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intracatenario formado entre dos Cys distantes en la estructura primaria, lo que la
mantendria compactada al desnaturalizarla con SDS. La incubacion con DTT restituye

totalmente la forma reducida de la enzima (carril 3).

Cabe destacar que no se descartan la formacion de otros puentes disulfuros o de
acidos sulfénicos que no causaran una compactacion apreciable, por lo que no se

visualizarian por este método.

Por otro lado, la oxidacion con NSP parece no producir una conformacion
distinta a la reducida (Carril 4), y su reduccion por DTT sélo parece producir una banda
mas difusa (carril 5). Como se explico en el apartado 4.1.5.4, esto podria deberse a una

protedlisis causada por la reaccion de Fenton (Fenton, 1894).

La oxidacion por H,O, fue evaluada bajo dos condiciones: a alta concentracion,
en la que se espera observar las bandas correspondientes a formas no revertidas por
agentes reductores, y a concentracion baja, en la que se sabe el DTT revierte casi en su
totalidad la oxidacion, por lo que se visualizarian las formas que si son revertidas. En
los carriles 8 se observan dos bandas (“Ox2” y “Ox3”) distintas a la advertida luego de
la oxidacion con diamida. Estas serian las correspondientes a formas no revertidas por
agentes reductores, como se ve en el carril 9. Sin embargo, no es sencillo saber a qué
residuos atribuir el efecto, ya que a esta concentracion de peroxido se oxidan Met, His,
Lys, Tyr y Trp, ademas de las Cys (Zhang, 2010). Los radicales libres también pueden
producir proteodlisis y otros efectos relativamente inespecificos. Finalmente, la
oxidacion causada por H,O; en baja concentracion (carril 6) produce igual efecto que el
observado luego de la oxidacion con diamida, el cual es revertido totalmente por

incubacion con DTT (carril 7).

4.1.5.7 Titulacidén de formas oxidadas de la PirPGKasa-1.

Para poder dilucidar cuantos aminoacidos estan involucrados en la oxidacion y
cuales son sus formas oxidadas, y asi plantear hipotesis sobre el mecanismo por el cual
la PtrPGKasa-1 se inactivaria por oxidacion, se decidio realizar estudios quimicos, ya
no cinéticos, de las Cys de la enzima. En primer lugar se titularon los tioles libres
accesibles al solvente con el reactivo DTNB, agente que reacciona con iones tiolatos

mediante una reaccion de intercambio tiol-disulfuro (Ellman, 1959). De esta forma se

131



Resultados y Discusion — Capitulo 1

cuantificaron 5 Cys en la conformacion nativa de la PrrPGKasa-1 y 6 cuando la enzima
era tratada con un agente desnaturalizante previo a la titulacion (Fig. 4.1.37 “Red”),
indicando la existencia de una Cys no accesible al solvente o no susceptible al ataque

por oxidantes.

En el paso siguiente se decidio titular las Cys sensibles a la oxidacion. Para esto
se utilizd el reactivo alquilante é4cido iodoacético (IAA). Este reactivo reacciona
irreversiblemente con tioles libres en una sustitucion nucleofilica formando el
correspondiente derivado carboximetilo (Zander y col., 1998). En primer lugar se
realizd un estudio cinético de la inhibicién causada por IAA sobre la P#rPGKasa-1
mediante ensayos de actividad enzimatica idénticos a los realizados con los oxidantes
en el apartado 4.1.5.2, hallandose una k’" igual a 1,1 M s™. De esta forma se constatd
que las Cys de la PtrPGKasa-1, al menos las responsables de la pérdida de AE, fueran
susceptibles a la metilacion, la cual seria completa luego de una hora de incubacion, a
25 °C, con una concentracion de 2 mM del agente metilante. Conocido esto, se decidid

llevar a cabo la siguiente experiencia para titular las Cys susceptibles a la oxidacion:
1) Oxidacion de la PrrPGKasa-1 con diamida 1 mM por 20 min.

2) Alquilacion con TAA 2 mM durante 60 min: solo se alquilaran las Cys

que no se hayan oxidado.

3) Reduccion con DTT 5 mM, 20 min: sélo se reduciran los tioles en estado
oxidado. Las Cys metiladas quedaran como tales ya que esta modificacion no es

revertida por agentes reductores.

4) Titulacion con DTNB de las Cys reducidas: en este paso solo se titulan

las Cys que hayan sido susceptibles a la oxidacion en el primer paso.

Todas las incubaciones se realizaron en buffer B, [PtrPGKasa-1] = 12 uM, T =
25 °C. Luego de la incubacion con cada reactivo, se lavo el exceso del mismo mediante

ciclos de dilucion-concentracion, antes de agregar el agente siguiente.

La titulacion final con DTNB mostro que 5 Cys son susceptibles a oxidacion
(Fig. 4.1.37 “Diam + IAA + DTT”), coherente con lo explicado anteriormente. La
existencia de un nimero impar de tioles involucrados en la oxidacion llevo a pensar en
la probabilidad de que exista la formacion de al menos un acido sulfénico no transitorio,

es decir, que no sea luego transformado a puente disulfuro.
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Los -SOH son muy inestables por su elevada reactividad debida a su caracter
electrofilico, lo que los hace muy susceptibles al ataque de nucleofilos. Sin embargo se
han logrado cristalizar formas estables de este estado de oxidacion en proteinas como la
flavoproteina Npx (Yeh y col., 1996), tiofenetripticeno (Ishii y col.,, 1996),
4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (Tripolt y col., 1993). Lui ha sugerido que la estabilidad del
sulfénico se veria favorecida por un ambiente apolar ademas de, por supuesto, la
ausencia de un tiol vecinal con quien reaccionar y formar un puente disulfuro de mayor
estabilidad (Liu, 1977). Por otro lado, la ionizacion a sulfenato y la formacion de
puentes hidrégeno también resultarian estabilizantes. Por todo lo expuesto resulta de
interés la visualizacion y deteccion de este estado de oxidacion, para lo que se han

propuesto varios métodos:

v Reduccidn con arsenito de sodio: arsenito reduce especificamente -SOH,

y no puentes disulfuro (Radi y col., 1991; Saurin y col., 2004).

v’ Titulaciéon con 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1, 3, diazole (NBD): este
agente forma aductos con los -SH y con los -SOH que absorben a 420 nm y 347 nm,

respectivamente (Ellis y Poole, 1997).

Se ensayd en primer lugar la reduccion de -SOH mediante la incubacion con
arsenito. Para esto se oxido6 la PrrPGKasa-1 con diamida 1 mM (20 min), H,O, 2 mM
(5 min) y H,O; 2 mM (20 min). Para cada condicion se titularon -SOH y Cys oxidables

segln:

A. Titulaciéon de -SOH: se lavo el oxidante mediante ciclos de

dilucion-concentracion, y se incubo con arsenito de sodio 10 mM durante 60 min. En
este paso s6lo se reducen los -SOH. Se volvi6é a lavar para quitar el arsenito y se
titularon los tioles con DTNB. Cabe aclarar que el arsenito de sodio resulta inhibidor de
la PtrPGKasa-1 por lo que este ensayo no puede realizarse midiendo recuperacion de

actividad enzimatica de la forma en que se hizo para DTT o Trxs.

B. Titulacién de tioles susceptibles a oxidacién: igual procedimiento

que el descripto en las paginas anteriores, pasos 2 a 4 (alquilacion con [IAA, reduccion

con DTT y titulacion con DNTB).

C. Titulacién de tioles susceptibles a oxidacién de la enzima

desnaturalizada: igual procedimiento que el descripto en las paginas anteriores, pasos 2
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a 4, pero con la adicion de un tratamiento desnaturalizante previo a la titulacion con
DTNB: alquilacion con IAA, reduccion con DTT, desnaturalizacion de la PtrPGKasa-1

con urea y titulacion con DNTB de los tioles resultantes.

Todas las incubaciones se realizaron en buffer B, [PtrPGKasa-1] = 12 uM,
T=25°C.

Los resultados obtenidos se observan en la Fig. 4.1.37. En cuanto a la oxidacion
con diamida, se observan 5 Cys oxidadas, las cuales serian revertidas por DTT (“Diam
+ IAA + DTT”) pero no por arsenito (“Diam + As”). Esto es coherente con el hecho de
que no existiria un -SOH en este caso, sino la formacion de un aducto
PGKasa-SO-diamida, el cual no seria revertido por accion del arsenito de sodio. Al
desnaturalizar la PtrPGKasa-1 resultante del tratamiento con diamida, la Gnica Cys que
se cuantifica seria la no susceptible a oxidacion, ya sea con o sin posterior reduccion
con arsenito. Esta Cys seria sensible a la alquilacion por [AA, pero no a la oxidacion
por diamida, H,O, o DTNB. Se ha decripto este tipo de comportamiento para la
albumina de huevo, sugiriéndose que la Cys seria accesible al solvente, pero no reactiva
frente a oxidantes (Anson, 1940). La oxidacion causada por H,O, a tiempos cortos lleva
a la titulacion de 5 Cys oxidables [“H,O, (5 min) + IAA + DTT”], una de las cuales
formaria un -SOH [“H,0, (5 min) + As”]. En cambio, al incubar la enzima con este
agente durante un periodo mas largo, s6lo son cuantificadas 4 Cys y ningun acido
sulfénico, lo que podria deberse a la sobre-oxidacion del -SOH a formas no revertidas
por DTT ni arsenito [“H,O; (20 min) + IAA + DTT” y “H,0; (20 min) + As”]. Los
resultados de las enzimas desnaturalizadas son equivalentes a los observados con

diamida.

Resulta claro que, de las 6 Cys de la PrrPGKasa-1, una no se oxida y 5 son
susceptibles a la oxidacion. De estas ultimas, una estaria oxidandose a -SOH y las

restantes 4 serian responsables de la formacion de dos puentes disulfuro.
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tiol / mondmero

Fig. 4.1.37: Titulacion con DTNB de tioles susceptibles a la oxidacion y de acidos sulfénicos de la
PtrPGKasa-1 nativa y desnaturalizada. La oxidacion se llevo a cabo con diamida 1 mM por 20 min
(“Diam”) y H,O, 2 mM durante 5 min [“H,0; (5 min)”] y 20 min [“H,0, (20 min)”], [PfPGKasa-1] =
12 uM. Dos métodos se aplicaron desde aqui: reduccion con arsenito 10 mM, 60 min (“+ As”) o
alquilacion con IAA 2 mM, 60 min, seguido de reduccion con DTT 5 mM por 20 min (“+ IAA +
DTT”). Los tioles libres resultantes de ambas técnicas fueron cuantificados mediante incubacién con
DTNB (barras gris oscuro). También se tratd la enzima con un agente desnaturalizante luego de cada
tratamiento, con posterior titulacion con DTNB (barras gris claro). Control sin oxidante titulado con
DTNB: “Red”.

Como se menciond previamente, los acidos sulfénicos pueden también ser
detectados y cuantificados mediante el uso del reactivo NBD (Ellis y Poole, 1997). Este
agente forma aductos con -SH o -SOH que absorben a 420 nm y 347 nm,
respectivamente. Utilizando como coeficiente de extincion 13.400 M cm™ para ambas
longitudes de onda, es posible cuantificar SH-NBD o SOH-NBD (Ellis y Poole, 1997).
Con este ensayo se confirmé la existencia de un -SOH (347 nm) y de un -SH no
oxidado (420 nm) en la enzima tratada con H,O, 2 mM durante 5 min (Fig. 4.1.38).
Como era de esperarse, las Cys de la PrrPGKasa-1 reducida se encontraban todas en la

forma de tiol.
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Fig. 4.1.38: Titulacion de -SOH vy tioles libres mediante cambios en las propiedades espectroscopicas
de NBD. La P#PGKasa-1 (12 uM) en sus formas oxidada (H,O, 2 mM, 5 min, curva roja) o reducida
(curva negra) fue tratada con NBD 0,8 mM durante 60 min.

4.1.5.8 Produccion, purificacion y caracterizacion de mutantes simples de

la PtrPGKasa-1.

Como se explico, la PrrPGKasa-1 tiene 6 Cys en las posiciones 21, 58, 77, 95,
214 y 312. Las cuatro primeras se encuentran muy cercanas al sitio de union de 3PGA y
las dos ultimas se encuentran en el dominio de union a ATP, pero lejanos del sitio de
catalisis. Las distancias entre las Cys de cada dominio se muestran en la Tabla 4.1.8
(apartado 4.1.5). Teniendo en cuenta la flexibilidad de las cadenas laterales y el hecho
de que el modelo pudiera no ser totalmente confiable en estas posiciones, ya que los
templados no presentan Cys en las mismas, cualquier puente disulfuro dentro de cada
dominio es factible. Sabiendo que la enzima cuenta con dos puentes disulfuro y un
acido sulfénico, se plante6 como objetivo dilucidar cuales son los aminoacidos
responsables de cada forma de oxidacion e inferir sobre el mecanismo por el cual la
PtrPGKasa-1 se inactivaria por oxidacion. Para esto se obtuvieron mutantes simples en
las que se cambid cada residuo Cys por una Ser utilizando la técnica QuickChange PCR
(Wang y Malcolm, 1999): C21S, C58S, C77S, C95S, C214S y C312S. Para esto se
utilizd6 como molde de la PCR el plasmido pET-19b/PtrPGKasa-1 que permite la

adicion de His en el extremo N-terminal, y los pares de oligonucledtidos “CXS-1” y
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“CXS-2” donde X es la posicion de la Cys a mutar, descriptos en la Tabla 3.1 de
Materiales y Métodos. Una vez confirmado mediante secuenciacion completa que la
unica mutacion que las proteinas contenian era la buscada, se transformaron células F.
coli Rosetta (DE3) y se procedio a la expresion y purificacion de las enzimas mediante
IMAC, de idéntica manera que para la PtrPGKasa-1-NHis. Todas las enzimas se
sobre-expresaron en forma soluble y activa. Como se observa en la Fig. 4.1.39, el grado
de pureza alcanzado fue similar para todas las mutantes, superando en todos los casos el

90%, calculado con el programa Lablmage 2.7.0.
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Fig. 4.1.39: SDS-PAGE 12,5% de los extractos purificados de las mutantes de la PtrPGKasa-1.

Las PtrPGKasas-1 purificadas fueron totalmente reducidas mediante la
incubacion con 2-ME 10 mM durante 30 min a 4 °C, luego de lo cual se quito el
reductor utilizando resinas de tamiz molecular y posterior concentrado de las enzimas.
De esta forma se obtuvieron las proteinas totalmente reducidas y activas en buffer B,
libres de reductor. Las actividades enzimaticas de todas las mutantes estuvieron en el

orden de la encontrada para la enzima salvaje (~ 40 U/mg).
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Para evaluar la afinidad de cada Pr#PGKasa-1 mutante por los sustratos se midio
AE en presencia de concentraciones saturantes y no saturantes de cada uno. Asi, en
primer lugar se mantuvo 3PGA en concentracion saturante (S mM) y ATP 0,5 mM. Se
calcul¢ el porcentaje de AE en esta condicion, siendo el 100% la AE obtenida cuando el
medio de reaccion contenia 5 mM de cada sustrato (V). La misma experiencia se
realizé con 3PGA 0,5 mM y ATP 5 mM. La concentracion de Mg®" se mantuvo siempre
igual a 5 mM. Para el caso de la actividad en presencia de ATP no saturante (Fig.
4.1.40, A), las mutantes exhibieron un comportamiento similar al de la enzima salvaje,
por lo que podria decirse que la afinidad por este sustrato no se veria afectada por las
mutaciones. Sin embargo, al evaluar las velocidades obtenidas con concentraciones no
saturantes de 3PGA, se observa un menor porcentaje de AE en las mutantes C218S,
C58S, C77S y €958, es decir en las enzimas cuyas mutaciones se encuentran cercanas
al sitio de unién a este sustrato (Fig. 4.1.40, B), por lo que podria suponerse una

disminucion en la afinidad por 3PGA.
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Fig. 4.1.40: Medida de Actividad Relativa (%) a concentraciones no saturantes de los sustratos ATP
(A) y 3PGA (B), siendo el 100% la actividad enzimatica de cada mutante a concentraciones saturantes
de ambos sustratos (5 mM cada uno). (A) ATP 0,5 mM y 3PGA 5 mM. (B) ATP 5 mM y 3PGA 0,5
mM. En ambas, [MgCl,] =5 mM.

Todas las medidas de actividad enzimatica de los estudios redox que contintian
fueron realizadas bajo concentraciones saturantes de sustratos: [ATP] = [3PGA] =

[MgCly] = 5 mM.

Se efectuaron los ensayos de oxido-reduccion para obtener los valores de
constantes cinéticas redox para las Pr#PGKasas-1 mutantes. Todas manifestaron el
mismo mecanismo de oxidacion de dos pasos que la enzima salvaje, descripto en el
apartado 4.1.5.1 (A). Como se ve en la Tabla 4.1.11, ninguna mutante perdié la
capacidad de inactivarse por agentes oxidantes. Por el contrario las C58S, C77S y C95S
resultaron claramente mas susceptibles a la oxidacion por diamida, exhibiendo mayor
afinidad por la misma (menor Kj). Este efecto también fue observado cuando el agente
oxidante fue H,0O,, pero en menor magnitud. En cambio, no se apreciaron

modificaciones significativas en las constantes cinéticas de la oxidacion con NPS.
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Salvaje C218 C58S C77s C95S C214S C312S
DIAMIDA
k’ (min™") 0,24 0,17 1,20 0,95 0,68 0,18 0,27
K; (LM) 82,0 52,0 10,3 7,11 6,05 144 50,0
k(M !'sT 49,0 55,0 1.940 2.220 1.860 21 89,0
NPS
k" (min™) 0,08 0,09 0,13 0,12 0,14 0,05 0,18
K; (LM) 437 438 725 410 464 1.000 1.840
kK M's™ 2,90 327 3,01 4,84 5,07 0,90 1,62
H;0,
k’ (min™") 0,16 0,10 1,22 0,40 0,25 0,08 0,15
K; (LM) 1.500 1.790 3.270 1.280 518 1.100 2.220
kK M!'s™h 1,77 0,93 6,22 5,15 8,08 1,18 1,10

Tabla 4.1.11: Constantes cinéticas correspondientes a la oxidacion de las mutantes de la PrrPGKasa-1 con los oxidantes diamida, H,O, y NPS. La incubacion de las

enzimas se realizaron a 25 °C, [PtrPGKasa-1] = 0,1 uM, en buffer B desgasificado, pH 8,0.
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Al ensayar reduccion por DTT de las Pr#rPGKasas-1 oxidadas con diamida, se
obtuvieron valores de constantes cinéticas similares a las de la enzima salvaje.
Asimismo, todas las mutantes exhibieron el mismo mecanismo de reduccion de un paso,

descripto en el apartado 4.1.5.1 (B).

Se analiz6 el efecto de cada mutacion sobre los valores de potenciales de
reduccion E,, de la PrrPGKasa-1, para lo cual se realizaron las titulaciones redox de
igual manera que para la enzima salvaje (apartado 4.1.5.5). Como se observa en la Fig.
4.1.42 (B), dos mutantes exhiben el mismo comportamiento bifasico y manifiestan dos
valores de E, similares a los de la enzima salvaje: C214S (-0,325 + 0,001 V y -0,297 +
0,001 V) y C312S (-0,325 + 0,003 V y -0,286 = 0,002 V). Por otro lado, mutaciones en
las Cys-21, 58, 77 y 95 tienen como consecuencia la pérdida del potencial redox mas
negativo, exhibiendo sélo un valor de E,;,, como sigue: C21S (-0,290 + 0,001 V), C58S
(-0,287 + 0,001 V), C77S (-0,284 + 0,001 V) y C95S (-0,291 + 0,001 V). Estos
resultados indicarian que los cambios producidos en esta zona, cercana al sitio de union
a 3PGA, conllevarian modificaciones en la tendencia de adquirir electrones de la
PtrPGKasa-1, en su electronegatividad. Esto sugiere un efecto “colaborativo” entre
estas Cys en la aparicion del primer centro redox, termodinamicamente mas sensible a

la oxidacion.
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Fig. 4.1.42: Titulacion redox de mutantes de la PirPGKasa-1. Grafica de Actividad Relativa (%),
siendo 100 % la maxima AEe alcanzada por cada enzima (0,1 uM), en funcion del potencial redox.
[2ME] + [HEDS] = 10 mM; pH 8,0; T = 25 °C; t de equilibrado = 30 min. Enzima salvaje (m).
(A) C21S (o), C58S (A), C77S (V¥) y C95S (@). (B) C214S () y C312S (»). Los valores
experimentales fueron ajustados a la ecuacion de Nerst para un sistema redox de dos electrones.
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Se realiz6 un SDS-PAGE no reductor al 8,5% de las enzimas mutantes de la
PtrPGKasa-1 en sus formas oxidadas. Cabe aclarar que todas las enzimas mutantes
reducidas migraron de la misma forma que la enzima salvaje. Las enzimas (2 uM en
buffer B) se trataron con diamida 1 mM durante 20 min a 25 °C y se sembraron 2 pg en
un SDS-PAGE en ausencia de agente reductor. Como se ve en la Fig. 4.1.43, solo las
mutantes C214S y C312S muestran ausencia de la banda “Ox1”, por lo que puede
concluirse que las Cys-214 y 312 estarian formando un puente disulfuro. Estos dos
residuos se encuentran distantes casi 100 aminoacidos uno del otro en la estructura
primaria, por lo que un enlace entre ellos se veria reflejado en un cambio de movilidad
electroforética apreciable en un SDS-PAGE. Sin embargo, este puente disulfuro no seria
el responsable de la pérdida de AE ya que las constantes cinéticas del fenomeno de
inactivacion por oxidacion para las mutantes C214S y C312S son similares a la de la
enzima salvaje (Tabla 4.1.11) y los perfiles de potenciales redox también son
coincidentes (Fig. 4.1.42). Las C218S, C58S, C77S y C95S no presentaron diferencias en
la movilidad electroforética. Por lo tanto, la banda “Ox1” no seria la conformacion de la
enzima responsable de la pérdida de actividad por oxidacion, ya que las C214S y C312S
no la presentan y, ain asi, son inactivadas. Los mismos resultados se obtuvieron
oxidando las proteinas con H,O, a bajas concentraciones y tiempos cortos. Todas las

oxidaciones fueron revertidas por DTT, recuperandose totalmente la banda “Red”.
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Fig. 4.1.43: SDS-PAGE no reductor 8,5% de las formas oxidadas de la P#PGKasa-1 y simples
mutantes. Las enzimas fueron oxidadas con diamida 1 mM durante 20 min a 25 °C, excepto por
“Salvaje Red” que es la enzima salvaje reducida. “Red” indica la forma reducida de la enzima y “Ox1”
la oxidada, de igual manera que en la Fig. 4.1.36. Se sembraron 2 pg de enzima en cada carril.
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Finalmente, se realizaron las titulaciones de -SOH y Cys oxidables con las
mutantes, de forma de poder adjudicar a cada residuo una forma oxidada e inferir sobre
el mecanismo de inactivacion por oxidacion sufrido por la PrrPGKasa-1. Para esto se

realizaron los mismos estudios que para la enzima salvaje (apartado 4.1.5.7):

1. Oxidacion con H,O, 0,5 mM durante 10 min a 25 °C. Esta concentracion
de agente oxidante y tiempo de incubacion fueron puestos a punto con el objetivo de

detectar los -SOH antes de que se sobre-oxidaran.
2. Desde aqui se realizaron tres cuantificaciones:
A. Titulacion de Cys oxidables.

B. Titulacion de Cys oxidables con desnaturalizacion previa de la

enzima.
C. Titulacidon de -SOH con arsenito.
3. Titulacidn de tioles libres con DTNB.

La cuantificacion de -SOH se estudidé también examinando los cambios en las

propiedades espectroscopicas del reactivo NBD.

Los resultados obtenidos en ambas experiencias se muestran en la Fig. 4.1.44

(A)y (B).
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Fig. 4.1.44: (A) Titulacion con DTNB de tioles susceptibles a oxidacion y de -SOH de las
PtrPGKasas-1 salvaje y mutantes. La oxidacion se llevd a cabo con H,O, 0,5 mM durante 10 min a
25 °C, [PtrPGKasa-1] = 12 uM. Dos métodos se aplicaron desde aqui: alquilacion con IAA 2 mM, 60
min, seguido de reduccion con DTT 5 mM 20 min (titulacion de Cys susceptibles a oxidacion: barras
gris oscuro) o reduccion con arsenito 10 mM, 60 min (cuantificacion de -SOH: barras gris claro). Los
tioles libres resultantes de ambas técnicas fueron cuantificados mediante incubacion con DTNB.
También se tratd la enzima con un agente desnaturalizante luego del tratamiento con IAA + DTT, con
posterior titulacion con DTNB (barras azules). (B) Cuantificacion de -SOH mediante cambios de las
propiedades espectroscopicas de NBD. NBD 0,8 mM reacciond durante 60 min con las enzimas
reducidas (linea de puntos) u oxidadas con H,0, 0,5 mM por 10 min (linea sélida): PrrPGKasa-1
salvaje (curva negra), C21S (roja), C58S (verde), C77S (azul), C95S (turqueza), C214S (violeta) y
C312S( ).
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Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la Fig. 4.1.44 se dedujo la
cantidad de puentes disulfuro y de -SOH que presenta cada PrrPGKasa-1, descontando

la Cys no susceptible a oxidacion. Este resumen se muestra en la Fig. 4.1.45.

N° de forma oxidada / monémero
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Fig. 4.1.45: Cantidad de puentes disulfuro (barras gris oscuro) y acidos sulfénicos (barras gris claro),
deducida a partir de los resultados de la Fig. 4.1.44 (A) y (B), para la P#rPGKasa-1 salvaje y sus
mutantes.

La primera conclusion que puede obtenerse es que, como se dijo, existe un
puente disulfuro entre las Cys-214 y 312 (Fig. 4.1.46). Cuando la Cys-214 no esta
presente (mutante C214S), se observa la pérdida de un puente disulfuro y su reemplazo
por un -SOH debido a la oxidacion de la Cys-312 (Fig. 4.1.44 y Fig. 4.1.45). El mismo
escenario se observa para la mutante C312S. Este puente disulfuro no estaria
involucrado en la pérdida de AE por oxidacion, ya que las constantes cinéticas de este
mecanismo y la titulacion redox se mantuvieron invariables con respecto a la enzima

salvaje (Tabla 4.1.11 y Fig. 4.1.42).

La Cys-77 es el aminoéacido responsable de la formacién de un acido sulfénico
en la PtrPGKasa-1 salvaje, el cual seria estabilizado por el ambiente apolar que lo rodea
y, por supuesto, por la ausencia de otro tiol cercano conque reaccionar (Liu, 1977).
Cuando este residuo estd ausente (mutante C77S), la cuantificacion mediante DTNB de
los residuos reducidos por arsenito de sodio y NDB no detectan ningun tiol. La Cys-77

podria ser la primera barrera al ingreso del agente oxidante a la enzima, por lo que su
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ausencia haria a la PrrPGKasa-1 mas susceptible a la inactivacion. Aunque la oxidacion
de este residuo es inactivadora para la enzima, la C77S refleja constantes cinéticas de
oxidacion mayores que las de la enzima salvaje (Tabla 4.1.11). De hecho, el mayor
cambio se observa con el agente oxidante diamida, lo que es coherente con la formacion
de un aducto enzima-SO-diamida en la Cys-77 que presentaria una barrera mayor que el
acido sulfénico resultante de la oxidacion con H,O,, en lo que a la entrada del oxidante
respecta. Este residuo se encuentra dentro de una a-hélice y, al realizar un alineamiento
con las PGKasas de diversos organismos, se observo que en lugar de esta Cys existe una
Val altamente conservada en esta posicion. La Arg-37, responsable de la union del
segundo fosfato de 1,3-bisPGA, se encuentra a 7 A de la Cys-77, y la Asn-24, que une
un OH de 3PGA, esta a 6 A de distancia (Fig. 4.1.46). Por todo esto, la oxidacién de la
Cys-77 podria acarrear cambios en la conformacion de la enzima y de los aminoacidos
adyacentes, altamente conservados e importantes para la union de uno de los sustratos,

que llevarian a inhibir la catalisis.

Por otro lado, la desaparicion de un puente disulfuro y la aparicion de un -SOH
extra en la mutante C58S indican que este residuo estaria involucrado en la formacion
del segundo puente disulfuro. Por lo tanto, de las dos Cys restantes (21 y 95), una debe
ser no susceptible a oxidacion y la otra el par de Cys-58 en la PtrPGKasa-1 salvaje. Los
resultados de la cuantificacion de las formas oxidadas de la mutante C21S indican que
la Cys-21 seria el residuo no susceptible a la oxidacion, ya que la ausencia de este
aminoacido no lleva a cambios en la titulacion de formas oxidadas con respeto a la
enzima salvaje (Fig. 4.1.44). Esto es coherente con la ausencia de cambios en las

constantes cinéticas de oxidacion observadas para esta mutante en la Tabla 4.1.11.

Las Cys-58 y Cys-95 formarian el segundo puente disulfuro. Mutaciones en
ambos residuos tienen como consecuencia una mayor sensibilidad de la PrrPGKasa-1 a
la oxidacion. Cuando la Cys-58 esta ausente (C58S), la Cys-95 forma un acido
sulfénico, como se observa en la Fig. 4.1.44. La Cys-58 podria ser responsable de
proteger a la Cys-95 de inactivacion irreversible, ya que si este ultimo no puede formar
un puente disulfuro reversible, aunque inactivador, seria susceptible a sobre-oxidarse a
acido sulfinico y sulfonico y la enzima seria inactivada irreversiblemente. La Cys-95 se
encuentra a 7 A de distancia de la Arg-119, aminoacido que forma puentes hidrogeno

con el tercer fosfato de 3PGA (Fig. 4.1.46). La alteracion en el tamafo, carga o
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densidad electronica de este residuo serian perjudiciales para el sitio de union a este
sustrato. De hecho, la mayor susceptibilidad de la C58S a la oxidacion por diamida
podria deberse a la formacion de un aducto en la Cys-95 que alteraria la estructura de
una forma mayor que el -SOH. Cuando el residuo ausente es la Cys-95, la Cys-58 se
oxidaria en primer lugar a un -SOH altamente reactivo, el cual reaccionaria y formaria
un puente disulfuro con la Cys-21 cercana (a ~ 8 A de distancia) (Fig. 4.1.46). Es por
esto que la C95S presenta dos puentes disulfuro y un 4cido sulfénico, convirtiéndose
Cys-21 en un residuo susceptible a la oxidacion, s6lo cuantificable en la enzima
desnaturalizada (Fig. 4.1.44). El estado reducido de la Cys-21 pareceria ser importante
para mantener el sitio de unién a 3PGA en la conformacion correcta para la catalisis, ya
que es adyacente al Asp-22 (responsable de la uniéon de un OH de 3PGA) y cercano a la
Arg-37 (7 A) y a la His-60 (6,5 A), que forma puentes hidrégeno con los fosfatos del
sustrato (Fig. 4.1.46). Todo lo expuesto seria la causa de que la mutante C95S presente

una k’” mayor que la PrrPGKasa-1 salvaje.
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Fig. 4.1.46: Modelo tridimensional de la P#rPGKasa-1 en su conformacion abierta. La enzima se
muestra en representacion Cartoon, las Cys en Bond y coloreadas por elemento (C en blanco, N en
azul, S en amarillo y O en rojo). (A) Zona de unioén a 3PGA. Se muestran las Cys-21, 58, 77 y 95. La
distancia entre las Cys-58 y 95 se indica en A. Se colorean en rojo los residuos involucrados en la
union a 3PGA. 3PGA se representa como ball and stick y se colorea por elemento. (B) Ubicaciones de
las Cys-214 y 312. La distancia entre ellas se encuentra en A, indicando la posicién del puente
disulfuro.
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Estas hipotesis fueron respaldadas al realizarse el ensayo de dependencia de la
aparicion de inactivacion irreversible en funcion del tiempo de incubacion con peroxido
de hidrogeno. Las PtrPGKasas-1 (0,1 uM) se incubaron con H,O, 1 mM a 25 °C,y a
distintos tiempos se tomaron alicuotas y se las dejo en contacto con DTT 20 mM
durante 15 min para asegurar reduccion total de las Cys reversiblemente oxidadas. Los
resultados de Actividad Relativa (%) medidos se muestran en la Fig. 4.1.47. Las
mutantes C21S, C95S, C214S y C312S se comportan de forma similar a la
PtrPGKasa-1 salvaje. Sin embargo la aparicion de formas oxidadas irreversibles es mas
rapida para la C58S, coherente con la formacion de un nuevo acido sulfénico en la
Cys-95, el cual es atacado por H,O, mas rapidamente que los puentes disulfuros, por ser
mas inestable y reactivo. En cambio, cuando la Cys-77 esta ausente (C77S), el grado de

oxidacion irreversible es menor, conforme con la desaparicion de -SOH.
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Fig. 4.1.47: Dependencia de la inactivacion irreversible de la PtrPGKasa-1 y sus mutantes en funcioén
del tiempo de oxidacion. Las enzimas (0,1 uM) se incubaron con H,O, 1 mM a 25 °C, y a los tiempos
indicados se tomaron alicuotas y se las redujo con DTT 20 mM durante 15 min. Se midi6é Actividad
Relativa (%) recuperada luego de la reduccion. Enzima salvaje (m), C21S (o), C58S (A), C77S (V),
C95S (@), C214S () y C312S ().

Aunque ninguna PrPGKasa-1 mutante simple perdié la susceptibilidad a
oxidarse, resulta evidente que, aunque no son esenciales para la actividad enzimatica,
las conformaciones, tamafios y/o densidades electronicas de las tres Cys-58, 77 y 95 son

muy importantes para mantener la estructura cataliticamente correcta de la enzima. El
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mecanismo oxidativo que llevaria a la pérdida de actividad enzimatica involucra
conjuntamente la oxidacion de Cys-77 a acido sulfénico y la formacién de un puente

disulfuro entre las Cys-58 y 95.

4.1.6 Actividad enzimdtica chaperona de la PtrPGKasa-1.

Con el fin de encontrar una razon para el fenomeno de 6xido-reduccion de la
PtrPGKasa-1, se pensoé la posibilidad de que esta enzima actuara sobre otras proteinas
celulares oxidadas y las redujera, actuando como intercambiadora de tioles/disulfuro
con sus proteinas blanco. Para evaluar esta hipotesis, se realizo el ensayo de reduccion
de insulina utilizado para medir actividad de Trx (Holmgren, 1979). La insulina esta
compuesta por dos cadenas, A y B, unidas por dos puentes disulfuro intercatenarios. La
molécula entera es soluble pero la cadena B libre no lo es. La Trx cataliza la reduccion
de los puentes disulfuro de la insulina, en presencia de DTT, llevando a un aumento en
la turbidez medible espectrofotométricamente a 630 nm (Holmgren, 1979). El DTT por
si solo produce la reduccion y precipitacion de insulina, pero la presencia de la Trx

incrementa considerablemente la velocidad del fenomeno.

Se analiz6 entonces la capacidad de la PrrPGKasa-1 de reducir la insulina a
30 °C en presencia DTT 0,5 mM. Contrariamente a lo esperado, no se observé aumento
en la turbidez en el tubo que contenia la enzima, ni atn al tiempo al que el blanco con
DTT comenzé a precipitar (Fig. 4.1.48), lo que llevo a pensar que la PrrPGKasa-1

ejerceria un efecto protector contra la precipitacion de la cadena B de la insulina.
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Fig. 4.1.48: Ensayo de reduccion de insulina por la P#rPGKasa-1 (16 uM, A). La reaccion fue
realizada a pH 7,5, 30 °C, en presencia de insulina 0,13 mM y DTT 0,5 mM. Control positivo: EcoTrx
4 uM (e), blanco sin enzima (m).

Este ensayo es también utilizado para medir actividad chaperona, ya que la
presencia de la misma inhibe la aparicion de turbidez retardando la precipitacion de la
cadena B de la insulina (Vargas-Suarez y col., 2004), por lo que se decidi6 analizar si la
enzima PtrPGKasa-1 presentaba actividad chaperona. En primer lugar, se ensay¢ si la
presencia de los sustratos modificaba la capacidad de la PrrPGKasa-1 de inhibir la
precipitacion. Se ensayaron los efectos de ATP-Mg, 3PGA, y 3PGA + ATP (Fig.
4.1.49), ninguno de los cuales modificé la capacidad de la enzima de impedir la

aparicion de turbidez.

151



Resultados y Discusion — Capitulo 1

0,06
]
o
o
o n
0,04 b i o
s "
/. r
£ S’ s
o ° w
@ / s
“0 0,02} ; /
g » /. /.
.. .,.
! J o
,.1_...,,.{‘ P
000} ﬂ‘l’ff‘ﬁ'*“f‘q'ﬁ’ N IO
0 40 80 120 160
t (min)

Fig. 4.1.49: Ensayo de reduccion de la insulina por la PrPGKasa-1 (16 uM) en presencia de sustratos
(1 mM): ninguno (A), ATP-Mg (V¥), 3PGA (@), ATP + 3PGA (). La reaccion fue realizada a pH
7,5, 30 °C, en presencia de insulina 0,13 mM y DTT 0,5 mM. Control positivo: EcoTrx 4 uM (e),
blanco sin enzima (m).

La Ga3PDHasa es una enzima que precipita a 43 °C. Por esta propiedad se la
utiliza como sustrato para la medicion de actividad bioldgica de chaperona de otras
proteinas que pueden protegerla de tal agregacion térmica (Lee y col., 1995). Para
ensayar tal actividad de la Pr#PGKasa-1 se utilizo la Ga3PDHasa de Triticum aestivum
(trigo), llamada 7aeGapC (ntimero de acceso: EF592180), una enzima homotetramérica
de 36,6 kDa / monomero. Esta proteina fue sobre-expresada en pRSET-B (41 kDa /
monomero) de forma activa y con la adicion de 6 His en su extremo N-terminal, y
purificada por IMAC, alcanzdndose un alto grado de pureza. Se encontr6 que la
PtrPGKasa-1 era capaz de prevenir la agregacion e inactivacion térmicas de esta
enzima, midiendo aumento en la absorbancia a 630 nm y actividad enzimatica de la
Ga3PDHasa, respectivamente (Fig. 4.1.50). En ambos casos, el efecto protector resultd
mayor al aumentar la concentracion de la PPGKasa-1. Para los ensayos de

inactivacion, los valores se ajustaron a la ecuacion exponencial decreciente:

Actividad Relativa (%) = 100 - ™"
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donde Actividad Relativa (%) es el porcentaje de AE remanente, siendo 100% la
AE de la Ga3PDHasa inicial, A es la constante de tiempo del proceso de inactivacion y t

el tiempo de incubacion a 43 °C.

Cuando la TaeGapC (0,8 uM en tetramero, 3,2 pM en monomero) fue incubada
en ausencia de la PrrPGKasa-1, la vida media [z;, = (In2) / A] fue de 31 min. Al ensayar
tres concentraciones de la PrrPGKasa-1: 0,8; 3,2 y 6,4 uM, se encontrd que el efecto
protector era dependiente de la relacion GapC / PGKasa-1, siendo las #;, para cada

condicion 49; 86 y 189 min, respectivamente (Fig. 4.1.50, B).
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Fig. 4.1.50: Efecto de la PtrPGKasa-1 en la agregacion (A) e inactivacion (B) térmicas de la TaeGapC.
La TaeGapC (3,2 uM en monomero) fue incubada a 43 °C en buffer C en presencia de la PtrPGKasa-1:
0 (m); 0,8 uM (®); 3,2 uM (A); 6,4 uM (V). En (A) se incluy6 un control sin la GapC para evaluar la
precipitacion de la PrrPGKasa-1 6,4 uM a 43 °C (@). En (B), Actividad Relativa (%) es el porcentaje
de actividad enzimatica de la TaeGapC, siendo el 100% la AE inicial.

Cuando se procesaron por SDS-PAGE los sobrenadantes y precipitados de los
extractos obtenidos en esta experiencia, en concentraciones 3,2 uM de ambas enzimas,

se verifico que la turbidez se debia principalmente a la precipitacion de la TaeGapC
(Fig. 4.1.51).
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Fig. 4.1.51: SDS-PAGE 12,5% de las fracciones recuperadas luego de la agregacion térmica de la
TaeGapC. La TaeGapC (3,2 uM en monomero) fue incubada a 43 °C en buffer C durante 100 min. 1:
sobrenadante de la TaeGapC [m en Fig. 4.1.50 (A)]; 2: precipitado de la TaeGapC [m en Fig. 4.1.50
(A)]; 3: sobrenadante de TaeGapC + PtrPGKasa-1 3,2 uM [ A en Fig. 4.1.50 (A)]; 4: precipitado de
GapC + PtrPGKasa-1 3,2 uM [ A en Fig. 4.1.50 (A)]. “P” indica la posicion del MMM de 43,0 kDa.

El estado redox de la enzima P#PGKasa-1 no afectd el efecto protector,

evaluado por agregacion térmica (Fig. 4.1.52).
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Fig. 4.1.52: Efecto del estado redox de la PtrPGKasa-1 en la agregacion térmica de la TaeGapC. La
TaeGapC (3,2 uM en mondmero) fue incubada a 43 °C en buffer C: sola (m) o en presencia de
PtrPGKasa-1 3,2 uM reducida (A ) y oxidada (e) (con diamida 1 mM, 10 min, luego de lo cual se lavo
el agente oxidante por ciclos de dilucion-concentracion).

La PtrPGKasa-1 no revierte la desnaturalizacion térmica de la TaeGapC una vez

perdida la AE, s6lo la previene y, en este caso, detiene su continuidad (Fig. 4.1.53).
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Fig. 4.1.53: Curva de Actividad Relativa (%) de la TaeGapC, siendo el 100% la AE inicial, en funcién
del tiempo de incubacion. La TaeGapC (3,2 pM en mondmero) fue incubada a 43 °C en buffer C (m).
Transcurridos 40 min se adicion6 la PtrPGKasa-1 6,4 uM (e). A cada tiempo indicado se tomo6 una
alicuota y se midi6 AE de Ga3PDHasa.

Se decidi6 evaluar si existia una especificidad de la actividad protectora de la
PtrPGKasa-1 hacia la la TaeGapC vy si ésta era reciproca. En primer lugar se evalu6 el
grado de proteccion ejercido sobre TaeGapC por otras proteinas. Como se observa en la
Fig. 4.1.54 (A), la BSA y la EcoTrx no retardan la precipitacion de la enzima, por lo
que la interaccion PtrPGKasa-1-TaeGapC podria ser especifica. Por otro lado, se
ensay6 la capacidad protectora de la P#PGKasa-1 frente a otras proteinas. Como se
observa en la Fig. 4.1.54 (B), en presencia de PrPGKasa-1 se produce un
enlentecimiento de la precipitacion térmica de la enzima alcohol deshidrogenasa, el cual
ocurre en menor medida que el observado para la TaeGapC. Estos resultados, sumados
a la proteccion contra la precipitacion que la PrrPGKasa-1 ejerce sobre la cadena B de
la insulina, muestran que esta enzima presenta actividad enzimatica chaperona sobre

otras proteinas, sugiriendo una especificidad relativa hacia la TaeGapC.

155



Resultados y Discusion — Capitulo 1

0,03} 0,045 | A
e 002} E o030}
- g
: %
7] O
£ oo < o015}
9.00 0,000 |
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 125
t (min) t (min)

Fig. 4.1.54: Especificidad de la proteccion a la agregacion térmica de la TaeGapC (A) y de la accién
protectora de la PtrPGKasa-1 (B). (A) La TaeGapC (3,2 uM en mondmero) fue incubada a 43 °C en
buffer C sola (m) y en presencia de: PtrPGKasa-1 6,4 uM (e), BSA 6,4 uM (A), EcoTrx 6,4 uM (@).
Se incluyeron controles sin la GapC para evaluar la precipitacion de la BSA (V) y la EcoTrx (). (B)
La alcohol deshidrogenasa de levadura (3,2 uM en mondémero = 0,8 pM en tetrdmero) fue incubada a
43 °C en buffer C, en presencia de: nada (A), PtrPGKasa-1 3,2 uM (V). Se muestra también la
agregacion térmica de la TaeGapC 3,2 uM en ausencia (m) y presencia (®) de la PtrPGKasa-1 3,2 pM.

Se evaluo la proteccion contra la agregacion térmica de la TaeGapC por parte de
las mutantes simples Cys de la PrrPGKasa-1. En primer lugar se estudio la estabilidad
de estas enzimas cuando eran incubadas a 43 °C, no observandose precipitacion de las
mismas. En la Fig. 4.1.55 puede observarse que el cambio de cada Cys por una Ser no

modificé la capacidad de la Pr#rPGKasa-1 de disminuir la precipitacion de la TaeGapC.
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Fig. 4.1.55: Efecto de las mutantes simples (Cys > Ser) de la PrrPGKasa-1 en la agregacion térmica de
la TaeGapC. La TaeGapC (3,2 uM en mondmero) fue incubada a 43 °C en buffer C en presencia de la
PtrPGKasa-1: 0 (m), salvaje (3,2 uM, @), C21S (3,2 uM, A), C58S (3,2 uM, V), C77S (3,2 uM, ¥),
C95S (3,2 uM, <€), C214S (3,2 uM, ») y C312S (3,2 uM, *).
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Finalmente, se intentd demostrar la existencia de interaccion entre la TaeGapC y
la PtrPGKasa-1, para lo que se utilizaron varios métodos. En primer lugar se realizé un
PAGE nativo al 7,5% de ambas enzimas por separado, y de la TaeGapC en
concentracion fija y la PrrPGKasa-1 en distintas proporciones molares con respecto a la
primer enzima. En ningln carril se observd cambio en la movilidad electroforética que
pudiera corresponderse con una asociacion entre las proteinas. Con la hipdtesis de que
esta interaccion ocurriera solo a altas temperaturas a fin de proteger a la TaeGapC de la
desnaturalizacion térmica, se incubaron las enzimas durante 40 min a 43 °C y toda la
corrida electroforética se realizé a ~ 40 °C. Tampoco se observaron asociaciones entre
la TaeGapC y la PtrPGKasa-1 (Fig. 4.1.56). Podria ser que la interaccion fuera muy

débil y que la coriente eléctrica aplicada llevara a su disociacion.

4 5 6
P A —TaeGapC

- b — PirPGKasa-1

Fig. 4.1.56: PAGE nativo 7,5% de la interaccion TaeGapC + PrPGKasa-1. 1: 0,07 nmol de la
PtrPGKasa-1; 2: 0,07 nmol de la TaeGapC (en mondmero); 3-6: 0,07 nmol de la TaeGapC (en
monomero) incubada a 43 °C por 40 min con distintas cantidades de la PrPGKasa-1: 3: 0,018 nmol; 4:
0,035 nmol; 5: 0,07 nmol; 6: 0,14 nmol.
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Se decidio entonces llevar a cabo dos métodos que produjeran la formacion de

enlaces covalentes entre las proteinas, si éstas estuvieran en contacto cercano:

e Entrecruzamiento: si la interaccion entre las enzimas involucrara Lys
cercanas, el reactivo BS formaria un enlace covalente con ellas, llevando a un cambio

en la movilidad electroforética en un SDS-PAGE reductor.

e Oxidacion: si el contacto entre la TaeGapC y la PtrPGKasa-1 se debiera
a interacciones entre Cys de ambas moléculas, un agente oxidante podria formar un
puente disulfuro entre ellas, teniendo como consecuencia una distinta migracién en un

SDS-PAGE no reductor.

Ninguna de las experiencias descriptas reveld cambio alguno en la apariencia de
los SDS-PAGEs. Descartando las hipotesis de contacto mediante Lys o Cys, se decidid
realizar co-inmuno precipitacion, ya que se contaba con anticuerpos especificos contra
la TaeGapC. Se encontrd6 que la enzima PfrPGKasa-1 era afin a la proteina-G

inmovilizada en la resina, por lo que el método no result6 aplicable en este caso.

Finalmente, se utilizé una columna de exclusion molecular (Superdex 200) para
determinar si la TaeGapC y la PtrPGKasa-1 interaccionaban y cambiaban el volumen
de elusion al estar en contacto durante 40 min a 43 °C en buffer B. La cromatografia se
realizo a 4 °C en lugar de 40 °C, por la imposibilidad de termostatizar el equipo de
purificacion. En la Fig. 4.1.57 se muestran los perfiles de elucion de cada enzima, cuyos
picos de absorbancia fueron confirmados por medida de AE. Las MM de Ia
PtrPGKasa-1 y la TaeGapC, calculadas a partir de sus volimenes de elucion y de una
curva de calibrado con proteinas estandar, fueron 63 y 169 kDa respectivamente,
coherentes con las masas esperadas para el monomero de la P#rPGKasa y tetramero de
la TaeGapC. Cabe aclarar que, como se describio en el apartado 4.1.2.2, la enzima
PtrPGKasa-1 eluye de la columna de tamiz molecular con una MM aparente mayor a la
real, por corresponder a una estructura laxa en ausencia de los sustratos, lo que aumenta
el radio de Stokes. Al incubar la PtrPGKasa-1 y la TaeGapC durante 40 min a 43 °C y
someterlas al tamiz molecular no se observd cambio en los volimenes de elucion de

cada enzima, recuperandose en fracciones diferentes.
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Fig. 4.1.57: Cromatografia de tamiz molecular en Superdex 200. La PtrPGKasa-1 (12 uM, curva roja),
la TaeGapC (12 uM, curva negra), y la incubacion de la PtrPGKasa-1 y la TaeGapC a 43 °C durante 40
min, ambas en concentraciéon de monomero de 12 uM (curva verde), fueron sembradas y eluidas de la
columna con un flujo de 0,2 ml/min en buffer 25 mM Tris-HCI pH 8,0 y 0,1 M NaCl. Cada pico de Abs
coincidio con el pico de AE de cada enzima. Se indican v, y v, de la columna usada.

Aunque no se logré demostrar la formacion de un complejo entre la TaeGapC y
la PtrPGKasa-1, esto podria deberse a que la interaccion sea débil y por lo tanto se
disociara el complejo por dilucidon, como se produce en la columna de exclusion
molecular, o por accion del campo eléctrico aplicado en los PAGESs nativos. Ya que los
estudios han sido realizados con una enzima heteréloga, existe la posibilidad de que esta
interaccion resultara mas fuerte con la Ga3PDHasa cloroplastidica de P. tricornutum

(PtrGapCl).

4.1.7 Discusion.

P. tricornutum es uno de los modelos mas ampliamente utilizados para el estudio
de la ecologia, fisiologia, bioquimica y biologia molecular de diatomeas (Scala y col.,
2002). La dilucidaciéon de su genoma completo ha sido un gran avance en el analisis

metabolico pero, por el lugar clave que ocupan en la evolucion y diferenciacion entre
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organismos autotrofos y heterotrofos, resulta ahora esencial realizar estudios de
caracterizacion de enzimas para entender la ocurrencia y funcionalidad de estos
escenarios metabolicos en P. tricornutum. Por otro lado, las diatomeas son organismos
con un creciente valor biotecnoldgico, siendo utilizadas en procesos de biorremedacion
y para obtencion de un amplio espectro de compuestos quimicos de utilidad industrial y
farmacéutica (Kroth, 2007; Grachev y col.,, 2008). En este capitulo se realizo la
caracterizacion de la enzima PGKasa-1 de P. tricornutum. Es la primer PGKasa de
diatomea en ser estudiada, pese a su importancia e incumbencia en vias metabdlicas
claves como el ciclo de Calvin, COPP y glicolisis. Por la gran relevancia
economica-tecnoldgica que presentan, resulta fundamental el estudio de estas vias
metabdlicas en diatomeas, lo que incluye la caracterizacion funcional, estructural y

especialmente regulatoria de las enzimas involucradas en las mismas.

La PGKasa es una enzima altamente conservada a lo largo de la evolucion, por
lo que las enzimas de distintos organismos comparten muchas -caracteristicas.
Estructuralmente se trata de una proteina monomérica que presenta dos dominios, uno
de unién a ATP-Mg y otro a 3PGA. Se encontrd que en ausencia de los sustratos, la
conformacion de la proteina es la de un monoémero laxo, cuyo radio de Stokes es mayor
al que presentaria una proteina de igual masa y forma globular. El complejo ternario
PGKasa-(ATP-Mg)-3PGA presenta una conformacion conocida como cerrada, en la que
se acercan los dominios y sustratos entre si, permitiendo la catélisis (Banks y col.,

1979).

Por otro lado, la caracterizacion cinética de la unién a los sustratos demostrd
velocidades méaximas y valores de Sy s y ny similares a los reportados para las enzimas
de bacterias (Nojima y col., 1979; Pawluk y col., 1986), cianobacterias (Kuntz y
Krietsch, 1982), levaduras (Krietsch y Bucher, 1970; Kuntz y Krietsch, 1982), parasitos
(Zomer y col., 1998), mamiferos (Krietsch y Bucher, 1970; Fritz y White, 1974;
Krietsch y col., 1980) y plantas (Kuntz y Krietsch, 1982). El mecanismo de reaccion fue
secuencial al azar, también descripto para otros organismos, en el que la uniéon de un
sustrato no alteraria la union del otro (Krietsch y Bucher, 1970; Larsson-Raznikiewicz y

Arvidsson, 1971).

En cuanto a las caracteristicas regulatorias de la PrrPGKasa-1, algunas fueron

similares a enzimas de otros organismos, mientras que otras resultaron distintivas, como
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se explica a continuacion. ATP presenta dos sitios de union a la PirPGKasa-1. Cuando
se encuentra acomplejado a Mg®" se une al sitio catalitico, mientras que el sitio de union
para ATP libre se solapa, el menos en parte, con la zona de interaccién con el 3PGA
(Watson y col., 1982; Joao y Williams, 1993). Aparentemente, el orden en que se unen
el ATP libre o el 3PGA a este sitio, es importante. No serian mutuamente excluyentes,
sino que una vez unido el 3PGA, el ATP podria unirse en un sitio contiguo. Pero la
union del ATP en primer término impediria la del 3PGA, por lo que actuaria como
inhibidor competitivo debido a impedimento estérico. Los complejos que se formarian
cuando se une primero el ATP serian diferentes a los que se generan cuando el primero
en unirse es el 3PGA. Cuando la enzima esta saturada con 3PGA, el ATP libre se uniria
a la PtrPGKasa-1 en el sitio contiguo al de union a 3PGA, resultando en un efecto
activador. En cambio, a altas concentraciones de ATP y cantidades no saturantes de
3PGA el efecto observado es el de una ligera inhibicion. Por otro lado el ADP, producto
de la reaccion inhibe a la PirPGKasa-1 competitivamente con respecto a ATP-Mg y no

competitivamente en lo que a 3PGA respecta.

Una caracteristica nunca antes informada para la enzima de diatomea es que la
PtrPGKasa-1 es susceptible a agentes modificadores de grupos tioles, siendo activa en
su forma reducida, con constantes cinéticas de oxidacion y reduccion en el orden de las
descriptas para enzimas que son regulada in vivo (Ballicora y Wolosiuk, 1994; Geck y
Hartman, 2000). Analizando el fenémeno de 6xido-reduccion mas profundamente, se
encontrd que la PrrPGKasa-1 presentaba dos potenciales de reduccion (comportamiento
bifasico), coherente con la existencia de dos centros redox con caracterisiticas
diferenciales. Cabe aclarar que ambos valores estuvieron incluidos dentro del rango
reportado para proteinas sensibles a cambios en el ambiente redox ¢ importantes en la
regulacion del balance del estado celular (Hutchison y Ort, 1995; Hirasawa y col., 1999;
Hutchison y col., 2000).

Esta descripto que las PGKasas de mamiferos y otros organismos superiores
serian inactivadas por DTNB y reactivos alquilantes (Krietsch y Bucher, 1970),
comportamiento no observado en levaduras y algas (Markland y col.,, 1975).
Organismos eucariotas como salmén, caballo, ratéon, cerdo y el propio ser humano
tienen PGKasas que cuentan con 7 residuos Cys, 2 de los cuales se encuentran

adyacentes en la estructura primaria y serian los responsables de la inactivacion de la
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enzima (Cserpan y Vas, 1983). Sin embargo, alineamientos de secuencias demostraron,
por un lado, la falta de conservacion en la cantidad y posicion de las Cys, y por otro la
inexistencia de las Cys contiguas en la secuencia de la PrrPGKasa-1. Por otro lado, la
enzima de espinaca también se inactiva al modificarse una de sus dos Cys con DTNB,
aun cuando no se encuentran adyacentes entre si (Kuntz y Krietsch, 1982). Estos
residuos estan conservados con las Cys-21 y 214 de P. tricornutum. Es decir, los
residuos involucrados en la regulacion por modificacion de los grupos tiol parecen no
estar conservados en las PGKasas de los distintos organismos estudiados hasta la
actualidad. Todos los trabajos citados fueron hechos con agentes modificadores de
grupo tiol como DTNB vy reactivos alquilantes, pero en ninguno se describe la
susceptibilidad a agentes fisioldgicos ni se realizan estudios en profundidad de este tipo
de caracteristicas de las enzimas, por lo que no se puede hablar de regulacion redox de
las PGKasas descriptas, sino de inactivacion por modificacion de tioles. En cambio, la
PtrPGKasa-1 resulta susceptible a agentes oxidantes y reductores celulares, con valores

de portenciales redox que podrian indicar una regulacion por 6xido-reduccion in vivo.

Mediante analisis de mutantes simples (Cys — Ser) se observd que, aunque
ninguna present6 pérdida de susceptibilidad a la oxidacion, tres de las Cys: la 58, la 77
y la 95, en conjunto, parecen ser las responsables del fenomeno de inactivacion por
oxidacion. La Cys-77 seria la primera barrera al ingreso del oxidante, siendo su forma
oxidada un acido sulfénico. Cys-95 y 58 formarian un puente disulfuro inactivador,
aunque reversible, y la Cys-21 no seria susceptible a oxidacién. Aunque ninguno de
estos residuos resulta esencial para la actividad enzimatica, las Cys-21, 58, 77 y 95 se
encuentran cercanas a residuos importantes para la union a 3PGA, por lo que su
densidad electrénica, conformacion y/o tamafio serian fundamentales para mantener la
conformacion correcta de la enzima, permitiendo asi la catalisis. Las Cys-214 y 312
forman un segundo puente disulfuro, el cual no tendria influencia sobre la actividad de

la enzima.

Como se explico anteriormente, los cloroplastos de diatomeas presentan una
estructura celular y vias metabolicas con caracteristicas propias, algo distintas a las de
plantas y de otros organismos fotosintéticos (Michels y col., 2005; Weber y col., 2009).
En el ciclo de Calvin, una vez que el carbono es fijado por la enzima RuBisCO, la

reduccion a hidratos de carbono es catalizada por dos enzimas cloroplastidicas: la
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PGKasa y la Ga3PDH. Ambas son parte también de la glucdlisis, catalizando las
reacciones inversas a las que llevan a cabo en el ciclo reductivo de las pentosas. Se ha
descripto que todas las enzimas involucradas en glucolisis estarian presentes en
cloroplastos de diatomeas, por lo que esta via podria ser activa en este compartimento
(Kroth y col., 2008). En P. tricornutum se encontré una isoforma de la Ga3PDHasa
llamada GapCl, y una de la PGKasa: PGKasa-1, las cuales podrian ser activas tanto en
el ciclo de Calvin como en las reacciones glicoliticas (Gruber y col., 2009). La
glucdlisis y el COPP producen ATP y poder reductor en la forma de NAD(P)H,
mientras que el ciclo de Calvin consume ATP y NADPH para producir glucosa. Por lo
tanto, si estas vias funcionaran simultaneamente llevarian a ciclos futiles en los que la
energia y los equivalentes de reduccion se estarian produciendo y consumiendo al
mismo tiempo. Ya que no hay COPP en cloroplastos de diatomeas (Gruber y col.,
2009), resultaria necesaria una regulacion estricta de glucdlisis y ciclo de Calvin. En lo
que refiere a las enzimas involucradas en estas vias metabolicas, es poco lo que se

conoce con respecto a la modulacion de sus actividades.

Se ha descripto que la GapCl no seria afectada por oxidacion o reduccion
(Michels y col., 2005; Kroth y col., 2008), a diferencia de lo observado en plantas. Las
unicas enzimas que demostraron ser reguladas por el estado redox fueron la FBPasa y la
sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (Michels y col., 2005). La enzima PRKasa mostrd
inactivacion por oxidacion, pero con valores de potenciales redox muy positivos, lo que
haria que la regulacion fuera poco probable in vivo (Michels y col., 2005). Se han
logrado identificar varios genes codificantes para las Trxs en P. tricornutum, incluyendo
tres Trx h (dos localizadas en el RE/espacio periplastico y una en el citosol), una Trx o
mitocondrial y cuatro cloroplastidicas: f, my dos y (Weber y col., 2009). Los resultados
obtenidos en este capitulo sugieren que la Pr#rPGKasa seria un potencial blanco para la
accion de la Trx y de agentes oxidantes y reductores fisioldgicos. Por otro lado, como se
esperaba por el principio de reversibilidad microscopica, la oxidacion de la
PtrPGKasa-1 lleva a la pérdida de actividad enzimatica en ambos sentidos de reaccion,
por lo que esta enzima no seria la responsable de direccionar las triosas-P a glicolisis o

ciclo de Calvin para evitar ciclos futiles.

La PGKasa ha sido identificada como blanco de las Trxs en plantas, algas y

mamiferos (Fernando y col., 1992; Balmer y col., 2004; Rouhier y col., 2005; Michelet
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y col., 2008) y como blanco de glutationilacion en algas y mamiferos (Fratelli y col.,
2002; Michelet y col., 2008), cuando son expuestos a la accion de un agente oxidante.
Estos resultados sugieren que la oxidacion podria afectar a la PGKasa bajo estrés
oxidativo. Por esto, una explicacion para los resultados expuestos en este capitulo
podria ser que la regulacion redox de la PrrPGKasa-1 cobrara importancia en
situaciones de estrés oxidativo celular. Bajo estas condiciones la oxidacion de la
PGKasa-1 llevaria a la inactivacion tanto de la via glicolitica como del ciclo de Calvin.
De esta forma, las triosas-P exportadas del cloroplasto hacia el citosol, serian utilizadas
en el COPP para producir poder reductor en forma de NADPH con la finalidad de
contrarrestar los efectos de las EROs y ERNs. El NADPH actia como dador de
electrones para muchas enzimas involucradas en reparacion y proteccion contra el dafio
oxidativo. Por ejemplo, cede electrones a la enzima glutation reductasa, que mantiene
el glutation en su forma reducida (GSH) para mantener la homeostasis redox y proteger
a las células de los efectos de este estrés (Forman y col., 2004; Banerjee, 2008). El GSH
a su vez reduce la glutarredoxina responsable de reducir y reparar las proteinas oxidadas

y glutationiladas.

El NADPH esta también involucrado en el sistema tiorredoxina, reduciendo la
Trx oxidada a través de la accion de la Trx reductasa. La Trx reducida actia como un
agente reductor rapido y poderoso, por su bajo potencial de reduccion (Banerjee, 2008).
Un blanco fisiologico de la Trx es la enzima metionina sulféxido reductasa, que repara
las metioninas oxidadas (Krause y col., 1991). La peroxirredoxina es una proteina
principalmente involucrada en la detoxificacion de perdxidos, siendo el NADPH el
dador de electrones de este proceso (Wood y col., 2003). De hecho, la glutation
reductasa, la Trx, la Trx reductasa y la metionina sulféxido reductasa han resultado
activas en extractos de la diatomea y detectadas por Western blot (Arias, 2009). La
enzima glutation reductasa de P. tricornutum mostré alta especificidad hacia el NADPH
(Arias y col., 2010). Por lo tanto, el redireccionamiento de las triosas-P hacia el citosol
y su uso para la produccion del NADPH por el COPP citoplasmatico podrian estar
involucrados en todos estos procesos de prevencion y reparacion, contrarrestando asi el

estrés oxidativo.

Finalmente, se encontrdé que la PrrPGKasa-1 protegeria a la TaeGapC y a la

alcohol deshidrogenasa de inactivacion y agregacion térmica e inhibiria la precipitacion
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de la cadena B de la inulina, indicios de actividad enzimatica chaperona. Este efecto
protector resultd mayor para la enzima 7aeGapC, aunque no se logré demostrar la
formacion de complejos entre ambas enzimas. Siendo que los estudios fueron realizados
con una Ga3PDHasa heterologa, existe la posibilidad de que esta interaccion fuera
mayor con la Ga3PDHasa cloroplastidica de P. tricornutum (PtrGapCl), o que esta

unidn fuera demasiado débil como para ser detectada por los ensayos realizados.

Ha sido demostrado que enzimas consecutivas en vias metabolicas forman
complejos enzima-enzima mediante los cuales los metabolitos intermediarios son
transferidos directamente de una enzima a otra sin ser liberados al ambiente acuoso
celular (Srivastava y Bernhard, 1986b). Ya que la concentracion de metabolitos
intermediarios en la célula es usualmente menor que la de las enzimas, gran parte de las
vias metabolcias podrian proceder por transferencia directa entre las proteinas, las que
se encontrarian formando el complejo enzima-metabolito-enzima (Srivastava y
Bernhard, 1986b). Se ha publicado que la uniéon enzima-enzima esta determinada por
interacciones especificas entre las superficies de las proteinas (Srivastava y Bernhard,
1986a). Este complejo dinamico ha sido dificil de demostrar por ser inestable: no puede
aislarse. Sin embargo se han obtenido evidencias de la existencia del complejo
PGKasa-Ga3PDHasa por estudios bioquimicos in vitro, como anélisis de penetracion de
gel (Malhotra y col., 1995), inmovilizaciéon de la Ga3PDHasa en CNBr-activated
Sepharose (Ashmarina y col., 1985), medicion de cambios en la intensidad de
fluorescencia de la PGKasa etiquetada con isotiocianato de fluoresceina (Sukhodolets y
col,, 1989), NMR (Srivastava y Bernhard, 1986b), y mediante la técnica de
FRET-FLIM (Tomokuni y col., 2010).

En 1982, Weber y Bernhardt evidenciaron cinéticamente la “canalizacion” y
transferencia del sustrato 1,3-bisPGA a través del complejo PGKasa-Ga3PDHasa
(Weber y Bernhard, 1982). Esta unidn es facilmente disociable con cambios en el pH y
aumento en la concentracion salina o de sustratos como el NADH (Malhotra y col.,
1995). Sin embargo, la proteccion que la PtrPGKasa-1 ejerce sobre la desnaturalizacion
térmica de la TaeGapC se evidencio en buffer B, cuya concentracion de NaCl es de 0,3
M. La finalidad de la formacion de este complejo estaria dada, por un lado, por la baja
estabilidad del metabolito 1,3-bisPGA, la que no seria mayor a los 30 min en solucién

acuosa a temperatura ambiente, mientras que unido a la PGKasa se mantiene estable por
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varios dias (Weber y Bernhard, 1982). Por otro lado, como se explico anteriormente, la
constante de disociacion del 1,3-bisPGA de la PGKasa es muy baja, del orden de nM
(Scopes, 1978a; Huskins y col., 1982). Se ha propuesto que este producto de la reaccion
de la PGKasa seria directamente transferido a la Ga3PDHasa mediante la formacion de
un complejo PGKasa-(1,3-bisPGA)-Ga3PDHasa, lo que permitiria la disociacion del
metabolito de la primer enzima, para procurar la continuacion de la via metabodlica
(Weber y Bernhard, 1982). Por otro lado, este tipo de canalizacion de sustratos
aumentaria notablemente la eficiencia de los catalizadores ya que serian necesarias
concentraciones menores de enzimas, lo que minimizaria el consumo de energia para la

sintesis de proteinas excesiva (Srivastava y Bernhard, 1986b).

Como se dijo, la PGKasa y la Ga3PDHasa son enzimas contiguas en el ciclo de
Calvin y en la glucdlisis. Por esto la proteccion contra la desnaturalizacion observada
por la enzima de P. tricornutum podria ocurrir con el fin de procurar la continuacion de
la via metabdlica mediante la formacion del complejo PGKasa-Ga3PDHasa, el que
favoreceria la canalizacion y transferencia directa de los sustratos, y la produccion de
los metabolitos que la célula requiriera en ese momento del ciclo celular o para

contrarrestar los efectos causados por este aumento en la temperatura.
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4.2 Capitulo_2: Estudio del metabolismo de hidratos de carbono en
P. tricornutum.

4.2.1 Crecimiento auto-, hetero- y mixotrofico de P. tricornutum.

Esta descripto que la diatomea P. tricornutum crece en condiciones auto- y
mixotroficas (Cooksey, 1974; Ukeles y Rose, 1976; Ceron Garcia y col., 2000; Cerén
Garcia y col., 2005; Liu y col.,, 2009a). En cuanto al crecimiento en condiciones
heterotroficas, en la bibliografia se encuentran resultados contradictorios: hay autores
que aseguran la posibilidad de desarrollo celular en ausencia de luz (Flynn y Syrett,
1986; Pan y col., 1996) y hay quienes no han logrado que P. fricornutum crezca en
oscuridad (Droop, 1974; Cer6n Garcia y col., 2006). El crecimiento heterotrofico de las
diatomeas presenta ventajas con respecto al auto- y mixotréfico, ya que disminuye los
costos de produccion a gran escala, abaratando tanto en equipamiento como en energia.
Ademas, la condicion heterotrofica permite mayores rendimientos de biomasa, ya que la
alta densidad celular limita el acceso de la luz al cultivo y enlentece el crecimiento
autotrofico. Zaslavskaia ha logrado el crecimiento en ausencia de luz de P. tricornutum
transformando las células con un gen que codifica para un transportador de glucosa, lo

que permite el ingreso del azticar en ausencia de luz (Zaslavskaia y col., 2001).

Existen numerosos estudios sobre cudles serian las fuentes de C y N
preferentemente utilizadas por la diatomea en el crecimiento mixotrofico: glicerol
(Cerén Garcia y col., 2000; Liu y col., 2009a), acetato, glucosa (Liu y col., 2009b),
almidon, lactato, glicina (Cerén Garcia y col., 2005) o fructosa (Cerén Garcia y col.,

2006).

En vista de lo descripto se decidié evaluar el crecimiento de la cepa de
P. tricornutum LFF Pt 01. Para esto se estudiaron las tres condiciones de crecimiento:
auto-, hetero- y mixotrofico, en cultivos estaticos de 5 ml, y se los dejo crecer durante 7
dias antes del recuento de células. La densidad inicial fue de 2,8 + 0,3 cél/ml. En
ausencia de fuente de C y N externa, el cultivo alcanzé una densidad celular de 3,51 107
cél/ml. Se evaluaron dos concentraciones de las siguientes fuentes de C y N, en
presencia y ausencia de luz (39 + 2 uE m™” s™): glucosa (0 y 1 g/1), almidén (0 y 1 g/l),
urea (0 y 0,01 M), glicerol (0 y 0,5 M), extracto de levadura (EL, 0 y 1 g/l), hidrolizado
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acido de caseina (HAC, 0 y 1,5 g/l) y lactosa (0 y 0,005 g/l), en las combinaciones
resultantes del disefio Plackett-Burman (Plackett y Burman, 1946) (Tabla 4.2.1). No se
logré obtener desarrollo celular en oscuridad, es decir no fue posible crecer las células
en condiciones heterotréficas, con ninguna de las fuentes de C y N ensayadas. En lo que
al desarrollo mixotrofico se refiere, en la Tabla 4.2.1 se muestran los valores de
crecimiento, es decir la densidad celular final alcanzada menos la del indculo inicial,
para cada combinacion evaluada. La tabla ANOVA descompone la variabilidad de
densidad celular en las contribuciones debida a varios factores, por lo que se realizo el
analisis de la varianza (Tabla 4.2.2 y Fig. 4.2.1) y se encontr6 que las fuentes que mayor
repercusion tenian sobre el crecimiento celular (efecto positivo) eran urea 0,01 M,
almidon 1 g/l, glicerol 0,5 M e HAC 1,5 g/l. La significancia de los resultados fue
determinada mediante el p-valor, que es la probabilidad de que la magnitud de el
parametro estimado sea debida a un proceso aleatorio (Box y col., 1978). Tomando un
intervalo de confianza del 94%, se tuvieron en cuenta las fuentes con p-valor menor a
0,06. Asi, los efectos estadisticamente significativos resultaron ser los expuestos por

glicerol 0,5 M e HAC 1,5 g/l1.

Glucosa | Almidon | Urea | Glicerol EL HAC Lactosa Der:sildad
@y | @n | ™ | | @y | @y | @ C(emul_f‘)r
0 0 0 0,5 0 0 0,005 | 43710’
0 0 0,01 0 0 1,5 0 6,03 10’
0 0 0,01 0 1 1,5 0,005 | 5,1910’
0 1 0 0 1 0 0,005 | 4,8510’
0 1 0 0,5 1 1,5 0 6,86 10’
0 1 0,01 0,5 0 0 0 6,48 10
1 0 0 0 1 0 0 3,31 10
1 0 0 0,5 0 1,5 0,005 | 7,14 10’
1 0 0,01 0,5 1 0 0 4,99 107
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1 0 0 1,5 0 5,85 10’
1 0,01 0 0 0,005 | 4,48 10’
1 0,01 0,5 1,5 0,005 | 6,34 10’

Tabla 4.2.1: Resultados del disefio de Placket-Burman para los ensayos de crecimiento mixotrofico de
P. tricornutum. Intensidad luminosa = (39 £ 2) pE m? s™', T = (22 % 3) °C, cultivo estatico de 5 ml.

Metabolito Efecto p-valor
Glucosa 2,77 10° 0,5379
Almidén 6,40 10° 0,1949

Urea 1,86 10° 0,6743
Glicerol 1,08 10 0,0584
EL -4,69 10° 0,3182
HAC 1,49 107 0,0225
Lactosa -1,91 10° 0,6665

Tabla 4.2.2: Efecto y p-valor obtenido para cada fuente de C y N evaluada, para el crecimiento
mixotrofico de P. tricornutum. Intensidad luminosa = (39 + 2) uE m? s, T = (22 + 3) °C, cultivo
estatico de 5 ml.
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EL
Glucosa
Lactosa

Urea

Almidon

Glicerol

HAC

-5,0E+6 0,0E+0 5,0E+6 1,0E+7 1,5E+7

Fig. 4.2.1: Grafico de los efectos obtenidos para cada fuente de C y N evaluada, para el crecimiento
mixotréfico de P. tricornutum. Intensidad luminosa = (39 + 2) puE m™? s™', T = (22 % 3) °C, cultivo
estatico de 5 ml.

Por lo descripto, cuando se hable de células crecidas bajo condiciones
mixotroficas de cultivo, se estara haciendo referencia al medio agua de mar artificial

suplementado con glicerol 0,5 M e HAC 1,5 g/l.

4.2.2 Estudio de la especificidad por sustrato de la enzima crisolaminaran

sintasa.

El principal polisacarido de almacenamiento de energia en diatomeas es un
B-1,3-D-glucano llamado crisolaminaran. Ha sido demostrado que este polisacarido se
encuentra en vacuolas mediante tincion con azul de anilina (Waterkeyn y Bienfait,
1987) y por inmuno-localizacién con anticuerpos monoclonales anti-f-1,3-glucano
(Chiovitti y col., 2004). Las vias metabdlicas que llevan a su sintesis o degradacion no
han sido todavia dilucidadas. En cuanto al sustrato glucosidico, se cree que UDP-Glc
seria el responsable de ceder glucosas para la elongacion del glucano, por estudios de
actividades enzimaticas en crudo de las pirofosforilasas de Cyclotella Cryptica
(Roessler, 1987). Por otro lado no se han encontrado secuencias de genes que codifique

para ADP-Glc PPasas en P. tricornutum (Kroth y col., 2008).
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Se ha hallado un gen que codificaria para la enzima crisolaminaran sintasa
(CSasa), cuya secuencia aminoacidica deducida cuenta con 2100 aa y posée 20
dominios transmembrana y un péptido sefial (Kroth y col., 2008). La reaccion que

cataliza esta enzima es:
XDP-Glc + B-1,3-Glucano, — XDP + 3-1,3-Glucano,+
siendo XDP equivalente a ATP o UTP.

No se conoce aun si la localizacion de la B-1,3-glucano sintasa seria en la
membrana de la vacuola o en el REC (region del reticulo endoplasmatico conectada con
el plastido). La enzima presenta alta similitud con la callosa sintasa de Arabidopsis
thaliana y Oyrza sativa. Se cree que el mecanismo de elongacion del polisacarido seria
la adicion de residuos glucosidicos, utilizando UDP-Glc como sustrato, desde el lado
citoplasmatico de la membrana a la que estaria anclada la CSasa, hacia el extremo no
reductor del glucano en crecimiento que sobresaldria de la enzima del lado opuesto de la
membrana, como ocurre para la quitin sintasa de Thalassiossira (Sugiyama y col., 1999)
y la celulosa sintasa de plantas terrestres y algas multicelulares (Tsekos, 1999; Brett,

2000).

Por todo lo expuesto resulté de importancia encontrar el verdadero sustrato de la
enzima CSasa para aportar conocimiento a la via sintética del polisacarido de reserva en
diatomeas. Para esto se midi6 actividad enzimatica CSasa en extractos de diatomea,
evaluando la incorporacion de glucosa marcada a un glucano en presencia de los
sustratos ADP-["*C]Glc y UDP-["*C]Glc. Se utilizaron células crecidas en condiciones
mixotroficas, ya que se encontré que la produccion del polisacarido de reserva seria
mayor en presencia de fuentes de C y N externas (ver apartado 4.2.4). Se evaluaron
distintas condiciones de medida para poner a punto el método de deteccion de la

actividad de la CSasa:

e como sustrato polisacarido se utilizé glucoégeno y almidén ya que, al no
contar con crisolaminaran, existia la posibilidad de distintas afinidades por estos

sustratos;

e como extracto enzimatico se uso, por un lado, el extracto crudo (soluble)
luego de sonicadas las células de P. tricornutum en el buffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM, glicerol 10% y 2-ME 1 mM; por otro lado el extracto insoluble (pellet:
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membranas y ditritos celulares); y finalmente el extracto total (soluble e insoluble) de la
disrupcion celular, ya que es altamente probable que la enzima CSasa esté anclada a

membrana y no se solubilice al sonicar las células;

e se midi6 actividad enzimatica a 37 °C durante varios lapsos de tiempo,
entre 15 y 60 min.

Ninguna de las condiciones ensayadas demostré incorporacion de marca
radioactiva al glucano. Esto puede deberse a varias razones, por ejemplo a que la AE de
la CSasa esté siendo medida con sustratos que no sean reconocidos por la misma:
glucogeno o almidon, en lugar de crisolaminaran. Otra razén podria ser que el extracto
enzimatico contenga enzimas que degraden el glucano en crecimiento, por lo que la
incorporacion de la glucosa marcada seria conjunta con su escision. Mediante estudios
in silico de secuencias, se han encontrado varios genes que codificarian para endo- y
exo-1,3-B-glucanasas y B-glucosidasas en P. tricornutum, enzimas involucradas en la
digestion del crisolaminaran (Kroth y col., 2008). En total han sido predichas al menos
10 enzimas que degradarian B-1,3-D-glucanos. Los productos de la degradacion
eficiente del mismo serian glucosa libre y pequenas cantidades de glucosil
oligosacaridos con enlaces B-1,6 (por ejemplo gentobiosa) derivados de los puntos
ramificados del polisacérido. La enzima [B-glucosidasa hidrolizaria estos oligosacéaridos
a glucosa libre (Kroth y col., 2008). Por otro lado, los resultados negativos en la medida
de actividad enzimatica CSasa podrian deberse a la dilucion sufrida por la enzima del
microorganismo al sonicarse en el buffer de extraccion, que ademas podria no ser el
Optimo para la actividad CSasa o causar la desestabilizacion o desnaturalizacion, o la no
deteccion de la actividad enzimatica por encontrarse por debajo del limite de deteccion

del método.

Ha sido reportado un método de permeabilizacion de células de P. tricornutum 'y
la medida de actividad de la enzima glutamina sintasa in vivo (Rees y col., 1995). La
evaluacion de AE dentro del microorganismo presenta varias ventajas, entre las que se
destacan el sorteo de los problemas mencionados (uso de un sustrato inadecuado y de
un buffer no 6ptimo para la actividad de la enzima, y el efecto de dilucion) y la medida
de AE real dentro del metabolismo del microorganismo. En primer lugar se evalu6 la

eficiencia de la permeabilizacion de las células de la diatomea mediante el uso del
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colorante Evans Blue, que penetra en células cuyas membranas no se encuentren

intactas. De esta forma, se encontr6 que la eficiencia era cercana al 80%.

Al medir actividad de la enzima glucano sintasa in vivo en células
permeabilizadas de P. tricornutum en presencia de ADP-["*C]Glc o UDP-["*C]Glc, se
encontrd que la enzima CSasa no incorporaba ADP-Glc al polisacarido en crecimiento,
sino UDP-Glc, (Tabla 4.2.3). Debe tenerse en cuenta que no se adicion6 a la mezcla de
reaccion ningln polisacarido que sirva como sustrato para la elongacion, por lo que los
bajos valores de actividad pueden deberse a que la concentracion de crisolaminaran
celular fuera muy baja, con respecto al método utilizado para la deteccion. Las razones
de la falta de agregado de glucano externo fueron la imposibilidad de ingreso del mismo
a las células permeables debido al gran tamafio de esta molécula y el probable no
reconocimiento de la CSasa como sustrato. Es decir, la velocidad medida
corresponderia a la de la reaccion ocurrente dentro de la diatomea, con el glucano

especifico que actia como sustrato de la enzima

Sustrato AE (102 fmol cél* h™)
ADP-["*C]Glc 0,001
UDP-["*C]Glc 6,250

Tabla 4.2.3: AE de la CSasa (fmol cél”" h™") medida a 37 °C durante 15 min, en presencia de Tris-HCI
50 mM pH 8,0, MgCl, 5 mM, BSA 0,2 mg/ml, A/UDP-["C]Glc 2 mM, citrato de sodio 0,12 M, Glc-6P
10 mM, y 10° células permeabilizadas.

Con estos resultados se infiere que el dador de residuos glucosidicos para la
sintesis de crisolaminaran es UDP-Glc, por lo que la enzima CSasa seria una

UDP-Glc-B-1,3-glucano B-3-glicosiltransferasa.

4.2.3  Purificacion parcial de la enzima UDP-Glc PPasa de fuente.

En vista de los resultados obtenidos en el apartado anterior y para aportar mas

conocimientos a la via de sintesis del crisolaminaran, se decidié intentar purificar la
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enzima UDP-Glc pirofosforilasa de P. tricornutum (PtrUDP-Glc PPasa, EC 2.7.7.9) a
partir de células de la diatomea. Esta enzima cataliza la transformacién de Glc-1P y
UTP en UDP-Glc con la liberacion de PPi, en presencia de su cofactor esencial: el

cation magnesio (Mg”"), mediante la siguiente reaccion:

M 2+
Gle-1P + UTP «—=— UDP-Glc + PPi

Se han reportado dos secuencias que podrian ser las responsables de codificar

para UDP-Glc PPasas en este microorganismo:

» Protein ID (P. ID.) 23630: presenta secuencia de localizacion
cloroplastidica, lo que sugeriria que la UDP-Glc seria usada para la sintesis de
crisolaminaran dentro del REC, en transito hacia la vacuola citoplasmatica de

almacenamiento del polisacarido.

» P. ID. 50444: proteina de fusion UDP-Glc PPasa/PGMasa
(fosfoglucomutasa), localizada en el citosol (Kroth y col.,, 2008). Exiten en
P. tricornutum tres ejemplos de enzimas de fusion: triosa-P-isomerasa/Ga3PDHasa
mitocondrial ~ (TPI/GapC3, 25308), UDP-Glc PPasa/PGMasa (50444) vy
Glc-6PDHasa/6P-gluconato deshidrogenasa citosolica (54663). Cada uno de estos pares
de enzimas catalizan reacciones contiguas por lo que su fusion podria ser una estrategia
de aumento de eficiencia de catdlisis. Sin embargo existe evidencia de que, al menos
parte de TPI/GapC3 podria ser cortada post-traduccionalmente en la mitocondria,
encontrandose las dos enzimas por separado y como fusiéon (Liaud y col., 2000). No se
ha estudiado lo que ocurre con las dos proteinas de fusion restantes. La UDP-Glc PPasa
citosolica podria suministrar UDP-Glc a la CSasa anclada a la membrana de la vacuola,
siguiendo el mecanismo de elongacion del polisacarido descripto en el apartado anterior
(Kroth y col., 2008).

No se conoce todavia la localizacion celular de la enzima 3-1,3-glucano sintasa,
la cual podria estar anclada a la membrana de la vacuola donde se almacena el
crisolaminaran o a la membrana del REC (Kroth y col., 2008). El conocimiento de la
localizacion celular de la sintesis del sustrato UDP-Glc, es decir de la enzima
responsable de su produccion, podria ayudar a determinar si la UDP-Glc seria obtenida

desde el citosol o desde el REC, y por ende la localizacion de la crisolaminaran sintasa.
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Con el objetivo de identificar la UDP-Glc PPasa funcional en P. tricornutum, se
intent6 purificar la enzima a partir de un cultivo mixotréfico de la diatomea, ya que se
observd en extractos celulares que la actividad de esta enzima era mayor cuando se
adicionaba al medio de cultivo fuentes de C y N (ver apartado 4.2.4). Para su

purificacion, se sigui6 la siguiente estrategia:

1. Disrupcion celular mediante sonicado de las células en buffer D

[MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, MgCl, 5 mM, sacarosa 5% (p/v)].

2. Fraccionamiento salino con sulfato de amonio en un corte 30-80 % de

saturacion.

3. Desalado de las proteinas precipitadas y resuspendidas en buffer D por

cromatografia de tamiz molecular en columnas de BioGel Fast Desalting.

4. Purificacion por cromatografia de intercambio i6nico utilizando la resina

DEAE-Sepharose. Elusion: gradiente salino con NaCl 0-0,4 M.

5. Desalado de las fracciones que presentaron AE de UDP-Glc PPasa, por

cromatografia de tamiz molecular en columnas de BioGel Fast Desalting.

6. Cromatografia de pseudo-afinidad a colorantes, utilizando la resina Red

A Sepharose. Elusion: gradiente de NaCl 0-1,5 M.

7. Concentracion de las fracciones que presentaron AE por

ultracentrifugacion.

8. Purificacion mediante cromatografia de exclusion molecular en resina
Superdex 200 Prep Grade, en buffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 0,1 M, EDTA 0,1
mM.

9. Concentracion de las fracciones que presentaron AE por

ultracentrifugacion y almacenamiento a -80 °C, con la adicion de glicerol 10%.

La Tabla 4.2.4 muestra la tabla de purificacion obtenida a lo largo del proceso.
El extracto enzimatico asi obtenido se encontraba todavia impuro, no pudiéndose
asegurar cudl de las bandas observadas en el PAGE (Fig. 4.2.2) era la correspondiente a

la enzima UDP-Glc PPasa.
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P Volumen | Proteinas AEe AE total Recup. Purif.
aso
(ml) (mg/ml) (U/mg) U (%) (veces)
Extracto
120 17,0 0,4 816,0 100 1
Crudo
DEAE-
20 10,6 3,8 805,6 98,7 9,5
Sepharose
Red A
3,2 8,0 8,9 227.,8 27,9 22,3
Sepharose
Superdex
0,1 4,1 10,1 3,7 0,5 25,3
concentrado

Tabla 4.2.4: Tabla de purificacion de la P#rUDP-Glc PPasa a lo largo del proceso de purificacion

descripto en el texto.

04,0 kDA e

3
67,0 KD w8
43,0 KD s

30,0 kDa s

Fig. 4.2.2: SDS-PAGE 12,5% de los extractos que presentaron AE de UDP-Glc PPasa en los pasos de
purificacion que se indican a continuacion: 1: DEAE-Sepharose; 2: Red A Sepharose; 3: Superdex

concentrado.
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En todos los pasos de purificacion se midié también AE de ADP-Glc PPasa.
Ninguna de las fracciones present6d actividad frente al sustrato ATP, por lo que se
corrobord la ausencia de esta enzima. Por otro lado, las fracciones que presentaron
actividad de UDP-Glc PPasa también resultaron positivas en el ensayo de AE de
PGMasa. Mas aun, existia una constante de proporcionalidad entre ambas AE en cada
fraccion evaluada. PGMasa es la enzima responsable de la transformacion reversible de
Glc-6P en Glc-1P. Este ultimo resulta sustrato de la enzima UDP-Glc PPasa para la
produccion de UDP-Gle. Existen cinco genes en P. tricornutum que codificarian para
esta enzima: dos plastidicos (48819 y 50718) y tres citosolicos (51225, 50118 y el
componente PGM de la proteina de fusion 50444) (Kroth y col., 2008).

En la Tabla 4.2.5 se muestran las MM de las proteinas que resultan de la
traduccion de cada gen encontrado para la UDP-Glc PPasa y la PGMasa, y sus

localizaciones celulares presuntas segun la presencia o no de péptidos transito en las

secuencias.
Enzima P. ID. MM (kDa) Localizacion
23639 75,7 Cloroplasto
UDP-Glc PPasa
50444 49,9 Citosol
48819 70,9 Cloroplasto
50118 70,8 Citosol
PGMasa 50444 60,7 Citosol
50718 66,8 Cloroplasto
51225 68,7 Citosol
UDP-Glc
50444 114,6 Citosol
PPasa/PGMasa

Tabla 4.2.5: P. ID., MM y localizacion celular de las proteinas resultantes de la traduccion de los genes
codificantes para la UDP-Glc PPasa y la PGMasa en P. tricornutum.
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A lo largo de la purificacion descripta no se logré alcanzar un grado de pureza
de la UDP-Glc PPasa suficiente para identificar la enzima. Ademas, en la Fig. 4.2.2 se
observa que existen bandas correspondientes a todas las MM descriptas en la Tabla

4.2.5.

Si observamos el cromatograma resultante de la purificacion por tamiz
molecular en Superdex (Fig. 4.2.3), vemos que la fraccion que presenta AE de UDP-Glc
PPasa, y coincidentemente de PGMasa, abarca masas moleculares entre 75 y 160 kDa.
Al no conocer la estructura cuaternaria de las enzimas, estos resultados no son

suficientes para determinar la identidad de la UDP-Glc PPasa medida.

11:2: 3 4 & 6 7; 8; 9:10: 11:12:13;14;15:16:17:18:19; 20, 21 22 23 24 25
RERRL - BD |
4-
40,6
=
< 3 i
E m
E"” 104 __
S 2- =
& 3
3 i
< 4. 40,2
04 o i v | 1 u’; el |-....é...|.. A | R E 0‘0
0 8 16 24 32 40
Ve (ml)

Fig. 4.2.3: Cromatograma resultante de la purificacion de la UDP-Glc PPasa en resina de Superdex. La
curva negra representa la Abs®™ ™ (presencia de proteinas) y la curva azul (m) muestra la AE de
UDP-Glc PPasa en U/ml. Se marcan con linea punteada en rojo las fracciones colectadas. Los numeros
sobre los picos muestran los volimenes de elusion de cada uno, en ml.
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Para conocer la identidad de las bandas observadas en el SDS-PAGE 12,5%, se
cortaron las correspondientes a proteinas de masa molecular superior a 40 kDa y las
siete bandas resultantes se enviaron al Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay, para
someterlas a espectrometria de masa (EM, mapeo peptidico con tripsina y medida por

MALDI-TOF). Los resultados se muestran en la Tabla 4.2.6.

. Proteina MM
Rotulode | MMenel ] . . % de
identificada teorica P. ID.
la muestra | gel (kDa) cobertura
por EM (kDa)
UDP-Glc
MBBI 110 114,6 50444 15
PPasa/PGMasa
glicina
MBB2 100 108,3 22187 16
decarboxilasa p
MBB3 83 esterasa 74,3 17427 15
MBB4 70 TPI/GapC3 65,3 25308 28
aldehido
MBB5 63 60,6 31906 16
deshidrogenasa
MBB6 46 PRKasa 433 50773 37
MBB7 42 GapCl 40,1 22122 38

Tabla 4.2.6: Resultados de EM de las bandas de méas de 40 kDa visualizadas en un PAGE-SDS 12,5%
del extracto parcialmente purificado de la Pi#rUDP-Glc PPasa. Se muestran las MM aproximadas segun
visualizacion del gel y tedricas de la enzima identificada. “% de cobertura” es el porcentaje de la
secuencia completa que ha sido cubierto por EM.

Todas las proteinas predichas presentaron un valor de confiabilidad
estadisticamente significativo, aun cuando el porcentaje de cobertura de la secuencia
fuera bajo. En la Tabla 4.2.7 y Fig. 4.2.4 se muestran los resultados obtenidos para la
muestra MBB1, que fue identificada de forma significativa como la enzima de fusion
UDP-Glc PPasa/PGMasa (50444), con un 15% de cobertura. Es importante destacar que

se han logrado identificar péptidos tanto de la porcion de la proteina que corresponde a
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la UDP-Glc PPasa como la que pertenece a la PGMasa, demostrando asi la presencia de

la enzima de fusion 50444. Por otro lado, también se ha encontrado una banda

correspondiente a la proteina de fusion TPI/GapC3 (25308), presentando evidencia

adicional de su existencia como proteina de fusion en la célula (Liaud y col., 2000).

Masa exp. | Masa calc.| Delta | Inicio - Fin Secuencia
1263,6957|1263,6467 | 0,0490 | 1045 - 1057 | K.GFLGTEEPTVIT

1302,452311302,4978 | -0,0455| 1012 - 1023 | R MYIEQYEPTK.I

1940,1634|1940,1139| 0,0495 | 925-941 |RNYYSRWDFENMNATK.A
1994,0521|1994,0833 | -0,0312| 261 - 280 |R.ESAMCAEEDEDAFSDISK.H

2211,0803 [2211,0308 | 0,0495 | 138 - 158 |K.YPDLASEEGLEMMQNKVPK.L
2250,6142|2250,6411 |-0,0269 | 534 - 555 |R.YFNPEAIQILIQMGVANGVR.R
28422413 |12842,2139| 0,0274 | 203 - 229 |K.YMFVSNSDNLGASLDLEILTYFAEK.N
3093,4829(3093,4431 | 0,0398 | 111-139 |K.EYGLNVKFMLMNSFSTSDDTLSFLSSK.Y

Tabla 4.2.7: Masas de los péptidos resultantes de EM (“Masa exp.”, Da), masas tedrica de los péptidos
de UDP-Glc PPasa/PGMasa (“Masa calc.”, Da), diferencia entre ambas (“Delta”), secuencia de los
mismos y ubicacion en la secuencia aminoacidica de la proteina de fusion (“Inicio — Fin”). Se muestran
solo los péptidos cuyos Delta fueron menores o iguales a 0,05 Da y son, por lo tanto, estadisticamente
significativos.
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Fig. 4.2.4: Cobertura de la secuencia de la UDP-Glc PPasa/PGMasa de los péptidos estadisitcamente
significativos resultantes de EM (Delta < 0,05 Da). Los péptidos identificados se muestran en rojo y
negrita. En subrayado se sefiala la porcion de la proteina de fusion que corresponde a la UDP-Glc
PPasa y en itdlicas la que pertenece a la PGMasa. El porcentaje de cobertura fue del 15%.

Como se menciono, no se conoce todavia la localizacion celular de la enzima
B-1,3-glucano sintasa, la cual podria estar anclada a la membrana de la vacuola donde se
almacena el crisolaminardin o a la membrana del REC (Kroth y col., 2008). Los
resultados demostrados en este trabajo indican que la produccion de UDP-Glc, sustrato
en la sintesis de crisolaminaran, seria citoplasmatica, ya que la enzima UDP-Glc PPasa
encontrada es la 50444, de localizacion citosélica. Por lo expuesto se podria suponer

que la UDP-Glc seria obtenida desde el citosol por la enzima CSasa, anclada a la
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membrana de la vacuola de almacenamiento del polisacarido, que adicionaria los
residuos glucosidicos al extremo no reductor del glucano en crecimiento que
sobresaldria de la enzima del lado opuesto de la membrana, directamente en la vacuola.
Esto da soporte a la hipétesis de que el metabolismo de crisolaminaran evoluciond por
relocacion de las enzimas involucradas en la sintesis y procesamiento de polisacaridos

extracelulares a la vacuola (Kroth y col., 2008).

Por otro lado, se midi6 AE de la UDP-Glc PPasa del extracto parcialmente
purificado en ambos sentidos de reaccion, obteniéndose una velocidad 16 veces menor

en el sentido de pirofosforolisis que en el de sintesis de UDP-Glc (Tabla 4.2.8).

En plantas, la sintesis de almidon involucra ADP-Glc como sustrato y ocurre en
el cloroplasto. La enzima ADP-Glc PPasa resulta considerablemente activada por 3PGA
y fuertemente inhibida por Pi (Preiss, 1982). Sin embargo, la PtrUDP-Glc PPasa no
result6 regulada por ninguno de estos metabolitos, al medirse en el sentido de reaccion

de pirofosforolisis de UDP-Glc (Tabla 4.2.8).

Reaccion AEe (U/mg)
Gle-1P + UTP —M£* , UDP-Glc + PPi 10,12
UDP-Glc + PPi —M&2*  , Gle-1P + UTP 0,63
UDP-Glc + PPi _M&2 3PGAL Gle-1P + UTP 0,69
UDP-Glc + PPi—&2 "y Glc-1P + UTP 0,64

Tabla 4.2.8: Actividad enzimatica especifica de la P##UDP-Glc PPasa medida en sentido de
pirofosforolisis y en sentido de sintesis, en presencia y ausencia de 3PGA y Pi, en dos concentraciones:
2 y 10 mM, obteniéndose los mismos resultados. [UDP-Glc] = [PPi] = [Glc-1P] = [UTP] = 1 mM,
[MgCl,] =5 mM.

4.2.4 Metabolismo de hidratos de carbono en P. tricornutum. Comparacion en

las condiciones de crecimiento auto- y mixotroficas.

Como se explico en la introduccion, las diatomeas son quimeras eucariotas que

derivaron de una célula eucariota heterotréfica que endocitd una célula eucariota
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fotosintética, filogenéticamente cercana a algas rojas. Finalmente, esta segunda célula
fue reducida a un plastido que retuvo una pequeia parte del genoma plastidico, pero
perdié los genomas mitocondrial y nuclear como entidades distintas. Estos eventos
causaron una gran reorganizacion genomica y transferencia de genes, y un aumento en
la complejidad de la estructura celular de diatomeas fisioldgica y bioquimicamente
(Kroth y col., 2008). La tinica enzima cloroplastidica codificada en el mismo plastido es
la responsable de la fijacion de C, RuBisCO, mientras que el resto de las proteinas son

codificadas por el genoma nuclear.

Un ejemplo de esta complejidad metabolica es la presencia de varias copias de
algunas enzimas involucradas en el metabolismo del carbono, como por ejemplo la
fructosa-1,6-bisP aldolasa (FBPAldasa), enzima encargada de la condensacion alddlica
reversible de gliceraldehido-3P (Ga3P) y dihidroxiacetona-P (DHAP) a
fructosa-1,6-bisP (FBP). Existen dos clases de FBPAldasa: 1 y II, que presentan
distintos mecanismos de accion y estructura cuaternaria. Por un lado, las enzimas clase
Il necesitan un catién divalente como cofactor, generalmente Zn”', y son inhibidas por
EDTA (Kroth y col., 2005). Por el otro, las FBPAldasas clase I son homotetrameros
mientras que las clase II son homodimeros. Las enzimas clase I y II no estan
relacionados filogenéticamente, es decir evolucionaron de forma convergente (Kroth y
col., 2005). Las plantas, algas verdes y rojas presentan FBPAldasas clase I en sus
cloroplastos y en el citosol. Los hongos so6lo contienen clase II, y arquea, sélo clase I,
mientras que las cianobacterias presentan ambos tipos de FBPAldasas. P. tricornutum
tiene dos FBPAldasas clase II en cloroplasto (FBPAldasaCl y FBPAldasaC2) y una en
citosol (FBPAldasa3), ademas de dos FBPAldasas clase I, una citosolica (FBPAldasa4)
y una plastidica (FBPAldasaC5) (Kroth y col., 2005). Se ha demostrado que la
FBPAldasa clase II seria minoritaria en estos microorganismos, ya que la AE de
FBPAldasa en extractos de diatomeas no resultaba inhibida considerablemente por
EDTA (Kroth y col.,, 2005). Estos resultados fueron secundados por la menor
representacion de aldasas clase I hallada al analizar la base de datos de ESTs (Kroth y
col., 2005). Se desconoce por qué las diatomeas presentan altas cantidades de aldolasas,
si son redundantes o se expresan bajo distintas condiciones ambientales, o si cada una

de ellas estaria involucrada en diferentes metabolismos.
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FBPasa también esta presente en varias copias: cuatro cloroplastidicas y una
citosodlica, y es la unica enzima del ciclo de Calvin para la que existe evidencia de
regulacion redox por Trx (Michels y col., 2005). De las seis Ga3PDHasas que posée
P. tricornutum, dos son mitocondriales, una cloroplastidica y tres citosélicas, dos de las
cuales son las dos copias de GapC2. Las mas representadas son: la GapCl, enzima
cloroplastidica que tendria especificidad dual para el co-sustrato NAD" y NADP" y no
seria regulada por oxido-reducciéon (Kroth y col.,, 2008); la GapC2, citosolica y
especifica de NAD"; y la GapC3, enzima mitocondrial fusionada a la triosa-P isomerasa
(TPI) con especificidad por el co-sustrato NAD" (Liaud y col., 2000). En diatomeas, la
clasica Ga3PDHasa involucrada en ciclo de Calvin, de origen cianobacterial y
localizacion cloroplastidica, conocida como GapAB en plantas, estd ausente y fue
funcionalmente reemplazada por GapCl, de origen proteobacterial. Por otro lado, la
enzima citosolica involucrada en glucolisis en plantas, conocida como GapC es distinta
a la GapC2 de diatomeas, la que presenta grandes similitudes con la Ga3PDHasa animal
(Liaud y col., 1997). En cuanto a la enzima PGKasa, existen tres isoformas: una
cloroplastidica (PGKasa-1), una mitocondrial (PGKasa-2) y wuna citosdlica
(PGKasa-51125). Hay cinco isoformas de la PGMasa, dos plastidicas, y el resto
citosolicas. En los cloroplastos existe una sola isoforma de las enzimas involucradas en
la fijacion de C y reduccion de 3PGA del ciclo de Calvin, mientras que se han
encontrado multiples isoenzimas involucradas en la regeneracion de ribulosa-1,5-bisP

(Gruber y col., 2009).

Las enzimas mencionadas estan involucradas en varias rutas metabdlicas, que
incluyen el COPP, el ciclo de Calvin, la glucolisis y la gluconeogénesis. Como se dijo,
en diatomeas no existe un COPP completo en los cloroplastos, por lo que esta via
ocurriria exclusivamente en el citosol (Gruber y col., 2009). Por otro lado, todas las
enzimas involucradas en glucoélisis se encuentran en el plastido, por lo que esta ruta
metabdlica podria ser activa en este compartimiento, asi como también en el citosol. Se
han encontrado en la mitocondria de P. tricornutum enzimas involucradas en los pasos
glucoliticos responsables de la transformacion de triosas-P en piruvato, por lo que se
cree que existiria un flujo fotosintético de triosas-P desde el citosol o el cloroplasto
hacia la mitocondria, mediante traslocadores especificos, que llevaria a una conexién

directa entre el ciclo de Calvin y el ciclo del 4cido tricarboxilico (CAT). Entonces, las
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isoenzimas citosolicas podrian estar jugando distintos roles, como por ejemplo

gluconeogénesis y COPP (Liaud y col., 2000; Ginger y col., 2010).

Las diatomeas poséen crisolaminaran como polisacarido de reserva, el cual seria
almacenado en vacuolas. Se ha encontrado en el genoma de P. tricornutum una
secuencia que codificaria para una glucoquinasa citosélica, que contiene en su extremo
C-terminal un dominio transmembrana, por lo que esta enzima podria encontrarse
anclada a membrana, similar a lo encontrado para hexoquinasas de plantas (Wiese y
col., 1999). También se ha reportado que existirian B-glucosidasas con dominios
transmembrana, por lo que se postula que tanto las enzimas involucradas en digerir el
glucano como la glucoquinasa se encontrarian ancladas por su extremo C-terminal a
membranas citosolicas, como por ejemplo la de la vacuola de almacenamiento de
crisolaminaran, ya sea con orientacion hacia el interior de la misma o hacia el citosol
(Kroth y col., 2008). En el apartado anterior se encontrd que la produccion de UDP-Glc,
sustrato en la sintesis de crisolaminaran, podria ser citoplasmatica y que la UDP-Glc
seria obtenida desde el citosol por la enzima CSasa, anclada a la membrana de la
vacuola de almacenamiento del polisacarido, que adicionaria los residuos glucosidicos
al extremo no reductor del glucano en crecimiento que sobresaldria de la enzima del

lado opuesto de la membrana, directamente en la vacuola.

En cuanto al almacenamiento de C a largo plazo, las diatomeas producen
grandes cantidades de lipidos, incluyendo una gran proporciéon de poliinsaturados. La
biosintesis de los mismos se realiza por accion del complejo acido graso sintasa (AGS)
tipo II, presente en los cloroplastos (Waller y col., 1998; Armbrust y col., 2004; Kroth y
col., 2008), mientras que la B-oxidacion seria llevada a cabo tanto en la mitocondria
como en los peroxisomas, donde una catalasa eliminaria el exceso de peroxido formado
en el proceso (Wilhelm y col., 2006). Los acidos grasos sintetizados en los cloroplastos
serian luego exportados al citosol donde, en ocasiones, se almacenan en vacuolas
(Wilhelm y col., 2006). Se han identificado elongasas y desaturasas tanto en el citosol

como en los cloroplastos de diatomeas (Domergue y col., 2003; Armbrust y col., 2004).

En la Fig. 4.2.5 se muestra un esquema de las vias metabolicas de hidratos de
carbono y lipidos encontradas en cada compartimiento mediante estudio de secuencias y
por fusion de los péptidos transito a la proteina verde fluorescente y expresion de las

mismas en P. tricornutum (Domergue y col., 2003; Armbrust y col., 2004; Wilhelm y
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col., 2006; Kroth y col., 2008; Gruber y col., 2009). Este esquema no esta completo, ya
que todavia falta dilucidar parte de estos metabolismos y los mecanismos de transporte

entre las distintas organelas, pero incluye lo que se ha publicado hasta la actualidad.
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Fig. 4.2.5: Modelo del metabolismo del C en P. tricornutum. Abreviaturas: CPP: compartimiento
periplastidico, CAT: ciclo del &cido tricarboxilico, Metabolitos (letras negras): 1,3-bisPGA:
1,3-bisfosfoglicerato, 2PGA: 2-fosfoglicerato, 3PGA: 3-fosfoglicerato, DHAP: dihidroxiacetona-P,
F-6P: fructosa-6-P, FBP: fructosa-1,6-bisP, Ga3P: gliceraldehido-3-P, Glc: glucosa, Glc-1P: glucosa-1-
P, Glc-6P: glucosa-6-P, HidroxiPyr: hidroxipiruvato, OAA: actido oxalacético, PEP: fosfoenolpiruvato,
Pyr: Piruvato, UDP-Glc: UDP-glucosa; Enzimas (letras azules): AC: anhidrasa carbonica, ACSasa:
acetyl-CoA sintasa, AL: aldolasas, CSasa: crisolaminaran sintasa, Complejo AGS: complejo acido
graso sintasa, CTSasa: citrato sintasa, FBPAldasa: FBP aldolasa, FBPasa: fructosa bisfosfatasa,
Glc-6Pasa: Glc-6fosfatasa, Glc-6PDHasa: Glc-6P deshidrogenasa, GaKasa: glicerato quinasa, GapC:
Ga3P deshidrogenasa, GKasa: glucoquinasa, GOX: glicolato oxidasa, ICL: isocitrato liasa, MDHasa:
malato deshidrogenasa, ME: enzima malica-NAD, MLSasa: malatosintasa, PDC: complejo piruvato
deshidrogenasa, PEPC: PEP carboxilasa, PEPCKasa: PEP carboxiquinasa, PGAMasa: fosfoglicerato
mutasa, PGKasa: fosfoglicerato quinasa, PGDHasa: 6P-glucolactona deshidrogenasa, PGMasa:
fosfoglucomutasa, PFKasa: fosfofructoquinasa, PKasa: piruvato quinasa, PPDKasa: piruvato-P
diquinasa, PyrC: piruvato carboxilasa, TPI: triosa-P isomerasa, UDP-Glc PPasa: UDP-Glc
pirofosforilasa, RPE: ribulosa-P epimerasa, RuBisCO: ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa,
SBPasa: sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa, TAL: transaldolasa, TKL: transquetolasa. Los nombres de las
vias metabolicas se encuentran recuadrados; “?” representa enzimas y transportadores cuyos genes no
han sido encontrados aun en el genoma; con lineas de puntos se simbolizan los flujos de intercambio de
metabolitos entre los compartimientos celulares; “ “C&ZEF ” representa enzimas ancladas a membrana;
“C_»=> simboliza proteinas de fusion. Recopilacion de los metabolismos descriptos en (Domergue
y col., 2003; Armbrust y col., 2004; Wilhelm y col., 2006; Kroth y col., 2008; Gruber y col., 2009).

Con el objeto de dilucidar las diferencias entre las rutas metabolicas puestas en
marcha por P. tricornutum durante el crecimiento mixotréfico con respecto al
autotrofico, se realizaron experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real y medidas de
actividad en extractos de la diatomea de algunas enzimas involucradas en estas vias.
Para esto se llevo a cabo el crecimiento de P. tricornutum en medio agua de mar
artificial con y sin la adicion de HAC 1,5 g/l y glicerina 0,5 M, para obtener los
extractos mixo- y autotrofico, respectivamente. La cosecha de las células se realizo al
alcanzar la densidad celular de (6 + 1) 10° cél/ml, es decir durante la fase exponencial
de crecimiento. Esta densidad fue alcanzada al cabo de 7 dias en el caso del crecimiento
mixotrofico y 10-12 dias para el autotrofico, a una temperatura de (22 + 3) °C, bajo

régimen de ciclos de luz:oscuridad 16:8 (15 pE m™s™).

Para la medicion de la AE, las células fueron sonicadas en buffer Tris-HCI 50
mM pH 8,0, EDTA 1 mM, glicerol 10%, con y sin la adicion de 2-ME 10 mM. Los
resultados de AE, obtenidos por triplicados biologicos, se expresaron en valores de

U/cél y se muestran en la Tabla 4.2.9.
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AE Autotréfico (10° U/cél) | AE Mixotréfico (10 U/cél)
Enzima
- 2-ME + 2-ME - 2-ME + 2-ME
Ga3PDHasa (NAD" + As) 0,26 0,98 1,08 4,36
Ga3PDHasa (NADP" + As) 1,02 1,14 2,55 2,91
Ga3PDHasa (NADP" - As) 0 0 0 0
FBPAldasa 1,41 n.d.? 1,58 n.d.
FBPAldasa + EDTA 1,12 n.d. 1,30 n.d.
FBPAldasa + Mg®" o Mn*" 1,64 n.d. 1,91 n.d.
PGMasa 0,17 0,20 0,09 0,19
PGKasa 10,20 11,80 131 158
UDP-Glc PPasa
. . 1,42 1,32 5,03 4,82
(Pirofosfordlisis)
ADP-GIc PPasa 0 0 0 0

Tabla 4.2.9: AE (U/cél) de las enzimas involucradas en el metabolismo del C medidas en extractos
enzimaticos de P. tricornutum crecida bajo dos condiciones: auto- y mixotrofica. * n.d., no
determinado.

Como se observa en la Tabla 4.2.9, no hay indicios de existencia de una enzima
Ga3PDHasa no fosforilante (np-Ga3PDHasa, EC 1.2.1.9), a diferencia de lo que ocurre
en plantas (Arnon y col., 1954; Iglesias y col., 1987). Por otro lado, se volvi6 a verificar
la ausencia de la enzima ADP-Glc PPasa en P. tricornutum advertida en el apartado
4.2.3. La actividad enzimatica Ga3PDHasa es mayor con el sustrato NADP", actividad
de la que seria exclusivamente responsable la enzima cloroplastidica GapC1 (Liaud y
col., 2000). Se observa que todos los valores de actividad se encuentran en el mismo
orden, a excepcion de PGMasa y Ga3PDHasa (NAD"), que son un orden de magnitud
menores, y de PGKasa que presenta AE de un orden de magnitud superior a las demas
enzimas. Por otro lado, la actividad FBPAldasa no se ve considerablemente afectada por

la adicion de EDTA o cation divalente, por lo que se puede decir que seria FBPAldasa
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de clase I en mayor proporcion (cercana al 80%), como ya se ha descripto (Kroth y col.,
2005). La unica actividad que parece ser afectada por la adicion de un agente reductor
es la Ga3PDHasa con especificidad NAD" con un aumento en la catalisis de 4 veces,
pero que incluye todas las Ga3PDHasas presentes en la diatomea, por lo que no se
puede adjudicar este efecto a la regulacion redox de ninguna en particular. Como se
dijo, se ha descripto que la GapCl no seria afectada por agentes modificadores de
grupos tiol (Kroth y col., 2008), resultado coincidente con lo observado al medir AE de
Ga3PDHasa en presencia de NADP". En cuanto al crecimiento mixotréfico, se observa
un aumento en la actividad de la Ga3PDHasa dependiente de NAD" de alrededor de 4
veces, de 2,5 para la GapCl, de 3,5 para la UDP-Glc PPasa y de un orden de magnitud
para el caso de la PGKasa, con respecto al autotrofico. En cambio la actividad de la
PGMasa se mantiene al comparar los extractos reducidos, pero para el caso del cultivo

mixotrofico, esta enzima pareciera estar en un 50% oxidada.

Paralelamente, se realizo la cuantificacion de transcriptos. Se extrajo ARN de las
células de P. tricornutum crecidas bajo condiciones auto- y mixotroficas, luego se
realizo RT-PCR vy, utilizando el ADNc resultante, se llevaron a cabo las PCR
cuantitativas en tiempo real de las siguientes enzimas: GapCl, GapC2, TPI-GapC3,
PGKasa-1, PGKasa-2, FBPAldasaC1, FBPAldasa3, para las que se contaba con los
oligonucleotidos especificos (Tabla 3.1 y Tabla 3.2). Cabe destacar que solo se
compararan los niveles obtenidos para cada enzima en ambas condiciones de
crecimiento, y no las cantidades relativas entre distintas enzimas, por encontrarse
diferentes eficiencias para las PCR al utilizar distintos oligonucledtidos y obtener
variados tamafos de fragmentos amplificados. En la Tabla 4.2.10 se muestran las
concentraciones relativas de los transcriptos mencionados, con respecto a las

concentraciones halladas para el cultivo autotrofico.
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Enzima Localizacion celular Concentracion Relativa

Mixotrofico/Autotrofico
GapC1 (NADP'y NAD") Cloroplasto 23,2
GapC2 (NAD") Citosol 1,3
TPI-GapC3 Mitocondria 42,5
PGKasa-1 Cloroplasto 2,9
PGKasa-2 Mitocondria 2,7
FBPAIldasaCl (Tipo II) Cloroplasto 35,2
FBPAldasa3 (Tipo II) Citosol 1,2

Tabla 4.2.10: Concentracion relativa de transcriptos de las enzimas involucradas en el metabolismo del
C de P. tricornutum crecida bajo condiciones mixotroficas, con respecto a los valores obtenidos para el
crecimiento autotrofico.

Como se observa, la transcripcion de los genes GapCl, TPI-GapC3, y
FBPAldasaCl se encuentra mas de un orden de magnitud aumentada en el cultivo
mixotrofico. Por otro lado, la PGKasa-1 y la PGKasa-2 estan incrementadas poco
menos de 3 veces, mientras que la GapC2 y la FBPAldasa3 no modificaron su nivel de

ARNm.

Los resultados de actividades enzimaticas y de niveles de transcriptos pueden no
ser coincidentes por varias razones. Por un lado, los ARNm pueden no ser traducidos a
proteinas, por lo que los niveles enzimaticos serian menores a los de los transcriptos,
por ejemplo por degradacion de los mismos. Por otro lado, las proteinas expresadas
podrian ser blanco de proteasas, llevando a menores niveles que los correspondientes a
los ARNm cuantificados. Finalmente es posible que las condiciones de medida de las
actividades enzimaticas no sean las Optimas o que las enzimas se inestabilicen en el
buffer de sonicado, obteniéndose menor cantidad de enzima activa que el que

corresponderia al ARNm medido.

Al comparar los resultados obtenidos en la Tabla 4.2.9 y Tabla 4.2.10, vemos

que en ambos se observa un aumento en la GapCl1 en el cultivo mixotrofico, aunque el
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medido por AE (2,5 veces) no es tan significativo como el observado en la PCR
cuantitativa (23,2 veces). Por otro lado, la actividad de la Ga3PDHasa con especificidad
por el sustrato NAD" incluye a la GapCl, la GapC2 y la TPI-GapC3 y resulto 4 veces
aumentada en presencia de fuente externa de C y N, mientras que sumando los
incrementos en los transcriptos de cada enzima, el aumento deberia ser de 67 veces.
Como se dijo, existen 5 isoformas de la enzima FBPAldasa, cuyas actividades,
globalmente, resultaron similares en ambos crecimientos. Por esto, si por ejemplo el
aumento de 35 veces del transcripto de la FBPAldasa3 estuviera acompafiado por una
disminucién en los niveles de ARNm de otra FBPAldasa, no cuantificada por PCR en
tiempo real, esto conduciria a una compensacion de los niveles al medir AE. Con
respecto a la PGKasa, las dos enzimas cuyos niveles de transcriptos fueron medidos
suman un aumento de alrededor de 6 veces en las células crecidas de forma mixotrofica,
mientras que el incremento en actividad enzimatica fue de 10 veces. Los resultados
obtenidos en ambas experiencias llevan a pensar en un aumento en la actividad de la
PGKasa en la mitocondria y el cloroplasto. Teniendo en cuenta que no se midi6 la

PGKasa-51125, no se sabe qué ocurre con esta isoforma citosolica.

Por otro lado, se midi6 la concentracion de crisolaminaran en células crecidas en
presencia y ausencia de fuentes de C y N externas, observandose casi 2,5 veces mayor

concentracion del polisacarido en el cultivo mixotréfico (Tabla 4.2.11).

Condicion de crecimiento [Crisolaminaran] (10°® pg/cél)
Autotrofico 9,5
Mixotrofico 22,6

Tabla 4.2.11: Concentracion de crisolaminaran determinado en células de P. tricornutum crecidas bajo
las condiciones auto- y mixotroficas.

Durante el crecimiento autotréfico, la inica contribuyente para la generacion de
poder reductor y ATP en P. tricornutum es la luz, mediante las reacciones fotosintéticas
que ocurren en el cloroplasto, por lo que se cree que el metabolismo respiratorio en la

mitocondria se encontraria disminuido (Yang y col., 2000). Sin embargo, el ciclo de
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Calvin requiere grandes cantidades de ATP para la fijacion de C, por lo que el

rendimiento energético final disminuye considerablemente.

Durante el crecimiento mixotrofico, P. tricornutum puede usar tanto las
reacciones fotosintéticas como las fuentes externas de C para obtener energia, por lo que
los funcionamientos relativos de las diferentes vias metabdlicas celulares no son tan
faciles de predecir. En vista de los resultados obtenidos, el crecimiento mixotrofico
lleva acarreado, por un lado, un aumento en los pasos glucoliticos responsables de la
transformacion de triosas-P en piruvato (Pyr) en la mitocondria. El Pyr resultante
entraria luego en el CAT que, ligado a la cadena de electrones mitocondrial, generaria
energia para el desarrollo y crecimiento celular. De esta forma, el rendimiento
energético alcanzado seria mayor que el obtenido mediante las reacciones fotosintéticas
ligadas al ciclo de Calvin. Obviamente, una porcién de la energia generada y del C
fijado proviene de estas vias cloroplastidicas, pero lo que se destaca como diferencia
con respecto al crecimiento autotrofico es que aumentan los flujos metabodlicos

mitocondriales mencionados.

Por otro lado, se observé también un incremento en las enzimas cloroplastidicas
involucradas en la glucolisis, de las cuales algunas son también parte del ciclo de
Calvin. Es de esperarse que el metabolismo en realidad aumentado sea el glicolitico por
dos razones: por un lado, las triosas-P generadas podrian dirigirse a la mitocondria, lo
que llevarian a una conexion directa entre el ciclo de Calvin y el CAT para la
generacion de energia, como se menciond. La otra razoén seria un aumento en la
produccion de Pyr, que se convertiria en Acetyl-CoA por la accion del PDC (complejo
Pyr deshidrogenasa), que serviria de sustrato para la biosintesis de acidos grasos. Asi, se
aumentaria esta forma de reserva de C a largo plazo. También se observoé un aumento en
la actividad de la UDP-Glc PPasa, lo que significaria un incremento en la produccion
del sustrato de la enzima CSasa y finalmente, una mayor concentracion de
crisolaminaran, comprobado experimentalmente (Tabla 4.2.11). Las enzimas citosdlicas

medidas por PCR cuantitativa no mostraron diferencias con el crecimiento autotréfico.

Resumiendo, en presencia de luz y fuentes de C y N externas, P. tricornutum
utilizaria el CAT mitocondrial para la produccion de la energia necesaria para el
desarrollo y mantenimiento celular en mayor medida que en el crecimiento autotrofico,

y aumentaria las reservas de C y energia en forma de crisolaminaran y de 4cidos grasos.
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Como se dijo en la Introduccion, P. tricornutum presenta Chl a y los pigmentos
accesorios Chl ¢ (¢; + ¢;) y carotenoides, entre los que se encuentran mayoritariamente
fucoxantina, y cantidades significativas de B-caroteno, diadinoxantina y diatoxantina
(Cavalier-Smith, 1981; Pennington y col., 1988; Stauber y Jeffrey, 1988). La Chl ¢ y los
carotenoides son conocidos como pigmentos antena, que absorben los fotones de la luz
y los transfieren al centro de reaccion de la Chl a. Asi los electrones son transferidos a
través de los componentes de la cadena de transporte de electrones, lo que causa un
gradiente de protones a través de la membrana tilacoide y finalmente la produccion
enzimatica de ATP, proceso conocido como fotofosforilacion. La fucoxantina es un
carotenoide que deriva del B-caroteno y absorbe en el rango azul del espectro de luz, por
lo que es el responsable de el color marrén que presenta P. tricornutum. Para completar
el estudio comparativo entre los crecimientos auto- y mixotrofico, se midieron

espectrométricamente las concentraciones de los pigmentos Chl a, Chl ¢ y Carotenos +

Xantéfilas (C + X) (Fig. 4.2.6).
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Fig. 4.2.6: Concentraciones de Chl a, Chl ¢ y Carotenos + Xant6filas (C+X) determinados en células
de P. tricornutum crecidas bajo las condiciones auto- (verde) y mixotroficas (azul).
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Se observa una disminucion en el contenido pigmentario en las células crecidas
en presencia de fuentes de C y N externas, lo que es consistente con la conclusion
obtenida en los parrafos anteriores, en los que se determiné que la actividad
fotosintética seria menor en crecimiento mixotrofico. Los pigmentos antena (Chl ¢ y
carotenoides) sufren una disminucion menor que la Chl a, correspondiente a una
reduccion en las reacciones fotosintéticas en mayor medida que en la captacion y

absorcion de luz.

4.2.5 Metabolismo de hidratos de carbono en P. tricornutum. Comparacion en

las condiciones de crecimiento autotroficas v bajo condiciones oxidantes.

Teniendo en cuenta la regulacion redox que fue observada para la enzima
PtrPGKasa-1 en el Capitulo 1 de Resultados, se decidié estudiar los cambios en los
flujos metabolicos que ocurren luego de incubar el cultivo de la diatomea con un agente
oxidante. Para esto se llevo a cabo el crecimiento de P. tricornutum en medio agua de
mar artificial a una temperatura de (22 + 3) °C, bajo régimen de ciclos de luz:oscuridad
16:8 (15 uE m™ s™), hasta alcanzar una densidad celular de (6 + 1) 10° cél/ml, es decir
durante la fase exponencial de crecimiento. En este momento se adiciond al cultivo
“oxidado” perdxido de hidrogeno 0,1 mM, y se lo incub6 durante 5 h, en las mismas

condiciones de temperatura e iluminacion descriptas.

Se realizaron idénticos estudios descriptos en el apartado 4.2.4, es decir PCR
cuantitativa en tiempo real y medidas de AE en extractos de la diatomea. Para la
medicion de AE, las células fueron también sonicadas en buffer Tris-HCl 50 mM pH
8,0, EDTA 1 mM, glicerol 10%, con y sin la adicion de 2-ME 10 mM. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.2.12 y Tabla 4.2.13. También se determiné el

contenido pigmentario, con los resultados expuestos en la Fig. 4.2.7.

Cabe destacar que, al no contar con un marcador de estrés oxidativo, no se puede
afirmar que el tratamiento con el agente oxidante (tiempo y concentracion) haya sido
suficiente para causar la totalidad de efectos desencadenados por las EROs. Sin
embargo, se sacaron conclusiones con los resultados obtenidos bajo las condiciones

especificadas.

195



Resultados y Discusion — Capitulo 2

AE Autotroéfico (10° U/cél)

AE Oxidado (10° U/cél)

Enzima
- 2-ME + 2-ME - 2-ME + 2-ME
Ga3PDHasa (NAD' + As) 0,26 0,98 1,04 3,96
Ga3PDHasa (NADP" + As) 1,02 1,14 0,37 0,39
PGMasa 0,17 0,20 0,25 0,25
PGKasa 10,20 11,80 5,35 12,70
UDP-Glc PPasa
1,42 1,32 1,47 1,22
(Pirofosfordlisis)

Tabla 4.2.12: AE (U/cél) de las enzimas involucradas en el metabolismo del C medidas en extractos
enzimaticos de P. tricornutum crecida bajo dos condiciones: autotrofica y autotrofica + H,0O,

(“Oxidado™).
Enzima Localizacion celular Concentracion Relativa -
Oxidado

GapCl (NADP' y NAD") Cloroplasto 0,6
GapC2 (NAD") Citosol 0,9
TPI-GapC3 Mitocondria 4,2
PGKasa-1 Cloroplasto 1,0
PGKasa-2 Mitocondria 2,4
FBPAldasaCl (Tipo II) Cloroplasto 1,3
FBPAldasa3 (Tipo II) Citosol 5,2

Tabla 4.2.13: Concentracion relativa de transcriptos de las enzimas involucradas en el metabolismo del
C de P. tricornutum crecida bajo condiciones oxidantes (“Oxidado”), con respecto a los valores

obtenidos para el crecimiento autotréfico.
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Fig. 4.2.7: Concentraciones de Chl a, Chl ¢ y Carotenos + Xant6filas (C+X) determinados en células
de P. tricornutum crecidas bajo las condiciones autotroficas (verde) y autotroficas oxidantes (rojo).

En primer lugar, se observa una disminucion en el contenido pigmentario en las
células crecidas en presencia del agente oxidante, especialmente de la Chl a que
corresponde a una disminucion en las reacciones fotosintéticas y, en menor medida, en
la captacion y absorcion de luz (Chl ¢ y carotenos + xantdfilas). Ya que durante la
fotosintesis hay gran produccion de EROs, esta reduccion en los pigmentos podria
responder a la necesidad de no producir aun mas cantidad de estas especies que la que
aporta el H,O, adicionada al cultivo, por lo que la fotosintesis se veria relativamente
disminuida. Obviamente, la célula no puede mantenerse sin fotosintesis en ausencia de

fuentes de C externas, por lo que no estaria totalmente inhibida, sino reducida.

Las enzimas mitocondriales TPI-GapC3 y PGKasa-2 se encuentran aumentadas,
por lo que se puede suponer un aumento en el flujo de las triosas-P desde el cloroplasto
y el citosol hacia la mitocondria, donde entrarian en el CAT produciendo finalmente
energia y poder reductor. De esta forma, el rendimiento energético es mayor que el
logrado si la produccion de energia fuera mayoritariamente en los cloroplastos, por el
mencionado consumo de ATP que conlleva el ciclo de Calvin. Ademas, el poder

reductor producido por el CAT es necesario para contrarrestar el estrés oxidativo
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sufrido. En cuanto a las enzimas cloroplastidicas, en primer lugar se observa que los
niveles de transcriptos de la PGKasa-1 son iguales a los del crecimiento autotrofico. La
AE de la PGKasa esta disminuida en el cultivo incubado con el agente oxidante, pero al
agregar reductor al extracto celular, se recupera la misma actividad que en el
crecimiento sin peroxido de hidrogeno. Es decir, la cantidad de enzima seria la misma,

pero la actividad estaria disminuida por encontrarse oxidada.

Como se demostro en el Capitulo 1 de Resultados de este trabajo de tesis, la
PGKasa-1 cloroplastidica es una enzima sensible a los estados redox. No existen
estudios sobre la PGKasa-2 y la PGKasa-51125 pero, mediante alincamientos de
secuencias, se observa que la PGKasa-2 tiene las mismas Cys que la PGKasa-1 excepto
por la Cys-21, por lo que es posible que sufra efectos similares a la PGKasa-1 al
enfrentarse con un agente oxidante. En cambio, las 6 Cys presentes en la PGKasa-51125
no son conservadas con respecto a las de la PGKasa-1, lo que no significa que esta
enzima sea insensible a la oxidacion. Por lo tanto, se puede decir que la actividad global
de la PGKasa se ve afectada por el estado redox celular, pero no se puede atribuir la
responsabilidad de este efecto a ninguna enzima en particular. La PGKasa-2 presenta
2,4 veces mas ARNm en condiciones oxidantes, tal vez para contrarrestar este efecto
causado en su actividad y mantener los niveles de la via metabolica de la que forma
parte con la finalidad de aumentar el flujo metabdlico hacia el CAT, como se dijo al

comienzo de este parrafo.

La FBPAldasaC1l no parece presentar cambios en los niveles d¢ ARNm. La AE
de la Ga3PDHasa con especificad por NAD" esta aumentada en el cultivo oxidado y es
ademas sensible a la adicion del agente reductor al extracto. Por un lado la TPI-GapC3
presenta mayores niveles de transcriptos, no asi la GapCl que estd ligeramente
disminuida y la GapC2 que se encuentra inalterada. La actividad enzimatica de la
Ga3PDHasa (NADP"), de la cual la GapC1 es responsable, disminuyé 2,8 veces y su
actividad no se vié alterada por la adicion de 2-ME al extracto enzimatico, coherente
con lo que se ha descripto en cuanto a la ausencia de regulacion redox de esta enzima

(Michels y col., 2005).

Entonces, en cuanto a las enzimas cloroplastidicas, la GapC1 estaria disminuida
a nivel transcripcional, mientras que la regulacion de la PGKasa-1 seria a nivel pos-

traduccional, por oxidacion de la enzima. Esto resulta coherente con lo explicado

198



Resultados y Discusion — Capitulo 2

anteriormente: el ciclo de Calvin estaria disminuido a fin de que las triosas-P migren a
la mitocondria para la produccion de energia y la obtencion de un mejor rendimiento en
ATP, y para evitar el consumo de poder reductor que trae aparejado el ciclo de Calvin.
Por otro lado, como se dijo en el Capitulo 1 de Resultados, estas triosas-P podrian
abandonar el cloroplasto hacia el citosol e ingresar en el COPP a fin de producir
NADPH, necesario para poner en marcha todos los sistemas antioxidantes y de
reparacion del estrés oxidativo. El aumento en los niveles de transcriptos de la enzima
citosolica FBPAldasa3 podria estar contribuyendo a esta redireccion de las triosas-P al
COPP. Finalmente, las actividades enzimaticas PGMasa y UDP-Glc PPasa no se vieron

modificadas.

4.2.6 Discusion.

Numerosos estudios han sido realizados sobre las distintas condiciones de
crecimiento de diatomeas, pero prestando especial importancia a los aspectos
morfologicos, fisiologicos y ecoldgicos. Sin embargo, son pocos los estudios a nivel
molecular sobre las vias metabdlicas afectadas bajo estas condiciones. En general, se
han realizado estudios in silico sobre las mismas, pero quedan todavia muchos

interrogantes al hablar del metabolismo del C en estas microalgas.

En el presente capitulo se ha puesto a punto el crecimiento de la cepa de
P. tricornutum LFF Pt 01, encontrandose resultados similares a los descriptos para otras
diatomeas. No fue posible, por otro lado, el crecimiento heterotrofico de esta microalga.
Se profundiz6 en el estudio de la via de sintesis del polisacarido de reserva
crisolaminaran. Asi, se constatdo que el dador de glucosas seria la UDP-Glc, que seria
producida en el citosol por accion de la enzima UDP-Glc PPasa, fusionada a la
PGMasa. Por esto se podria suponer que la UDP-Glc seria obtenida desde el citosol por
la enzima CSasa, anclada a la membrana de la vacuola de almacenamiento del
polisacarido, que adicionaria los residuos glucosidicos al extremo no reductor del
glucano en crecimiento, el cual sobresaldria de la enzima del lado opuesto de la
membrana, directamente en la vacuola. Ademas, en diatomeas estarian ausentes las

enzimas ADP-Glc PPasa y Ga3PDHasa no fosforilante.
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Por otro lado, se realizd un esquema metabolico global de las vias principales
involucradas en la metabolizacion del C en P. tricornutum, teniendo en cuenta todos los
conocimientos publicados hasta el momento de escritura de este trabajo de tesis.
Mediante la medida de actividades enzimaticas, contenido pigmentario, concentracion
de crisolaminaran y niveles de ARNm, se logré tener una idea general de los
metabolismos operativos bajo condiciones de crecimiento mixotroficas o en condiciones
de estrés oxidativo. Asi, se observd que, al tener exceso de fuente de C y N externa,
P. tricornutum aumentaria sus reservas de C en forma de crisolaminaran y de acidos
grasos. Ademads, la via mayormente responsable de suministro de energia para el
desarrollo celular seria el CAT mitocondrial, resultado coherente con la disminucion en
la concentracion de los pigmentos y, por lo tanto, de la fotosintesis. Cuando el cultivo
esta en contacto con agentes oxidantes como el peroxido de hidrégeno, disminuirian los
flujos metabolicos que consumen poder reductor, como el ciclo de Calvin, de manera de
dirigir las triosas-P hacia la mitocondria para el ingreso al CAT, que daria como
resultado la produccion de ATP y de poder reductor, necesario para contrarrestar los
efectos causados por las EROs. La fotosintesis también se veria disminuida, para no

contribuir a la produccion de especies oxidantes, toxicas para las células.

200



Conclusiones

5 CONCLUSIONES

A partir de los resultados experimentales obtenidos en el presente trabajo de

tesis, se pueden enunciar las siguientes conclusiones:

a. Respecto a la enzima PGKasa-1 de P. tricornutum:

Se realizd el clonado molecular de la enzima PrrPGKasa-1 y se logroé su
expresion en forma activa y soluble, con y sin la adiciéon de una etiqueta de His en su
extremo N-term, sin cambios en las propiedades cinéticas de la misma. Se alcanzé un

alto grado de pureza en ambos casos.

Se caracterizd su estructura cuaternaria, encontrandose que se trata de una
enzima monomérica que adopta una conformacion laxa en ausencia de sus sustratos,
como se ha descripto para enzimas de otros organismos. Se logré construir un modelo

molecular de la PrrPGKasa-1.

Se hallaron el pH y la temperatura optimos de reaccion, obteniéndose dos
valores de energia de activacion. Los pardmetros cinéticos hallados y el mecanismo de

reaccion de la PrrPGKasa-1 son similares a otras PGKasas.

Se encontrd6 que la enzima seria inhibida por el sustrato ATP cuando las
concentraciones de 3PGA no son saturantes, comportdndose como un inhibidor
competitivo. En cambio, si la enzima esta saturada con 3PGA, el ATP se uniria de una
forma distinta actuando como activador al favorecer la liberacion del producto

1,3-bisPGA.

La PtrPGKasa-1 resultd inhibida por agentes oxidantes sintéticos y fisioldgicos,
efecto revertido por la incubacién con agentes reductores quimicos y celulares. La
enzima presentd dos potenciales de reduccion que indicarian que existen dos centros
redox distintos, los cuales pueden ser sensibles a oxido-reduccion in vivo. Se
produjeron, en forma soluble y activa, mutantes simples Cys = Ser y se purificaron. Se
encontr6 que el mecanismo de inhibicion seguido por la Pr#PGKasa-1 por agentes
oxidantes es causado por la oxidacion de la Cys-77 a &cido sulfénico y la formacion de

un puente disulfuro entre las Cys-58 y 95. Aunque ninguno de estos residuos es esencial
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para la catalisis, su modificacion llevaria a cambios en la conformacion que inhibirian la

actividad de la enzima.

La PtrPGKasa-1 presenta también actividad chaperona, protegiendo de
desnaturalizacion a la cadena B de la insulina, a la 7aeGapC y a la alcohol
deshidrogenasa de levaduras. Este efecto no se ve modificado por el estado redox de la
enzima ni por la presencia de sus sustratos, y es dependiente de la relacion molar entre

las proteinas.

b. Respecto al metabolismo de hidratos de carbono en P. tricornutum:

Se puso a punto el crecimiento mixotréfico de la cepa de P. tricornutum LFF

Pt 01, adicionando al medio agua de mar glicerol 0,5 M e HAC 1,5 g/l.

Se midi6 actividad enzimatica de la CSasa in vivo, encontrandose que la misma

tiene especificidad por el sustrato UDP-Glc.

Se intent6 purificar de fuente la enzima UDP-Glc PPasa de P. tricornutum, no
alcanzandose un grado de pureza suficiente como para identificar y caracterizar la
enzima. Por espectrometria de masa se encontr6é que se trataria de la proteina citosdlica
de fusion UDP-Glc PPasa/PGMasa (P. ID. 50444), por lo que la sintesis de
crisolaminaran ocurriria en el citoplasma y el almacenamiento del glucano seria en

vacuolas.

Se estudiaron las vias metabolicas operativas al crecer células de P. tricornutum
en condiciones mixotroficas. Comparativamente con el cultivo autotrdfico, en presencia
de fuentes externas de C y N, se vio favorecido el CAT mitocondrial para la produccion
de energia y disminuidos los procesos cloroplastidicos ciclo de Calvin y fotosintesis.
Por otro lado aumentaron las reservas de C y energia en la diatomea, en forma de

crisolaminaran y lipidos.

Cuando P. tricornutum es crecido en condiciones oxidantes, se observa una
disminucién en la fotosintesis y en el ciclo de Calvin para disminuir la produccion de
EROs en la célula. Por otro lado, hay un aumento del flujo metabdlico hacia el CAT
mitocondrial, que produciria ATP y NADPH, necesario para contrarrestar los dafios

causados por el agente oxidante.
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En base a los resultados obtenidos en la presente tesis y haciendo una revision de
lo publicado para diatomeas en general y para P. tricornutum en particular, se presenta
un escenario metabdlico ocurrente en estos microorganismos. Tal panorama representa
un aporte para plantear futuros estudios que permitan una mayor comprension de las
diatomeas a nivel metabdlico y molecular. Tales futuros estudios deben establecer
especialmente comparaciones con lo encontrado en otros organismos fotosintéticos y/o
heterotréficos relacionados, dada la particular ubicacion de las diatomeas en el contexto

evolutivo.
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6 RESUMEN

La fotosintesis eucariota comienza con la captacion endosimbidtica de una
cianobacteria (procariotas que realizan fotosintesis oxigénica) por parte de un eucariota
unicelular heterotrofico. De esto derivan los llamados plastidos primarios
(fotosintéticos) encontrados en algas verdes y rojas y en plantas. En este proceso
evolutivo, las algas, algunos protozoos y las diatomeas ocupan una posicion de
relevancia. En este sentido, las diatomeas son producto de lo que se conoce como
endosimbiosis secundaria, en la que un eucariota no fotosintético captdé por endocitosis
a un eucariota fotosintético con un cloroplasto primario, lo que involucré una
transferencia masiva de genes desde el nicleo de la célula fagocitada hacia el de la
célula huésped. Esto hizo que en los diferentes organismos se encuentren enzimas que
catalizan reacciones similares pero que estan reguladas segun el contexto metabolico
particular al cual son funcionales. A partir de esto, es de importancia estudiar las
relaciones de estructura proteica a funcion y regulacion de estas proteinas. Sin embargo,
son marcadamente escasos los trabajos de caracterizacion de enzimas de diatomeas, ya
sea purificadas directamente de extractos del alga o luego de la expresion recombinante
de los genes respectivos, por lo que mayoritariamente las propiedades de las proteinas
(y las rutas metabolicas en las que estan involucradas) s6lo han podido ser inferidas

parcialmente a partir de comparaciones de secuencias por métodos informaticos.

Las diatomeas son un grupo de algas cromofitas capaces de crecer en agua
salada y dulce, atn bajo condiciones extremas de temperatura y salinidad, en forma
autotrofa, heterotrofica o mixta. Se cree que son el grupo eucaridtico mas importante del
fitoplancton, contribuyendo en un 20-25% a la produccion primaria global. Ademas,
juegan un papel clave en los ciclos biogeoquimicos del silicio y del carbono. Pese a la
relevancia evolutiva, ecologica y productiva, los estudios sobre la biologia de las
diatomeas, a nivel molecular, estan relativamente poco desarrollados. EI modelo
experimental dentro de las diatomeas es la especie Phaeodactylum tricornutum, la cual
tiene un genoma relativamente pequefio, un tiempo de generacion corto y es factible de
ser transformada genéticamente. En el presente trabajo de tesis se realizaron estudios a

nivel enzimdtico que permitieron obtener informaciéon acerca de la ocurrencia y
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regulacion del metabolismo de hidratos de carbono y de la sintesis del polisacarido de

reserva (crisolaminaran).

Se clon6 el gen que codifica para la enzima cloroplastidica fosfoglicerato
quinasa-1 de P. tricornutum (PtrPGKasa-1), la cual fue expresada en E. coli. La
proteina recombinante se obtuvo en forma soluble y activa y fue purificada y
caracterizada estructural, cinética y regulatoriamente. Las propiedades estructurales y
cinéticas resultaron similares a las obtenidas para PGKasas de otros organismos,
mientras que las caracteristicas regulatorias resultaron distintivas. En este aspecto,
PtrPGKasa-1 resultd regulada por el entorno redox, determinado por compuestos
sintéticos y fisioldgicos, siendo activa en su forma reducida. Mediante la realizacion de
estudios cinéticos y quimicos y la construccion de mutantes simples Cys > Ser, se
logré determinar el rol de cada una de las 6 Cys que presenta PrrPGKasa-1 y el
mecanismo de inhibicion por oxidacion sufrido por la enzima. Los resultados obtenidos
sugieren que la regulacion redox de la enzima de la P. tricornutum podria ocurrir in vivo
y ser relevante para el funcionamiento del metabolismo fotosintético en diatomeas.
Ademas, PrrPGKasa-1 presentd actividad enzimatica de chaperona, protegiendo a otras

proteinas de desnaturalizacion.

Por otra parte, se optimizd el crecimiento mixotréfico de P. tricornutum,
hallando que las fuentes de carbono y nitrégeno preferentemente utilizadas por la cepa
LFF Pt 01 eran glicerol e hidrolizado acido de caseina. Se realizaron medidas de
actividad enzimatica en extractos celulares y de niveles de transcriptos por PCR
cuantitativa en tiempo real de la diatomea crecida en presencia y ausencia de las fuentes
de carbono y nitrogeno mencionadas. Al analizar comparativamente los metabolismos
de hidratos de carbono operativos bajo estas condiciones, se encontré que el cultivo
mixotrofico presentaba un aumento en el flujo metabolico hacia el ciclo del acido
tricarboxilico mitocondrial y una disminucién en los procesos cloroplastidicos de
fotosintesis y ciclo de Calvin, mejorando asi el rendimiento energético. Ademas, se

vieron aumentadas las reservas de energia en forma de crisolaminaran y lipidos.

Se ahondo6 en la caracterizacion de la via de sintesis del polisacarido de reserva.
Por un lado, se midi6 la actividad enzimatica in vivo de la enzima crisolaminaran
sintasa, hallandose que tiene especificidad por el sustrato glucosidico UDP-Glc. Por

otro lado, se identif6 una UDP-Glc pirofosforilasa funcional en P. tricornutum: la
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proteina de fusion UDP-Glc pirofosforilasa/fosfoglucomutasa (P. ID. 50444), lo que
sugeriria que la sintesis de crisolaminaran ocurriria en el citoplasma y el

almacenamiento del glucano seria en vacuolas.

Finalmente, se realizaron estudios comparativos de actividades enzimaticas y de
niveles de transcriptos de células de P. tricornutum crecidas bajo condiciones oxidantes
y no oxidantes. En contacto con peroxido de hidrogeno se vieron disminuidos la
fotosintesis y el ciclo de Calvin, responsables de generar especies reactivas del oxigeno
y consumir el poder reductor de la célula, respectivamente. Esto hizo que cobrara
importancia el ciclo del acido tricarboxilico en la mitocondria, generando el ATP y el
NADPH necesarios para permitir la supervivencia celular y contrarrestar los efectos

causados por las especies oxidantes.

En base a los resultados obtenidos en la presente tesis y haciendo una revision de
lo publicado para diatomeas en general y para P. tricornutum en particular, se presenta
un escenario metabdlico ocurrente en estos microorganismos. Tal panorama representa
un aporte para plantear futuros estudios que permitan una mayor comprension de las

diatomeas a nivel metabolico y molecular.
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7 ABSTRACT

Eukaryotic photosynthesis began when a nonphotosynthetic unicellular
eukaryote engulfed a cyanobacterium by endosymbiosis, which ultimately resulted in a
photosynthetic plastid, found in green and red algae and in land plants. Algae, some
protozoa and diatoms take a key position in this evolutionary process. Diatoms evolved
by secondary endosymbiosis in which a nonphotosynthetic eukaryote engulfed a
photosynthetic eukaryote, resulting in a massive transference of genes from the engulfed
cell to the host one. As a result, different organisms have enzymes that catalyze similar
reactions but are regulated according to the particular metabolic context in which they
are active. Consequently, it is important to study the relationships between protein
structure to protein function and regulation. However, there is scarce information about
the characterization of diatom enzymes, either purified from diatom cells or after
recombinant expression of the respective genes, so protein properties (and metabolic
pathways they are involved in) were only partially inferred from sequence comparisons

using in silico methods.

Diatoms are a group of cromophyte algae capable of growing autotrophically,
heterotrophically and mixotrophically in sweet and salty water, even under extreme
temperature and salinity conditions. Diatoms are important components of marine
phytoplankton, responsible for 20-25% global primary production. They are particularly
important for biogeochemical cycling of silica and carbon. Despite their evolutionary
and ecologic relevance, very little is known about the biology of these microorganisms
at the molecular level. Phaeodactylum tricornutum is the most widely used model
system for studying diatoms because of its small genome, short generation time and
ease of genetic transformation. In the present thesis, enzymatic studies were made that
contributed to the knowledge of: i) carbohydrates metabolisms regulation and
occurrence, and 1ii) the biosynthesis of the energy storage polysaccharide

(chrysolaminaran).

We cloned the gene encoding chloroplastidic phosphoglycerate kinase-1 from
P. tricornutum (PtrPGKase-1) and expressed it in E. coli. The recombinant enzyme was

active and further purified and characterized respect to its structure, kinetics and
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regulation. Afterward, it showed similar structural and kinetic properties as the enzyme
from other organisms, although the diatom PGKase displayed distinctive regulatory
characteristics. The activity of the enzyme was found dependent on the redox status in
the environment determined by different compounds, including some of physiological
function, PtrPGKase-1 being active in its reduced form. The roles of the six Cys
residues found in the diatom enzyme were analyzed by site-directed mutagenesis and
the oxidation inhibition mechanism was elucidated. Results suggested key regulatory
properties for P. tricornutum PGKase-1, which could be relevant for the functioning of
carbon photosynthetic metabolism in diatoms. On the other hand, P#PGKase-1

displayed chaperone activity, protecting other proteins from denaturation.

Mixotrophic P. tricornutum growth was optimized and preferred carbon and
nitrogen sources of strain LFF Pt 01 were found to be glycerol and casein acid
hydrolysate. Enzymatic activity in cellular extracts and transcript levels of autotrophic
and mixotrophic diatom cells were measured. Comparative analysis of carbohydrates
metabolisms operative in presence or absence of carbon and nitrogen sources showed
that the mixotrophic culture displayed an increased mitochondrial tricarboxylic acid
cycle and a decrease in chloroplastidic pathways as photosynthesis and Calvin cycle,
thus improving the energetic yield. Besides, energetic storage products, as

chrysolaminaran and lipids, were raised.

In order to contribute to the knowlkedge of chrysolaminaran synthesis pathway,
enzymatic activity of chrysolaminaran synthase was measured in vivo and found to be
specific to UDP-Glc as glycosidic substrate. On the other hand, a functional UDP-Glc
pyrophosphorylase was identified in P. tricornutum as the fusion protein UDP-Glc
pyrophosphorylase/phosphoglucomutase (P. ID. 50444), which suggests that
chrysolaminaran synthesis takes place in the cytosol and the glucan storage is in

vacuoles.

Finally, enzymatic activities and transcript levels of cells grown under oxidative
conditions were analyzed. When hydrogen peroxide was added to the culture, cell
photosynthesis and Calvin cycle decreased both pathways responsible of oxygen
reactive species generation and reducing power consumption, respectively. As a
consequence, the tricarboxylic acid cycle was increased and generated ATP and

NADPH, necessary to grow and to counteract the effects caused by the oxidant species.

208



Abstract

The results obtained in this thesis and the bibliographic revision of diatom (in
general) and P. tricornutum (in particular) present a metabolic scenery active in these
microorganisms. This backdrop represents a contribution for future studies that will

allow a bigger comprehension of diatoms at the metabolic and molecular levels.
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