioquimicos observados. Al mismo tiempo sefialamos distintos campos donde dichas
propiedades son aplicadas (Discusion general).

Uno de los objetivos del screening funcional es aportar nuevos datos estructurales acerca
de una determinada propiedad enzimdtica. En contraposicion un estudio racional con
mutaciones sitio dirigidas es mas dificil que aporte datos realmente innovadores ya que
necesariamente debe partir de suposiciones previas. En particular, la hipdtesis aqui
desarrollada sobre la influencia de una hélice a en el pH Optimo de catédlisis no esta
mayormente estudiada y es algo que no se nos hubiese ocurrido analizar a priori. Por supuesto
que es s6lo una hipoétesis. Sin embargo si ésta y las demas hipdtesis aqui propuestas sirven de
base a nuevos experimentos y reflexiones entonces el fin de esta tesis no habra sido en vano.

Esa es nuestra intencion.
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Biologia molecular

Bibliografia general consultada

Para llevar a cabo las técnicas de ingenieria genética y de biologia molecular que se
utilizaron en la presente tesis se consultaron principalmente tres fuentes: 1) Molecular
Cloning. A laboratory manual [112] 2) Current Protocols in Protein Science [113] 3) Current

Protocols in Molecular Biology [114].

El vector pTOTO1¢

En todos los ensayos con FBPasa de esta tesis se uso la forma recombinante de la enzima
madura de cloroplastos de colza (Brassica napus). Para ello se utilizd un vector (pTOTOlc)
producto de un subclonado del pTOTOI. Los detalles de la construccion del pTOTOI1 estan
reportados por Rodriguez Suarez y Wolosiuk [57]. Este fagmido de expresion es el pET22b
(+) (Novagen, USA) con la forma madura de la enzima clonada entre los sitios Ndel y EcoRI
(Figura 36). El subclonado se efectué simplemente para hacer coincidir el codéon Stop con el
sitio EcoRI y de esta forma eliminar unas cincuenta pares de bases no codificantes entre
dichos sitios lo cual mejord las posteriores secuenciaciones. En la Figura 3 se muestra la

secuencia de la enzima (GenBank L15303) [115].

Xbal

T7 Ndel BstBI Nhel KpnI EcoRI T7T
eee—— 3 —— . 3 |

25 | CFBPasa ] <4

Figura 36. Sitio de clonado de la CFBPasa. En la tesis se uso la forma madura de la
CFBPasa de colza clonada en el fagmido de expresién pET 22b(+) entre los sitios
Ndel y EcoRI (pTOTO1c). Se indica el sitio de restriccion Xbal utilizado con el
sitio EcoRI para los distintos subclonados y otros tres sitios de restriccion
internos que no aparecen en el resto del vector. Asimismo se muestra la posicidn
de las secuencias T7 y T7 terminator (T7T) utilizadas por los correspondientes
primers en las PCR y en las secuenciaciones. Todas las distancias estan
representadas proporcionalmente.
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Mutagénesis sitio dirigida

Para obtener las mutantes puntuales de CFBPasa se utilizé el método del “megaprimer”
[116]. El procedimiento consistido fundamentalmente en dos PCR sucesivas (Figura 37). Para
obtener suficiente material algunas veces fue necesario realizar una tercera PCR utilizando
como molde al producto de la segunda PCR (que previamente se purifico extrayendo la

correspondiente banda de un gel de agarosa) y los primers T7'y T7 terminator.

Xbal/
(0] PCR 1 (0] PCR 2 (0] EcoR1I

1353 [
1078
872

603

Figura 37. Técnica del “megaprimer” para la mutagénesis sitio dirigida. Se muestran las fotos
de tres geles de agarosa 1 % (p/v) que ilustran las sucesivas etapas para la obtencion de
la mutante 1271S PCR1: Aparece el fragmento (906 pb) producto de la amplificacién en
el pTOTO1c con el primer T7 y el oligonucleétido complementario a la zona del sitio 271
pero que contiene la mutacion buscada. PCR2: El fragmento anterior, luego de ser
purificado extrayendo la banda de un gel de agarosa, sirve como “megaprimer” junto al
oligonucledtido T7 terminator en una segunda PCR que reconstruye todo el gen de la
CFBPasa (1290 pb). XbaI/EcoRI: Estas enzimas de restriccion son usadas para la
obtencién del fragmento (1119 pb) que servira para el posterior clonado. ®: Marcadores
de peso molecular (®X-174 digerido con Haelll).

Amplificacion del ADN por PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un ciclador térmico Perkin Elmer en un
volumen de 50 pl. La técnica se utilizd para generar mutaciones sitio dirigidas y al azar. En
cada caso las condiciones de reaccion fueron diferentes:

a) PCR para mutagénesis sitio dirigida: Se utilizo la técnica del “megaprimer” y en todas
las reacciones de PCR involucradas los reactivos fueron Tris-HCI 20 mM (pH 8,5), KCI1 50
mM, MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada ANTP. Seglin se indica en cada caso los primers fueron
un par de los siguientes: T7 1 uM, T7 terminator 1 uM, oligonucleotido con la mutacion
buscada y el producto de la primer PCR purificado (este es el megaprimer que se agrego6d en

exceso sin cuantificar). El molde fue el pTOTO]1c. Para tener buena fidelidad en la reaccion de
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sintesis se utilizo la enzima Pfu-DNA polimerasa. El programa de ciclado fue: 94 °C durante 2
min para desnaturalizacion inicial seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 45 seg para la
desnaturalizacion, 55 °C durante 30 seg para la hibridizacion y 72 °C durante 60 seg para la
extension. Al final del programa la reaccion prosiguid 5 min a 72°C para terminar la sintesis
de las cadenas incompletas.

b) PCR para mutagénesis al azar: Los reactivos fueron Tris-HC] 20 mM (pH 8.,5), KC1 50
mM, MgCl, 1,5 mM, MnCl, (la cantidad se indica en cada caso), 0,1 mM de cada dNTP,
primers T7 1 puM 'y T7 terminator 1 uM. El molde fue el pTOTOIc o la mezcla equimolar de
algunas de sus variantes con mutaciones (se especifican en el Capitulo 3). La enzima utilizada
fue la Taq-DNA polimerasa para facilitar la aparicion de mutaciones. El programa de ciclado
fue: 94 °C durante 2 min para desnaturalizacion inicial seguido de 30 ciclos de 94 °C durante
15 seg para la desnaturalizacion, 55 °C durante 15 seg para la hibridizacion y 72 °C durante

45 seg para la extension. En este caso la reaccion también prosiguid 5 min a 72 °C.

Introduccion del vector en las bacterias

La transformacion de las bacterias con el vector siempre se efectud a través de la técnica
de electroporacion. Tanto la preparacion de las correspondientes células competentes como la
posterior electroporacion se llevaron a cabo, en gran parte, segiin lo descrito en el manual de
clonado molecular de Sambrook ([112] capitulo 1, protocolo 26).

Para preparar las cepas competentes se usé la cepa JMI109(DE3) de E. coli. La
electroporacion se hizo con el aparato Gene Pulser (BioRad) a 250 mF, 1500 V/ecm y 200 Q.

Secuenciacion del ADN

Se utilizd6 un secuenciador automatico capilar (Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer). Todas las secuenciaciones se realizaron sobre el vector pTOTO1c¢ (Figura 36). Para
cubrir la secuencia completa de la CFBPasa (1080 pares de nucle6tidos) siempre fue necesario
realizar una secuenciacion de la cadena directa con el primer T7 y una secuenciacion de la

cadena complementaria con el primer T7 terminator.
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Bioquimica

Expresion y extraccion de la CFBPasa

En todos los casos como medio de expresion se usd la cepa IM109(DE3) de E. coli
transformada con las distintas variantes del vector pTOTOlc.

1) Las células se cultivaron (siempre con agitacion) en medio LB-ampicilina (100 pg/ml)
8 ml por 16 h a 37 °C hasta obtener un cultivo saturado 2) Una alicuota (670 pl) se inoculd en
el mismo medio de cultivo fresco (40 ml ya a 37 °C) y se dejo crecer hasta una densidad
optica de Ao igual a 0,5-0,7 (ca. 2 h 45 min) 3) Se indujo con IPTG 0,2 mM y se incub6 por 3
h mas a 37 °C 4) Se centrifugd a 7000 g por 10 min. y se resuspendid en buffer de lisis (670
ul; NaAcO 100 mM (pH 5,2), NaCl 300 mM, EDTA 20 mM) 5) La lisis de las bacterias se
realizé por sonicacion en tubos eppendorf (dos veces) y se centrifugd a 12.000 g por 10 min.

Se separ6 el sobrenadante donde se encontr6 la proteina.

Purificacion enzimatica

En la presente tesis se utilizo la CFBPasa en dos grados de pureza diferentes. La
“purificacion parcial” implica menor tiempo de trabajo y fue aplicada para todas las variantes
descritas en el capitulo 3. Los experimentos descritos en los capitulos 1 y 4, salvo indicacion

contraria, utilizaron a la CFBPasa obtenida por “purificacion completa".

Purificacion parcial (columna DEAE)

Se utilizd la resina de intercambio anionico DEAE Sepharose Fast Flow (Sigma)
empacada en una columna de vidrio (Econo-Column Chromatography Column 1x5 cm,
BioRad). El volumen utilizado de resina fue de 1,5 ml y la corrida se efectud por gravedad a
temperatura ambiente. La purificacion fue del tipo discontinuo (purificacion en batch)
empleandose tres soluciones diferentes en el siguiente orden:

1) Solucion de equilibrio/lavado (NaAcO 30 mM (pH 5,2), NaCl 300 mM). Luego de
equilibrar la columna con la solucion, se sembré la muestra (ca. 600 pl) obtenida segun se
describe en el paso anterior (expresion/extraccion). El lavado se efectud con la misma solucion

(ca. 5 ml).
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2) Solucién de elusion (NaAcO 30 mM (pH 5,2), NaCl 700 mM). Al aplicar esta solucion
se tomaron alicuotas de 0,5 ml. La CFBPasa eluy6 principalmente en las fracciones 3 a 5 las
cuales fueron juntadas (por lo general la presencia de la enzima en las distintas fracciones se
confirmoé midiendo actividad en placas de microtitulacion).

3) Solucién de lavado (NaAcO 30 mM (pH 5,2), NaCl 1 M). Se empleo para terminar de
eluir el resto de la muestra y asi poder reutilizar la columna.

Las fracciones con la muestra se concentraron por centrifugacion en dispositivos

Centricon YM-10 (Amicon).

Purificacion completa (columna Superdex-200)

La muestra obtenida en el paso anterior de purificacion fue sembrada utilizando un loop
de 500ul en una columna analitica de tamiz molecular Superdex-200 (Amersham Biosciences,
Suecia) corrida en un aparato de HPLC (Jasco). La solucién de equilibrio y elucion fue
NaAcO 30 mM (pH 5,2), NaCl 100 mM que se corrid a un flujo de 0,5 ml/min. Las fracciones

de CFBPasa asi eluidas fueron concentradas de la manera ya descrita.

Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion de proteina fue empleada para el calculo de la actividad especifica en las
diferentes variantes de CFBPasa. Para ello se utilizo el método de Lowry et al/ [117] usando

seroalbumina bovina como estandar en la curva de calibracion.

Obtencion de las formas oxidadas y reducidas de CFBPasa

Forma oxidada: Las distintas variantes de CFBPasa se oxidaron espontdneamente luego
de la purificacion completa antes descrita. Es indispensable el paso por la columna de tamiz
molecular luego de la columna DEAE. Igualmente para estabilizar la enzima en el pH de
catalisis, se efectu6 una preincubacion en tubos eppendorf con Tris-HCl 75 mM (pH 7,9)
durante 1 h 30 min a 25 °C. La concentracion de enzima vari6 alrededor de 50 pg/ml.

Forma reducida: En general la reduccion se llevo a cabo en tubos eppendorf durante 3 h a
25 °C en una solucion de preincubacion (antes de la catalisis) que contenia Tris-HCl 75 mM
(pH 7,9), CaCl, 50 uM, FBP 3 mM y DTT 10 mM. La concentracion de enzima fue variable

segln cada experimento aunque estuvo alrededor de 15 pg/ml.
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Medicion de la actividad CFBPasa

Se utilizaron dos métodos para medir la velocidad de catélisis de la CFBPasa: el método
con enzimas acopladas y el método de Chen para la deteccion del fosfato liberado. Este ultimo
fue el método mas extensamente aplicado. En todos los casos la catélisis se llevd a cabo a 25
°Cy la reaccion se inici6 agregando la enzima, preincubada como se indica anteriormente, a la
solucion de catlisis de tal manera de que se produjo una dilucién de 200 veces (en general 10

ul de enzima se agregaron a 1990 ul de solucion de catalisis).

Método con enzimas acopladas

La solucion de catalisis contuvo: fosfoglucosa isomerasa 50 pg/ml, glucosa 6 fosfato
deshidrogenada 50 pg/ml y B-NADP 400 uM ademas del buffer, FBP y Mg*" cuyas cantidades
se indican en cada caso. La primer enzima transforma F6P (producto de reaccion de la
CFBPasa) en glucosa 6-fosfato. La segunda enzima transforma la glucosa 6-fosfato en 6-
fosfogluconato en presencia de NADP que se reduce a NADPH.

La formacion de NADPH se sigui6 espectrofotométricamente en tiempo real a 340 nm
usando cubetas de cuarzo termostatizadas a 25 °C. Los datos fueron tomados cada 2 seg.

El NADPH fue cuantificado por medio de una curva de calibracién que se construyd para
un rango de concentracion entre 25 uM y 160 uM de NADPH. Se eligio la cuantificacion por

absorbancia en vez de fluorescencia porque mostrd un mayor rango de linealidad.

Método de Chen

La reaccion fue llevada a cabo en tubos de ensayo de vidrio a 25 °C. Los componentes de
la solucién de catalisis se detallan en cada experimento sin mas agregados. La reaccion se
detuvo con la solucion de Chen (cantidad 1:1 con la solucion de catélisis) para la
cuantificacién del Pi liberado. Esta solucion estuvo compuesta por: acido sulfurico 1,2 N,
molibdato de amonio 0,5 % (p/v) y acido ascorbico 2 % (p/v) [73]. Para permitir el desarrollo
del color se esperd 1 h a 25 °C. Posteriormente se midid la absorbancia a 820 nm y la
concentracion de Pi se calculd por medio de una curva de calibracidon construida para un rango

de concentraciones entre 15 pM y 150 pM.
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Adquisicion de datos

En ambos casos la formacién de producto se siguid con un espectrofotdmetro Hitachi
220A de doble haz. En la celda de referencia se coloco agua. El aparato contaba con una placa
RS232 a través de la cual se pudieron enviar los datos a una computadora por uno de sus
puertos seriales. Dichos datos fueron tomados directamente en una planilla de célculo Excel
por medio de un pequefio programa que escribimos para tal fin. El programa fue escrito en
lenguaje Visual Basic for Applications (VBA) y requirio la instalacion de un driver para

permitir la comunicacion con el espectrofotometro (NETcomm OCX Driver).

Técnicas aplicadas a proteinas

Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

En todos los casos se aplico la técnica de electroforesis en gel desnaturalizante (SDS),
discontinuo y con alta concentracion de Tris y Tricina ([113] capitulo 10). Las muestras
proteicas se diluyeron en una solucion con Tris-HCI 50 mM (pH 8,4), SDS 2 % (p/v), DTT
12,5 mM, glicerol 10 % (v/v) y Bromofenol Blue. En general no se requiri6 el calentamiento
de la muestra previo al sembrado en el gel. Las proteinas en el gel se revelaron con Coomasie

Brillant Blue R-250.

Deteccion inmunologica de proteinas inmovilizadas en membrana (Western
Blot)

Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida y posteriormente las
proteinas fueron electrotransferidas mediante el sistema semi-seco (semi-dry blotter, techware,
SIGMA-ALDRICH) a una membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,2 um, Bio-Rad)
segun protocolos ya establecidos ([113] capitulo 10). Como suero primario se us6 un anti-
CFBPasa de colza (recombinante) hecho en conejo y como suero secundario un anti-IgG de
conejo hecho en cabra conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma). El revelado fue por incubacion

de la membrana con NBT/BCIP (Gibco) segun las recomendaciones del fabricante.

Dicroismo circular

Los experimentos de dicroismo circular fueron hechos en un espectro polarimetro Jasco J-

810 (Nikota, Japon) con control de temperatura Peltier. Los datos son informados en

118



Materiales y Métodos

elipticidad molar por residuo (0. ) €n unidades deg cm? dmol™! que normaliza por paso de luz,

concentracion y numero de enlaces peptidicos. Para ello se aplico la siguiente formula:
Omrw = (0. Munrvy)/(10.c.1) donde
0 = la sefial medida (mdeg).

Mrw = el peso molecular promedio. Se calculd haciendo el cociente entre el peso
molecular del monomero de la CFBPasa (39000,64 Da) y el numero total de residuos (358).
Por lo tanto My = 108,9 g/mol.

¢ = la concentracion de la enzima. En general estuvo alrededor de 0,15 mg/cm’.

1= el paso de luz (1=0,1 cm).

(Empleando las unidades mencionadas en cada caso el numero 10 de la formula
transforma mol en dmol).

Los espectros en el UV lejano fueron obtenidos tomando valores cada 0,2 nm y se
promediaron tres espectros para cada muestra.

En los experimentos con gradiente de temperatura se tomaron valores cada 0,5 °C y se
realizaron a una velocidad de 3 °C/min. Para suavizar las curvas que se obtuvieron de esta

manera cada valor medido fue promediado con los tres anteriores y los tres posteriores.

Screening de la actividad fosfatasa

El esquema general del método de screening se resume en la Figura 16. Todo el
procedimiento fue llevado a cabo a 37 °C. Se partié de diluciones adecuadas de cultivos
liquidos “over night” o de gliceroles de E. coli para luego plaquearlas sobre una membrana de
nitrocelulosa. Salvo indicacion contraria, se utilizaron membranas de nitrocelulosa con soporte
(tamafio de poro 0,2 um, Bio-Rad). En otros casos se emplearon membranas de nitrocelulosa
sin soporte (Gibco). El medio de cultivo siempre fue agar-LB suplementado con ampicilina
100 pg/ml.

Una vez que las colonias alcanzaron un diametro de 1 mm (24 h después de plaquear,
aproximadamente), la expresion de la CFBPasa clonada en el vector pET se indujo con 0,2 ml
de IPTG 40 mM aplicados sobre el agar. Por otra parte, la expresion de las enzimas clonadas
en el vector pBAD se indujo con 0,2 ml de L-Arabinosa 10 % (p/v) y se reprimi6é con 0,2 ml

de Glucosa 10 % (p/v), esta ultima aplicada antes del plaqueo.
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Luego de 3 h la membrana de nitrocelulosa con las colonias fue retirada de la placa de
cultivo y colocada sobre un papel de filtro Whatman 3MM embebido en agua. Se repitid este
paso de lavado varias veces y finalmente se coloc6 la membrana sobre un papel de filtro
Whatman embebido en la solucion de catélisis correspondiente (ver en cada caso). En ninglin
momento las colonias estuvieron en contacto directo con los papeles de filtro pero se cuido
que éstos estuvieran lo suficientemente himedos como para mojar la membrana, sin inundar
las colonias, durante 10 min cada vez.

La membrana de nitrocelulosa fue retirada y guardada en la placa de cultivo original para
conservar las colonias. El papel de filtro correspondiente a la catalisis fue sumergido
rapidamente (ca. 2 seg) en la solucion de Chen para la deteccion del fosfato liberado [73] e
inmediatamente se lo colocd sobre papel absorbente para remover el exceso de liquido y

esperar la aparicion de las manchas azules.

Modelado molecular

La estructura tridimensional de la CFBPasa de colza fue obtenida a partir de su secuencia
y las estructuras cristalograficas de su contraparte de espinaca (1SPI) y de arveja (1D9Q,
1DCU) seglin se indica en cada caso. Para ello se utilizo el sitio de internet del Swiss-Model
[84] (ver Direcciones de internet). Para visualizar las estructuras y generar las imagenes se usé
el programa Swiss-PdbViewer (v3.7).

El procedimiento para optimizar el modelado en la regiéon de una mutacion fue el
siguiente: a) Se envid la secuencia mutada al Swiss-Model en el modo “First Approach”
determinando el molde a utilizar. b) Sobre la base del modelo devuelto se seleccionaron todos
los aminoacidos que estuviesen 6 A de distancia al amino4cido mutado. Se obtuvieron los
rotameros optimizados segun la herramienta “Quick and dirty” del Swiss-PdbViewer. c) El
modelo asi obtenido fue reenviado al Swiss-Model en el modo “Project (optimise)”. Este

resultado fue considerado el modelo final.
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Direcciones de internet

COG, Clusters of Orthologous Groups [12]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG

Clasificacion filogenética que divide a la FBPasa en cinco grupos.

PDB, Protein Data Bank

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Desde este sitio se bajaron las estructuras cristalograficas y la informacion relacionada.

PROSITE, Database of protein domains, families and functional sites [31]

http: ca.expasy.org/prosite

Se obtuvo el motivo de secuencia que identifica la actividad FBPasa.

SCOP, Structural Classification of Proteins [13]

http: scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop

Se identificaron las dos familias estructurales a las que pertenecen las FBPasas.

SIM, Local similarity program [118]

http://ca.expasy.org/tools/sim-prot.html

Se usO para calcular los porcentajes de identidad entre pares de proteinas.

Swiss-Model, An Automated Comparative Protein Modelling Server [84]

http: swissmodel .expasy.org

Se us06 para modelar la estructura tridimensional de la CFBPasa de colza a partir de su

secuencia aminoacidica.
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Listado de las estructuras cristalograficas de la FBPasa

La informacion fue tomada del Protein Data Bank para las estructuras cristalograficas
existentes hasta el momento de la FBPasa (EC 3.1.3.11). En cada caso se¢ indica la fuente de la
enzima utilizada mostrandose entre paréntesis las mutaciones si no se trata de la forma nativa.
Asimismo se enumeran el tipo y cantidad de ligandos, la cita del articulo correspondiente, su
afio de publicacion y las paginas de la presente tesis donde se hace referencia a la cita. Los

registros se ordenan de acuerdo al afio de publicacion en forma descendente.

PDB Fuente Ligando Afno Cita  Paginas
ID
2GQ1 E. coli 3 SO, 2006 [50] 15
2FIX Humano 870
2006 [41] 13

2FIE Humano A74

2FHY Humano Mg, A37 2006 [42] 13
1YXI Cerdo (AS54L) 3 Mg, 2 Pi, F6P

1YYZ Cerdo (A54L) 2 Mg, Pi, F6P, AMP 2005 [52] 15, 16
1YZ0 Cerdo (AS54L) 2 Mg, F6P, AMP
1UMG Archaea 4 Mg, MPD, 2FP 2004 [17] 6
1LEV Cerdo 4 Mn, 2 F6P, 2 CLI 2003 [40] 13
INUW Cerdo 4 Mg, PO3, F6P

INUX Cerdo 3 Mg, PO3, F6P 2003 [53] 16, 99
INUY Cerdo 3 Mg, F6P, 2 Pi

INUZ Cerdo 3 Mg, F6P, 2 Pi

INVO Cerdo 3 Mg, Tl, F6P, 2 Pi

INV1 Cerdo 2 Mg, 6 Tl, F6P, 2 Pi

INV2 Cerdo 2 Mg, 6 Tl, F6P, 2 Pi

INV3 Cerdo Mg, 4 T, F6P, 2 Pi 2003 [54] 17,99
INV4 Cerdo 2 Mg, 3Tl, F6P, 2Pi

INVS5 Cerdo 2 Mg, 6 Tl, F6P, 2 Pi

INV6 Cerdo 2 Mg, 5 Tl, F6P, 2 Pi

INV7 Cerdo 2 Mg, 8 T1, 2 Pi, 2 F6P, 2 AMP

1Q9D Cerdo 4 Mg, 4 Pi, 2 F6P, 2 OI1 2003 [44] 13
1KZ8 Cerdo 2 Mn, 2 F6P, 2 AMP, 2 PFE 2002 [43] 13
1LBV Archaea

1LBW Archaea

1LBX Archaca 4 Ca, 2 IPD 2002 [16] 6
1LBY Archaea 2 Pi, 6 Mn, 2 F6P

1LBZ Archaea 6 Ca, 2 FBP

1EYI Cerdo 2 Mg, F6P, 2 Pi

1EYJ Cerdo 2 Mg, 2 Pi, 2 F6P, 2 AMP 2000 [29] 8,10, 14
1EYK Cerdo 2 7Zn, 2 Pi, 2F6P, 2AMP

125



1FJ6
1FJ9
1BK4
1D9Q
1DBZ
1DCU
1CNQ
1FSA
IRDX
IRDY
IRDZ
1FPD
IFPE
1FPF
1FPG
1FPI
1FPJ
1FPK
IFPL
1SPI
IFRP
IFTA
IFBC
1FBD
1FBE
IFBF
IFBG
1FBH
1IFPB
AFBP
SFBP
IFBP
2FBP
3FBP

Cerdo (Y5S7TW)
Cerdo (Y57W)
Conejo
Arveja
Arveja (C153S)
Arveja
Cerdo
Cerdo (K42A)
Cerdo (R243A)
Cerdo (R243A)
Cerdo (R243A)
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Espinaca
Cerdo
Humano
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo
Cerdo

3 Zn, F6P, 2 Pi
4 Zn, 2 Pi, 2 F6P, 2 AMP
Mg, 2 SO4

3 Zn, Pi, 2 F6P

2 Mn, 2 F6P, 2 AMP
2 F6P

2 F6P, 2 AMP

2 F6P, 2 AMP
4 Mn, 2 AMP, 2 AHG
4 Mn, 2 AMP, 2 AHG
4 Mn, 2 AMP, 2 AHG
4 Mn, 2 AMP, 2 AHG
6 K, 2 AMP, 2 AHG

AMP, 2 AHG

AMP, 2 AHG

2 Zn, 2 FDP, 2 AMP
4 AMP
2 Mg, 2 AHG
4 Mn, 2 AHG
4 7Zn, 2 AHG
2 Mg, 2 AHM
2 Mn, 2 AHM
2 BFP, 2 AFP
3 FDP
4 AMP
3 F6P
2 Mg, 2 F6P, 2 AMP

2 FDP

2000
1999

1999

1998
1996

1996

1995

1995

1995
1994
1994

1993

1992
1991
1991
1990

1990

[32]
[120]

[121]

[122]

[35]

14

18, 19, 20,
103, 105, 107

8, 11,13,14

110

8, 18,19, 20
11

11,99
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Deduccion de las ecuaciones que expresan las concentraciones de equilibrio
entre FBP y Mg™*

Todas las ecuaciones necesarias para el calculo de las concentraciones de los distintos
compuestos que surgen del equilibrio entre FBP y Mg®" se enumeran en la Tabla 5 la cual
puede ser copiada en una hoja de calculo para la evaluacion automatica de los valores. A
continuacion se muestra la deduccion de dichas ecuaciones conservando la numeracion Dn

para cada ecuacion de la tabla.

Concentraciones iniciales

Corresponden a las concentraciones conocidas y totales de FBP, Mg*" y H" (pH).

@1 [FBP|.
D2)  EMg* i

@3)  fH H=10""

Concentraciones en el equilibrio

Son las concentraciones que se busca calcular. Corresponden a los compuestos producto
de la disociacion acida del FBP y de los correspondientes complejos con Mg**. No se

consideran las especies que predominan a pH acido.

D4)  FFBP*{
Ds)  FHFBP™
(D6)  BH,FBP> I
D7) EMgFBP*
D8)  OMgHFBP [

D9)  EMg? §(libre)
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Ecuaciones a resolver

Estas ecuaciones relacionan entre si a todas las concentraciones enumeradas
anteriormente. Son dos ecuaciones de masa y cuatro ecuaciones de equilibrio de disociacion.
Los valores de las constantes de disociacion (D10, D11, D12, D13) fueron tomados del trabajo

de Boiteux et al. [125] que a su vez se basa en mediciones hechas anteriormente [126].

(14) [FBP|, = FBP* £+ BHFBP* §+ [H,FBP* 0+ IMgFBP* 3+ IMgHFBP"
(d15) Mg? [ = IMg® I+ IMgFBP* B+ AMgHFBP

_EFBPYH

D16) k= ——————=1,74x10" mM
FHFBP™ §
HFBP* BAH’

(D17 k, = ] HH_ H: L1x107° mM
AH,FBP* {
FBP* HEMg*

(D18) k= ] 1:Mg H: 2mM
AMgFBP* |
HFBP* §AMg*

(D19) k, = s il _g E: 7,59mM
AMgHFBP" §

Deduccion

El objetivo es expresar las concentraciones en el equilibrio (D4 a D9) en funcion de las
concentraciones iniciales (D1 a D3) que son conocidas. Observamos que para ello tenemos
seis ecuaciones (D14 a D19) y seis incognitas (D4 a D9).

Inicialmente expresamos dichas concentraciones en funcién de [FBP*] y de valores
conocidos. Despejando en D16:

_ HEEFBPTE

1 HFBP*
(1) BHFBP' .
Multiplicando miembro a miembro D16 y D17 y despejando:

(2)  [H,FBPY = ol EEZBP i
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Despejando en D18:

_ BMg™ BEFBP
- C

(78]  AMgFBP* [

Multiplicando miembro a miembro D16 y D19 y despejando:

H §EMg™ BEFBP" &
kik,

4)  EVgHFBP =

Reemplazando en D15 con 3 y 4, tomando como factor comin [Mg**] y despejando:

2 r. Mg™ £
Mo B 5 FBP*E H GEFBP* AL
H“ L kK,
- Mg™ B
(%) M8 0 s A gE FBP* 0+ ]
kaﬁ k1k4 Hﬁ H

Reemplazando en 3 con 5:

MgFBP* 3= Mg” B FBPT
(6) 1 G

H o HQFBP4'Q+ k,

Reemplazando en 4 con 5:

H §Mg™ B, FFBP™ £

0 kk, [ _
H B+ 9% DoFBPY B+ Kk
EE ] . HE Ht kk,

IMgHFBP" =

(7)

Ahora lo que resta es expresar [FBP*] en funciéon de los valores conocidos. Para ello

reemplazamos en D14 con 1, 2, 6 y 7 tomando como factor comun a [FBP*]:
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(8)

Lo gl Mg g FBPE B EAMg" g FBP

[FBP], - H kk, DH H+D LBH g0 0o, kk, D .-
Hu e HgFBP4'g+ k, %HH A T%HFBP Ht kik,
3

14

1

—

Para facilitar la deduccion reemplazamos los factores que multiplican a [FBP*] en los tres
términos (salvo en el numerador del segundo y tercer término) por a;, a, y a; respectivamente.

Tenemos entonces que:

{ H' H g’ C
D21) g =01+ H+H ally
5k kk L
0 k. BHREC
D22) @, =01+ Jiadlil
kik, T

I
(D23) g, = DHH Ht — ik, —0
0

3

Para pasar las [FBP*] que estan dividiendo al primer término hay que sacar el comin

denominador de los tres términos de la derecha:
= 1(a, FBP* B+ k,)(a,BFBP* B+ kk,| = 0,0, FBP* '+ (aykik, + ajk,) FBP* B+ kikik,
Nuevamente reemplazamos los factores que multiplican a [FBP*]:
(D24) b, = kkk,
D25) b, = a,kk, + ak,
(D26) b, = a,c,
De esta manera la ecuacion 8 puede ser rescrita asi:
PP, - ab, FBP B + ab FFBP* § + lebo FBP* B+ a, Mg §_FFBP* § + ...
b, FFBP* § + b BFBP" + b,

ot kk,IMg® B BFBP* 5+ o, BH' §AMg® §_FFBP* § + &, BH' BEMg? §_FFBP*
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Pasando el denominador al primer término y agrupando [FBP*] seglin las potencias queda

una ecuacion de la forma
) ¢ BFBPY I + ¢, FBP* T + ¢, FBP* B+ ¢,= 0

donde
D27) ¢, = -b[FBP|.

D28) ¢ = ab,+ kk,BMg* [ + k,BH BEMg* | - [FBP|,

D29) ¢, = ab + a,IMg* |+ a, BH EEIMg™ F_- b,[FBP|,

(D30) ¢, = ab,

La ecuacion 9 tiene tres soluciones para [FBP*]. De las tres soluciones la inica que da
valores reales y positivos (no lo demostramos) es la siguiente:

Z 27 (30163 - 622) _c

-2

2'"33¢, 3¢,Z 3¢,

(10) [EFBP* =

donde

1/3
2]

3
Z= ﬁ%lczq - 27¢c,c - 2¢,7 + \/4(30103 - 022) + (9010203 - 27¢,¢4” - 2023) H
La raiz cuadrada de la expresion anterior es negativa (no lo demostramos aqui) por lo

- 2 - .
tanto teniendo en cuenta que V-4 - Vi d - iNa podemos expresar Z de la siguiente manera:
(11) Z=x+tiy= (x‘+ iy')”3

donde

D31)  x'= 9¢,c,c, - 27¢,cy” - 2¢,

(D32) y'= \/—

Ahora lo que falta es encontrar x, y. Para ello hay que calcular la raiz ctibica de un

43¢c,- &)+ (9eicye, - 27,07 - 2c23)2)

nimero complejo. Si se expresa al nimero complejo en forma trigonométrica la formula para

{/;ﬁcosﬁe +32le ﬁ+ isenﬁg +32le ﬁﬁ dondek=0,1y2. La solucion

dicho calculo es
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adecuada en este caso aparece cuando k = 0 y la raiz cae entonces en el primer cuadrante de
las coordenadas polares (tampoco demostramos esto aqui). Por lo tanto calculando los
parametros r y 0 de la forma trigonométrica y aplicando la formula anterior podemos hallar (x,

y) de la ecuacién 10:

Harctg y%') H
(D33) x= §x'*+y'? cos—————"T
il [
[ [
Harctg y%') %
D34) y={x'*+ y'zsengfg
0 0
I I

La imagen de la funcion arctg() aqui expresada debe estar definida tal que exprese el
angulo 0 correspondiente a la forma polar del nimero x’ + iy’. Tener en cuenta que a partir de
la definicion en la ecuacién D32 y’ es siempre positivo por lo que 0 va a estar entre 0 y n. En
este sentido la funcion ATAN?2 de la planilla de calculo Excel cumple con los requisitos (y no
la funcion ATAN).

Finalmente tenemos que diferenciar la parte real de la imaginaria en la ecuacion 10. Para
ello reemplazamos a Z por la correspondiente expresion x +iy segin se define en 11 y
multiplicamos numerador y denominador por el conjugado de Z en el segundo término de la

derecha. La expresion resultante es:

. 1 Ox+ iy 21/3(30103_022)(x_iy) .
4 - -— —
HFBP H_ 303@ PRE Pty czﬁ

Ahora resulta sencillo separar la parte real y la imaginaria:

. 19« 21/3(30103 TG )x i
4 - i} -
(11) HFBP Hr@al B 3c, ﬁ 173 PR czﬁ
) 1 L y 21/3(36103_02))’D
FBP* = —lU==- 0
(12) f Himg 3c, Hzl/s 2ty H

La parte imaginaria resulta igual a cero (no lo demostramos) y la parte real es la solucion

del problema.
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En resumen, las incdgnitas D4 a D9 son resueltas en funcidén de pardametros conocidos por

las ecuaciones 11, 1, 2, 6, 7 y 5 respectivamente:

1 Uy 21/3(30103-022)x

(D4)  FFBP" §- _ﬁﬁ 21y
HH' BEFBP* §

D5 EHFBP* = ;
1

(Do) HH FBP? H E EEZBP4 E

ﬁMg2+ ET HFBP* §

(D7) MoFBP™ = ; kPHBO
Hu o HQFBP 2+ k,
H' BEMg* FBP*
oy Martee s L ﬁakkg 3, FBP
DgH g+ 4 EFBP4 g+ kk,
2. Mg™ B,
(D9) HMg H H ED .
H"s o HgFBP 1+ 1

Siendo necesario hallar los valores de los parametros definidos por las ecuaciones D21 a

D34 para calcular [FBP*] en D4.
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