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UDP Uridina-5"-difosfato

UTP Uridina-5"-trifosfato

Vv Velocidad inicial

Vimax Velocidad méaxima

r Densidad de sitios de ataque



Resumen

RESUMEN

El clado Euglenophyceae comprende flagelados unicelulares fototréficos y se encuentra
dentro del supergrupo Excavata. Este tltimo incluye flagelados unicelulares entre los que se
destacan simbiontes y algunos importantes pardsitos humanos. La especie mads relevante del clado
Euglenophyceae es Euglena gracilis. Este microorganismo ha demostrado una amplia capacidad
metabdlica y un rdpido crecimiento en comparacién a otras especies del mismo género,
haciéndola adecuada para su comercializacién. E. gracilis ha llamado la atencién por su
resistencia al estrés causado por metales pesados y por sintetizar metabolitos de interés comercial
como [-carotenos, a-tocofenorol, acido ascérbico, acidos grasos poliinsaturados esenciales,
lipidos aptos para la produccién de biodisel y paramilén. Este tltimo es su polimero de reserva,
un B-1,3-glucano sin ramificaciones, insoluble en agua y altamente cristalino.

La informacién enzimoldgica referente al metabolismo redox y del paramilén en E.
gracilis atin es limitada. Por estarazon, seleccionamos enzimas que podrian estar involucradas en
estos procesos para estudiarlas desde distintos enfoques.

Para mantener la homeostasis redox intracelular, E. gracilis cuenta con defensas
enzimadticas y no enziméticas. Una de las moléculas tiol de baja masa molecular fundamentales
en este metabolismo es el glutation (GSH) debido a que capaz de inactivar especies reactivas de
oxigeno de forma intrinsecay participar en sistemas acoplados o en la sintesis de otras moléculas
antioxidantes. El GSH es sintetizado mediante unareaccién de dos etapas ATP dependientes. La
primera es sintetizada por la glutamato cisteina ligasa (GCL, EC 6.3.2.2), formando y-
glutamilcisteina. La sintesis se completa cuando la glutation sintetasa (EC 6.3.2.3) afiade glicina
(Gly) al dipéptido. La primera reaccion es el paso regulador de la sintesis de GSH en otros
organismos. Dentro de una base de datos de transcriptémica de E. gracilis identificamos un
mensajero candidato para la codificacién de la subunidad catalitica de GCL. Disefiamos un gen
sintético que nos permitiera realizar la expresién de esta subunidad en E. coli. Realizamos la
produccién recombinante y la purificacién empleando una cromatografia de afinidad por metal
inmovilizado. Evidenciamos actividad del polipéptido purificado con un método capaz de
cuantificar fosfato inorganico (Pi) empleando como sustratos ATP, cisteina y glutdmico.
Realizamos curvas de saturacidn para cada uno de los tres sustratos y calculamos los pardmetros
cinéticos correspondientes para cada uno. Ensayos de cromatografia de exclusién molecular nos
permitieron clasificar a esta enzima como monomérica. El modelado molecular del polipéptido
nos permitié observar una estructura terciaria similar a la adoptada por este tipo de enzima en
otros organismos.

Las glicosil fosforilasas (EC 2.4.1), son un grupo de enzimas que catalizan la fosfordlisis

reversible de glucanos en presencia de Pi en los correspondientes azticares 1-fosfatos y cadenas
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de glucano acortadas. En E. gracilis, se reporto la existencia de una fosforilasa perteneciente a la
recientemente descripta familia glicosil hidrolasa 149. Estaenzima, EgrGH149, fue caracterizada
cinéticamente en el sentido de sintesis, por lo que nos propusimos extender su estudio desde
distintos enfoques. Por medio de cromatografia de exclusién molecular evidenciamos que
EgrGH149 presenta una estructura cuaternaria homodimérica como se ha observado en otras
fosforilasas. Estudios in silico y de mutagénesis sitio dirigida nos permitieron comparar
propiedades de posibles sitios de unién a laminarisacaridos e identificar residuos relevantes en la
catdlisis. Realizamos ensayos de actividad enzimdtica en ambos sentidos de reaccién que nos
permitieron ampliar el conocimiento de EgrGH149. Esta enzimaes especifica para la utilizacién
de B-1,3-glucanos de baja masa molecular como sustrato, sin evidenciar actividad con B-1,3-
glucanos de alta masa molecular como laminarinay paramilén. EgrGH149 demostré una mayor
eficiencia catalitica a medida que el grado de polimerizacién disminuia. Ensayos de promiscuidad
empleando distintos dadores como sustratos nos permitieron observar especificidad de EgrGH149
por a-Glucosa-1-P. Evidenciamos que EgrGH149 utilizaun mecanismo de reaccién con inversién
de la configuraciéon anomérica. Mediante la utilizacién de un suero policlonal especifico contra
EgrGH149 realizamos ensayos que nos aportaron informacioén sobre su ubicacién intracelular.
Nuestros resultados indicarian que estaenzima se encuentra contigua alos granulos de paramilén
formando agrupaciones. Toda la informacién obtenida en este trabajo ayuda a entender el rol de
EgrGH149 en el metabolismo de E. gracilis. También aportamos informacién relevante en el
conocimiento de la familia GH149, siendo que atin son escasas las caracterizaciones de proteinas
de esta familia.

En E. gracilis, el paramilén se degrada en condiciones de requerimiento energético. Se
ha observado actividad B-1,3-glucanasa en extractos de este microorganismo. Sin embargo, es
insuficiente la identificacion y estudio de enzimas implicada en este proceso. Realizamos una
biisqueda en una base de datos de transcriptémica para identificar transcriptos candidatos a
codificar endo-B-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.39). Seleccionamos un mensajero codificante para una
proteina de la familia GH64 y posteriormente disefiamos un gen sintético para realizar la
expresion recombinante del mismo. La proteina (EgrGH64) fue expresada en E. coli y purificada
por cromatografia de afinidad por metal inmovilizado con posterior cromatografia de exclusion
molecular. Esta es la primera vez que una f-1,3-endoglucanasa de E. gracilis es producida
recombinantemente usando un sistema de expresion procariota. EgrGH64 evidenci6 actividad
enzimatica empleando los sustratos laminarina, paramilén y B-glucano de la pared celular de
levadura (BG-PCL). La actividad méxima se observé a pH 4,0-5,0 y 50°C. No observamos
hidrélisis de B-1,4-glucanos. El principal producto de hidrélisis de EgrGH64 fue laminaripentaosa
tanto para laminarina como para paramilén. Estas caracteristicas son las predominantes en otras
glucanasas de la misma familia previamente caracterizadas. Para calcular los pardmetros cinéticos

utilizamos un enfoque que incluye el andlisis Michaelis-Mentes convencional complementado
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con Michaelis-Menten inverso. Con esta metodologia observamos un menor Km para BG-PCL en
comparacién a los otros dos sustratos. La eficiencia catalitica mostr6 el siguiente patrén:
paramilén<laminarina<BG-PCL. La densidad de sitios de ataque reconocidos por EgrGH64 es
similar en laminarinay paramilén, mientras que este valor es mayor en BG-PCL. Cuantificamos
los extremos reductores solubles e insolubles generados por EgrGH64. El patrén observado
sugiere que EgrGH64 es una endo-glucanasa procesiva. Obtuvimos un suero policlonal con
anticuerpos especificos contra EgrGH64. Mediante western blot, evidenciamos la presencia de
esta enzimaen cultivos heterotréficos y en condiciones de anaerobiosis. No observamos sefial en
condiciones de autotrofia. Evaluamos el efecto antiftingico de EgrGH64. Estudiamos la influencia
de estaenzimaen la viabilidad de Kluyveromyces lactis. Observamos una significativa capacidad
de EgrGH64 para disminuir la viabilidad de forma dosis dependiente en las condiciones
evaluadas. Estos estudios sugieren que EgrGH64 estarian involucrada en la degradacion del
paramilén hidrolizando el mismo y/o productos de hidrdlisis de este.

Visto de manera global, los conocimientos generados en este trabajo de Tesis por estudios
in vivo, in silico e in vitro, relacionados al metabolismo redox y del paramilén nos aportan una
mejor comprension del contexto metabdlico de E. gracilis. El conocimiento bésico en esta drea
es valioso para el entendimiento de un microorganismo de relevancia en la naturaleza y con

perspectivas biotecnoldgicas promisorias.
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ABSTRACT

The Euglenophyceae clade comprises phototrophic unicellular flagellates and it’s found
within the supergroup Excavata. This includes unicellular flagellates, among which some
symbionts and important human parasites. The most relevant species of Euglenophyceae is
Euglena gracilis. This microorganism has demonstrated a wide metabolic capacity and rapid
growth when compared to other microorganisms of the genus. E. gracilis has attracted attention
because of its resistance to stress caused by heavy metals and for synthesizing metabolites of
commercial interest such as -carotenes, a-tocophenolol, ascorbic acid, essential polyunsaturated
fatty acids, paramylon, and lipids suitable to produce biodiesel. The paramyon is a reserve
polymer, an unbranched, water-insoluble, and highly crystalline B-1,3-glucan. Thus, E. gracilis
stands as a microorganism of interest in different types of industry.

Ther is a lack of enzymological information regarding E. gracilis redox and paramylon
metabolism. We select enzymes that could be involved in these processes and study them with
different approaches.

E. gracilis has enzymatic and non-enzymatic defenses to preserve intracellular redox
homeostasis. The glutathione (GSH) is a low molecular mass thiol crucial in this regulation. GSH
it is capable of inactivating reactive oxygen species intrinsically and participating in coupled
systems or in the synthesis of other antioxidant molecules. It is synthesized in a two-step ATP-
dependent reaction. The first step, is catalyzed by glutamate cysteine ligase (GCL, EC 6.3.2.2),
forming y-glutamylcysteine. The synthesis is completed when GSH synthetase (EC 6.3.2.3) adds
glycine to the dipeptide. The first reaction is the regulatory step of GSH synthesis in other
organisms. Within an E. gracilis transcriptomics database we identified a candidate messenger
encoding a catalytic subunit of GCL. We designed a synthetic gene to perform a recombinant
expression of the catalytic subunit in E. coli. We performed the expression and purification using
immobilized metal affinity chromatography. With a method capable of quantifying inorganic
phosphate (Pi), we show activity of the purified polypeptide using ATP, cysteine, and glutamic
acid as substrates. We performed saturation curves for each of the substrates and calculated the
corresponding kinetic parameters. With size exclusion chromatography assays, we classify this
enzyme as monomeric. Molecular modeling of the polypeptide showed a tertiary structure similar
to that adopted by other GCLs.

Glycosyl phosphorylases (EC 2.4.1) are a group of enzymes that catalyze the reversible
phosphorolysis of glycans in the presence of Pi into the corresponding sugar-1-phosphate and
shortened glycan chains. In E. gracilis, a phosphorylase belonging to the recently described
glycosyl hydrolase 149 family was reported. This enzyme, EgrGH149, was characterized
kinetically in synthesis sense and we extended its study from different approaches. With size

exclusion chromatography we showed that EgrGH149 has a homodimeric quaternary structure.
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This structure has been observed in other phosphorylases. To compare properties of possible
binding sites to laminarisacharides and identify residues relevant to catalysis in both directions of
the reaction, we performed in silico and site-directed mutagenesis studies. We performed enzyme
activity assays in the senses of phosphorolysis and reverse phosphorolysis. This enzyme is
specific in the use of low molecular weight B-1,3-glucans as substrate, without showing activity
with high molecular weight B-1,3-glucans such as laminarin and paramylon. Promiscuity assays
with several donors as substrates allowed us to observe specificity of EgrGH149 for a-Glucose-
1-P. We show that EgrGH149 has a reaction mechanism with inversion of the anomeric
configuration. We performed assays that provided information on intracellular location by using
a specific polyclonal serum against EgrGH149. Confocal microscopy would indicate that the
enzyme forms clusters next to the paramylon granules. This information helps to understand the
role of EgrGH149 in E. gracilis metabolism. We contribute relevant information to the knowledge
of the GH149 family because there are still few characterizations of proteins in this family.

In E. gracilis matabolism, paramylon is degraded under lack of energy conditions. Endo
and exo-fB-1,3-glucanase activity has been observed in extracts of this microorganism. However,
the identification and characterization of enzymes involved in this process is still limited. We
performed a search within a transcriptomics database to identify candidate transcripts encoding
endo-B-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39). We selected a mRNA coding to a protein from the GH64
family and we designed a synthetic gene to perform its recombinant expression. This protein
(EgrGH64) was expressed in E. coli and purified by immobilized metal affinity chromatography
with subsequent size exclusion chromatography. This is the first time that a B-1,3-glucanase from
E. gracilis has been produced recombinantly using a prokaryotic expression system. EgrGH64
showed enzymatic activity using laminarin, paramylon and yeast cell wall B-glucan (BG-PCL) as
substrates. Maximum activity was observed at pH 4.0-5.0 and 50°C. We did not observe p-1,4-
glucans hydrolysis. We analyzed the hydrolysis products of laminarin and paramylon. The main
hydrolysis product was laminaripentaose. These characteristics have been observed in other
characterized glucanases of the same family. The methodology used to calculate kinetic
parameters includes conventional Michaelis-Mentes complemented by inverse Michaelis-
Menten. We observed a lower Km for BG-PCL compared to laminarin and paramylon. The
catalytic efficiency showed the following pattern: paramylon <laminarin <BG-PCL. The attack
sites density recognized by EgrGH64 is similar in laminarin and paramylon, while this value is
higherin BG-PCL. We quantified the soluble and insoluble reducing ends generated by EgrGH64.
The observed pattern suggests a processive endo-glucanase mode of action. We obtained a
specific serum against EgrGH64. We evidence the presence of this enzyme in heterotrophic
cultures and anaerobic conditions by western blot. We did not observe signal under autotrophy
conditions. We evaluated the antifungal effect of EgrGH64. We studied the EgrGH64 influence

on the viability of Kluyveromyces lactis. We observed that the enzyme decreases viability in a
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dose-dependent manner under the evaluated conditions. These studies suggest that EgrGH64
would be involved in the degradation of paramylon. It would accomplish this action by directly
hydrolyzing the paramylon and/or its hydrolysis products.

In a global viewed, the knowledge generated in this work with in vivo, in silico and in
vitro studies, related toredox and paramylon metabolism, provide us with a better understanding
of the metabolic context of E. gracilis. Basic science studies in this area are valuable for
understanding a microorganism of relevance in nature and promising biotechnological

perspectives.



Introduccion

INTRODUCCION

Euglena gracilis: Clasificacion, caracteristicas y aplicaciones

Clasificacion evolutiva de Euglena gracilis

Los protistas fueron de los primeros organismos en ser visualizados y descritos por los
microbidlogos del siglo XVII. Su categorizacion y caracterizacion se fue desarrollando a lo largo
de los siglos. Actualmente, el término “protista™ se utiliza para describir todos los eucariotas
distintos a animales, plantas y fungi. Cabe destacar que el ancestro comun a todos los protistas es
también el ancestro de todos los eucariotas. Por esta razén se lo considera un grupo parafilético.
A la luz de los estudios filogenéticos modernos, se ha cuestionado profundamente la tradicional
clasificacion en cinco reinos (monera, fungi, vegetal, animal y protoctista) y se ha propuesto una
divisién, donde los eucariotas se ubican en siete supergrupos monofiléticos y 11 linajes
independientes (Figura 1) (Pawlowski, 2014). Cabe destacar que la mayoria de los organismos
modelo establecidos pertenecen al supergrupo Opisthokonta, que incluye fungi y animales. Esta
dindmica de investigacion ha descuidado a los protistas (que representan la mayor parte de la
diversidad eucariota) y que se suelen considerar como eucariotas primitivos (Pawlowski et al.,
2012). Trabajos mas recienten proponen un enfoque “protista-céntrico”, el cual postula que estos
organismos son el “estandar eucaridtico”, mientras que otros linajes son una desviacion de esta

generalidad (Kostygov et al., 2021).
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Figura 1. Arbol filogenético de organismos eucariotas. Divisién entre 7 supergrupos y 11 linajes
independientes. Figura modificada de Pawloski, 2014.

El supergrupo Excavata comprende flagelados unicelulares de diversas caracteristicas:
organismos de vida libre, simbiontes y algunos importantes pardsitos de humanos (Adl et al.,
2012). La mayoria de los organismos de este grupo son heterétrofos y presentan un surco de
alimentacion ventral “excavado”, de alli su nombre. Uno de los linajes mas estudiados de
Excavata es el filo Euglenozoa. Algunos informes indican que Euglenozoa es el primer grupo que
se separd de la evolucion principal del linaje de los eucariotas (Burki, 2014; Cavalier-Smith,
2010).

Euglenozoa comprende tres clases bien definidas: Euglenida, Kinetoplastea y
Diplonemea, y algunos autores distinguen, ademds, la clase Symbiontida como se muestraen la
Figura 2 (Yubuki & Leander, 2018; Adl et al., 2019). Los estudios realizados en diversos
organismos de este filo revelan que los mismos se diferencian de otros eucariotas por transcribir
los genes nucleares de forma policistrénica (Kostygov et al., 2021). A diferencia de lo observado
en los operones procariotas, los genes co-transcriptos no requieren estar funcionalmente

relacionados (Clayton, 2016). El procesamiento del ARNm policistrénico en mensajero de menor
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longitud implica el uso de trans-splicing (Campbell et al., 2003). Por otro lado, sean simple o
doble flagelados, los euglenoides presentan una estructura extra-axonémica denominada vara
para-flagelar, encargada de anclar el flagelo. Se encuentra compuesta por proteinasy solo ha sido
observada en organismos del filo Euglenozoa (Alves et al., 2020). Desde un punto de vista

morfoldgico, las mitocondrias presentan una disposicién de crestas discoidales (Cavalier-Smith,

2016).

Euglenida Euglena gracilis

_______ Symbiontida Calkinsia aureus

~Euglenozoa
Diplonemea {

Diplonema papillatum

-

Trypanosoma cruzi

Kinetoplastea

” Leishmania major
/ — —
Figura 2. Arbol filogenético del filo Euglenozoa en las clases Euglenida, Diplonemea y Kinetoplastea.
La divisién de Symbiontida (linea discontinua) atin se encuentra en discusién. Se muestran fotos de
microscopia de organismos representativos de cada clase. Figura modificada de Kostygov et al., 2021.

Los kinetopléstidos poseen una masa de ADN extranuclear concentrado dentro de una
sola mitocondria, esta estructura se denomina kinetoplasto (Moreira et al., 2004). Esta clase
comprende diversos pardsitos responsables de graves enfermedades en los seres humanos, en los
animales, y en las plantas. Tal vez los mds conocidos en nuestraregion son las distintas especies
de los géneros Leishmania y Trypanosoma, agentes etioldgicos de patologias infecciosas en
humanos. Por otro lado, los diplonémidos marinos constituyen uno de los linajes plancténicos
mdés abundantes y diversos, pese a que fueron descubiertos recién en el corriente siglo (Gawryluk
et al., 2016; Lépez-Garcia et al., 2001). Determinados linajes de euglenozoos se han desarrollado
de forma simbidtica con bacterias epibidticas y viven con bajas concentraciones de oxigeno y
sedimentos marinos andxicos, por ejemplo, Calkinsia aureus (Yubuki & Leander, 2018). Estudios
de biologia molecular filogenética del dltimo tiempo ubican a estos Gltimos organismos en un
clado denominado Symbiontida (Lax et al., 2021).

El grupo de los euglenoides contiene flagelados marinos y de agua dulce con modos
diversos de nutricién, incluyendo fagotrofia (bacterivora y eucarivora), osmotrofia y fototrofia

(Leander, 2004). Es distintivo de este clado la presencia de pelicle: una cubierta celular compuesta
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por haces longitudinales o helicoidales de proteina sustentada por el sistema de microtibulos
(Leander et al., 2001). Esta pelicula es mucho més flexible que la mayoria de las paredes celulares
y permite el cambio de forma ritmico fundamental en el movimiento de los euglenoides. La
morfologia y la organizacién de los haces proteicos del pelicle se correlacionan con la plasticidad
celular. Células con menos haces tienden a ser més rigidas que las que presentan mayor cantidad,
estas dltimas presentan con mayor claridad el movimiento denominado “metaboly” (Noselli et al.,
2019). Si bien este movimiento suele ser utilizado por células fagotréficas para engullir su presa,
se mantiene presente en el género Euglena (osmotréficas and fotosintéticas) (Chen & Huang,
2021).

La morfologia de los euglenidos y su organizacién celular se correlacionan bien con el
modo de nutriciéon. Dentro de esta clase se pueden distinguir distintos clados: Peranemida,
Aphagea, Anisonemidae, Alistosa, Petalomonadida y Euglenophyceae (Figura 3). Este tiltimo es

el mds estudiado, ya que contiene las especies mds representativas (Kostygov et al., 2021).

Euglena*

Monomorphina

Cryptoglena

Euglenaria

Strombomonas

Trachelomonas

Colacium

Euglenaformis

Phacus Euglenophyceae

Lepocinclis

Flexiglena

Discoplastis

Eutreptiella®

Eutreptia

Rapaza

Urceolus*

Chasmostoma

Peranema
™ Jenningsia®
e Heteronema*

Peranemida

Gyropaigne
Rhabdomonas
Parmidium
Menoidium
Astasia®
Distigma*
Neomelanema
-- Heteronema"
Anisonema
Dinema*
Olkasia
Liburna

Aphagea

Anisonemidae

. --@ Entosiphon
Keelungia

Decastava

Lentomonas Alistosa
Serpenomonas
Ploeotia
Petalomonas
Scytomonas
Biundula

Moniiadsrow Petalomonadida

Figura 3. Arbol genético de Euglenida. Se distinguen los clados Peranemida, Aphagea, Anisonemidae,
Alistosa, Petalomonadida y Euglenophyceae con los géneros documentados para cada uno de ellos.
Figura modificada de Kostygov et al., 2021.

Euglenophyceae comprende flagelados unicelulares fototréficos. La adquisiciéon de
capacidad fotosintética es el resultado de un notable evento evolutivo: una endosimbidsis

secundaria entre un euglénido eucariovoro fagotréfico y un alga verde relacionada a miembros
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del género Pyramimonas. Sin embargo, teniendo en cuenta que una proporcién significativa de
genes de organismos dentro del clado Euglenophyceae son potencialmente derivados de otros
grupos de algas, es posible que se hayan efectuado miiltiples rondas de transferencia por
endosimbiosis (Novdk Vanclovd et al., 2020). Los cloroplastos de este grupo son similares a los
observados en otras algas verdes: presentan clorofila a y b, y los tilacoides se encuentran
arreglados en grupos de tres. Algunas especies (como, por ejemplo, Euglena longa) han perdido
la capacidad fotosintética, y conservan plastidos inactivos y un genoma cloroplastidico reducido
(Gockel & Hachtel, 2000).

El género del cual deriva el nombre Euglenophyceae es Euglena (Figura 4), el cual posee
una importancia histérica destacable. Fue observado microscOpicamente por primera vez en el
1684 por Antonie Van Leeuwenhoek (Dobell, 1932). Posteriormente, en el afio 1830, Ehrenberg
describio el “Eyespor”: unaestructurarojiza, rica en carotenoides estableciendo el nombre de este
género (hermoso “eu”, ojo “glena”) (Zoltner & Field, 2022). Es caracteristico de este género la
presencia de cloroplastos extensos y pirenoides. Estos tltimos son una zona donde se concentra
la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RuBisCo). También es caracteristico la presencia
de mucoquistes: pequefios cuerpos unidos al pelicle con aberturas que contienen hilos
mucilaginosos ubicados debajo de esta membrana.

Una de las cualidades mads distintivas de este género es el paramilén (Kim et al., 2016).
El paramilén es un polimero de almacenamiento (B-1,3-glucano), que puede ser encontrado
libremente en el citoplasma o asociado a pirenoides con distintas morfologias dependiendo de la
especie (Schwartzbach & Shigeoka, 2017). La presencia de granos pequefios y grandes se
denomina "dimérfica" en contraste con "monomérfica” cuando solo hay granos pequeios

presentes en la célula (Monfils et al., 2011).
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Haces proteicos

Figura 4. Caracteristicas distintivas de Euglena. (A) Esquemadel pelicle, formado porhaces proteicos
en la superficie de la célula. Modificado a partir de Noselli et. al., 2019. (B) Micrografias de
microscopio electrénica de barrido de sequencia de conformaciones adoptadas en distintas etapas del
metaboly. Extraido de Dubreuil et. al., 1985. (C) Aspectos morfoldgicos de distintas cepas de Euglena
deses. PV: Granulo de paramil6én con forma de vara. F: Flagelo principal. ES: Eyespot. CV: Vacuola
contractil. PE: Granulo de paramilén con forma de elipse. Pi: Pirenoide. Figura modificada de Kim et.
al., 2016.

Tal como se introdujo previamente, el género Euglena incluye més de 200 especies. De
todas ellas, E. gracilis ha mostrado unatasa de crecimiento mucho més rdpido que otras especies
del género, bajo condiciones 6ptimas (Suzuki et al., 2015), lo que la hace méas adecuada para el
cultivo masivo y comercializacién. Por esta razén, se ha convertido en modelo de estudios

bioquimicos y de biologia molecular.

Morfologia

Las células de E. gracilis se presentan de 50 pym de largo x 10 um de ancho
aproximadamente. La célula, al no presentar una pared rigida, adopta formas altamente flexibles,
desde esféricas hasta forma de husillo alargado (Schwartzbach & Shigeoka, 2017).

En la Figura 5 pueden apreciarse las diferentes estructuras celulares de E. gracilis. La
célula presenta una invaginacidn, que consiste de un canal tubular y un reservorio, similar a los
citostomas encontrados en otros protozoos, relacionado con la obtencién de alimento por
fagotrofia (Buetow, 1982). Asociado a este reservorio, se encuentrauna vacuola contractil, la cual
se cree estaria involucrada en la osmorregulacién (Coppellotti et al., 1979; Sanchez-Thomas
et al., 2020). Asimismo, en la pared dorsal del reservorio, se encuentran dos flagelos con
caracteristicas diferenciales, uno que emerge del canal y es utilizado para la movilidad o
locomocién de la célula, mientras que el otro es corto y no alcanza a emerger del reservorio
(Hammond et al., 2021). Como mencionamos anteriormente, en la parte anterior de la célula,

cercano al reservorio, se encuentra ademds unaestructuraroja o naranja, conocido como eyespot
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(o estigma). El estigma es unaestructura cuyo interior se encuentra lleno de carotenoides, siendo
el principal la anteraxantina. Esta estructura posee la funcién de ser fotorreceptora, habiéndose
encontrado que cuando la estructura del estigma es afectada por la presencia de antibiéticos, las
células disminuyen la fototaxis (Tamaki et al., 2020). Otras estructuras que se pueden observar
en células de E. gracilis son los cloroplastos, las mitocondrias y aparatos de Golgi. En E. gracilis

los granulos de paramil6n son elipticos y monomérficos (Monfils et al., 2011).

Figura 5. Morfologiacelularde E. gracilis.(A) Esquemade la célulaen la que se destacan las principales
partes y organelas. (B) Imagen de microscopiade célulade E. gracilis crecida en condicién autotrdfica.
Figura modificada de Buetow 1982.

Cultivo axénico

El cultivo de E. gracilis es relativamente sencillo debido a su amplia capacidad
metabdlica. Puede hacer uso de sus cloroplastos y crecer en condiciones fotoautotréficas.
También es capaz de consumir distintas fuentes de carbono orgédnico en cultivos heterotréficos o
mixotréficamente en presencia de luz y fuente de carbono organico. Mds atin, esta microalga se
puede cultivar en presencia o ausencia de oxigeno. Dentro de la amplia variedad de compuestos
organicos que pueden ser utilizadas por E. gracilis como fuente de carbono podemos mencionar
la glucosa, lactato, acetato, glicerol, etanol, glutamato, serina, Gly, entre otros (Buetow, 1982;
Khanra, A & Rai, M P, s. f.). Ademas de la diversidad de condiciones de cultivos, E. gracilis
puede crecer en liquidos contaminados, tolerando un amplio rango de pH, como asi también la
presencia de metales pesados (Krajéovic et al., 2015).

El cultivo anaerébico inicia una fermentacion, en la cual el paramilén es degradado para
obtener ATP a través de glicdlisis. En consecuencia, las células sintetizan dcidos grasos, alcoholes
grasos y finalmente ceras en mayores cantidades. La acumulacién de ceras se ha visto que puede

alcanzar valores superiores al 50% respecto de la biomasa seca (Matsuda et al., 2011) en
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anaerobiosis y oscuridad. Las mismas estdn compuestas por 4cidos grasos y alcoholes con cadenas
de entre 10 a 18 carbonos de longitud, siendo predominante el dcido miristico y el alcohol

miristilico (ambos de 14 carbonos), seguido por cadenas de 13 y 15 carbonos (Inui et al., 1982).

Aplicaciones biotecnologicas

En general, las microalgas poseen diversas aplicaciones, como suplementos alimentarios
para humanos y animales (Christaki et al., 2011; Dineshbabu et al., 2019), en la produccién de
combustible (Mofijur et al., 2019), en la industria cosmecéutica (Ariede etal., 2017) y en
medicina (Nethravathy et al., 2019). Ademas, las microalgas se muestran prometedoras en su
aplicacion en el tratamiento de aguas residuales (De Francisci et al., 2018) y la reduccion de las
emisiones de dioxido de carbono (CO2) (Klinthong et al., 2015). Estas caracteristicas han
conducido a un aumento en el interés en la produccién de biomasa obtenida a partir de microalgas,
tanto en el campo de la ciencia basica como la aplicada. Una gran ventaja que presentan estos
organismos es que no requieren tierras agricolas para su crecimiento, por lo que la produccién a
gran escala no compite con la produccién de cultivos, lo que contribuird a la remediacién del
problema alimentario (Figura 6). Particularmente, el cultivo comercial de E. gracilis comenzo6 en
2005 en la empresa japonesa euglena Co., Ltd y desde entonces se han hecho distintos estudios
para mejorar su comercializacién (Schwartzbach & Shigeoka, 2017).

Esta microalga atrae atencién tanto por su buena adaptabilidad fisica y metabdlica como
también por su resistencia al estrés causado por metales pesados como Cd?+, Cr3+, Hg?+, Cro+, Pb?+
y Zn%* (Garcia-Garcia et al., 2018). Incluso, en los tltimos afios, se han investigado y desarrollado
métodos de ingenieria metabdlica para cultivos de E. gracilis en bisqueda de lograr mayores
rendimientos en biomasa (Chen et al., 2022). Se espera que el uso industrial de esta microalga
crezca alin mds teniendo en cuentala inclusién de nuevas tecnologias para el cultivo masivo del

organismo.
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Figura 6. Aprovechamiento comercial de E. gracilis. En la actualidad, se encuentran bioproductos de E.
gracilis en el mercado (A) Cultivo al aire libre a gran escala de E. gracilis. (B) Algunos productos
nutricionales y de cosmética comercializados porla empresa euglena co. (Japon). Figura modificada de
Schwartzbach & Shigeoka, 2017.

E. gracilis es capaz de sintetizar diversos metabolitos de interés comercial, como -
carotenos, a-tocoferol y 4cido ascdrbico (Takeyama et al., 1997). Posee ruta de sintesis para dcido
eicosapentaenoico (EPA) y dcido docosahexaenoico (DHA), ambos dcidos grasos poliin saturados
esenciales (Schwarzhans et al., 2015). De esta manera, es posible obtener una variedad de
productos nutricionales para consumo humano y animal, lo que incrementa su potencial
comercial. Tiene la capacidad de sintetizar los 20 aminodcidos que se encuentran en las proteinas
(Rodriguez-Zavala et al., 2010), ocho de los cuales se consideran esenciales para la dieta humana.
La comercializacién de este organismo como alimento es una practica ya establecida en varios
paises, incluidos Japén, Canadd y los Estados Unidos (Gissibl, et al., 2019a). Sumando a esto, a
diferencia de otras microalgas, E. gracilis carece de pared celular y, por lo tanto, es facil de digerir
cuando se consume siendo esta una caracteristica deseable en los suplementos nutricionales.

Dentro de los metabolitos de interés comercial que derivan de E. gracilis se puede
destacar el paramil6on. Del mismo se han reportado propiedades inmunoestimulatorias (Guo et al.,
2020), incluyendo mejoras en la respuesta a infecciones por el virus responsable de la influenza
(Nakashimaet al., 2017), la dermatitis atépica (Sugiyamaet al., 2010) y los trastornos reumaticos
autoinmunes (K. Suzuki et al., 2018). Nutricionalmente, el paramilén es clasificado como fibra
insoluble y se ha mostrado su efecto beneficioso en distintos modelos de sindrome metabdlico
(Shibakami et al., 2019; Aoe et al., 2021).

Se han propuesto varias aplicaciones industriales para el paramilén, incluido su uso como
sustrato para la termoplastificacion (Shibakami et al., 2014). También se lo ha utilizado en la

produccién de nanofibras auto-ensamblantes. Estas nanofibras pueden ser modificadas con
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grupos funcionales y pueden ser utilizadas en sistemas de “drug delivery” (Shibakami et al., 2013;
Shibakami, 2021). Por otro lado, el uso de fertilizantes con E. gracilis y paramilén podria
estimular el crecimiento y mejorar la tolerancia al estrés abidtico (Harada et al., 2020).

Por otra parte, la mayor parte de los lipidos derivados de E. gracilis son adecuados para
la produccién de biodisel, debido a que son saturados o tienen bajo grado de insaturacién. La
fermentacion de ceras es tinica, debido a que los productos finales tienen masas moleculares altas,
insolubles en agua y se acumulan en las células, en contraste con los productos finales de
fermentacion comunes, como el dcido lactico y el etanol. A su vez, las ceras producidas por E.
gracilis, son biocombustibles prometedores porque el dcido miristico (C14:0), a diferencia de
otros dcidos grasos producidos por algas, como el dcido palmitico (C16:0) y el 4cido estedrico
(C18:0), tiene un punto de congelaciéon bajo, lo que lo hace adecuado como combustible para
aviones (Schwartzbach & Shigeoka, 2017).

La parte comercial de la industria se basa en el denominado “5F” (del inglés: Food, Fiber,
Feed, Fertilizer y Fuel) que hace referencia al uso de la biomasa para alimento, fibra,
alimentacién animal, fertilizantes y combustibles, lo que asegura un amplio repertorio de usos
para la biomasa, caracteristicas que E. gracilis tiene el potencial para cumplimentarlas, haciendo

redituable su utilizacion (Harada et al., 2020).

Metabolismo redox en E. gracilis

Para los organismos aerobios el oxigeno es necesario para un correcto crecimiento celular.
Sin embargo, como subproducto del metabolismo aerébico (respiracion y fotosintesis) se observa
la formacién de especies reactivas de oxigeno (EROs). Entre estas especies podemos destacar el
anién superdxido (Oz2), peréxido de hidrégeno (H20:) y el radical hidroxilo. Las EROs inducen
un dafio oxidativo sobre las biomoléculas como las proteinas, ADN, lipidos, hidratos de carbono
y otros componentes celulares, produciendo modificaciones quimicas que pueden desencadenar
dafio irreversible. Por otro lado, estas especies reactivas cumplen un rol importante como
moléculas de sefializacién en situaciones de estrés. Para controlar los niveles de EROs
intracelular, los organismos aerdbicos han desarrollado sistemas regulatorios que incluyen
compuestos quimicos de baja masa molecular y enzimas. Condiciones de estrés pueden variar el
balance entre la concentracion de especies reactivas y las defensas antioxidantes que presentan

las células. Estas defensas pueden ser del tipo enzimdtica y no enzimaticas.

Agentes antioxidantes no enzimaticos en E. gracilis

En E. gracilis, se observan agentes antioxidantes hidrofébicos e hidrofilicos. Dentro del

primer grupo se han reportado carotenoides y tocofenorol. Mientras que dentro de las defensas
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antioxidantes solubles en agua se encuentran el dcido ascdrbico, el glutation (GSH), el tripanotién
y el ovotiol (O’Neill, 2020). E1 GSH es un tripétido compuesto de cisteina (Cys), acido glutamico
y Gly que se encuentra presente en la mayor parte de los eucariotas (Figura 7A). El ovotiol
(Figura 7B) es un tiol derivado de histidina que ha sido observado en invertebrados marinos y
tripanosométidos (Ariyanayagam, 2001). El tripanotion, caracteristico de los tripanosomaétidos,
estd compuesto por dos unidades de GSH unidas por espermidina. En E. gracilis, se haencontrado
no solamente tripanotién, sino también una versién del mismo con un esqueleto de espermidina

de un carbono menos, como se muestra en la Figura 7C (O’Neill et al., 2015a).

i H
Hooc._~_J N.__COOH N OH
: Njw/ ~ \
z H N\ NH2
NH, O CH,
o

H H
C HN N\)J\ N
Y\/\n/ - N/\n/
COOH o .1 5
SsH

HN
SH
COOH 0] 0]
5 H
H N/\/\)J\N N\)J\N l
2 H H n
0]

Figura 7. Tioles de bajamasamolecular en E. gracilis. (A) GSH. (B) Ovotiol. (C) Tripanotién candnico
(n=2) y tripanotién de menor masa molecular (n=1). Figura modificada de O"Neill et al., 2015a.

Sistemas antioxidantes enzimaticos en E. gracilis

Para evitar llegar a niveles téxicos de radical superéxido (O2¢) en la célula, E. gracilis
cuenta con dos isoformas de superéxido dismutasa. Esta enzima cataliza la dismutacion de Oz*-
en H2O2 y Oz (Kanematsu & Asada, 1979). Debido a la ausencia de catalasa, para controlar los
niveles de H>02 podemos destacar dos sistemas acoplados en E. gracilis (Skodova-Sverdkova
et al., 2020).

El ciclo del glutatién-ascorbato empleala enzima ascorbato peroxidasa para reducir H20O2
en agua (Ishikawa et al., 2010). Las enzimas monodehidroascorbato peroxidasa, dehidroascorbato
reductasa, glutation reductasa y glutatién peroxidasa junto a los metabolitos ascorbato, GSH y
NAD(P)H también forman parte de este ciclo (Schwartzbach & Shigeoka, 2017).

En adicién al ciclo del glutatién-ascorbato, E. gracilis también cuenta con el sistema

peroxirredoxina-tiorredoxina. En este sistema, las peroxirredoxinas son las encargadas de reducir
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peréxidos mediante reacciones de intercambio ditiol/disulfuro de residuos cisteina y luego son
regeneradas por tiorredoxinas para ciclos cataliticos posteriores (Tamaki et al., 2014). Estas
tiorredoxinas usan NADPH como dador de electrones en la reaccion de reduccidn catalizada por

la enzima tiorredoxina reductasa (Schiirmann & Buchanan, 2008).

Metabolismo del carbono en E. gracilis

E. gracilis es capaz de fijar CO2 a través de la fotosintesis y consumir diversas fuentes de
carbono orgdnico. A través de una serie de reacciones enzimaticas, este carbono se utiliza para
sintetizar la biomasa celular (Noor et al., 2010). Dependiendo de la condicién de cultivo, E.
gracilis acumula diferentes compuestos dentro de la célula, principalmente paramilén y ceras
(Teerawanichpan & Qiu, 2010; Barsanti & Gualtieri, 2019). Ambos son bioproductos de interés
académico y comercial como se describié anteriormente. Estas diferentes formas de acumular el
carbono son una de las tantas herramientas de E. gracilis para adaptarse con facilidad a distintas
condiciones de cultivo (Figura 8).

El paramilén se acumula en condiciones autotréficas o heterotréficas en presencia de
oxigeno, llegando a un méximo de 90% del peso seco celular (Barsanti et al., 2001). Las ceras se
acumulan hasta un 62% del contenido lipidico total en condiciones anaerébicas (Tucci et al.,
2010). Transferir células en crecimiento en un ambiente aerébico a uno anaerébico (y en
oscuridad) dispara la conversiéon de paramilén a cera, mientras que el paso inverso genera la

conversion de ceras a paramilén (Coleman et al., 1988).
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Figura 8. Plasticidad metabdlica en dos formas de acumular carbono en E. gracilis. (A) Consumo del
paramilén en periodos de oscuridad en cultivos autotréficos. Cuadrado lleno: Biomasa en peso seco.
Circulo lleno: Contenido proteico total. Triangulo lleno: ARN total. Circulo vacio: paramilén total.
Extraido de Cook 1966. (B) Variacidonen el contenido de ceras y paramilén debido a la transferencia de
célulasde E. gracilis crecidas en condiciones aerébicas a anaerobiosis, y de regreso a aerobiosis. Circulo
vacio: Ceras. Triangulo vacio: paramilén. Figura modificada de Inui et al., 1982.
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Los genomas completos de cloroplastos y mitocondrias de E. gracilis se determinaron en
1993 y 2015, respectivamente (Hallick et al., 1993; Dobdkova et al., 2015). Sin embargo, no se
ha determinado la secuencia completa del genoma nuclear de E. gracilis, dada la dificultad en el
ensamblado del mismo por el tamaifio, los nucleétidos hipermodificados, la heterocigosidad y una
alta frecuencia de secuencias repetitivas (Ebenezer et al., 2019). Actualmente, solo se dispone de
un borrador del genoma y se estd trabajando en conjunto para lograr avances en este aspecto
(Ebenezer et al., 2022). No obstante, a partir de trabajos de secuenciacién de transcriptomas, se
halogrado revelar la enorme capacidad metabdlica de este organismo. De hecho, el transcriptoma
de E. gracilis codifica para mds de 36000 proteinas (Ebenezer et al., 2017). Andlogamente a lo
observado en tripanosomdtidos, la regulaciéon del metabolismo se hace efectiva a nivel
postranscripcional, més que a nivel transcripcional (Yoshida et al., 2016; Ebenezer et al., 2019).

Es particularmente notable el gran numero de enzimas activas en carbohidratos
(CAZymes, por su sigla en inglés correspondiente a Carbohydrates Active enZymes) comparable
en namero a animales multicelulares, y mucho mas alto que en otras algas unicelulares (O’Neill
etal., 2017). Los trabajos de transcriptomas actuales han enriquecido considerablemente los
conocimientos previos sobre las enzimas del metabolismo del carbono, que habian sido
escasamente estudiados a partir de las purificaciones y caracterizaciones de las mismas extraidas

de fuente (O’Neill et al., 2015a; Yoshida et al., 2016).

Enzimas del metabolismo de carbohidratos

Como mencionaba anteriormente, se observo la existencia de mds CAZymes que en otras
algas para las cuales el genoma se encuentra secuenciado, aunque mucho menos que en plantas
superiores terrestres, que requieren complejas paredes celulares que permitan su crecimiento. Este
elevado nimero de enzimas del metabolismo de carbohidratos fue observado también en otros en
otros miembros del grupo Euglenozoa cuyo genoma estd completamente secuenciado
(Trypanozoma brucei y Leishmania braziliensis). Una particularidad de E. gracilis, en
comparacién con los organismos antes mencionados, es la falta de enzimas involucradas en la
biosintesis de a-glucanos y el incremento en enzimas involucradas en la sintesis de B-glucanos
(O’Neill etal., 2015b). Esto se refleja en la acumulacion del paramilon, (B-1,3-glucano)
(Rodriguez-Zavala et al., 2010), como polisacdrido de reserva, a diferencia de los glucanos unidos
por enlaces B-1,4/6, utilizados comtinmente como reserva de energia y carbono en plantas,
animales y bacterias (almidén y glucégeno, respectivamente). A partir de los distintos proyectos
transcriptoma en E. gracilis, se encontraron también enzimas de vias metabdlicas principales,
incluyendo la glucoliticay gluconeogénica, ciclo del 4cido citricoy la via de las pentosas fosfatos,
como asi también enzimas de la via de sintesis de carotenoides y del ciclo de Calvin, requerido

para la fotosintesis. Se reporté la presencia de transcriptos codificantes para enzimas
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pertenecientes a las familias de glicosiltransferasas (GT) 2 y 48 (GT2 y GT48), y transcriptos
codificantes para enzimas pertenecientes a las familias de glicosil hidrolasas (GH) 1, 2, 3, 5, 17,
30, 55, 64, 81 y 149. Solamente algunas de estas enzimas han sido caracterizadas funcionalmente
en E. gracilis, por lo que es importante continuar con los trabajos de asignacion estructura-funcién
de estas proteinas para conseguir un mayor entendimiento del metabolismo del carbono en E.

gracilis.

Sintesis del paramildon

El paramilén es sintetizado por la enzima paramilén sintasa (UDP-glucosa: B-1,3-glucan
B-glucosiltransferasa), una proteina de transmembrana que utiliza UDP-glucosa como dador de
glucosa (Glc)(Marechal & Goldemberg, 1964; Tomos & Northcote, 1978). Esta enzima fue
purificada a partir de extractos de E. gracilis crecidas en condiciones heterotréficas y
posteriormente caracterizadas funcionalmente (Baumer et al., 2001). Trabajos de transcriptémica
mostraron dos transcriptos codificantes para dos probables paramilén sintasas con 14 y 19
dominios transmembrana cada una (Yoshida et al., 2016). Estudios de silenciamiento génico
realizados sobre ambos transcriptos mostraron que uno de ellos es esencial en la sintesis del
polimero (Tanaka et al., 2017).

En nuestro grupo de trabajo hemos estudiado enzimas involucradas en la sintesis del
azucar activado (UDP-glucosa) que es sustrato de la paramilén sintasa. Realizamos un estudio
detallado de la UDP-glucosa pirofosforilasa, enzima que cataliza la reaccién entre o-glucosa-1-
fosfato (Glc-1-P) y UTP, la regulacién redox de su actividad y su ubicacién citosélica (Muchut
etal.,, 2018). Identificamos un transcripto codificante para una posible UDP-azicar-
pirofosforilasa, y mediante ensayos de silenciamiento génico demostramos su influencia en el
contenido total del paramilén (Muchut et al., 2021). Observamos una disminucién de la
acumulacioén del polisacarido de reserva del 60% al silenciar la UDP-glucosa pirofosforilasa y del

30% al silenciar UDP-aztcar pirofosforilasa (Figura 9).
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Figura 9. Esquema metabdlico de la particién del carbono y las principales enzimas involucradas en la
célula de E. gracilis. Se detallan la via principal de produccién de la UDP-Glucosa y posibles vias
alternativas con las enzimas involucradas, ademds del destino de la UDP-Glucosa generada hacia la
sintesis de paramilon. Asimismo, se indican las enzimas relacionadas con la degradacion del §-1,3-
glucano y su movilizacién hacia otros productos finales. Figura modificada de Muchut et al., 2021.

El polisacdrido es guardado como carbono de reserva en grdnulos discoidales que

presentan un alto grado de cristalinidad con una compleja estructura de fibrillas, compuestas de

hélices triples no ramificadas (Marchessault & Deslandes, 1979), rodeadas por una membrana del

tipo bicapa lipidica (Kiss et al., 1988). En la Figura 10 se puede observar esquemadticamente la

estructura de los grdnulos de paramilén, con las fibrillas que lo atraviesan en un patrén

concéntrico, donde cada fibrilla estd compuesta por hélices triples de cadenas del glucano.
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Figura 10. Granulos de paramilén. (A) Representacién esquemética del granulo mostrando las fibrillas
compuestas de las hélices triples. Figura modificada de Marchessault y Deslandes, 1979. (B) Modelo
que muestra la composicion de capas con fibras que lo atraviesan en un patrén concéntrico general con
dos tipos de segmentos, cufias y sélidos rectangulares. La membrana que rodeael granulo se muestra en
solo la mitad de este con fines ilustrativos. Figura modificadade Kiss et al., 1987. (C) Imagen tomada

por microscopiaelectronica de barrido de granulos de paramilén. Figura modificada de Gissibl et al.,
2019a.

Degradacion del paramiléon

Los grédnulos de paramilén muestran un grado de cristalinidad mayor al observado en
carbohidratos de reserva de plantas y algas. Estos granulos han mostrado ser recalcitrantes a la
degradacion enzimadtica y es muy plausible que un consorcio de enzimas sea necesario para
ejecutar esta accion (Gissibl, et al., 2019a). A partir de los estudios de transcriptémica, se ha
propuesto un escenario metabdlico en el que se incluyen enzimas que podrian actuar en forma
sinérgica como se muestra en la Figura 11, entre ellas se pueden destacar:

e Glucanasas oxidativas, que generan cortes al azar de forma anédloga a lo observado en la
digestion de la celulosa (Johansen, 2016).

® [3-1,3-glucanasas hidroliticas de tipoendo y exo que generarian oligosacaridos y unidades
de glucosa.

e [3-1,3-fosforilasas capaces de clivar laminaribiosa y/o laminarisacaridos acortando la

cadena en una unidad y liberando Glc-1-P utilizando Pi.
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Figura 11. Esquema del consorcio de enzimas que podrian estar involucradas en la degradacién del
paramilén. Figura modificada de Gissibl et al., 2019a.

Gran parte de la informacién enzimatica con la que contamos actualmente se deriva de
purificaciones realizadas a partir de extractos celulares de E. gracilis. Hasta la fecha, solamente
se haconfirmado la asignacion estructura-funcién a partir de unas pocas enzimas recombinantes:
Una endo-B-1,3-glucanasa de la familia GH17 (Takeda et al., 2015) y una p-1,3-fosforilasa de la
familia GH149 (Kuhaudomlarp et al., 2018). En este sentido, son necesarios mads estudios
enzimdéticos que permitan continuar el entendimiento de la degradacion del paramilén. En el

presente trabajo, nos propusimos avanzar en la caracterizacién de este tipo de enzimas.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es el estudio exhaustivo en E. gracilis del
metabolismo de degradacién de paramildn, y la caracterizacién enzimética y estructural de las
distintas enzimas involucradas en esta ruta metabdlica. Nos interesa estudiar in vitro las
propiedades cinéticas, estructurales y regulatorias de glicosil hidrolasas (GH81, GH17, GH64),
(Kitaoka et al., 2012; O’Neill et al., 2015a) recientemente descriptas en estudios transcriptémicos
realizados en E. gracilis. También forma parte de nuestros objetivos la obtencién de enzimas
quiméricas por inclusién en los extremos amino o carboxi-terminal de las glicohidrolasas, de
secuencias aminoacidicas caracteristicas de médulos de unidén a carbohidratos. En cada caso se
evaluard in-vitro e in-vivo el efecto que los distintos médulos de unién a carbohidratos tienen en
la eficiencia catalitica de las enzimas para degradar paramilon u otros B-1,3-glucanos. Nos
proponemos también estudiar la importancia del metabolismo redox no sélo en el mantenimiento
de la homeostasis redox intracelular, sino también en la regulacion redox de la actividad de la B-

1, 3-glucanasa de la familia GH64.

Objetivos especificos

e Identificar en la base de datos! la secuencia de aminoacidos de la B-1, 3-
glucanasas de la familia GH64 (g.63754).

® Clonar el gen que codifica para GH64, g.63754. Confirmar su identidad por
secuenciacion.

e Expresar el gen que codifica GH64 g.63754, purificar cromatogrificamente la
enzima recombinante y caracterizarla enziméticamente.

e Evaluar la trascripcién de g.63754 en distintas condiciones de cultivo, y a
distintos tiempos para analizar el proceso de degradacién de paramilén y la
importancia de la enzima en el mismo.

e Realizar ensayos de interferencia de ARN (ARNi) para evaluar la relevancia de
la glucanasa en la acumulacién final del paramilén. Conocer la localizacién a
nivel celular de la glucanasa.

e Identificar en la base de datos CAZYs2, las distintas secuencias CBMs asociadas
a enzimas con actividad B-1,3-glucanasa (GH64). Generar fusiones quiméricas.
Expresar las quimeras en forma recombinante en el sistema de expresion E. coli,
y purificarlas cromatograficamente. Caracterizar enziméaticamente las enzimas

puras.

Uhttp://jicbio.nbi.ac.uk/euglena/
2 http://www.cazy.org/
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Evaluar la actividad in vitro de las distintas enzimas recombinantes obtenidas
para degradar paramilén. Disefar sistemas de degradacién con combinaciones de
glucanasas para optimizar la obtencién de mostos enriquecidos en azicares
reductores.

Evaluar la utilidad de las herramientas desarrolladas en otros sistemas de
potencial interés biotecnoldgico. Evaluar la actividad antifingica de fB-1,3-
glucanasas, in vitro (determinacién de la concentracién inhibitoria minima, CIM)
e in vivo (evaluacidn del efecto sobre la tolerancia al estrés bidtico causado por
infeccién con Botrytis cinerea sobre mutantes de Arabidopsis thaliana).
Evaluar la presencia de proteinas que, en E. gracilis, se presenten con
modificaciones redox in vivo. Clonar los genes que codifiquen para aquellas
enzimas del metabolismo redox que se identifiquen y estudiar sus participaciones
en la regulacion posttranscripcional de la actividad de glucanasau otras enzimas
del metabolismo de carbohidratos. Utilizando datos del trabajo de
transcriptomica (O'Neill et al. 2015), clonar el gen que codifica para tiorredoxina
y proceder mediante metodologia estdndar a obtener la proteina recombinante

para su caracterizacion.
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Capitulo 1

Capitulo 1:

Estudio de enzimas involucradas en el metabolismo redox de

E. gracilis

INTRODUCCION

Relevancia del GSH en E. gracilis

El GSH es unamolécula tiol de baja masa molecular que cumple diversas funcionesy en
E. gracilis se lo ha detectado en concentraciones milimolares intracelularmente (Shigeoka, et al.,
1987b). La funcién primaria de estamoléculaes mantener la homeostasis redox intracelular. Esto
ultimo debido a que es capaz de inactivar EROs de forma intrinseca y participando en sistemas
acoplados.

En el ciclo glutatién-ascorbato, el GSH es usado como dador de electrones por la
dehidroascorbato reductasa para regenerar 4dcido ascorbico. De esta forma, la oxidacién de GSH
genera el glutation disulfuro (GSSG). Los disulfuros a nivel celular causan dafio oxidativo cuando
estdn presentes en altas concentracionesy su formacién en exceso contribuye al estrés oxidativo
(Giles & Jacob, 2002). A nivel celular el GSSG puede ser reducido por la enzima glutatién
reductasa, habiéndose localizados a los miembros de esta cascada metabdlica en el citosol
(Shigeoka, et al., 1987a).

El GSH también es necesario para la sintesis de otro tiol de baja masa molecular: el
tripanotidn. El sistema redox de los tripanosomaétidos se encuentra centrado en tripanotién, ya que
carecen de glutation reductasa y tiorredoxina reductasa. Sin embargo, E. gracilis presenta todos
estos diferentes sistemas redox y los mismos no son redundantes, sino funcionalmente
diferenciados cuya funcién aparenta ser diferencial (Schwartzbach & Shigeoka, 2017).

E. gracilis ha demostrado tener la habilidad de acumular metales pesados como Cd?*,
Hg?*, Cu?*, Zn?*, Pb?*, Tc’* y Cr®* contribuyendo a la remediacién de aguas contaminadas
(Rodriguez-Zavala et al., 2007). De forma similar a lo que ocurre con otros tipos de estreses
ambientales, las elevadas concentraciones de metales pesados conducen ala formacién de EROs.
Para inactivar el accionar de los metales pesados, E. gracilis es capaz de emplear metabolitos
tiolicos para formar complejos con Cys, GSH y fitoquelatina como agentes quelantes. Las
fitoquelatinas son oligémeros de GSH sintetizadas en el citosol que presentan elevada capacidad
quelante (Santiago-Martinez et al., 2015). Como parte del repertorio de moléculas quelantes de
E. gracilis, también se han reportado fitoquelatinas no canénicas, donde la Gly de la fitoquelatina
clasica es reemplazada por otros aminodcidos como alanina, glutamina, dcido glutdmico, entre

otros (Sanchez-Thomas et al., 2020). En todos los casos el GSH es un actor relevante en este
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metabolismo, per se 0 como sustrato en la sintesis de fitoquelatina (Gekeler et al., 1988; Santiago-
Martinezet al., 2015). Asi, se hamostradoun incremento de hasta 12 veces del contenido de GSH
en células de E. gracilis expuestas a Cd** (Mendoza-Cozatl et al., 2002; Jasso-Chévez et al.,
2010).

El GSH se encuentratambién involucrado en el mantenimiento de la estructuray funcién
de proteinas, y en la regulacion redox de la actividad de enzimas mediante lareduccién de puentes
disulfuro o a través de la formacion de disulfuros mixtos con tioles de proteinas (Schafer &

Buettner, 2001; Fernandes & Holmgren, 2004).

Sintesis de GSH

El GSH es sintetizado de novo en su forma reducida por la mayoria de los organismos

mediante una reaccidn en dos etapas ATP dependientes. En la primera etapa, catalizada por la
glutamato cisteina ligasa (GCL, EC 6.3.2.2), se forma y-glutamilcisteina (y-GC) a partir de
glutamato y Cys empleando Mg?* como cofactor, de acuerdo a la reaccién (1). Luego se aiade
Gly por accién de la glutation sintetasa (EC 6.3.2.3) para asi formar el tripéptido GSH, como se

muestra en la reaccion (2).

L-Glu+ L-Cys + ATP —» y-GC + ADP + Pi (1)

v-GC + L-Gly + ATP - GSH+ADP +Pi (2

La enzima GCL cumple un papel importante en la homeostasis redox intracelular. Esta
enzima cataliza el paso limitante en la sintesis de GSH y posee diversos mecanismos de regulacién
como se hareportado en bacterias, algas, fungi, plantas y animales (Garcia-Garcia et al., 2012; H.
Zhang & Forman, 2012). Hay reportes de regulacién de la actividad de GCL por la disponibilidad
de Cys, inhibicién tipo feed-back negativo ejercida por GSH, y modulaciones a nivel
transcripcional y post-transcripcional (Tateishi et al., 1974; Lu, 2009).

En base a andlisis de secuencia, las GCL se clasifican en tres grupos. El grupo 1
conformado por secuencias de gama-proteobacterias; el grupo 2, donde se encuentran secuencias
de eucariotas excluyendo plantas; y el grupo 3 en el que se distinguen secuencias de alfa-
proteobacterias y plantas. Si bien la identidad de secuencia entre grupos es insignificante, se
pueden observar motivos con residuos aminodcidos conservados (Biterova & Barycki, 2009;
Lagos et al., 2012). Dentro del grupo 2, las GCL de eucariotas complejos (por ejemplo, humano,
rata, Drosophila) presentan una subunidad regulatoria formando un heterodimero con Ia
subunidad catalitica. Sin embargo, en eucariotas inferiores, las GCL constan de un solo

polipéptido (Franklin et al., 2009).
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En el marco del estudio de la respuesta de E. gracilis a Cd?*, se realizaron purificaciones
parciales en las cuales se evidenci6 la actividad GCL (Avilés et al., 2005; Garcia-Garcia et al.,
2012). De esta forma, se observé inhibicién de esta actividad por GSH, y que en condiciones de
estrés por Cd?+, se determinabauna mayor actividad GCL e incremento en el contenido de GSH.
Esto proponia la hipétesis segin la cual mediante el secuestro de GSH el metal disminuye la
inhibicién de tipo feed-back sobre GCL y que el complejo ion-GSH no inhibe la actividad GCL
(Avilés et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2012).

Con el objetivo de realizar una correcta asignacién estructura-funcién, realizamos una
biisqueda en una base de datos transcriptomicos (GenBank: GEFR00000000.1) empleando
secuencias de GCL correspondientes a subunidades cataliticas y regulatorias previamente
caracterizadas (O’Neill etal.,, 2015a). De esta manera identificamos un transcripto
(light_m43917) el cual comparte un porcentaje de identidad mayor al 40% con otras subunidades
cataliticas de GCL. Por otro lado, no encontramos ningtn transcripto que codifique para
polipéptidos relacionados con la subunidad regulatoria de GCL. Realizamos un anélisis del
transcripto light_m43917 y disefiamos un gen sintético que nos permitiera expresar esta
subunidad. Purificamos este polipéptido y realizamos estudios cinéticos y estructurales que nos

aporten informacién sobre este polipéptido.
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OBJETIVOS

Analizar el trascripto light_m43917. Identificar la regién codificante para la
proteina de interés.

Disefiar unaestrategia que permita sintetizar de novo el gen egrgcl y clonarlo en
un vector de expresion.

Realizar la expresion en células E. coli y purificar el polipéptido resultante.
Evaluar la estructura cuaternaria de EgrGCL vy realizar andlisis bioinforméticos
que aporten informacion estructural de la enzima.

Realizar ensayos de actividad enzimdtica con los sustratos canénicos y

determinar los pardmetros cinéticos correspondientes.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la méxima calidad disponible, de grado “pro-
analisis” o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se obtuvieron
comercialmente de las siguientes compaifiias:

e Componentes de medios de cultivos: Britania, Cicarelli, Anhedra.

e Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Genbiotech,
New England BioLabs.

e  Materiales utilizados en la purificacién de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare.

e  Filtros y columnas de desalado: Millipore, Bio-Rad.

e Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck, Genbiotech.

Oligonucleétidos sintéticos: GBT Genbiotech

Microorganismos, plasmidos, medios de cultivo y antibidticos

Cepas procariotas

Para el clonado de los diferentes genes y la expresién recombinante de las distintas
proteinas caracterizadas en este trabajo de tesis, se emplearon las cepas de E. coli y los plasmidos
que se disponen en nuestro grupo de trabajo, segin lo detallado a continuacion.

®  Escherichia coli Topl10 F”: [lacli Tn10(TeR)] mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZ A
M15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Esta
cepa fue empleada durante las etapas de biologia molecular para generar las distintas
construcciones génicas.

®  FEscherichia coli BL21 (DE3): F- ompT hsdS (r m-) gal dcm (DE3). Se empleé para la

expresion recombinante.

Medios de cultivo

Bacterias:

e Lysogeny Broth (LB): extracto de levadura 5 g.L!; tripteina bacterioldgica 10 g. L1y
NaCl 10 g.L!.

e [.B-agar: Medio LB suplementado con agar-agar 1,6% (p/v).
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Pldsmido
e Vector pET28(c+) (Novagen), vector inducible por IPTG que permite incorporar una
etiqueta de poli-histidinas (His-x6) en el extremo N-terminal de la proteina para facilitar su

posterior purificacién. Posee marcador de seleccién que confiere resistencia a kanamicina.

Inducible por IPTG.
Antibidticos

e Kanamicina: Concentracién final 50 pg.mL.

Metodologia utilizada en biologia molecular

Las técnicas estdndares de microbiologia y biologia molecular fueron realizadas,

fundamentalmente, segin protocolos ya establecidos (Sambrook & Russell, 2001).

Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de
clonado con las enzimas de restriccién que permitirdn su incorporacién de manera adecuada en el
vector de expresion seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccién.
Ademis, el anélisis de restriccidn es util para confirmar la presencia del gen de interés en el vector
en estudio. Las reacciones de digestiéon cominmente contenian: 1 a 2 ug de ADN plasmidico, el
buffer de reaccién correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de
restriccion. Esta mezcla se incubd durante 3 h a 37°C. Las digestiones se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa.

Ligacion de fragmentos de ADN

Para ligar el gen de interés y el vector de expresion correspondiente, ambos digeridos con
las mismas enzimas de restriccion, se utilizé la enzima T4 ADN ligasa (Promega). La mezcla de
reaccién contenia tipicamente unarelaciéon molar 3:1 de inserto:vector. Posteriormente, se agregd
a ese mismo tubo una cantidad adecuada de buffer de reaccién 10 X que provee el fabricante y 2
U de T4 ADN ligasa.

La mezcla final se incub6 durante 16 h a 8°C. Para obtener los clones de expresién, con
la mezcla de ligacién se transformaron células competentes de E. coli Top10 F’, se seleccionaron
los clones que poseian el inserto por andlisis de restriccidon y con los clones seleccionados se

transformaron las células de E. coli escogidas para la expresion de la proteina recombinante.
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Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa se utiliz6 el sistema Easy

Pure Gel Extraction Kit (TRANS), siguiendo el protocolo especificado en el fabricante.

Transformacion de bacterias competentes

Para permitir la incorporaciéon de ADN plasmidico exdgeno, las células de E. coli se
hicieron competentes utilizando el método de CaClz. Brevemente, un cultivo crecido durante toda
la noche en medio LB se diluyé 1/50 en medio de cultivo fresco y se incubd a 37°C hasta
DO 600 ~ 0,4; se tomaron alicuotas de 1 mL en tubos eppendorf de 1,5 mL, se centrifugaron a
5000 xg por 5 min y las células se resuspendieron en 500 uL de solucién STI
[10 mM MOPS-NaOH pH 7,0; 10 mM KCIl]. Se volvié a centrifugar a 5000 xg por 5 min, para
luego resuspender las células en 500 uL de solucién ST2
[100 mM MOPS-NaOH pH 6,5; 10 mM KCI; 100 mM CaClz] e incubarlas durante 15 min en
hielo. Las células se centrifugaron nuevamente a 5000 xg por 5 min y se resuspendieron en 100
pL de ST2. A las células competentes se les agregaron entre 2-5 puL. de pldsmido o de mezcla de
ligacién y se incubaron en hielo durante 60 min. Se realizé un choque térmico a 42°C durante 40
s y luego se recuperaron las células adicionando 1 mL de medio LB e incubando durante 60 min
a 37°C. Por dltimo, las células se volvieron a centrifugar a 5000 x g durante 5 min, se
resuspendieron en los 100 uL remanentes y se sembraron en placas de LB-agar suplementado con
el/los antibidticos correspondientes para permitir la seleccién de las células transformadas. Las

placas se incubaron toda la noche a 37°C y se seleccionaron clones para continuar con el anélisis.

Minipreparaciéon de ADN plasmidico

Para la extracciéon de ADN plasmidico a partir de células transformadas de E. coli, los
clones de interés se repicaron en 4 mL de medio LB liquido suplementado con el antibi6tico
correspondiente y se cultivaron todalanoche a 37°C. Las células se cosecharon por centrifugacién
a 3000 xg durante 10 min y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el sistema comercial
EasyPure Plasmid MiniPrep Kit (TRANS), siguiendo el protocolo establecido en el mismo. La

obtencién del pldsmido se corrobord por electroforesis en gel de agarosa.

Meétodos fisicoquimicos basicos

Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis de fragmentos de ADN fueron resueltas por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en solucién TAE 1X (40 mM Tris-HCI pH 8,0; 40 mM é&cido acético; 1 mM

EDTA) con la adicién de Gel Green a una concentracién final de 0,3 pg.mL-!. Las muestras se
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acondicionaron antes de su corrida con glicerol 3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Se
utilizé el sistema Mini—Sub®Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha. Los

fragmentos se visualizaron en un transiluminador UltraSlim Led illuminator 470 nm

(MaestroGen).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) como se hadescripto previamente (Laemmli 1970). La concentracion de acrilamida
del gel de apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracién del gel de separacion fue de 10-
15%. Las muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer
de siembra SDS-PAGE 4X (SDS 1% (p/v), 2-mercaptoetanol 100 mM, en Tris-HCI 50 mM pH
6,8) y su posterior calentamiento a 100°C durante 5 min. Una vez sembradas las muestras, la
corrida electroforética se realiz6 aplicando una corriente de intensidad constante de 25 mA por
cada placa, en buffer de corrida [Tris-base 0,3% (p/v), Gly 1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v)],
empleando un equipo Mini Protean II (Bio-Rad). Finalizada la corrida electroforética, las
proteinas en el gel se visualizaron por tincidén con Coomassie® Brilliant Blue R-250 en una
solucién de metanol 30% (v/v) y acido acético 10% (v/v); y su posterior decoloracién en una
solucién de metanol 5% (v/v) y dcido acético 7,5% (v/v). También se utiliz6 SDS-PAGE en
condiciones no reductoras, utilizando el mismo procedimiento descripto con la omisién del agente
reductor en el buffer de siembra. En el caso de PAGE en condiciones nativas se omiti6 la adicién
de SDS tanto en el buffer de siembra como en los geles poliacrilamida. En este caso la
concentracion de mondémero utilizado fue de 7% p/v y se utilizé tincién con Coomassie® Brilliant

Blue R-250 para la visualizacién de las proteinas en el gel (Arndt et al., 2012).

Cuantificacion del contenido proteico

Para determinar la concentracion de las proteinas totales presentes en las muestras se
utiliz6 la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrén una solucién de BSA
(Sigma-Aldrich). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotémetro
Multiskan GO (Thermo Scientific). Alternativamente se realizé cuantificacién del contenido

proteico midiendo absorbancia a 280 nm.

Concentracion de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas se
emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) de MWCO apropiado

para cada proteina y se procedié segtin las indicaciones del fabricante.
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Expresion y purificacion de la proteina recombinante

Expresion de la proteina recombinante

Para la produccién de la proteina recombinante utilizamos células E. coli BL21 (DE3)
previamente transformadas con la construccién plasmidica correspondiente. Brevemente, las
células transformadas se repicaron a medio LB liquido suplementado con kanamicina, y se
incubaron en agitacién a 37°C hasta su saturacion. El cultivo se utilizé como starter para inocular
4 erlenmeyers con 0,5 L de medio de cultivo LB en cada uno de ellos. El medio de cultivo
inoculado se incubd a 37°C en agitador orbital a 180 rpm hasta alcanzar una DO 600 ~ 0,8,
momento en el cual se agregé el inductor IPTG a una concentracién final de 0,2 mM. Luego de
la induccién, las células continuaron cultivindose a 37°C en agitador orbital a 180 rpm durante 4
h. Para cosechar las células, se centrifugéel cultivo a 5000 x g durante 10 min y se conservaron

a -20°C hasta el inicio del procedimiento de purificacién cromatogréfica de la proteina.

Purificacion de la proteina recombinante

Las células almacenadas a -20°C se diluyeron en buffer A (imidazol 10 mM; NaCl 400
mM; 20 mM Tris-HCI pH 8,0). La suspension celular se enfrié en un bafio de hielo y se sonic6
con un procesador ultrasénico de alta intensidad VibraCell™ VCX 130 (Sonics). La suspension
resultante se centrifugé a 4°C y 18000 x g durante 20 min con el objeto de separar fracciones
solubles e insolubles. El sobrenadante conteniendo la proteina recombinante soluble se utiliz6
para la correspondiente purificacion.

La cromatografia de afinidad por metal inmovilizado IMAC) fue utilizada debido a que
las proteinas recombinantes contienen etiqueta de poli-histidinas en el extremo N-terminal. El
sobrenadante se sembré en una columna comercial con la resina quelante cargada con Ni** (Hi-
Trap, GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer A. Una vez sembrada, la remocién de
proteinas inespecificas y la elusién de la proteinade interés se logré mediante un gradiente lineal
de imidazol en un rango de 10-300 mM utilizando el denominado buffer B (Tris-HCl 20 mM, pH
8,0, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM). Alicuotas de las fracciones fueron evaluadas por actividad
enziméticay SDS-PAGE. Las fracciones mas puras/activas se reunieron, y se concentraron por

ultra centrifugacion.

Metodologia de analisis enzimatico

Cuantificacion de fosfato inorganico

La actividad de EgrGCL se sigui6 con unareaccion colorimétrica basada en la propiedad

que tiene el Pi de formar un complejo de color fosfo-molibdato-verde de Malaquita, el cual es
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mensurable espectrofotométricamente a 630 nm (Fusari et al., 2006). Las reacciones se
desarrollaron durante 10 min a 37°C, sin alcanzar un consumo de sustrato mayor al 10%. La
reaccion se detuvo con la adicién de 375 pL del reactivo de color, seguido por el agregado de 50
pL de citrato de sodio 34% (p/v). A partir de esta mezcla, se dispensé una alicuota de 250 puL en
policubetas de ELISA y se determiné la absorbancia a 630 nm. En paralelo, se establecié una
curva de calibrado con testigos de Pi y se obtuvo un factor de conversién de DO a nmoles. El
reactivo de color se preparé mezclando 3 volimenes de verde de malaquita al 0,045% (p/v) y 1
volumen de molibdato de amonio 4,2% (p/v) en HCI 5N. Luego de homogeneizar durante 20 min
y filtrar, a 5 mL de la solucién obtenida se le adicionaron 100 uL de Tween 20 al 2% (v/v). La
mezcla de reaccion se realizé incluyendo 100 mM buffer Tris-HCI pH 8,0, ATP 1 mM, L-Cys 20
mM, L-Glu 20 mM y MgCl> 10 mM.

Determinacion de parametros cinéticos

Los pardmetros cinéticos Vmax y Km fueron determinados realizando ensayos donde se
hizo variar la concentracién de uno de los sustratos, manteniendo los restantes a concentracién
fija y saturante. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como velocidad inicial en U.mg-!,
versus la concentracién del sustrato variable en mM. Los pardmetros cinéticos fueron calculados
mediante ajuste por regresion no lineal utilizando la ecuacién de Hill y el programa informético
GraphPad Prism Software (GRAPH PAD Software Inc, California, USA). La constante catalitica

(kcat) se calcul6 como resultado de dividir Vmax con la concentracién de enzimaen la reaccién [E].

Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular se utiliz6 con fines analiticos para la
determinacién de la masa molecular de las proteinas de estudio. En el equipo AKTA Explorer
(GE Healthcare) se conect6 una columna Tricorn 10/300 (GE Healthcare) cargada con resina
Superdex G-200 (GE Healthcare). Las corridas se realizaron a 0,75 mL.min"! en buffer G (HEPES
pH 8,0 50 mM; NaCl 100 mM; EDTA 0,1 mM). Se empled para la calibracién de la columnaun
conjunto de patrones de masa molecular conocida (GE Healthcare). Los estdndares analizados
incluyeron: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbimina (75
kDa), ovoalbimina (44 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa). El
volumen muertode la columna se determiné empleando una solucién de Azul de Dextrano. Las
masas moleculares se determinaron por interpolacion de la curva logaritmica, donde se grafica el
log de la masa molecular de los marcadores comerciales vs Kav. Kav se obtiene a partir de la
siguiente ecuacion: Kav= (Ve-Vo)/(Ve-Vo); donde Ve es el volumen de elusién, Vo es el volumen

muerto y V¢ es el volumen de columna.
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Modelado molecular

Se realizaron modelos tridimensionales empleando el software AlphaFold 2.0, el cual
utiliza un algoritmo de Deep learning que ha demostrado tener mayor exactitud que otros métodos
de modelado (Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al., 2021). La fiabilidad del modelo se
evalud con el sistema de puntuacién pIDDT, el cual representa una medida de la similitud local
que tendria nuestro modelo si se compara con una proteinaresuelta experimentalmente (Mariani
et al., 2013). Se utiliz6 el software UCSF-Chimera para visualizar las estructurasy confeccionar

las imagenes (Pettersen et al., 2004).
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RESULTADOS

Analisis de la secuencia aminoacidica

Al realizar una exhaustivabisquedaen la base de datos transcriptémicos de E. gracilis realizada
en el grupo del Dr. Robert Field del Instituto de Biotecnologia de Manchester, identificamos un
transcripto codificante para una subunidad cataliticade GCL. No encontramos ningin transcripto
codificante para una subunidad regulatoriade GCL. Esto dltimo se encuentraen linea con la idea
de que las GCL heterodiméricas solo se encuentran en organismos eucariotas superiores (Franklin
et al., 2009). Realizamos un anadlisis de la traduccién de la secuencia nucleotidica del transcripto
de interés (light m43917) empleando diversas herramientas bioinformaticas (O’Neill et al.,
2015a). E1 ARN mensajero maduro codifica para unacadena polipeptidica de 1074 aminoécidos
y una masa molecular de 122 kDa. Los servidores empleados (SignalP 6.0 y Phobius) no
detectaron secuencias correspondientes para posibles péptidos sefiales (Kall et al., 2007; Teufel
et al., 2022). Tampoco encontramos evidencia dominios transmembrana con el predictor
DeepTMHMM  (Hallgren et al., 2022). Incluimos el servidor de clasificaciéon de proteinas
InterPro para evaluar la secuencia polipeptidica completa (Paysan-Lafosse et al., 2023). De esta
manera, observamos que los =640 aminoacidos del extremo N-terminal se encuentran asociados
con la familia de subunidades cataliticas de GCL, con un porcentaje de identidad entre 43% y
45% con las subunidades cataliticas de GCL reportadas de Homo sapiens, Mus musculus y Ratus
norvegicus. Por otro lado, los =330 aminoacidos del extremo C-terminal presentan un maximo de
32% de identidad con proteinas de la familia de questina oxidasa. Esta familia se encuentra
formada por oxidorreductasas involucradas en la sintesis de policétidos y sus derivados,
principalmente questina (Fujii et al., 1988). Esta dltima es una dihidroxiantraquinona relacionada
a la emodina. Una de las enzimas mads estudiadas de dicha familia, es una oxigenasa flingica
dependiente de hierro no hémico capaz de degradar la questina (Hou et al., 2022).
Aproximadamente 60 aminodcidos se encuentran entre los dominios GCL y questina oxidasa.
Estaregion intermedia no presenta homologia con otros dominios o motivos reportados en otras
bases de datos consultadas (Paysan-Lafosse et al., 2023). Esta regién presentd puntuaciones
elevadas en los predictores de “region intrinsecamente desordenada™ IUPread2A y DEPICTER
empleados (Barik et al., 2020; Erdés & Dosztanyi, 2020; Mészaros et al., 2018). Por estos
motivos, inferimos que esta regién cumple una funcion de unién flexible entre ambos dominios.
Teniendo en cuentatoda esta informacién bioinformética, realizamos un esquema representando

la ubicacién de estos dominios en el transcripto (Figura 12).
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Subunidad catalitica
GCL

Figura 12. Esquema de la traduccién del transcripto light_m43917 segtin la bisqueda bioinformatica
realizada. El extremo N-terminal (rojo) observamos homologia con la familia de subunidad catalitica de
GCL. En el C-terminal (azul) se encuentra unaregién que se encuentra asociada con proteinas de la
familia questina oxidasa. En el intermedio (verde) encontramos una region flexible que conecta ambos
dominios.

Questina oxidasa

Modelado molecular

Realizamos un modelado molecular de todo el polipéptido correspondiente a la
traduccién del transcripto light_m43917 empleando el servidor Alphafold 2.0 (Jumper et al.,
2021b). La estructura tridimensional predicha para estos 1074 aminoacidos se muestra en la
Figura 13. La region correspondiente al dominio catalitico de GCL es la regién del modelo que
mayor fiabilidad presentd segin el sistema de puntuacién pIDDT (Mariani et al., 2013). La regién
que menor valor pIDDT present6 fue la intermedia, esto es esperable teniendo en cuenta que
cumpliria la funcién de unir flexiblemente dos dominios, para lo cual no se necesitan estructuras
secundarias rigidas. El valor pIDDT correspondiente al dominio asociado a la familia de questina

oxidasa es menor.

Figura 13. Modelado tridimensional del polipéptido completo. En laimagen se diferencian la subunidad
cataliticade GCL (rojo),laregién de unién de ambos dominios (verde) y el dominio asociadoa la familia
questina oxidasa (azul).

Produccion de la proteina recombinante

Teniendo en cuentael analisis bioinformatico realizado sobre la secuencia aminoacidica

disefiamos un gen sintético con la informacién nucleotidica necesaria para clonar el dominio
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GCL. Por esta razén el polipéptido resultante comprende desde el aminodcido inicial hasta el 645,
es decir, no se incluye el dominio questina oxidasa. Se empled un uso de codones optimizado para
E. coli y se incluyeron sitios de restriccion de interés flanqueando el gen. La sintesis de novo del
gen (egrgcl) fue realizada en un vector pUC57 por BIO BASIC INC. A partir de este, clonamos
en el vector pET28c¢ en los sitios de restriccion Ndel y Hindlll. De esta forma, se adiciona una
etiqueta de poli-histidinas en el extremo N-terminal para facilitar la purificacion.
Transformamos células E. coli (BL21) DE3 con la construccién pET28c/Ndel-egrgcl-
HindlIll. Realizamos la induccidn de estas células con una concentracién final de IPTG 0,2 mM a
27°C durante 4 h en agitacion. Posteriormente, realizamos una IMAC para purificar la proteina
recombinante. Fracciones recolectadas a partir de la elusién con imidazol se muestran en la
Figura 14. La masa molecular teérica de EgrGCL es 74,1 kDa. Recolectamos las fracciones
correspondientes a las calles 4 a 8. Se procedié a concentrar el pool obtenido empleando un
centricon. De esta manera, obtuvimos suficiente enzima soluble y purificada que nos permitié

realizar la caracterizacion.

97 kDa
66 kDa

45 kDa

29 kDa

18 kDa

Figura 14. SDS-PAGE (10%) purificaciéon de EgrGCL por IMAC. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calles 2-10: Elusiones por gradiente de imidazol (10 -300 mM).

Caracterizacion estructural de EgrGCL

Con el objeto de determinar la masa molecular en estado nativo de la proteina purificada
se realizd una cromatografia de exclusién molecular empleando una columna Superdex 200 (GE-
Healthcare). De estaforma, EgrGCL eluy6 exhibiendo un tinico pico correspondiente auna forma

monoméricade masa molecular (Figura 15). Esta disposicion ha sido reportada para la mayoria
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de las GCL estudiadas que no presentan subunidad regulatoria (Biterova & Barycki, 2010; Huang
et al., 1988).
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Figura 15. Cilculo masa molecular nativa de EgrGCL segun elusién en cromatografia de exclusion
molecular.

Teniendo en cuenta la informaciéon sobre la estructura cuaternaria monomérica,
realizamos un modelado molecular exclusivo de EgrGCL. Para esto utilizamos el servidor
Alphafold 2.0 (Jumperet al., 2021). En el centro del modelado de la proteina se observa una serie
de ldminas-p anti-paralelas rodeadas de a-hélices (Figura 16A). Esta disposicion general también
ha sido descripta en las estructuras cristalizadas de E. coli (grupo 1), Brassica juncea (grupo 3) y
Saccharomyces cerevisiae (grupo 2) (Biterova & Barycki, 2010; Y. Yang etal., 2019).
Previamente, se han descripto residuos relevantes en la unién a Glu y ADP en la GCL de S.
cerevisiae (Biterova & Barycki, 2009). Mediante alineamiento de secuencia comprobamos que
estos aminodcidos se encuentran conservados en EgrGCL. Estos residuos se muestran en la

Figura 16B.
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Figura 16. Modelo EgrGCL. (A) Clasificacién por estructura secundaria. Laminas-f en amarillo, a-
hélicesen azul y loops en gris. (B) Aminoécidos involucrados enla unién a Glu (azul) y Mg?* (rojo). Se
muestran las cadenas laterales en bolas y palitos. Los aminodcidos relevantes en launién a Glu son: Glu-

57,Glu-107, Arg-296, Cys-249, Tyr-338 y Arg-439; y a ADP son los siguientes: Glu-55, GIn-251y Glu
437.

Caracterizacion cinética de EgrGCL

El primer paso en la sintesis enzimatica del GSH es catalizado por GCL. Esta reaccién
consiste en la union peptidica entrela Cys y el Glu formando y-GC. En este sentido, medimos la
actividad enzimdtica de EgrGCL empleando los sustratos canénicos: Glu, Cys y ATP-Mg?*.
Como la reaccién implica la liberacién de Pi, realizamos la deteccién utilizando el método del
verde de malaquita (Fusari et al., 2006). Realizamos cinéticas de saturacion para cada unode los
tres sustratos dejando fija la concentraciéon de los restantes. Las reacciones enzimadticas se
realizaron en buffer Tris-HCI pH 8,0 100 Mm a 37°C. La reaccidén se detuvo alos 10 min mediante

la adicién del reactivo de color. Las curvas de saturacién se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Cinética de saturacién EgrGCL. (A) Saturacién de ATP, concentraciones fijas de Cys (20
mM) y Glu (20 mM). (B) Saturacién de Cys, concentraciones fijas de ATP (1 mM) y Glu (20 mM). (C)
Saturacién de Glu, concentraciones fijas de ATP (1 mM) y Cys (20 mM).

A partir de los ajustes realizados en estas curvas, obtuvimos el valor Kmappy Vm. El
pardmetro kcat app €s independiente de la concentracion de enzima empleada en la reaccién, y para
calcularlo dividimos Vm por la concentracion de EgrGCL utilizada. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros cinéticos aparentes de EgrGCL. Mediciones realizadas a pH 8,0 y 37°C.

Co-sustrato Sustrato Ky app (mM) K cat app (min'!) K o/ Ky (mM-'min-t)
gg ﬁllt/[/l igﬁ ATP 025 0,03 69 +3,1 276432
23 % I‘f_gu L-Cys 1,00 £0,35 54427 54230
0 ;lnl\l\/’llégs L-Glu 0.82 £0,06 54212 66 % 1,2

Los resultados obtenidos para el parametro kcatapp indican que EgrGCL presenta nimero
de recambio similar a los observado en enzimas pertenecientes a 7. brucei y A. thaliana (Abbott
et al., 2002; Jez et al., 2004), pero inferior a lo encontrado en L. interrogans y M. musculus (Chen
et al., 2005; Sasoni et al., 2019). El Kmapp aporta informacion sobre la interaccién de cada sustrato
con la enzima saturada con los dos sustratos restantes (Abbott et al., 2002). Al comparar este
pardmetro para L-Cys y L-Glu observamos valores similares para cada sustrato. Los valores
obtenidos de Km app para los tres sustratos son similares a los observados en las GCL caracterizadas
de humano, Ratus norvegicus y T. brucei (Lueder & Phillips, 1996; Franklin et al., 2009).
Mientras que la eficiencia catalitica (kca/Km) calculada para ATP, evidencié ser superior a lo
reportado para M. musculus y A. thaliana (Jez et al., 2004; Chen et al., 2005).

En conclusién, el disefio del gen sintético y la expresion en E. coli, nos permitié
identificar el transcripto light_m43917 como el codificante para una subunidad catalitica de GCL.
Los pardmetros cinéticos de EgrGCL son similares a lo reportado a enzimas pertenecientes a otros
organismos. La informacién transcriptémica publicada indica que esta serfa la tnica GCL
presente en E. gracilis. Todo esto, sugiere que EgrGCL cumpliria un rol fundamental en la
homeostasis redox de E. gracilis, asi como también en rutas metabdlicas asociadas a la

acumulacién de metales pesados.
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Capitulo 2:

Caracterizacion estructural y funcional de una glicosil

fosforilasa de la familia GH149 en E. gracilis

INTRODUCCION

Las enzimas activas en carbohidratos son una clase de enzimas que poseen funciones
implicadas en la alteracion de los enlaces glucosidicos (escision y/o formacién). Estas se
clasifican en tres categorias: glicosil hidrolasas (GH), glicosiltransferasas (GT) o glicosil
fosforilasas (GP) (Nakai et al., 2013). Estas tltimas, que llamaremos fosforilasas a partir de ahora,
son un grupo de enzimas que catalizan la fosfordlisis reversible de glucanos en presencia de Pi en
los correspondientes aziicares-1-fosfatos y cadenas de glucanos acortadas (EC 2.4.1). La
reversibilidad de la reaccidon también permite la produccién de glucanos alargados a partir del
donante de azicar 1-fosfato y el aceptor de glucanos de eleccién (Pergolizzi et al., 2017). El
término fosfordlisis define el proceso de descomposiciéon del enlace O-glucosidico de un
determinado glucano asociado con la transferencia del glucésido a un Pien el extremo no reductor
que conduce a la formacion del correspondiente azicar-1-fosfato (Puchart, 2015).

Si observamos el glucano original y el azicar-fosfato resultante, existen dos tipos de
fosforilasas con respecto a la configuracién anomérica resultante: con retencién o inversion
anomérica. Es decir, un mecanismo de accién con inversion cambia la configuracién anomérica
produciendo a-glicosil-fosfato a partir de B-glicésido o generando B-glicosil-fosfato a partir de a-
glicésido. La mayoria de las B-fosforilasas conocidas se clasifican en la familia de la glicosil
hidrolasa 94 (GH94), que incluye cinco especificidades de fosforilasa diferentes. Entre todas estas
especificidades destacamos laminaribiosa fosforilasa, el disacarido de glucosa con unién p-1,3.
La enzimade Paenibacillus sp. YM-1 fue parcialmente caracterizada cinética y estructuralmente
(Kitaoka et al., 2012; Kuhaudomlarp, et al., 2019b).

Tecnolégicamente, las reacciones de fosfor6lisis inversa pueden ser utilizadas en la
sintesis de disacdridos, o para aprovechar la degradacién de oligosacaridos produciendo azicares-
1-fosfatos de interés biotecnoldgico. Esta reversibilidad permite utilizar aziicares naturales de
gran disponibilidad como material de partida (Suzuki et al., 2009; Sun et al., 2019). Las
fosforilasas se pueden utilizar como catalizadores tinicos o en combinacién con otras fosforilasas
u otras enzimas activas en carbohidratos para producir pequefias moléculas glicoconjugadas y

disacaridos raros (Sun & You, 2021).
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Actividad B-1,3-fosforilasa en E. gracilis

Estudios realizados a partir de extractos de E. gracilis revelaron la presencia de actividad
fosforilasa utilizando laminaribiosa (también puede utilizar laminaritriosa, laminaritetraosa y
laminaripentaosa) y Pi como sustratos. También mostraron la capacidad de la misma para utilizar
laminaritriosa, laminaritetraosa y laminaripentaosa como sustratos (Goldemberg et al., 1966).
Distintas técnicas de purificacidon permitieron identificar dos entidades enzimadticas con el mismo
tipo de actividad enzimadtica (Marechal, 1967a), pero con diferente preferencia por distintos
laminarisacdridos (Marechal, 1967b). Una de ellas presenté mayor actividad de fosfordlisis por
laminaribiosa y esta actividad disminuy6 conforme se incrementd el grado de polimerizacién del
sustrato. Se denomind laminaribiosa fosforilasa. La segunda enzima presentd la misma actividad
con laminaritriosa, laminaritetraosay laminaripentaosa pero menos actividad con laminaribiosa.
Se denomino B-1,3-oligoglucan-fosforilasa (Figura 18A).

En el sentido de sintesis, cuando Glc-1-P actia como dador de unidades glucosa,
laminaribiosa fosforilasa libera mds Pi cuando la Glc participa de la reaccién como aceptor. En el
caso de la B-1,3-oligoglucan-fosforilasa, la actividad fue mayor cuando laminaribiosa, u otros

laminarisacdridos de mayor grado de polimerizacién participaban en la reacciéon como aceptores

(Figura 18B).

Substrate Laminaribiose B-1,3-0ligoglucan
phosphorvylase phosphorylase
(mpmoles Gle-1-P (mumoles Glec-r-P
formed per 10 min) formed per 1o min)
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Figura 18. Comparacion cinética entre laminaribiosa fosforilay oligo-glucan fosforilasa de E. gracilis.
(A) Reaccidn de fosfordlisis con distintos laminarisacdridos de sustratos. (B) Reaccidn de fosfordlisis
inversacon Glc-1-Pde dador y distintos aceptores con laminaribiosa fosforilasa (Iinea discontinua) y
oligo-glucan fosforilasa (linea continua). Figura modificada de Marechal, 1967b.

Mas recientemente, se realizaron bisquedas de secuencias de transcriptos codificantes

para enzimas pertenecientes a la familia GH94 en proyectos transcriptoma reportados para E.
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gracilis (O’ Neill et al., 2015a; Yoshida et al., 2016). Esto debido a que solamente en esta familia
se habian encontrado enzimas con actividad B-1,3-fosforilasa (Kitaoka et al., 2012; Nihira et al.,
2012). Sin embargo, no se encontrd ningln transcripto que cumpla con este requisito.

Para identificar la secuencia de las proteinas responsables de la actividad fosforilasa, fue
necesario realizar ensayos de protedmica sobre extractos parcialmente purificados
(Kuhaudomlarp et al., 2018). De esta forma, se determiné que las fosforilasas de E. gracilis
pertenecen aunanueva agrupacion en la clasificacion CAZyme: la familia GH149. Alineamientos
entre las secuencias de esta nueva familia y GH94 revelaron conservacién en aminoécidos claves
para la actividad fosforilasa, lo cual sugiere una conservaciéon en el mecanismo de accién de
ambas familias. En este trabajo los autores presentan una serie de ensayos de anélisis cualitativos
de la actividad enzimdtica, y una caracterizacion cinética en el sentido de fosforélisis inversa de
la GH149 de E. gracilis (EgrGH149), sin completar el andlisis en el sentido de fosfor6lisis
(Kuhaudomlarp et al., 2018). En la Figura 19, se muestran los dos sentidos de reaccién

catalizados por EgrGH149 de acuerdo con estos experimentos.

Dador Aceptor

Fosfordélisis
Reversa

OH

HO + HO —— + PO
HO H
OH
OPOs* Fosfordlisis
Glucosa (n=0) Laminaribiosa (n=0)
Glucosa-1-fosfato
o o
p-1,3-glucano (n > 0) p-1,3-glucano (n > 0)

Figura 19. Reaccidnreversible catalizada por EgrGH149. Figura modificada de Kuhaudomlarpet al.,
2018.

Se identificé un ortélogo de EgrGH149 en unabase de datos de metagendmica mediante
una bisqueda tBLASTN (Kuhaudomlarp et al., 2018). La secuencia identificada, denominada a
partir de ahora como BcG-GH149, comparte un 45% de identidad con EgrGH149. Debido a que
esta secuencia fue encontrada en una base de datos de metagendmica, no se tiene certeza del
organismo de origen, solo que se trata de una bacteria gram-negativa (Kuhaudomlarp, et al.,
2019a). BcG-GHI149 se produjo de forma recombinante y se realizaron ensayos cinéticos
revelando que esta enzima cataliza la misma reacciéon que EgrGH149 (Kuhaudomlarp et al.,
2018). La resolucién cristalografica de BcG-GH149 permitié avanzar en la resolucién
cristalogrédfica de esta familia. Al comparar esta estructura con la laminaribiosa fosforilasa de
Paenibacillus sp. perteneciente a la familia GH94 (PsGH94), los autores encontraron una
disposicion de dominios estructurales similares en ambas enzimas, los dominios 3-sandwich y el
dominio catalitico (o/ a)s (Kuhaudomlarp, et al., 2019a). También se identificaron dos dominios

adicionales flanqueando el dominio catalitico en BcG-GH149 (*Dom 1”7y “Dom 2” en Figura
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20A). Al cristalizar BcG-GH149 con laminarihexaosa, los autores observaron que este
oligosacdrido se ubica en un sitio alejado al sitio de catélisis supuesto por alineamientos con

proteinas GH94 (Figura 20B).

A Linker a-hélice
Dominio B-sandwich ¢ Catalitico (a/a)s Jelly roll

PsGH94 N—

BcG-GH149 N-

N
\

Figura 20. Estructura resuelta cristalograficamente de BcG-GH149. (A) Comparacién de los
dominios tridimensionales de la laminaribiosa fosforilasa de Paenibacillus sp. (PsGH94) con la
GH149 de origen bacteriano (BcG-GH149). (B) Estructura tridimensional con los dominios
diferenciados por colores y la laminarihexaosa (entre linea discontinua). Figura modificada de
Kuhaudomlarp, et al., 2019a.

Recientemente, un estudio de silenciamiento por RNAi realizado en condiciones de
anaerobiosis, demostré que EgrGH149 participa de forma sinérgica con otras fosforilasas y
glucanasas en la formacidén de ceras a partir de paramilén (Tanaka et al., 2022a). Como parte de
este trabajo de tesis, continuamos con la caracterizacién cinética y estructural de EgrGH149,
identificamos aminodcidos relevantes en la catdlisis y estudiamos la localizacién celular de esta

enzima a través de inmunodeteccion.
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OBJETIVOS

Adaptar la estrategia de expresion y purificacidn reportada a nuestras condiciones
de trabajo.

Realizar ensayos promiscuidad de EgrGH149 empleando distintos aceptores y
dadores. Obtener los pardmetros cinéticos correspondientes.

Identificar la estructura cuaternaria de EgrGH149 y modelar molecularmente la
enzima.

Caracterizar cinéticamente a EgrGH149 en el sentido de degradacién. Calcular
los parametros cinéticos empleando laminarisacdridos de distinto peso molecular.
Comparar dos probables sitios de unién a sustrato mediante dindmica molecular.
Identificar aminodcidos relevantes para la catdlisis mediante mutagénesis sitio
dirigida y posterior caracterizacion cinética.

Evaluar la unién de EgrGH149 a sustratos solubles e insolubles.
Inmunolocalizar EgrGH149 en células de E. gracilis crecidas en distintas
condiciones de cultivo.

Silenciar el transcripto codificante para EgGH149 en células de E. gracilis.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la méaxima calidad disponible, de grado “pro-
analisis” o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se obtuvieron
comercialmente de las siguientes compaiiias:

e Componentes de medios de cultivos: Britania, Cicarelli, Anhedra.

e Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Genbiotech,
New England BioLabs.

e  Materiales utilizados en la purificacién de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare.

e  Filtros y columnas de desalado: Millipore, Bio-Rad.

e Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck, Genbiotech.

e Oligonucledtidos sintéticos: GBT Genbiotech

Microorganismos, plasmidos, medios de cultivo y antibi6ticos

Cepas procariotas

Para el clonado de los diferentes genes y la expresién recombinante de las distintas
proteinas caracterizadas en este trabajo de tesis, se emplearon las cepas de E. coli y los plasmidos
que se disponen en nuestro grupo de trabajo, segin lo detallado a continuacion.

®  Escherichia coli Topl0 F”: [lacli Tn10(TetR)] mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZ.A
M15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Esta
cepa fue empleada durante las etapas de biologia molecular para generar las distintas
construcciones génicas.

o  FEscherichia coli Lemo (DE3): fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS/
pLemo(CamR) 1 DE3 = ) sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5. pLemo
= pACYC184-PrhaBAD-lysY. La expresion se ajusta variando el nivel de lisozima (lysY), el
inhibidor natural de la ARN polimerasa T7. El nivel de lisozima se modula afiadiendo L-ramnosa

al cultivo.

Microalgas
Euglena gracilis UTEX 753 proveniente del Centro de Cultivo Algal de la Universidad de Texas

(USA).
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e Vector pEASY®-Blunt (Trans), vector de clonado para productos de PCR con extremos

resistencia a ampicilina y kanamicina.

romos (provenientes de Phusion o Pfu polimerasa). Presenta dos marcadores de seleccién con

e Vector pOPINF (Novagen), este vector es apto para expresar en sistemas de expresion

Medios de cultivo

Bacterias:

en bacterias, insectos y mamiferos. Posee marcador de seleccion por resistencia a ampicilina.

Inducible por IPTG (Berrow et al., 2007).

e Lysogeny Broth (LB) (extracto de levadura 5 g.L°!; tripteina bacterioldgica 10 g.L'! y

NaCl 10 g.L'Y).

Microalgas:

e Cramer y Myers (CyM) (Cramer & Myers, 1952). Componentes detallados en Tabla 2.

Tabla 2. Componentes medio de cultivo CyM.

Componente Abreviatura Concentracién (mg.mL1)
Citrato de sodio CsH507Na3 800
Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 1000
Fosfato dibasico de amonio (NH4)>HPO4 1000
Sulfato de magnesio MgSO4 200
Cloruro de calcio CaCl, 20
Sulfato férrico Fe2(S04)3 3
Sulfato de zinc 7ZnS0O4 0,4
Cloruro de manganeso MnCl» 1,8
Molibdato de sodio Na>xMoOq 0,02
Cloruro de cobalto CoCl» 1,8
Sulfato de cobre CuSOq 0,02
Tiamina Vitamina Bl 0,01
Cianocobalamina Vitamina B12 0,0004

Antibiéticos

e  Ampicilina: Concentracién final 100 pg.mL-!.

e  Cloranfenicol: Concentracién final 100 pg.mL-.

Metodologia utilizada en biologia molecular

Las técnicas estdndares de microbiologia y biologia molecular fueron realizadas,

fundamentalmente, segin los protocolos ya establecidos (Sambrook & Russell, 2001).
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Extraccion de ARN total

A partir de un cultivo de células de E. gracilis crecidas en la condicién deseada se
cosecharon aproximadamente 1 millén de células por centrifugacién a 2000 x g durante 5 miny
se extrajo el ARN total utilizando el sistema comercial EasyPure RNA kit (TransGen Biotech Co)
siguiendo el protocolo establecido en el mismo (Han et al., 2018). El producto obtenido fue luego

cuantificado y almacenado a -80°C hasta su utilizacién.

Determinacion de la concentracidon y pureza del ARN

La calidad e integridad del ARN obtenido fue examinada en geles de agarosa 1 % (p/v)
mediante la visualizacion de las bandas de ARN ribosomal. La concentracion de este fue

determinada en espectrofotémetro NanoDrop™ 2000 (Thermo).

Reaccidn de la transcripcion reversa del ARN

Alicuotas de ARN total obtenido de las diferentes extracciones fueron utilizadas para
evaluar la presencia de fragmentos de ARNm de interés. Para este paso se utilizé la RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) polimerasa siguiendo el protocolo indicado por el
fabricante para muestras de alto contenido de GC y utilizando los oligonucleétidos detallados en

Tabla 3 (Burrell, 1993).

Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos utilizados en la transcripcién reversa de ARN.

Nombre Secuencia (5°-37) Tm(°C)
FwEgActin ATGAATCCCAAGAGCAATCG 54
RvEgActin GTTTCCATCAGGCAACTCGT 57

FwGH149tg1 GGGTGTTCAGCCAGATGCCTCCGTCCAGG 72
RvGH149tg1 GGGTACGCCAACGTCCCGTACATCATCCG 72
FwGH149tg2 GGGATGACGTTGCGTGCCAGGAACGGC 73
RvGH149tg2 GGGCGATGCTGGACGCACTTGGGGAG 73

Amplificacion de ADN. Reaccion en cadena de la polimerasa

Para realizar la amplificacion de ADN se utilizaron oligonucleétidos especificos. Se
empled la PFU ADN Polimerasa (Productos, Bio-Lgicos).

Se utilizaron las condiciones de ciclado informadas por los respectivos fabricantes,
usando un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Las mezclas de reaccién se separaron
electroforéticamente en gel de agarosa al 1% (p/v) y se purificaron a partir del gel, para luego
ligarlas al vector de clonado. Para el cédlculo de la TA 6ptima, se utilizé el servidor de New

England BioLabs? (Owczarzy et al., 2004).

3 https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa se utiliz6 el sistema Easy
Pure Gel Extraction Kit (TransGen Biotech Co), siguiendo el protocolo especificado en el

fabricante.

Transformacion de bacterias competentes

Para permitir la incorporacién de ADN plasmidico exdgeno, las células de E. coli se
hicieron competentes utilizando el método de CaClz (Aich et al., 2012). Los pasos seguidos se
indican a continuacién. Un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB se diluyé 1/50 en
medio de cultivo fresco y se crecié a 37°C hasta una DO600~0,4; se tomaron alicuotas de 1 mL
en tubos eppendorf de 1,5 mL, se centrifugaron a 5000 xg por 5 min y las células se suspendieron
en 500 pL de solucién ST1 [10 mM MOPS-NaOH pH 7,0; 10 mM KCI]. Se volvié a centrifugar
a 5000 xg por 5 min, para luego resuspender las células en 500 pL de solucién ST2 [100 mM
MOPS-NaOH pH 6,5; 10 mM KCI; 100 mM CaClz] e incubarlas durante 15 min en hielo. Las
células se centrifugaron nuevamente a 5000 xg por 5 min y se suspendieron en 100 uL de ST2.
A las células competentes se les agregaron entre 2-5 uL de plasmido o de mezcla de ligacion y se
incubaron en hielo durante 60 min. Se realizé un choque térmico a 42°C durante40 s y luego se
recuperaron las células adicionando 1 mL de medio LB e incubando durante 60 min a 37°C. Por
ultimo, las células se volvieron a centrifugar a 5000 x g durante 5 min, se suspendieron en los
100 pL remanentes y se sembraron en placas de LB-agar suplementado con el/los antibiéticos
correspondientes para permitir la seleccion de las células transformadas. Las placas se incubaron

toda la noche a 37°C y se seleccionaron clones para continuar con el anélisis.

Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la extracciéon de ADN plasmidico a partir de células transformadas de E. coli, los
clones de interés se repicaron en 4 mL de medio LB liquido suplementado con el antibiético
correspondiente y se cultivaron todalanoche a37°C. Las células se cosecharon por centrifugacion
a 3000 xg durante 10 min y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el sistema comercial
EasyPure Plasmid MiniPrep Kit (TransGen Biotech Co), siguiendo el protocolo establecido en el

mismo. La obtencién del plasmido se corrobord por electroforesis en gel de agarosa.

Secuenciacion de ADN

Los pldsmidos que contenian los genes de interés se enviaron a secuenciar para corroborar
que la secuencia del gen sea la correcta. Para esto una alicuota de una miniprepraciéon de ADN

plasmidico, de una concentracién aproximada de 100 pug.uL ! se envi6 a la empresa Macrogen
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Inc (Corea) para ser secuenciada de forma automatizada utilizando oligonucleétidos especificos

que hibridan en una regién del pldsmido cercana al sitio de insercién del gen.

Sintesis de ARN doble cadena para ARN de interferencia

A partir de la secuencia codificante del gen de interés, se disefiaron oligonucledtidos que
permitan amplificar fragmentos de tamafos cercano a 400 pb. Al par de oligonucleétidos se les
adiciona en el extremo 5° la secuencia promotora para la T7 ARN polimerasa
(TAATACGACTCACTATAGGG). En la Tabla 4 se muestra la secuencia de los oligos
utilizados para la sintesis de ARNdc. De este modo, al realizar la PCR, el fragmento de ~400 pb
deseado qued6 flanqueado por las secuencias promotora de la T7 ARN polimerasa en ambos
extremos. Asi se utilizo el producto de PCR como molde para la reaccién in vitro de la T7 ARN
polimerasa (TRANS) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Finalizada la reaccidn,
se adicioné ADNasa con el fin de degradar el ADN utilizado como molde y se procede a realizar
un paso de purificacién para obtener el ARNdc libre del ADN utilizado como molde con el uso
del kit Easy Pure RNA kit Purification (TRANS) siguiendo las especificaciones del fabricante. El
ARNdc se almacena a -80°C hasta su utilizacién en la electroporacién de células de E. gracilis

para realizar silenciamiento mediante ARN de interferencia.

Tabla 4. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para producirel molde de ADN para la sintesis del
ARNdc. En negrita se encuentra resaltado la secuencia T7 promotora.

Nombre Secuencia (57-37)
FwGH149tg1T7prom TAATACGACTCACTATAGGGTGTTCAGCCAGATGC
RvGH149tg1T7prom TAATACGACTCACTATAGGGTACGCCAACGTCCCGTAC
FwGH149tg2T7prom TAATACGACTCACTATAGGGATGACGTTGCGTGCCAGGAAC
RvGH149tg2T7prom TAATACGACTCACTATAGGGCGATGCTGGACGCACTTGG

Electroporacion de células de E. gracilis para realizar ARN de interferencia

A partir de un cultivo en crecimiento exponencial de E. gracilis se toman 1.106 células,
seguidamente se procede a realizar dos lavados con la solucién de electroporaciéon MAX
Efficiency™ Transformation Reagent for Algae (Invitrogen), luego se resuspende las células en
400 pL de la solucidn, se adicionan ~10 pg de ARNdc y se procede ala electroporacién utilizando
una cubeta de 2 mm de separaciéon (400 uL de volumen), resistencia infinita, 450 V, 75 uF. Se
realizan 2 pulsos con descanso de 15 s. Seguidamente se colocan las células en frasco T, llevando
el cultivoa 3 mL de medio CyM suplementado con 0,5% de Glc durante 2 dias hasta recuperacién
de las células. Pasado este tiempo, se puede cambiar el medio de cultivo de acuerdo con los

requerimientos del ensayo.
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Mutagénesis sitio dirigida

Se introdujeron mutaciones puntuales mediante la técnica de QuickChange. Esta técnica
se basa en la utilizacién de un par de oligonucleétidos portadores de la mutacién que son
complementarios entre siy que llevan en el centro unaregion portadora de la mutacién. Por medio
de PCR se extendieron ambas cadenas de la construccion plasmidica de interés. Luego, el
templado se removié de la reaccion de PCR mediante digestién con la enzima de restricciéon Dpnl
y con el producto de reaccién se transformaron células de E. coli TOP10. Una vez que se
seleccionaron clones resistentes al agente de seleccion, se purificé el ADN plasmidico y se envid
a secuenciar para comprobar la presencia de la mutacién. Los cebadores utilizados se detallan en

la Tabla 5.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes en estudio.

Nombre Secuencia (57°-3") Tm (°C)
FwGH149R477H CAGGGCAATTGGCaTGATATTTTTCAGAATTG 60
RvGH149R477H CAATTCTGAAAAATATCAtGCCAATTGCCCTG 60
FwGH149D478A GGGCAATTGGCGTGCTATTTITTCAG 61
RvGH149D478A CTGAAAAATAGCACGCCAATTGCCC 61
FwGH149D660A GTCCGGAATGGAATGCTGCCAATAATGC 64
RvGH149D660A GCATTATTGGCAGCATTCCATTCCGGAC 64

Analisis fisicoquimico basico

Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis de fragmentos de ADN fueron resueltas por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en solucién TAE 1X (40 mM Tris-HCI pH 8,0; 40 mM é&cido acético; 1 mM
EDTA) con la adicién de Gel Green a una concentracién final de 0,3 pg.mL-!. Las muestras se

acondicionaron antes de su corrida con glicerol 3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Se
utilizé el sistema Mini—Sub®Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha. Los

fragmentos se visualizaron en un transiluminador UltraSlim Led illuminator 470 nm

(MaestroGen).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
como se ha descripto previamente (Laemmli 1970). La concentracién de acrilamida del gel de
apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracion del gel de separacién fue de 10-15%. Las
muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de siembra
SDS-PAGE 4X (SDS 1% (p/v), 2-mercaptoetanol 100 mM, en Tris-HCI 50 mM pH 6,8) y su

posterior calentamiento a 100°C durante 5 min. Una vez sembradas las muestras, la corrida
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electroforética se realizé aplicando una corriente de intensidad constante de 25 m A por cada placa,
en buffer de corrida [Tris-base 0,3% (p/v), Gly 1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v)], empleando un
equipo Mini Protean II (Bio-Rad). Finalizada la corrida electroforética, las proteinas en el gel se
visualizaron por tincién con Coomassie® Brilliant Blue R-250 en unasolucién de metanol 30%
(v/v) y 4cido acético 10% (v/v); y su posterior decoloracién en unasolucién de metanol 5% (v/v)
y 4cido acético 7,5% (v/v). También se utilizd6 SDS-PAGE en condiciones no reductoras,
utilizando el mismo procedimiento descripto con la omision del agente reductor en el buffer de
siembra. En el caso de PAGE en condiciones nativas se omitié la adicién de SDS tanto en el
buffer de siembra como en los geles poliacrilamida. En este caso la concentracién de mondémero
utilizado fue de 7% p/v y se utilizé tincién con Coomassie® Brilliant Blue R-250 para la

visualizacion de las proteinas en el gel (Arndt et al., 2012).

Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion

Finalizada la separacién electroforética, se efectud la electrotransferencia sobre una
membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) durante 35 min a 200 mA en un equipo semi-seco
(Analytik Jena). La solucién empleada contenia Tris-base 25 mM, Gly 192 mM y etanol 20%
(v/v). La membrana de nitrocelulosa transferida se bloqued con una solucién de leche descremada
al 5% (p/v) en buffer PBS-Tween (8 g.L'! NaCl, 0.2 g.L-1 KCl, 1.44 g.I.'! Na2HPOq4, 0.24 g.1’!
KH2PO4, pH 7.4, 0,05% v/v Tween 20), incubdndose 1 h a 25°C. Luego, la membranase incub6
con el anticuerpo primario en solucién PBS-leche descremada 1% (p/v) durante 1 h a 25 °C o,
eventualmente, todala noche a 4°C. Los anticuerpos fueron generados en conejo en el Centro de
Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL, Argentina;
acorde a lo descripto anteriormente (Vaitukaitis, 1981). Entre cada paso, la membrana fue
enjuagada con 3 lavados con buffer PBS-Tween 20 de 5 min cada uno.

Posteriormente, la membrana se incubd con una dilucién 1/1000 en PBS 1X del
anticuerpo secundario (anti-IgG totales de conejo, Sigma) conjugado a peroxidasa de rdbano
picante (HRP) durante 1 h a 25 °C. El revelado se llevd a cabo utilizando el método de
quimioluminiscencia. Posterior a la incubacién con el anticuerpo secundario, se embebid la
membrana con una solucién de SuperSignal West Pico (Thermo). Una vez embebida con el
sustrato, se expuso la membrana a una placa radiogréfica en oscuridad, la cual capté la sefial

luminica y nos permitié obtener el revelado del Western blot.

Cuantificacion del contenido proteico

Para determinar la concentracién de las proteinas totales presentes en las muestras se
utiliz6 la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrén una solucién de BSA

(Sigma-Aldrich). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotémetro
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Multiskan GO (Thermo Scientific). Alternativamente se realizd cuantificacién del contenido

proteico midiendo absorbancia a 280 nm.

Concentracidén de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas se
emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) de MWCO apropiado

para cada proteina y se procedié seguin las indicaciones del fabricante.

Extracto de proteinas de E. gracilis

Extractos totales de E. gracilis se prepararon resuspendiendo células en buffer de lisis
(100 mM Tris-HCI pH 8,0; NaCl 100 mM; Urea 4 M; EDTA 1 mM; SDS 1%) e incubando las
mismas a 100°C durante 10 min. A continuacidn, se adicionaron 10 volimenes de acetona fria (-
20°C) a todas las muestras y se incubaron durante 60 min a -20°C. Luego de centrifugar las
mismas por 10 min a 15,000 x g (4°C) se descart6 el sobrenadante con el cuidado de no disgregar
el pellet. El precipitado se disolvié en buffer de siembra de SDS-PAGE reductor a 100°C por 10

min.

Purificacion del suero policlonal

Para realizar una purificaciéon del suero policlonal obtenido de la inmunizaciéon de
animales con la proteina recombinante purificada, empleamos un método de purificacién por
afinidad. Este método consiste en usar un fragmento de membrana de nitrocelulosa conteniendo
el antigeno para realizar una purificacion de afinidad (Kurien, 2009). Brevemente, se realiz6 un
SDS-PAGE utilizando como muestra la proteina recombinante previamente purificada.
Realizamos una electrotransferencia del gel resultante a una membrana de nitrocelulosa.
Identificamos la region de la membrana donde se encontrabainmovilizado el antigeno mediante
coloracién con Rojo Ponceau y procedimos a escindir este fragmento. Se realiz6 el bloqueo con
una solucién de leche descremada al 5% (p/v) en buffer PBS-Tween, incubandose 1 h a 25°C.
Posteriormente, se incubd la membrana con una dilucién 1/5 del suero durante 30 min. Se
realizaron 3 lavados con buffer PBS-Tween 20 de 5 min cada uno. Se incub6 la membrana en 1
mL de buffer Gly 100 mM pH 2,5 durante 5 min en agitacién. Se recolect6 el buffer Gly 100 mM
pH 2,5 junto con anticuerpos extraidos y se mezcl6 con 200 uL. de buffer Tris-HCl 1 M pH 8,0.
Se realizaron 3 de estas extracciones buffer Gly 100 mM pH 2,5. La membrana se neutraliz6 con
PBS-Tween 20 y se volvid a incubar en suero policlonal diluido 1/5, repitiendo todo el proceso
tres veces. Los anticuerpos purificados se concentraron empleando dispositivos comerciales de

ultrafiltracién Amicon (Millipore).
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Expresion y purificacion de la proteina recombinante

Expresion de la proteina recombinante

Para la produccién de proteinas recombinantes utilizamos células E. coli LEMO (DE3)
previamente transformadas con la construccién plasmidica correspondiente. Brevemente, las
células transformadas se repicaron a medio LB liquido suplementado con cloranfenicol y
ampicilina, y se incubaron en agitacién a 37°C hasta su saturacién. El cultivo se utilizé como
starter para inocular 4 erlenmeyers con 0,5 L. de medio de cultivo LB en cada uno de ellos. El
medio de cultivo inoculado se incubd a 37°C en agitador orbital a 180 rpm hasta alcanzaruna DO
600 ~ 0,8, momento en el cual se agregé el inductor IPTG a unaconcentracion final de 0,2 mM.
Luego de la induccidn, las células continuaron cultivindose a 18°C en agitador orbital a 180 rpm
durante 48 h. Para cosechar las células, se centrifugé el cultivo a 5000 x g durante 10 min y se
conservaron a -20°C hasta el inicio del procedimiento de purificacién cromatogrifica de la

proteina.

Purificacion de la proteina recombinante

Las células almacenadas a -20°C se diluyeron en buffer A (imidazol 10 mM; NaCl 400
mM; 20 mM Tris-HCI pH 8,0). La suspension celular se enfri6é en un bafio de hielo y se sonicé
con un procesador ultrasénico de alta intensidad VibraCell™ VCX 130 (Sonics). La fraccion
sonicada resultante se centrifug6 a 4°C y 18000 x g durante 20 min con el objeto de separar
fracciones solubles e insolubles. El sobrenadante conteniendo la proteina recombinante soluble
se utiliz6 para la correspondiente purificacion.

Utilizamos una cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) debido a que
las proteinas recombinantes contienen una etiqueta de poli-histidinas en el extremo N-terminal.
El sobrenadante se sembré en una columna comercial con la resina quelante cargada con Ni%+ (Hi-
Trap, GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer A. Una vez sembrada, la remocién de
proteinas inespecificas y la elusion de la proteina de interés se logré mediante un gradiente lineal
de imidazol en un rango de 10-300 mM utilizando el denominado buffer B (Tris-HCl 20 mM, pH
8,0, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM). Alicuotas de las fracciones fueron evaluadas por actividad
enziméticay SDS-PAGE. Las fracciones mds puras/activas se reunieron, y se concentraron por
ultracentrifugacion.

A continuacion, se realizé una cromatografia de exclusién molecular preparativa para
incrementar la pureza de la muestra. En el equipo AKTA Explorer (GE Healthcare) se conect6
una columna HilLoad 16/600 Superdex (GE Healthcare) cargada con resina Superdex G-200 (GE
Healthcare). Las corridas se realizaron a 0,75 mL.min"! en buffer G (HEPES pH 8,0 50 mM; NaCl

100 mM; EDTA 0,1 mM). Alicuotas de las fracciones fueron evaluadas por actividad enzimatica
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y SDS-PAGE. Las fracciones mds puras/activas se reunieron, se concentraron por

ultracentrifugacién.

Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular se utilizé6 con fines analiticos para la
determinacién de la masa molecular de las proteinas de estudio. En el equipo AKTA Explorer
(GE Healthcare) se conecté una columna Tricorn 10/300 (GE Healthcare) cargada con resina
Superdex G-200 (GE Healthcare). Las corridas se realizaron a 0,75 mL.min"! en buffer G (HEPES
pH 8,0 50 mM; NaCl 100 mM; EDTA 0,1 mM). Se empled para la calibracién de la columnaun
conjunto de patrones de masa molecular conocida (GE Healthcare). Los estdndares analizados
incluyeron: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbimina (75
kDa), ovoalbimina (44 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa). El
volumen muerto de la columna se determiné empleando una solucién de Azul de Dextrano. Las
masas moleculares se determinaron por interpolacion de la curva logaritmica, donde se grafica el
log de la masa molecular de los marcadores comerciales vs Kav. Kav se obtiene a partir de la
siguiente ecuacion: Kav= (Ve-Vo)/ (Ve-Vo); donde Ve es el volumen de elusion, Vo, es el volumen

muerto y V¢ es el volumen de columna.

Metodologia de analisis enzimatico

Debido a que la EgrGH149 cataliza una reaccion reversible estudiamos la actividad

enzimatica en ambos sentidos de reaccion:

Reaccion de fosforolisis inversa

Para caracterizar la reacciéon en el sentido de sintesis (fosfordlisis inversa) se incubd la
enzima de estudio con aceptor (10 mM) y dador (2 mM) durante 10 min a 40°C.

A continuacidn, se realizé la cuantificacion de Pi basada en la propiedad de formar un
complejo Pi-Verde de Malaquita, el cual es cuantificable a 630 nm. La formacién del complejo
ocurre al agregar una cantidad adecuada de una solucién de Verde de Malaquita y molibdato de

amonio que, ademds, detiene la reaccién (Fusari et al., 2006).

Reaccion de fosfordlisis y arsendlisis

Para caracterizar la reacciéon en sentido de degradacidon se realizaron reacciones de
fosfordlisis y arsenolisis segiin corresponda a cada oligosacdrido. En ambos casos la reaccion se

detuvo incubando 10 min a 100°C y luego se cuantificé la Glc liberada.
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La fosfor6lisis se utilizé con el disacdrido: se incubaron 2,5 mM de laminaribiosa junto a
12 mM de Pi.

La arsendlisis se utilizé para los oligosacdridos con mayor grado de polimerizacién que
el disacdrido: se incubaron 2,5 mM de oligosacdrido juntoa 12 mM de arseniato de sodio. La Glc-
1-arseniato producida es altamente inestable por lo que se obtiene Glc como producto (Marechal,
1967a).

Para cuantificar la Glc libre utilizamos el kit de glicemia enzimatica (Wiener). El mismo,
utiliza glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-hidroxibenzoato para formar un producto coloreado en
presencia de Glc. Brevemente, 30 uL de muestra se adicionaron a 70 uL de reactivo en unaplaca
de 384 pocillos y se incubé a 37°C por 10 min. A continuacién, se midid

espectrofotométricamente a 505 nm. La curva de calibrado se realiz6 con Glc (Sigma).

Determinacion de parametros cinéticos

Los pardmetros cinéticos Vmax y Km (siendo este dltimo la concentracion de sustrato a la que se
alcanza el 50% de la velocidad méaxima, Vmax) fueron determinados realizando ensayos donde se
hizo variar la concentracién de uno de los sustratos, manteniendo el otro a concentracion fija y
saturante. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como velocidad inicial en U.mg!, versus la
concentracién del sustrato variable en mM omg.mL-!. Los pardimetros cinéticos fueron calculados
mediante ajuste por regresién no lineal utilizando la ecuacién de Hill y el programa informaético
GraphPad Prism Software (GRAPH PAD Software Inc, California, USA). La constante catalitica
(kear) se calculdé como resultado de la dividir Vmax con la concentraciéon de enzima en la reaccion
[E]. Los valores obtenidos implican un promedio de un minimo de tres juegos de determinaciones
independientes de los pardmetros que fueran reproducibles dentro de un marco de variacién de

+10%.

Ensayo de unidn a sustratos insolubles

Este ensayo se realiz6 incubando 10 mg.mL-! de paramil6n con 160 pg.mL! de
EgrGH149 en buffer HEPES pH 7,4 100 mM. La mezcla de reaccion se incubd por 60 min a
50°C a 10000 x g. Como control de absorciéon no especifica se reemplazé EgrGH149 con
albimina sérica bovina (BSA). El sobrenadante, donde se encuentra la proteina no unida, fue
separado del polisacdrido insoluble centrifugando a 6000 x g por 5 min. Se cuantificé la
concentracion de proteina en el sobrenadante utilizando el método de Bradford. La diferencia
entre la cantidad de proteina adicionada a la mezcla de reaccién y la detectada en el sobrenadante

se consider proteina unida al polisacarido (Purushotham & Podile, 2012).
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Electroforesis de afinidad

La unién de EgrGH149 al sustrato soluble laminarina se evalué mediante la observacién
del retraso de la migracién electroforética en geles de afinidad (Bragatto et al., 2010). Se
prepararon geles nativos de poliacrilamida (8%), con y sin laminarina (1 mg.mL-") adicionada
previamente a la polimerizacidn. Los geles se prepararon separadamente y se corrieron en paralelo
a4°C. La BSA se utilizé como control negativo. Las proteinas en el gel se visualizaron por tincién
con Coomassie® Brilliant Blue R-250 en una solucién de metanol 30% (v/v) y acido acético 10%

viv).

Modelado molecular

Modelado molecular

La bisquedade moldes o templados acordes se realizé utilizando la herramienta de Swiss
Model Workspace (Biasini et al., 2014). A partir de los resultados arrojados por el software se
selecciond la mejor opcion de las diferentes opciones de cristales resueltos de proteinas
homologas. Las secuencias de los templados seleccionados fueron alineados utilizando el
programa HHBIits (Remmert et al., 2012) y al menos 10 diferentes modelos fueron obtenidos
utilizando el software Modeller 9.15 (Webb & Sali, 2016). Especial atencidn fue tenida en cuenta
para evitar gaps dentro de estructuras secundarias. El mejor modelo se establecié a partir del
andlisis del mejor puntaje global de Verify3D (Eisenberg et al., 1997), mayor puntaje de z-DOPE
(Shen & Sali, 2006) y de QMEAN (Benkert et al., 2009, 2011).

Se utilizé6 como molde la estructura cristalina resuelta de la GH149 bacterial (c6digo
PDB, 6HQ8) que mostré homologia a la EgrGH149 con alto porcentaje de identidad (45%)
(Kuhaudomlarp, et al., 2019a).

Dinamica molecular de laminarisacaridos en el modelo de EgrGH149

El software Vina-carb se utilizé para realizar el acoplamiento de laminarisacdridos de
distinto tamafio (dimero, trimero, tetrdimero y hexdmero) en el modelo de EgrGH149 descrito
previamente (Nivedha et al., 2016). Se delimitaron dos regiones del mismo para hacer la
simulacién: el predicho como el posible sitio activo por alineamiento estructural con fosforilasas
GHY94 y donde se observé unién de un laminarihexaosa en la GH149 bacteriana previamente
cristalizada (Kuhaudomlarp, et al., 2019a).

Las puntuaciones utilizadas para evaluar las dindmicas moleculares fueron las siguientes:

e El Vina-chi-score: El método de evaluacion del software que considera un

término de penalizacién energética que depende de los dngulos diédricos que
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permiten la rotacién de los anillos piranésicos (Trott & Olson, 2009; Nivedha
et al., 2016).
e El Size-ind-score: Método de puntuacién derivado del Vina-chi-score que

considera el nimero de 4tomos pesados en la molécula (Nissink, 2009).

Inmunolocalizacion por microscopia confocal

Células de cultivos de E. gracilis obtenidas por crecimiento autotréfico o heterotréfico
fueron lavadas por 15 min atemperatura ambiente en PBS y fijadas con 4% (v/v) de formaldehido.
Posteriormente al lavado, se permeabilizaron y bloquearon durante h en un medio que contenia
PBS suplementando con 0,1% (v/v) Tween 20 y 3% (p/v) BSA.

Seguidamente las muestras fueron incubadas con el anticuerpo policlonal primario
(dilucién 1/100) y posteriormente con anticuerpo secundario marcado con fluoréforo Cy3
(dilucién 1/500). Todas las incubaciones fueron realizadas a 4°C durante 6 h. Después del lavado,
las muestras fueron montadas en los portaobjetos con una solucién de montaje conteniendo
ProLong antifade (Thermo). Seguidamente para la visualizacién de las muestras se utiliz6 el
microscopio confocal Leica TCS SP8 ubicado en el SeCeGrln del Centro Cientifico Tecnolégico

(CCT-Santa Fe).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las glicosil fosforilasas (EC 2.4.1) catalizan la fosfordlisis de polisacdridos produciendo
el correspondiente aziicar-1-fosfato y una cadena del polisacdrido acortada (n-1). Esta reaccién
es reversible, lo que permite la produccidn de oligosacdridos a partir de un azicar-1-fosfato y un
azlcar libre adecuado regio y estereoespecificamente. Las glicosilfosforilasas especificas de
enlaces B-1,3 han sido agrupadas en la familia GH94.

En el marco de una cooperacién con el grupo del Dr. Robert Field del Instituto de
Biotecnologia de Manchester, recibimos la construccién [pOPINf/egrghl49], la cual contiene un
gen sintético codificante para EgrGH149 (Kuhaudomlarpet al., 2018). Se transformaron células
competentes E. coli LEMO (DE3) y, posteriormente, las células transformadas se crecieron e
indujeron con 0,2 mM de IPTG por 48 hs a 18°C. Adaptamos el protocolo de purificacién de la
EgrGH149 previamente reportado a las condiciones de nuestro laboratorio (Kuhaudomlarp et al.,
2018). Brevemente, purificamos la proteina de interés mediante cromatografia de afinidad a
metales inmovilizados (IMAC) utilizando Ni?* en la resina y un gradiente de imidazol (10-300
mM). Se colectaron las fracciones correspondientes a las calles 4 a 9 (Figura 21A) para generar
un pool, el cual se concentré hasta llegar a una concentraciéon de 10 mg.mL!. Posteriormente,
realizamos una cromatografia de exclusién molecular preparativa. Colectamos las fracciones
correspondientes a las calles 3 a 7 (Figura 21B) y estas fueron concentradas y almacenadas a -

80°C hasta su uso.

A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7
—
97 kDa 97 kDa —
66 kDa
66 kDa
45 kDa 45 kDa

29 kDa
29 kDa

18 kDa
18 kDa

Figura 21. Purificacion de EgrGH149 en dos pasos. (A) IMAC-Ni?*. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calles 2-9: Elusiones de la purificacién. (B) Cromatografia de exclusiéon molecular. Calle 1:
Marcador de masa molecular. Calles 2-9: Elusiones de la purificacidén.
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Caracterizacion estructural de EgrGH149

Cromatografia de exclusion molecular

Con el objetivo de conocer la estructura cuaternaria de EgrGH149 realizamos una
cromatografia de exclusiéon molecular analitica. Mediante esta metodologia observamos un
volumen de elusién correspondiente a un tamafio molecular de 252,9 kDa (Figura 22), a partir de
lo cual se deduce unaestructura cuaternaria homodimérica para EgrGH149, si consideramos que

la masa molecular tedrica del mondémero es de 127,0 kDa.

1,0 4 Equation  y=a+b'x
Adj. R-Squar = 0,99205

Value  Standard Erro
B Intercept | 2,32093 0,06296
0,8 B Slope -0,3824 0,01293

0,6

Kav

0.4

0,2

0,0

T T T T T T T T T 1
3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0

Log (Mr)

Figura 22. Cromatografia de exclusion molecular de EgrGH149.

Modelado molecular

Realizamos el modelado tridimensional de EgrGH149 por homologia utilizando como
molde la GH149 de origen bacteriana (PDB ID: 6HQ8). Teniendo en cuenta el resultado de la
cromatografia de exclusiéon molecular, realizamos el modelo con una conformacién
homodimérica. También ingresamos la secuenciade EgrGH149 en el servidor Alphafold 2.0, sin
embargo, el software no pudo generar modelos posiblemente debido a que la longitud de la
secuencia es muy grande como para que pueda ser resuelta por el algoritmo. Por este motivo,
continuamos el modelado obtenido por homologia en el servidor SwissModel, el cual presentd
buenas puntuaciones de andlisis de modelos (z-DOPE, Verify3D y QMEAN).

Las fosforilasas de la familia GH149 presentan dos dominios que no se observan en las
de la familia GH94. Por alineamiento de secuencia encontramos los aminodcidos
correspondientes a estos dominios y los destacamos en el modelado (Figura 23A). Estos se ubican
con poco contacto con el resto de la proteina. El plegamiento adoptado por los monémeros de

EgrGH149 se muestran en la Figura 23B.
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Figura 23. Modelado molecular EgrGH149. (A) Modelado homodimérico, se resaltan los dominios
distintivos de la familia GH149. Dominio 1 en verde y dominio 2 en naranja. (B) Modelado 3D. Se
diferencian los monémeros (en azul y en rosado). Se muestrael espacio utilizado para describir el Sitio
1 (caja naranja) y el Sitio 2 (caja verde).

Dinamica molecular

Previamente, al resolver la estructura tridimensional de BcG-GH149 cristalizada con
laminarihexaosa, se observé que esta se ubicaba en unaregién opuesta ala del posible sitio activo,
el cual los autores denominaron superficie de unién a oligosacdridos. Para obtener més
informacién de estos sitios en la fosforilasa de E. gracilis realizamos un estudio de dindmica
molecular con el modelo obtenido en presencia de distintos sustratos. Para llevar a cabo este
objetivo delimitamos dos regiones espaciales: una correspondiente a los aminodcidos que se
conservan del sitio activo de las fosforilasas GH94 (denominado Sitio 1, caja naranja) y otro que
engloba la superficie de unién a oligosacaridos (denominado Sitio 2, caja verde).

Se realizaron simulaciones con laminarisacdridos de distinto grado de polimerizacién.
Los programas para realizar experimentos de docking han sido disefiados para simular la
ubicacién de moléculas pequefias y rigidas en macromoléculas. Al incluir laminarisacdridos en
nuestro andlisis, es necesario adoptar un sistema de puntuaciones pensado para este tipo de
moléculas debido a su flexibilidad intrinseca.

Esto se debe a la flexibilidad que otorgan los enlaces glicosidicos y las interacciones
solvente-soluto especificas de carbohidratos (Agostino et al., 2009). Por este motivo, incluimos

en el estudio la puntuacién Vina-chi-score, donde “chi” significa “Carbohydrate Intrinsic”
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(Intriseco de carbohidrato), y fue incluida en el software Vina-Carb para el docking de
carbohidratos (Nivedha et al., 2016). Sin embargo, debido a que un incremento en el tamaio del
ligando (en este caso laminarisacaridos) dificulta la unién a la macromolécula, incluimos una
puntuacién que normalice las penalizaciones energéticas en funcién del tamafio de la molécula.
El Size-ind-score (Size-independent) incluye una serie de ecuaciones para realizar esta
normalizacién (Nissink, 2009). De esta forma, un aumento del Size-ind-score se puede relacionar
como una disminucién de la afinidad.

Las puntaciones obtenidas en las simulaciones realizadas se muestran en la Tabla 6. En
la misma se puede observar que en el sitio 1 presenta una disminucién del Size-ind-score
conforme disminuye el grado de polimerizacién. Por otro lado, el sitio 2 muestraun descenso en
la estabilidad energética a medida que se incrementa el tamafio desde el disacarido al
tetrasacarido. Sin embargo, la laminarihexaosa rompe este patrén siendo el sacirido con menor

penalizacién normalizada en el sitio 2.

Tabla 6. Puntuaciones obtenidas por dindmica molecular al ensayar laminarisacdridos de distinto
grado de polimerizacion. Se compararon dos sitios del modelo obtenido de EgrGH149.

Sitio 1 Sitio 2
Vina-chi-score | Size-ind-score | Vina-chi-score | Size-ind-score
Laminaribiosa -7,6 -2,71 5,4 -1,93
Laminaritriosa -7.4 -2,36 -5,4 -1,72
Laminaritetraosa -7,1 -2,09 -4,7 -1,38
Laminarihexaosa -7.4 -1,72 -9,3 -2,16

Estos datos sugieren una mayor afinidad para laminaribiosa, laminaritriosa y
laminaritetraosa en el sitio 1 en comparacién al sitio 2. Los autores que publicaron el trabajo de
la estructura 3D informan que intentaron cristalizar con variedad de laminarisacéridos pero solo
el hexasacdrido tuvo éxito (Kuhaudomlarp, et al., 2019a). La relacién de estos valores con el
pardmetro cinético Km (el mads relacionado con la afinidad) de EgrGH149 para distintos

laminarisacéridos se discute posteriormente.

Caracterizacion funcional de EgrGH149

Previamente, un trabajo publicado por el laboratorio del Dr. Rober Field en el Instituto
de Biotecnologia de Manchester, describi6 aspectos enzimaticos de EgrGH149 (Kuhaudomlarp
etal., 2018). En la publicacién correspondiente, se presentd una caracterizaciéon cinética de
EgrGH149 en el sentido de sintesis y estudios cualitativos en el sentido de degradacién. Durante
el desarrollo de esta tesis doctoral, nos propusimos extender la caracterizacién funcional de la
enzima abarcando diferentes aspectos de la catélisis en sentido de fosfordlisis inversa,

determinando pardmetros cinéticos en sentido de fosfor6lisis y realizando ensayos de unién a
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sustratos. Todos estos estudios son relevantes para aportar informacién sobre el repertorio
enzimético de E. gracilis y sobre la familia GH149, de la cual la bibliografia es muy incipiente

debido a su reciente descubrimiento.

Caracterizacion cinética en sentido de sintesis

La reaccién de fosfordlisis inversa se caracterizd, en primer lugar, utilizando Glc y Glc-
1-P como sustratos. De esta manera la enzima condensa dos unidades de glucosa liberando Pi al
medio. El método de deteccién del verde de malaquita permite cuantificar el Pi escindido del
azucar-fosfato. Las curvas de saturacion de Glc se realizaron fijando la concentracién de Glc-1-P
en 2 mM. El Km y el kea calculados fueron de 2,5 mM y 3,6 s7!, respectivamente. La eficiencia
catalitica calculada en estas condiciones fue de 1,4 s'mM-!. Los valores reportados para esta
enzimausando 20 mM de Glc-1-P fueron de 0,29 mM y de 1,66 s°!, de Km y keat, respectivamente
(Kuhaudomlarp et al., 2018). No encontramos evidencia de que una concentracién tan elevada de
Glc-1-P sea fisioldgica en E. gracilis o microalgas estudiadas (A. Krishnan et al., 2015; Matsuda
et al., 2011). Esto sumado a las dificultades de trabajar con 20 mM de este metabolito, decidimos
continuar las mediciones de actividad empleando 2 mM de aziicar fosfato.

Con el objeto de evaluar la promiscuidad de esta enzima frente a distintos tipos
monosacdridos libres, realizamos la fosfor6lisis inversa con 10 mM de aceptor (fructosa, glucitol,
manitol y sorbitol) y 2 mM de Glc-1-P. Como se muestraen la Tabla 7, no fue detectada actividad
enzimdtica con los sustratos ensayados. Utilizando 2-deoxi-glucosa como aceptor, observamos

una actividad enzimatica relativa a la glucosa (100 %) del 19,5%.

Tabla 7. Ensayo de promiscuidad de EgrGH149 en sentido
de fosfordlisis inversa frente a distintos aceptores. Las
reacciones se realizaron con 10 mM de aceptor y 2 mM de

Glc-1-P.
Aceptor Actividad relativa (%)
Glucosa 100

2-deoxi-glucosa 19,5

Fructosa ND*
Glucitol ND
Manitol ND
Sorbitol ND

*ND: Actividad enzimdtica no detectada

Con el fin de profundizar nuestro conocimiento sobre la cinética de EgrGH149,

estudiamos también su capacidad para utilizar distintos azicares-1-fosfato en presencia de Glc
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como aceptor. No detectamos actividad enzimética cuando el ensayo se empleé Galactosa-1-P,

Manosa-1-P, N-acetilglucosamina-1-P y B-Glucosa-1-P (Tabla 8).

Tabla 8. Ensayo de promiscuidad de EgrGH149 en sentido de
fosfordlisis inversa frente a distintos dadores. Las reacciones se
realizaron con 10 mM de Glc y 2 mM de dador.

Dador Actividad relativa (%)
a-Glucosa-1-P 100
Galactosa-1-P ND*

Manosa-1-P ND
N-Acetilglucosamina-1-P ND
B-Glucosa-1-P ND

*ND: Actividad enzimética no detectada

La falta de actividad enzimatica cuando se utiliza B-Glucosa-1-P como sustrato, brinda
informacién importante sobre el mecanismo de catdlisis, si tenemos en cuenta que la
configuracién anomérica del sustrato y el producto de la reaccién. En este sentido, los
mecanismos reportados para otras glicosil fosforilasa se clasifican en tres: inversidon de la
configuracién anomérica, retencion de la configuraciéon anomérica o retencién de la configuracion
anomérica usando desplazamiento frontal (Puchart, 2015). En este marco, nuestros resultados
confirman que EgrGH149 puede utilizar como sustrato el azicar-fosfato con su carbono
anomeérico en la configuracion o, y noen la configuracion B, lo cual se ajustaa un mecanismo con
inversion de la configuracién anomérica.

La especificidad para utilizar un solo tipo de dador es comin en otras fosforilasas (E. C.
O’Neill, 2015¢), propiedad que incrementa el interés en este tipo de enzimas para la sintesis de

oligosacdridos especificos (Ubiparip et al., 2021).

Caracterizacion en el sentido de degradacion

El primer abordaje que hicimos en la caracterizaciéon de EgrGH149, fue analizar las
condiciones optimas de pH y temperatura para la catélisis en el sentido de fosfor6lisis. De esta
forma observamos actividad maxima entre 35°C y 40°C (Figura 24A). EgrGH149 mantuvo un
25% de la actividad a 60°C. Evaluamos la reaccién a distintos pH utilizando diversas especies
buffer (HEPES, Tris-HCl y acetato) que no contienen Pi en su composicién. Encontramos
actividad maximaempleando buffer HEPES pH 7,5 100 mM (Figura 24B). ApH 4,5yapH 11,0
la enzima ya no present6 actividad fosforolitica. Todos estos estudios se realizaron incluyendo

laminaribiosa y Pi como sustratos.
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Figura 24. Condiciones 6ptimas de reaccién de degradacién utilizando laminaribiosa2,5 mM y Pi 12

mM.

Con el objetivo de estudiar el grado de polimerizacién de unidades de glucosa unidas por

enlaces B-1,3 glicosidicos, utilizamos una concentracién saturante de Pi (12 mM) en las

condiciones previamente establecidas (40°C en buffer HEPES 100 mM pH 7,5) y empleamos

diferentes B-1,3 oligosacdridos como sustrato. Observamos que, al incrementar el grado de

polimerizacién del sustrato, se observa un significativo descenso en kca (Tabla 9). La eficiencia

catalitica de laminaribiosa es de dos Ordenes de magnitud superior al resto de los

laminarisacdridos. No observamos actividad enzimadtica al ensayar laminarinay paramilén como

sustratos.

Tabla 9. Efecto del grado de polimerizaciénen los parametros cinéticosde EgrGH149 en sentido de
degradacidn. La reaccion se realizé incubando 12 mM de Pi a 40°C en buffer HEPES 100 mM pH 7.,5.
La concentracion de los sustratos comparados fue 10 mg.mL! paralaminarina y paramilén, y de 2,5 mM

para el resto de los sustratos analizados.

Grado de keat Kum keca/ Km
polimerizacién (sH (mg.mL") (mL.mg'.s™)
Laminaribiosa 2 14 £2 1,6 £0,4 19+1
Laminaritriosa 3 1,1+£04 1,4 +£0,3 0,68 + 0,50
Laminaritetraosa 4 0,95 +£0,12 1,6 £0,4 0,59 + 0,36
Laminarihexaosa 6 0,87 £ 0,10 0,90 + 0,08 0,97 + 0,09
Laminarina 25-35 ND*
Paramilén ~3000 ND

*ND: Actividad enzimética no detectada

Resumiendo, EgrGH149 presenté mayor actividad enzimética con laminaribiosa y el

aumento del grado de polimerizacién disminuyé la velocidad de reaccidn, sin observar actividad

catalitica con laminarina y paramilén. Este patron catalitico se asemeja al observado para una
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enzima purificada parcialmente de fuente, que en 1967 Marechal denominé laminaribiosa
fosforilasa (Marechal, 1967b). Observamos, sin embargo, en nuestras mediciones un nimero de
recambio un orden de magnitud mayor para la reaccién en sentido de degradacién contra lo
observado en fosfordlisis inversa.

Al comparar esta caracterizacion cinética con los experimentos de docking (Tabla 6),
podemos observar que el sitio 1 presenta un patrén similar al presentado por Km: una mayor
afinidad por el disacarido, disminuyendo la misma a medida que se incrementa el grado de

polimerizacion. En linea con la hipétesis de que el sitio 1 es el responsable de la catdlisis.

Ensayos de unién

En paralelo a los ensayos de actividad enzimética, evaluamos la capacidad de EgrGH149
de unirse a laminarina y paramilén. Teniendo en cuenta que esta enzima presenta una superficie
de unidén a oligosacdridos al margen del sitio activo y dos dominios de funcién desconocida
consideramos relevante estudiar esta propiedad. Para llevar a cabo este objetivo, implementamos
dos disefios experimentales que contemplen las propiedades de cada uno de los polisacaridos.

Para el caso del paramilén, incubamos el mismo con la enzima en agitacién.
Centrifugamos la muestra y cuantificamos proteinas en sobrenadante. Por diferencia con la
concentracion incial obtenemos informacion de cuanta enzima se encuentra unida. Este tipo de
ensayos es ampliamente utilizado para el estudio de unién de enzimas a sustratos insolubles
(Vaikuntapu et al., 2016). De esta manera, pudimos observar que la mayoria de EgrGH149 se
mantiene en solucién en proporciones similares a BSA, incluida como control negativo (Figura
25A).

La solubilidad de la laminarinaimplica la necesidad de otro tipo de experimento. Por esta
razén, evaluamos el retardo en la migracién electroforética de EgrGH149 en geles nativos con
laminarina disuelta. Este tipo de experimentos se fundamentan en la hip6tesis de que la migracién
de la proteina se ralentizard si ésta se une al sustrato disuelto (Mystkowska et al., 2018).
Comparamos un gel sin laminarina (Figura 25B) y otro con laminarina 1% (p/v) (Figura 25C).
Seleccionamos ferritina como control negativo ya que no posee relacion con B-glucanos y
presenta una migracioén similar en las condiciones ensayadas. Los resultados de este ensayo no
muestran diferencias significativas en la migracién electroforética de EgrGH149 por lo que, al

igual de lo que ocurrié con paramilén, EgrGH149 no se une al oligosacérido.

70



Capitulo 2

>
o
(@]

[Proteina en sobrenadante] (%)
3

404
20 2
o . e
BSA Paramilon

Figura 25. Ensayos de unién de EgrGH149. (A) Uni6n sobre sustratos insolubles. Se cuantifica la
proteina en solucién (sin unir). Los sustratos utilizados fueron BSA (control negativo) y paramilon. (B)
PAGE nativo (laminarina 0 %). Calle 1: EgrGH149 purificada (8 ug). Calle 2: Ferritina purificada (8
pg). (C) PAGE nativo (laminarina 1 %). Calle 1: EgrGH149 purificada (8 pug). Calle 2: Ferritina
purificada (8 pg).

No encontramos evidencia de capacidad de EgrGH149 de unirse a laminarina o
paramildn. Estos resultados se encuentran en consonancia con lo observado en la caracterizacion
cinética. Si bien existen reportes de celobiosa fosforilasa y celodextrina fosforilasa con capacidad
de unidn a celulosa amorfa (insoluble) estas se encuentran fusionadas a CBM, al remover estos
dominios esta capacidad disminuye considerablemente (Ye et al., 2011; Devendran et al., 2016;
Storani et al., 2023).

EgrGH149 estarfa utilizando sustratos con menor grado de polimerizacion, por lo que
probablemente requiere de la actividad previa de otras endo-f-1,3-glucanasas y exo-B-1,3.
Probablemente requiere de la actividad previa de otras endo-B-1,3-glucanasas y exo-p-1,3-
glucanasas para generar a partir de paramilén oligosacdridos con menor grado de polimerizacion.

Mis estudios tienen que realizarse para clarificar las propiedades y funciones de esta superficie.

Caracterizacion de las enzimas mutagenizadas

Para identificar los aminodcidos de mayor relevancia en la catdlisis enzimatica,
comparamos el sitio 1 en EgrGH149 con las secuencias proteicas de dos fosforilasas de la familia
GH94 (laminaribiosa fosforilasa de Paenibacillus sp. y celobiosa fosforilasa de Cellvibrio gilvus)
(Hidaka et al., 2006; Kuhaudomlarp, et al., 2019b). Si bien la identidad de secuencia es baja
(~20%), los aminoécidos responsables de la actividad catalitica se encuentran conservados.
Realizamos la mutagénesis sitio dirigida por el método quick change de 2 residuos que podrian
formar parte del sitio activo y un tercero que podria formar parte de la unién a la Glc-1-P. Se
empled la técnica de secuenciacion para corroborar la presencia de las mutaciones disefiadas y la

ausencia de modificaciones no esperadas. Las tres proteinas se produjeron y purificaron utilizando
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el mismo protocolo que para la proteina salvaje. Mediante cromatografia de exclusién molecular
corroboramos que las mutaciones no afectaron la estructura cuaternaria homodimérica.

Las mutantes fueron caracterizadas en sus propiedades cinéticas en ambos sentidos de
reaccién. La reaccién de fosfordlisis (degradacién) se realizé utilizando laminaribiosa y Pi como
sustratos, cuantificando Glc liberada por el método de glicemia enzimdtica (Wiener). La
caracterizacion de la fosfordlisis inversa (sintesis) se realizé con el método de verde de malaquita
en presencia de Glc y Glc-1-P (Fusari et al., 2000).

Al caracterizar las mutantes obtenidas observamos una disminucién significativa de la kcat
en D474A y D656A. Debido a que el limite de deteccién del verde de malaquita es menor al
observado en la cuantificacién de Glc pudimos caracterizar D474A solamente en sentido de
sintesis. Para el caso de R473H no detectamos actividad enzimatica en las condiciones ensayadas
(Tabla 10). De esta manera, pudimos evidenciar por primera vez en la familia GH149 los residuos

aminoacidicos con un rol relevante en la catalisis enzimatica.

Tabla 10. Caracterizacion cinética de mutantes de EgrGH149 en el sitio activo.

Fosforolisis Fosforolisis inversa
kcal KM kcat/KM kcat KM kcat/KM
(sh (mg.mL'") | (mL.mgls!) (sH (mg.mL") | (mL.mg'.s!)
EgrGH149 14+2 1,604 19+1 6,52+03 5,605 1,1 £0,1
EgrGH149R473H ND ND ND ND ND ND
EgrGH149D474A | ND ND ND 72x105 | 84208 | 570X
0,64 x 103 9,01 x 103 8,6 x 10*+ 2,26 x 10

EgrGH149D656A 104 0,71 £0,05 102 9% 105 38+x04 103

Silenciamiento e inmunolocalizacion subcelular de EgrGH149

en E. gracilis

Silenciamiento de EgrGH149

Con el objeto de comprender més con relacion a la importancia de EgrGH149 en el
metabolismo del carbono en E. gracilis, se realizé el silenciamiento del transcripto codificante
para esta enzima mediante ARNi, de manera de disminuir la cantidad de enzima circundante. Para
realizar esta técnica de ARNi, la cual ha sido previamente utilizada con éxito para silenciar
diferentes proteinas/enzimas en E. gracilis (Iseki et al., 2002; Ntefidou et al., 2003; Ishikawa
et al., 2010; Daiker et al., 2011; Nakazawa et al., 2015; Ogawa et al., 2015; Kato et al., 2017;
Tanaka et al., 2017; Nasir et al., 2018; Muchut et al., 2021), fue necesario obtener de fuente la

secuencia codificante de la enzima en estudio dado que la construccién plasmidica recibida
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contaba con la secuencia de EgrGH149 con el uso de codones optimizado para la expresion
recombinante en E. coli.

Brevemente, en la técnica de silenciamiento por ARNi, el ARNdc (generado in vitro)
ingresa al interior celular y es tomado por la maquinaria propia de la célula produciendo el
procesamiento necesario para generar el silenciamiento del ARNm blanco (O’ Neill et al., 2015b).
Cabe destacar que este mecanismo de silenciamiento tiene ventajas en cuanto a su facilidad, ya
que no es necesario establecer lineas de cultivos silenciadas. Sin embargo, el silenciamiento en
muchas ocasiones es temporal, siendo esta ventana de aproximadamente 30 dias.

Realizamos el silenciamiento en células crecidas en condiciones de cultivo autotréficay
heterotréfica. Para evaluar el efecto de la electroporacién del ARNdc sobre la viabilidad celular
realizamos la comparacién con células del mismo cultivo de origen electroporadas en ausencia de
ARNdc cultivadas en las mismas condiciones. Realizamos ensayos observacionales cosechando
células a distintos tiempos post-electroporacién para evaluar la efectividad del silenciamiento y
conocer la evolucién de la expresion de la enzima en el tiempo. En primer lugar, utilizamos un
fragmento de ARNdc codificante para EgrGH149 de ~400 pb, pero al analizar la presencia del
transcripto de interés por RT-PCR no observamos silenciamiento. Por esta razén, decidimos
incluir un segundo fragmento de ARNdc en la cuba de electroporacién con el objetivo de
incrementar launién al ARNm blanco. Evaluamos la evolucién del knockdown realizado con dos
fragmentos de ARNdc por RT-PCR (Figura 26). Observamos disminucién casi completa del
mensajero a los 6 dias. Sin embargo, el transcripto recuper6 el nivel observado antes de la

electroporacioén en la siguiente toma de muestra.

GH149

Actina

Figura 26. Evolucion del silenciamiento por ARNi. Gel de agarosa de productos de PCR. Se empled
ADNCc del cultivoheterotréfico como molde y oligonucleétidos especificos para amplificar el transcripto
codificante para EgrGH149 (panel superior) y actina (panel inferior). Se tomaron muestras en el dia
de la electroporacién (Calle 1), y de los dias 6 (Calle 2), 12 (Calle 3), 18 (Calle 4) y 40 (Calle 5)
posteriores a la electroporacion.

También realizamos un seguimiento del experimento evaluando la presencia de proteina
mediante western blotting, y la actividad fosforilasa en las fracciones solubles de los extractos

solubles. En linea con lo observado en la RT-PCR, la banda con migracién similar a la proteina

73



Capitulo 2

recombinante desaparece en el dia 6 y vuelve a registrarse nitidamente en la siguiente toma de
muestra en ambos cultivos, manteniendo la misma intensidad hasta la finalizacién del
experimento (Figura 27 A y B). Se observa una banda de menor tamafio que podria tratarse de
otra fosforilasa de menor tamafio (predicciéon de 110 kDa) que conserva un 40% identidad y por
eso podria ser reconocida por el suero anti-EgrGH149. Distintos transcriptos codificantes para
esta fosforilasa se encontraron en cultivos de E. gracilis autotréficos (O’Neill et al., 2015a). Si
bien observamos ambas sefiales en ambas condiciones la proporcién es diferente: en condiciones
heterotréficas la banda de menor migracién (EgrGH149) se observa con mayor intensidad en
comparacién a la de menor tamaifio. En condiciones autotréficas la proporcion de ambas sefiales
es similar.

Cuantificamos la actividad fosforilasa en distintos puntos del experimento de
silenciamiento normalizando por contenido proteico. Al medir la actividad en las células
electroporadas sin el ARNdc, observamos patrones diferenciales para cada condicién de cultivo.
Las células de E. gracilis cultivadas en condiciones autotréficas evidencia aumento progresivo de
la actividad fosforilasa hastael dia 18 y una disminucién en la siguiente muestra. El dia 18 se
encuentra en crecimiento exponencial, mientras que el dia 40 se corresponde con la fase
estacionaria en este tipo de cultivos (Figura 27C). Sin embargo, el perfil de actividad enzimatica
en condiciones heterotréficas se mantiene sin modificaciones a lo largo del experimento de
silenciamiento (Figura 27D). En las condiciones analizadas, las células electroporadas con el
ARNdc no evidenciaron modificar significativamente la actividad forforilasa como se observa en
las Figuras 27 C y D. Esto indicaria que la disminucién de enzima observada por western blotting

no es suficiente para alterar la actividad enzimatica.

A Control ARNi B Control ARNi
Dias 06 10 12 18 40 6 10 12 18 40 + Dias 0 6 12 18 40 6 12 18 40 +
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0.03
C ol g i;rr:]t.rol D 3 Control
& i 2 ]
E‘l 0.06 \'E e 3 ARNI
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Figura 27. Ensayos de silenciamiento de EgrGH149 en E. gracilis. Anélisis por western-blot de
extractos totales de células crecidas en condiciones autotréficas (A) y heterotréficas (B). Medicion de
actividad fosforilasa en fraccién soluble de células crecidas en condiciones autotréficas (C) y
heterotréficas (D).
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La ventanade silenciamiento observada contrasta con lo reportado por otros autoresy la
experiencia de nuestro grupo de trabajo, ya que esta suele durar aproxidamente 30 dias. Este hecho
dificult6 el disefio experimental y el fenotipado de este ensayo. Sorpresivamente, se publicé un
trabajo de investigacion reciente centrado en estudios de silenciamiento de transcriptos
codificantes para fosforilasas en E. gracilis (Tanaka et al., 2022b). Esta publicacién nos oblig a
redireccionar nuestros estudios para mantener la novedad en el tema de trabajo, por lo que no
continuamos con los ensayos de silenciamiento. Sin embargo, esta publicaciéon nos aportd
informacidén valiosa para comprender nuestros resultados. Para estudiar la accién fosforilasa
involucran el transcripto codificante para EgrGH149 y otros dos de menor tamafio que
denominaron “laminaridextrina fosforilasa”, las cuales se podrian tratar de las “oligo-glucan
fosforilasas™ reportadas en trabajos de purificacion a partir de fuente (Marechal, 1967b). El disefio
experimental adoptado por Tanaka et al., incluye 5 dias de crecimiento en condiciones
heterotréficas y un dia en de anaerobiosis. Evaluaron el silenciamiento solamente por RT-PCR,
sin controlar la presencia de proteina. Mediante ensayos de determinacién de actividad fosforilasa
en extractos del contenido de paramilén y de la concentracién de miristil-miristato mostraron que
para observar efecto en estos tres apartados es necesario silenciar, al menos, dos fosforilasas: la
EgrGH149 y una laminaridextrina fosforilasa. Esto podria indicar que estas enzimas actian en
forma sinérgica en la regulacién del metabolismo del paramilén. La corta ventana de
silenciamiento observada tanto por nuestro grupo de trabajo como por el de Tanaka et al., podria
estar relacionada con una mayor sintesis de ARNm codificante para este tipo de enzimas,
acortando el efecto del ARNdc. Sin embargo, mayor cantidad de estudios son necesarios para
lograr una mayor comprension en la funcién de las fosforilasas en el metabolismo del paramilén,
como por ejemplo continuar con trabajos tendientes a obtener las dos entidades enzimadticas y

caracterizar productos de la degradacion del paramilén u otro B-glucano de eleccién.

Microscopia confocal de la EgrGH149

Con el objetivo de tener informacion sobre la ubicacién intracelular de la EgrGH149
realizamos microscopia confocal utilizando células de E. gracilis cultivadas en condiciones
autotrdficas y heterotréficas. En ambas condiciones de cultivo observamos sefial de
reconocimiento en el citosol como se observa en la Figura 28. Esta sefial no se distribuye de
manera homogénea en el citosol, sino formando agrupaciones en los intersticios entre organelas

y granulos de paramilén.
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Figura 28. Proyeccién mdxima de imagenes de microscopia confocal. Se utilizaron células de E. gracilis
crecidas en condiciones autotréficas y heterotrdficas. Ambas muestras fueron tratadas con anticuerpos
primarios contra EgrGH149 y anticuerpos secundarios conjugados a Cy3 (a-EgrGH149, rojo).
Fluorescencia de clorofila (Clorofila, rojo). Luz transmitida (Vis, gris).

Autotrophic

Heterotrophic

En linea con estos resultados, los estudios de secuencia utilizando los predictores SignalP
6.0 (Teufel et al., 2022) y Phobius (Kall et al., 2007) no encontraron péptidos sefiales en la
secuencia de la EgrGH149, y DeepLoc2.0 predijo ubicacién citoplasméatica de la misma
(Thumuluri et al., 2022).

La actividad de la EgrGH149 sobre laminarisacaridos de bajo grado de polimerizacion,
sin observar actividad sobre paramilén, se encuentraen linea con la hipétesis de que esta enzima
se encuentra en zonas cercanas al paramilén, sin necesidad de estar unida al mismo, y que

utilizaria como sustratos los productos de hidrélisis del paramilén con otras endo y exoglucanasas.
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Capitulo 3:

Caracterizacion estructural y funcional de la GH64 de E.

gracilis

INTRODUCCION

Actividad B-1,3-endoglucanasa en E. gracilis

En E. gracilis, el paramilén se degrada en la medida que exista un requerimiento
energético. La actividad laminarinasa se reportd por primera vez en este organismo en 1960. A
un pH 5,0 esta actividad fue médxima, aunque no se logré diferenciar si la aparicién de extremos
reductores se debia a una actividad del tipo endo o exo (Fellig, 1960). El paramilén se degrada
parcialmente durante la noche en cultivos autotréficos, ayudando a suplir la necesidad energética
cuando hay ausencia de luz (Cook, 1966). Un andlisis de los extractos crudos de E. gracilis
permitié mostrar que este organismo tiene enzimas con actividad exo y endo-B-1,3-glucanasas
capaces de degradar clases de -1,3-glucanos. El producto final de la hidrélisis (tal vez el mas
importante fisiolégica y biotecnolégicamente), fue Glc, mostrando una predominancia de la
actividad exo-f-1,3-glucanasa (Barras & Stone, 1969a). Al centrifugar estos extractos, se observé
un aumento de la actividad endo-B-1,3-glucanasa en la fraccién insoluble, sugiriendo una
vinculacién de estas enzimas al paramilén o a las membranas asociadas al mismo (Barras & Stone,
1969a). Adicionando pasos de purificacién que incluyeron inactivacion por pH y temperatura, y
cromatografia de intercambio i6nico, fue posible purificar dos componentes con actividad
exo-B-1,3-glucanasas. La caracterizacién de uno de ellos develé un pH 6ptimo en el rango 4,7-
5,2 para la degradacién de laminarina y paramilén quimicamente solubilizado (Barras & Stone,
1969b).

Se menciond anteriormente, en un trabajo de transcriptomica, en el cual se analiz6 la
respuestade E. gracilis a las condiciones de crecimiento anaerdbico, develd un total 7 transcriptos
codificantes para glucanasas: dos de ellos de exo-B-1,3-glucanasas (dos GH1) y cinco endo-f-
1,3-glucanasas (dos GH17 y tres GH81) (Yoshida et al., 2016). Otro trabajo de transcriptomica
realizado en dos condiciones, autotréfica y heterotréfica, reporté una diversidad mayor de
transcriptos de B-1,3-glucanasas codificantes para mas familias de glicosil hidrolasas. Dentro de
las exo-B-1,3-glucanasas se encuentran GH1, GH2, GH3, GHS5, GH30 y GH55; mientras que de
las endo-B-1,3-glucanasas los autores reportan GH17, GH64 y GH81 (O’Neill et al., 2015a). En
este sentido, secuencias de aminodcidos correspondientes a proteinas de estas tres ultimas familias
se identificaron por proteémica de proteinas unidas al granulo de paramilén (Gissibl, et al.,

2019b). Recientemente, el silenciamiento simultaneo de un transcripto GH17 y dos GH81
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mostraron una disminucién significativa, pero no total, en la degradacién del paramilén en
condiciones de hipoxia (Tanaka et al., 2022a). Hasta el momento, solamente una endo-f-1,3-
glucanasa ha sido producida de forma recombinante y posteriormente caracterizada. Este es el
caso de una GH17 producida en Aspergillus oryzae con actividad médxima usando laminarina
como sustrato. Cabe destacar que los autores intentaron producir en forma recombinante dos
GHB&LI sin éxito ensayando diversos sistemas de expresién en E. coli, Brevibacillus choshinensis,
A. oryzae y Nicotiana benthamiana (Takeda et al., 2015). En este sentido, la ausencia de trabajos
de caracterizacién de la familia GH64 en E. gracilis nos movilizaron a enfocarnos en el estudio
de esta posible enzima.

Durante el transcurso de mis estudios de doctorado, encontramos una metodologia para
producir recombinantemente la GH64 de E. gracilis (EgrGH64). Esto nos habilité a realizar
diversos estudios funcionales y estructurales, que nos ayudaron a recolectar informacién sobre su
actividad enzimdtica, modo de accién y plegamiento. Comparamos la abundancia proteica de
EgrGHG64 en extractos totales de E. gracilis crecidas en distintas condiciones de cultivo. Teniendo
en cuenta los resultados in vitro obtenidos, decidimos estudiar la accién antifiingica de la enzima

evaluando la influencia de EgrGH64 en la viabilidad de una levadura.
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OBJETIVOS

Realizar un estudio bioinformético del transcripto codificante para EgrGH64.
Disefiar un gen para su sintesis de novo que permita la expresion del gen egrgh64
de forma recombinante.

Expresar en forma soluble y activa la proteina de interés.

Determinar la estructura cuaternaria de EgrGH64 y realizar un modelado
molecular del polipéptido.

Estudiar la influencia del pH, la temperaturay la presencia de diversos cationes
en la actividad enzimética. Evaluar la termoestabilidad de la enzima.
Caracterizar cinéticamente a EgrGH64 comparando distintos sustratos.
Evaluar los productos de hidrolisis de la enzima.

Estudiar la accién antifingica de EgrGH64.

Realizar unainmunodeteccién de EgrGH64 en células de E. gracilis comparando

distintas condiciones de cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la maxima calidad disponible, de grado “pro-
analisis™ o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se obtuvieron
comercialmente de las siguientes compafiias:

e Componentes de medios de cultivos: Britania, Cicarelli, Anhedra.

e  Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Genbiotech,
New England BioLabs.

e  Materiales utilizados en la purificacién de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare.

e  Filtros y columnas de desalado: Millipore, Bio-Rad.

e Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck, Genbiotech.

e  Oligonucledtidos sintéticos: GBT Genbiotech

e Gen sintético: Bio Basic Inc.

Microorganismos, plasmidos, medios de cultivo y antibioticos

Cepas procariotas

Para el clonado de los diferentes genes y la expresién recombinante de las distintas
proteinas caracterizadas en este trabajo de tesis, se emplearon las cepas de E. coli y los plasmidos
que se disponen en nuestro grupo de trabajo, segiin lo detallado a continuacién.

e  Escherichia coli Topl0 F”: [lacla Tn10(TeR)] mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZA
M15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Esta
cepa fue empleada durante las etapas de biologia molecular para generar las distintas
construcciones génicas.

®  Escherichia coli BL21 (DE3): F- ompT hsdS (r m") gal dem (DE3). Se empled para la

expresion recombinante.

Microalgas
Euglena gracilis UTEX 753 proveniente del Centro de Cultivo Algal de la Universidad de Texas

(USA).
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Pldsmidos
e Vector pET28(c+) (Novagen), vector inducible por IPTG que permite incorporar una
etiqueta de poli-histidinas (His-x6) en el extremo N-terminal de la proteina para facilitar su

posterior purificacién. Posee marcador de seleccién que confiere resistencia a kanamicina.

Inducible por IPTG.

Medios de cultivo

Bacterias:

e Lysogeny Broth (LB): extracto de levadura 5 g.L-!; tripteina bacterioldgica 10 g.L-! y
NaCl 10 g.L-.

e [.B-agar: Medio LB suplementado con agar-agar 1,6% (p/v).

e Terrific broth medium (TB): extracto de levadura 24 g.L'!; tripteina 12 g.L'!; glicerol 5
g.L'1; KoHPOq 12,5 g.L-! y KH2PO4 2,3 g L1
Microalgas:

e Medio Cramer y Myers (CyM) (Cramer & Myers, 1952). Componentes detallados en
Tabla 2.

Antibidticos
e Kanamicina: Concentracion final 50 pg.mL.

e Ampicilina: Concentracién final 100 ug.mL!

Metodologia utilizada en biologia molecular

Las técnicas estdndares de microbiologia y biologia molecular fueron realizadas,

fundamentalmente, segtn los protocolos ya establecidos (Sambrook & Russell, 2001).

Digestién de ADN con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de
clonado con las enzimas de restriccién que permitirdn su incorporacién de manera adecuada en el
vector de expresion seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion.
Ademis, el andlisis de restriccion es ttil para confirmar la presencia del gen de interés en el vector
en estudio. Las reacciones de digestion cominmente contenian: 1 a 2 ug de ADN plasmidico, el
buffer de reaccién correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de
restriccion. Esta mezcla se incubd durante 3 h a 37°C. Las digestiones se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa.
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Ligacion de fragmentos de ADN

Para ligar el gen de interés y el vector de expresion correspondiente, ambos digeridos con
las mismas enzimas de restriccidn, se utiliz6 la enzima T4 ADN ligasa (Promega). La mezcla de
reaccién contenia tipicamente unarelaciéon molar 3:1 de inserto:vector. Posteriormente, se agregd
a ese mismo tubo una cantidad adecuada de buffer de reaccién 10 X que provee el fabricante y
2 U de T4 ADN ligasa.

La mezcla final se incub6 durante 16 h a 8°C. Para obtener los clones de expresion, con
la mezcla de ligacion se transformaron células competentes de E. coli Top10 F’, se seleccionaron
los clones que poseian el inserto por andlisis de restriccidon y con los clones seleccionados se

transformaron las células de E. coli escogidas para la expresion de la proteina recombinante.

Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa se utiliz6 el sistema Easy

Pure Gel Extraction Kit (TRANS), siguiendo el protocolo especificado en el fabricante.

Transformacion de bacterias competentes

Para permitir la incorporacién de ADN plasmidico exdgeno, las células de E. coli se
hicieron competentes utilizando el método de CaClz (Aich et al., 2012). Los pasos seguidos se
indican a continuacién. Un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB se diluyé 1/50 en
medio de cultivo fresco y se creci6é a 37°C hasta una DO600~0,4; se tomaron alicuotas de 1 mL
en tubos eppendorf de 1,5 mL, se centrifugaron a 5000 xg por 5 min y las células se suspendieron
en 500 pL de solucién ST1 [10 mM MOPS-NaOH pH 7,0; 10 mM KClI]J. Se volvi6 a centrifugar
a 5000 xg por 5 min, para luego resuspender las células en 500 puL de solucién ST2 [100 mM
MOPS-NaOH pH 6,5; 10 mM KCI; 100 mM CaClz] e incubarlas durante 15 min en hielo. Las
células se centrifugaron nuevamente a 5000 xg por 5 min y se suspendieron en 100 uL de ST2.
A las células competentes se les agregaron entre 2-5 uLL de pldsmido o de mezcla de ligacién y se
incubaron en hielo durante 60 min. Se realizé un choque térmico a 42°C durante40 s y luego se
recuperaron las células adicionando 1 mL de medio LB e incubando durante 60 min a 37°C. Por
dltimo, las células se volvieron a centrifugar a 5000 x g durante 5 min, se suspendieron en los
100 pL remanentes y se sembraron en placas de LB-agar suplementado con el/los antibiéticos
correspondientes para permitir la seleccién de las células transformadas. Las placas se incubaron

toda la noche a 37°C y se seleccionaron clones para continuar con el anélisis.

Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la extracciéon de ADN plasmidico a partir de células transformadas de E. coli, los

clones de interés se repicaron en 4 mL de medio LB liquido suplementado con el antibiético
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correspondiente y se cultivaron todalanoche a 37°C. Las células se cosecharon por centrifugacion
a 3000 xg durante 10 min y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el sistema comercial Easy
Pure Plasmid MiniPrep Kit (TransGen Biotech Co), siguiendo el protocolo establecido en el

mismo. La obtencién del pldsmido se corrobord por electroforesis en gel de agarosa.

Meétodos fisicoquimicos basicos

Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis de fragmentos de ADN fueron resueltas por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en solucién TAE 1X (40 mM Tris-HCI pH 8,0; 40 mM 4cido acético; 1 mM
EDTA) con la adicién de Gel Green a una concentracién final de 0,3 pg.mL-!. Las muestras se

acondicionaron antes de su corrida con glicerol 3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Se
utilizé el sistema Mini—Sub®Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha. Los

fragmentos se visualizaron en un transiluminador UltraSlim Led illuminator 470 nm

(MaestroGen).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
como se ha descripto previamente (Laemmli 1970). La concentracién de acrilamida del gel de
apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracion del gel de separacioén fue de 10-15%. Las
muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de siembra
SDS-PAGE 4X (SDS 1% (p/v), 2-mercaptoetanol 100 mM, en Tris-HCI 50 mM pH 6,8) y su
posterior calentamiento a 100°C durante 5 min. Una vez sembradas las muestras, la corrida
electroforética se realiz6 aplicando una corriente de intensidad constante de 25 m A por cada placa,
en buffer de corrida [Tris-base 0,3% (p/v), Gly 1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v)], empleando un
equipo Mini Protean II (Bio-Rad). Finalizada la corrida electroforética, las proteinas en el gel se
visualizaron por tincién con Coomassie® Brilliant Blue R-250 en una solucién de metanol 30%
(v/v) y acido acético 10% (v/v); y su posterior decoloracién en unasolucién de metanol 5% (v/v)
y dcido acético 7,5% (v/v). También se utiliz6 SDS-PAGE en condiciones no reductoras,
utilizando el mismo procedimiento descripto con la omisién del agente reductor en el buffer de
siembra. En el caso de PAGE en condiciones nativas se omitié la adicién de SDS tanto en el
buffer de siembra como en los geles de poliacrilamida. En este caso la concentracion de
mondmero utilizado fue de 7% p/v y se utilizé tincién con Coomassie® Brilliant Blue R-250 para

la visualizacién de las proteinas en el gel (Arndt et al., 2012).
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Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion

Finalizada la separacion electroforética, se efectud la electrotransferencia sobre una
membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare) durante 35 min a 200 mA en un equipo semi-seco
(Analytik Jena). La solucién empleada contenia Tris-base 25 mM, Gly 192 mM y etanol 20%
(v/v). La membrana de nitrocelulosa transferida se bloque6 con una solucién de leche descremada
al 5% (p/v) en buffer PBS-Tween (8 g.L-! NaCl, 0.2 g.L-! KCI, 1.44 g.L-! NaxHPO4, 0.24 g.L!
KH>POy4, pH 7.4, 0,05% v/v Tween 20), incubandose 1 h a 25°C. Luego, la membrana se incubd
con el anticuerpo primario en solucién PBS-leche descremada 1% (p/v) durante 1 h a 25 °C o,
eventualmente, todala noche a 4°C. Los anticuerpos fueron generados en conejo en el Centro de
Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL, Argentina;
acorde a lo descripto anteriormente (Vaitukaitis, 1981). Entre cada paso, la membrana fue
enjuagada con 3 lavados con buffer PBS-Tween 20 de 5 min cada uno.

Posteriormente, la membrana se incubd con una dilucion 1/1000 en PBS 1X del
anticuerpo secundario (anti-IgG totales de conejo, Sigma) conjugado a HRP durante 1 h a 25 °C.
El revelado se llevé a cabo utilizando el método de quimioluminiscencia. Posterior a laincubacién
con el anticuerpo secundario, se embebié la membrana con una solucién de SuperSignal West
Pico (Thermo). Una vez embebida con el sustrato, se expuso la membrana a una placa radiografica

en oscuridad, la cual capt6 la sefial luminicay nos permitié obtener el revelado del western-blot.

Cuantificacidén del contenido proteico

Para determinar la concentracion de las proteinas totales presentes en las muestras se
utilizé la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrén una solucién de BSA
(Sigma-Aldrich). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotémetro
Multiskan GO (Thermo Scientific). Alternativamente se realizé cuantificacién del contenido

proteico midiendo absorbancia a 280 nm.

Concentracion de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas se
emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) de MWCO apropiado

para cada proteina y se procedi6 segin las indicaciones del fabricante.

Extracto de proteinas de E. gracilis

Extractos totales de E. gracilis se prepararon resuspendiendo células en buffer de lisis
(100 mM Tris-HCI pH 8,0; NaCl 100 mM; Urea 4 M; EDTA 1 mM; SDS 1%) e incubando las
mismas a 100°C durante 10 min. A continuacidn, se adicionaron 10 volimenes de acetona fria (-

20°C) a todas las muestras y se incubaron durante 60 min a -20°C. Luego de centrifugar las
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mismas por 10 min a 15,000 x g (4°C) se descart6 el sobrenadante con el cuidado de no disgregar
el pellet. El precipitado se disolvié en buffer de siembra de SDS-PAGE reductor a 100°C por 10

min.

Purificacion del suero policlonal

Para realizar una purificacién del suero policlonal obtenido de la inmunizacién de
animales con la proteina recombinante purificada, empleamos un método de purificacién por
afinidad. Este método consiste en usar un fragmento de membrana de nitrocelulosa conteniendo
el antigeno para realizar una purificacion de afinidad (Kurien, 2009). Brevemente, se realiz6 un
SDS-PAGE utilizando como muestra la proteina recombinante previamente purificada.
Realizamos una electrotransferencia del gel resultante a una membrana de nitrocelulosa.
Identificamos la regién de la membrana donde se encontrabainmovilizado el antigeno mediante
coloracién con Rojo ponceau y procedimos a escindir este fragmento. Se realizé el bloqueo con
una solucién de leche descremada al 5% (p/v) en buffer PBS-Tween, incubdndose 1 h a 25°C.
Posteriormente, se incubd la membrana con una dilucién 1/5 del suero durante 30 min. Se
realizaron 3 lavados con buffer PBS-Tween 20 de 5 min cada uno. Se incub6 la membrana en
1 mL de buffer Gly 100 mM pH 2,5 durante 5 min en agitacion. Se recolect6 el buffer Gly 100
mM pH 2,5 junto con anticuerpos extraidos y se mezclé con 200 uL. de buffer Tris-HCI1 1 M pH
8,0. Se realizaron 3 de estas extracciones buffer Gly 100 mM pH 2,5. La membrana se neutralizd
con PBS-Tween 20 y se volvié a incubar en suero policlonal diluido 1/5, repitiendo todo el
proceso tres veces. Los anticuerpos purificados se concentraron empleando dispositivos

comerciales de ultrafiltraciéon Amicon (Millipore).

Expresion y purificacion de la proteina recombinante

Expresion de la proteina recombinante

Para la produccién de proteinas recombinantes utilizamos células E. coli BL21 (DE3)
previamente transformadas con la construccién plasmidica correspondiente. Brevemente, las
células transformadas se repicaron a medio LB liquido suplementado con kanamicina, y se
incubaron en agitacién a 37°C hasta su saturacion. El cultivo se utilizé como starter para inocular
4 erlenmeyers con 0,5 L de medio de cultivo TB en cada uno de ellos. El medio de cultivo
inoculado se incub6 a 37°C en agitador orbital a 180 rpm hasta alcanzar una DO 600 ~ 0,8,
momento en el cual se agregé el inductor IPTG a una concentracién final de 1 mM. Luego de la
induccidn, las células continuaron cultivindose a 37°C en agitador orbital a 180 rpm durante 16
h. Para cosechar las células, se centrifugdel cultivo a 5000 x g durante 10 min y se conservaron

a -20°C hasta el inicio del procedimiento de purificacién cromatogréfica de la proteina.

85



Capitulo 3

Purificacion de la proteina

Las células almacenadas a -20°C se diluyeron en buffer A (imidazol 10 mM; NaCl 400
mM; 20 mM Tris-HCI pH 8,0). La suspension celular se enfrié en un bafio de hielo y se sonicé
con un procesador ultrasénico de alta intensidad VibraCell™ VCX 130 (Sonics). La fraccién
sonicada resultante se centrifugé a 4°C y 18000 x g durante 20 min con el objeto de separar
fracciones solubles e insolubles. El sobrenadante conteniendo la proteina recombinante soluble
se utiliz para la correspondiente purificacién.

Utilizamos una cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) debido a que
las proteinas recombinantes contienen una etiqueta de poli-histidinas en el extremo N-terminal.
El sobrenadante se sembré en una columna comercial con la resina quelante cargada con Ni** (Hi-
Trap, GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer A. Una vez sembrada, la remocion de
proteinas inespecificas y la elusién de la proteina de interés se logré mediante un gradiente lineal
de imidazol en un rango de 10-300 mM utilizando el denominado buffer B (Tris-HCl 20 mM, pH
8,0, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM). Alicuotas de las fracciones fueron evaluadas por actividad
enzimaticay SDS-PAGE. Las fracciones mas puras/activas se reunieron, y se concentraron por
ultracentrifugacion.

A continuacidn, se realizd una cromatografia de exclusién molecular preparativa para
incrementar la pureza de la muestra. En el equipo AKTA Explorer (GE Healthcare) se conect6
una columna Hil.oad 16/600 Superdex (GE Healthcare) cargada con resina Superdex G-200 (GE
Healthcare). Las corridas se realizaron a 0,75 mL.min ! en buffer G (HEPES pH 8,0 50 mM; NaCl
100 mM; EDTA 0,1 mM). Alicuotas de las fracciones fueron evaluadas por actividad enzimatica
y SDS-PAGE. Las fracciones mds puras/activas se reunieron, se concentraron por

ultracentrifugacion.

Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusiéon molecular se utiliz6 con fines analiticos para la
determinacién de la masa molecular de las proteinas de estudio. En el equipo AKTA Explorer
(GE Healthcare) se conect6 una columna Tricorn 10/300 (GE Healthcare) cargada con resina
Superdex G-200 (GE Healthcare). Las corridas se realizaron a 0,75 mL.min"! en buffer G (HEPES
pH 8,0 50 mM; NaCl 100 mM; EDTA 0,1 mM). Se emple6 para la calibracién de la columnaun
conjunto de patrones de masa molecular conocida (GE Healthcare). Los estdndares analizados
incluyeron: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbimina (75
kDa), ovoalbimina (44 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa). El
volumen muerto de la columna se determiné empleando una solucién de Azul de Dextrano. Las

masas moleculares se determinaron por interpolacién de la curva logaritmica, donde se grafica el
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log de la masa molecular de los marcadores comerciales vs Kav. Kav se obtiene a partir de la
siguiente ecuacion: Kav= (Ve-Vo)/(Vc-Vo); donde Ve es el volumen de elusién, V, es el volumen

muerto y V. es el volumen de columna.

Metodologia de analisis enzimatico

Cuantificacion de extremos reductores

La medicién de la actividad enzimdtica se llevé a cabo mediante la cuantificacién de
azucares reductores utilizando la técnica de Somogyi-Nelson (SN) (Nelson, 1944; Somogyi,
1952). La medida de actividad se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL. en term oagitador
(HCM-100Pro Dragon Lab). El ensayo standard de actividad se realizé incubando 2,5 mg.mL!
de laminarinaen buffer acetato de sodio 50 mM pH 4,5 con unadilucién adecuada de EgrGH64
a 50°C. La reaccion enzimatica se detuvo adicionando 75 pl. de reactivo Somogyi e incubando
10 min a 100°C. Posteriormente, se adicionaron 75 uL de reactivo Nelson y se midi6 DO a
630 nm en espectrofotémetro (Nelson, 1944; Somogyi, 1952; Gonzdlez Blair & Castellanos
Dominguez, 2003).

El consumo de sustrato se mantuvo por debajo del 10% para asegurar que se midan
velocidades iniciales. Los valores obtenidos de azicares reductores por la técnica SN fueron
comparados con unacurvade calibrado de Glc. Unaunidad de actividad enzimatica (U) se definid

como la cantidad de equivalentes de Glc liberados por minuto.

Determinacion de parametros cinéticos

Para caracterizar cinéticamente a EgrGH64 utilizamos un enfoque desarrollado para sistemas
heterogéneos (Kari et al., 2017, 2019), aplicando dos modelos: el método de Michaelis-Menten
convencional (<°“YMM) y el de Michaelis-Menten inverso (""MM).

Para el ©©"VMM, se midi6 actividad enzimética manteniendo fija la concentracién de enzima (Eo)
y realizando una saturacién de sustrato (Sa). Los datos se ajustaron utilizando la siguiente

ecuacion:
v= kcatEOSn
Ky+S,

Donde kca es el nimero de recambio y Km la constante de Michaelis-Menten.
El enfoque de "YMM consiste en utilizar una concentracién fija de sustrato (So) y variar los niveles

de enzima (En). El ajuste se realiza con la siguiente ecuacién:

— kcatSOEn
invKy, + E,
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Donde ™YKy es la constante de Michaelis-Menten para ™"MM. Hay que destacar que las unidades
de iVKn son molares (uM), a diferencia de Km (obtenido en ©»YMM) cuyas unidades son madsicas
(mg.mL").

A partir del valor obtenido de "VKm experimentalmente, y teniendo en cuenta la masa molecular
de la enzima, es posible calcular una expresiéon maésica de este pardmetro ("VKym). La forma de
relacionar ambas expresiones es a través de la densidad de sitios de ataque de la enzima sobre la

superficie del sustrato (I'). I" se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

Todas las constantes cinéticas son la media de al menos tres series de datos independientes. El
ajuste se realizé con el software GraphPad Prism (GRAPH PAD Software Inc, California, EE.
uu.).

Ensayo de union a sustratos insolubles

Este ensayo se realiz6 incubando 10 mg.mL-! de paramil6n con 160 ug.mL-! de EgrGH64
en buffer HEPES pH 7,4 100 mM. La mezcla de reaccién se incubd por 60 min a 50°C a 10000
x g. Como control de absorcién no especifica se reemplazé EgrGH64 con BSA. El sobrenadante,
donde se encuentra la proteina no unida, fue separado del polisacarido insoluble centrifugando a
6000 x g por 5 min. Se cuantificé la concentracién de proteina en el sobrenadante utilizando el
método de Bradford. La diferencia entre la cantidad de proteina adicionada a la mezcla de reaccién
y la detectada en el sobrenadante se considerd proteina unida al polisacarido (Purushotham &

Podile, 2012).

Procesividad

Los ensayos para analizar la distribucién de azicares reductores entre las fracciones
soluble e insoluble se realizaron por digestién de paramilén (25 mg.mL-!) con 0,25 U.mL"! de
EgrGH64 por reaccioén. Después de 90 min la reaccién se detuvoincubando a 100°C por 10 min,
y el sobrenadante se separd por centrifugacién 10.000 x g por 5 min. El polimero insoluble se
lavé tres veces con buffer acetato de sodio pH 4,5 50 mM. El paramil6én lavado se resuspendié en
buffer, y los azicares reductores se cuantificaron en ambas fracciones por el método de SN. Estos
valores se usaron para calcular la relacién soluble/insoluble como indicador de procesividad

(Zhang et al., 2010).
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Cromatografia en capa delgada

Los productos de la hidrdlisis de laminarina y paramilén generados por EgrGH64 se
analizaron segln lo reportado previamente (Simmons & Fry, 2017). Brevemente, la mezcla de
reaccién (250 pL) se prepar6 con laminarinao paramilén 0.1% (w/w) en buffer acetato de sodio
(50 mM, pH 4.5) y 0.16 mg.mL-! de EgrGH64. A diferentes tiempos, se tomaron 50 uL de la
mezcla de reaccion y se incubaron a 100°C por 10 min para su posterior andlisis por cromatografia
de capa delgada (TLC). Las muestras se sembraron en placas de silica gel 60 F254 (Merck,
Darmstadt, Germany) y separadas usando como solvente de corrida la mezcla acetato de etilo,
dcido acéticoy agua (2:2:1, v/v). Los productos se visualizaron al adicionar el reactivo de revelado
(25 mg de orcinol, 9.5 mL de etanol absoluto, y 0.5 mL de 4cido sulfiirico 98%) y calentar la

placa por 5 min a 100°C.

Metodologia computacional

Arbol filogenético

El arbol filogenético se generd a partir de las secuencias de aminodcidos de proteinas
GH64 previamente estudiadas. El alineamiento de secuencia multiple se realizé utilizando el
algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Para el arbol filogenético aplicamos el método de unién de
vecinos usando el software MEGA 11 0.13 (Newman et al., 2016).

Modelado molecular

El modelo tridimensional se realiz6 a partir de la secuencia de EgrGH64 utilizando el
software AlphaFold 2.0, el cual utiliza un algoritmo de Deep learning que ha demostrado tener
mayor exactitud que otros métodos de modelado (Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al.,
2021). La fiabilidad del modelo se evalu6 con el sistemade puntuacién pIDDT, el cual representa
una medida de la similitud local que tendria nuestro modelo si se compara con una proteina
resuelta experimentalmente (Mariani et al., 2013).

Se utilizé el software UCSF-Chimera (Pettersen et al., 2004) para realizar un
alineamiento estructural usando un alineamiento global Needleman-Wunst como guia inicial, con
Blosum62 como matriz de puntuacién y penalidad extra tomando en cuenta la estructura
secundaria de cada molécula (Pettersen et al., 2004).

Las imé4genes de la secuenciay el alineamiento de secuencia se obtuvieron utilizando el
programa ESpript 3.0 implementado en el servidor ESPript (Robert & Gouet, 2014).

Se realizaron mapas de potencial electroestdtico calculados para cada molécula

resolviendo la ecuacion Poisson-Boltzmann incluidaen el programa APBS (Adaptative Poisson-
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Boltzmann Solver Program) (Jurrus et al., 2018). Este potencial se proyect6 sobre la superficie

excluida del solvente utilizando el software UCSF-Chimera con una sonda de 1,4 Angstroms.

Condiciones de Cultivo de E. gracilis

Se realizaron tres condiciones de cultivos para el cultivo de E. gracilis.

e Autotréfico: Medio de cultivo CyM sin suplementacion de fuente de carbono. Cdmara de
cultivo con ciclo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, con unaintensidad de luz de 60-80 umol
fotones.m2.s"! y una temperatura de 23 + 2°C. Se utiliz6 como concentracién inicial de
in6culo 5.10* cel.mL-1.

e Heterotrofico: Medio de cultivo CyM suplementado con Glc 1% (p/v). Crecimiento en
incubadora con temperatura 28 + 1°C. Se utilizé como concentracién inicial de inéculo 5.10%
cel.mL-.

® Anaerobiosis: Células crecidas en condiciones heterotréficas se cosecharon al llegar a la
fase estacionaria y se lavaron con medio CyM manteniendo las condiciones de esterilidad.
El lavado se realizé para eliminar los restos de fuente de carbono y los compuestos que
podrian haber sido liberados por E. gracilis. Las células se resuspendieron en medio de
cultivo CyM sin suplementacién de fuente de carbono. Se utilizé como concentracién inicial

5.105 cel.mL-!. Crecimiento en incubadora con temperatura 28 + 1°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis secuencia aminoacidica

Identificamos un transcripto codificante (light_m.63754) para una posible GH64 en la
base de datos del trabajo de transcriptémica publicado por el grupo del Dr. Robert Field
(GenBank: GEFR00000000.1) y realizamos un anélisis de la secuencia aminoacidica derivada de
este transcripto.

En la literatura cientifica identificamos trabajos de caracterizacién de algunas glucanasas
pertenecientes a la familia GH64 (EC 3.2.1.39) de bacterias gram-positivas, a excepcion de la
GH64 de Lysobacter enzymogenes (bacteria gran-negativa) y de Magnaporthe oryzae (hongo
filamentoso) (Palumbo et al., 2003; Wang et al., 2021). En este sentido, es importante destacar
que la EgrGH64 es la primera perteneciente a un microorganismo protista que se estudia funcional
y estructuralmente.

Estudios filogenéticos muestran que la familia GH64 se encuentra dividida en tres
familias: GH64-LHase-like (GH64-LPHI), GH64-GluB-like (GH64-GBl) y GH64-like (GH64-1)
(Qin et al., 2017). En la pagina web del National Center for Biotechnology Information podemos
encontrar el arbol filogenético construido con las secuencias aminoacidicas utilizadas para la
clasificacién en subfamilias*. Empleando secuencias de glucanasas GH64 reportadas en esta base
de datos, algunas de estas caracterizadas, realizamos un alineamiento con la EgrGH64. El édrbol
filogenético derivado de este alineamiento muestra que EgrGH64 no se ubica en las ramas
representadas por las tres subfamilias (Figura 29), sino que podria tratarse de la primer GH64
perteneciente a otra subfamilia. Es importante destacar que, en este estudio, el porcentaje de
identidad de EgrGH64 con el resto de las enzimas seleccionadas no supera el 28%. Glucanasas
(de la familia GH64), y caracterizadas funcionalmente (en todas ellas se observé actividad p-1,3-
glucanasa), pertenecen a una de estas tres subfamilias, de distintos microorganismos, en su

mayoria bacterianos.

4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?hslf=1&uid=185753 &#seqalign
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GHB4-LPHI Arthrabacter sp. YCWD3 (BAAD4862 1)
GHE4-LPHI Cellulosimicrobium funkel HY-13 (UAK14875.1)
GHE4-LPHI Kribbella flavida DSM17836 (WP 012923134 1)
GH64-LPHI ptomyces matensis DIC-108 (BAA34349.1)
L GH64-LPHI Glucan endo-13-beta-D-glucosidase Jonesia denitrificans DSM 20603 (ACV07995 1) GHM-LP HI
GHG4-LPHI Glucan endo-13-beta-D-glucosidase Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 (ADHT0145.1)
E}W‘HPM glycosyl hydrolase Streptomyces bingchenggensis BCW-1 (ADI11351.1)
GH64-LPHI glycosyl hydrolase (secreted protein) Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338 (CAM01376.1) r

.l O
G

HE4-GBI glucan endo-13-beta-glucosidase precursor putative Talaromyces stipitatus ATCC 10500 (EED21385.1)

GHB4-GBI Lysobacter enzymogenes N4-7 (AANTT504.1)
- GH64-GBI
GHB4-GBI glucanase B Verticillum alfalfae VaMs 102 (EEY20877 1)
GHE4-GBL M p oryzae 70-15 (XP 003718704 1)
GH64-GBI glucan endo-13-beta-glucosidase precursor putative Talaromyces stipitatus ATCC 10500 (XP 002478853 1)

beta-13-endoglucanasa Euglena gracilis
GHB4-| hypothetical protein Mvan 4738 Mycolicibacterium vanbaaleni PYR-1 (ABM15513 1)
GHB4-1 putative glycosyl hydrolase (putative secreted protein) Flavobacteria bacterium BAL38 (ZP 01734683 1)
GHB4-l Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 (WP 012059029 1)
GHB4-1 hypathetical protein EUBVEN 00114 partial Eubacterium ventriosum ATCC 27560 (ZP 02024895 1)
GHB4-1 Paenibacillus barengoltzii CAUS04 (APW78586 1) - GH64'I
GHB4-| hypothetical protein GYMC 10 3480 Paenibacillus sp. Y412MC10 (ACX65717 1)
GH64- hypothetical protein Xaut 2956 Xanthobacter autotrophicus Py2 (ABS68192 1)
GH64-1 putative endo-beta-galactosidase Photobacterium angustum S14 (ZP 01236213 1)

Figura 29. Ubicaciénde EgrGH64 en arbol filogenético con secuencias del cluster GH64 clasificadas en
cadauna de las tres subfamilias (GH64-LPHI, GH64-GBIl y GH64-1). Entre paréntesis se detalla el ntimero
de acceso de las secuencias aminoacidicas En color verde se muestra la ubicacién de EgrGH64 (B-13-
endoglucanasa Euglena gracilis) en el arbol filogenético.

Estructuras tridimensionalmente resueltas de enzimas pertenecientes a las subfamilias
GHO64-LHI y GH64-1, estan disponibles en el sitio web de NCBI, observdndose en las mismas un
tipico plegamiento de forma de surco compuesto de dos dominios: uno con forma de barril
formado por laminas B consecutivas y otro mixto (o/f) (Bai et al., 2021). El mecanismo de
reconocimiento de la triple hélice de B-1,3-glucanos es universal en la familia GH64 (Qin et al.,
2017). Dada la, atin, escaza informacién que se tiene de las enzimas de esta familia, y a la
disparidad en los estudios realizados para cada una de las enzimas, es dificil determinar
caracteristicas funcionales y estructurales propias de cada subfamilia. En este contexto,
consideramos relevante el aporte del presente trabajo no solo por ubicar a EgrGH64 por fuera de
las subfamilias reportadas, sino también por ser EgrGH64 la primera enzima de esta familia
perteneciente a un organismo protista en ser estudiada.

Por alineamiento de secuencia pudimos evidenciar que la secuencia de EgrGH64 presenta
ambos dominios caracteristicos de la familia GH64 (dominio del tipo barril B con aminoacidos
cataliticos y un dominio mixto o/p). Ademas, como caracteristica a tener en cuenta en futuros
estudios, hay que considerar que los primeros 37 aminodcidos y los dltimos 100 residuos no se
alinean a secuencias de otras GH64. Utilizando herramientas bioinformaticas /UPred2A, SignalP
6.0 y Phobius no se encontraron regiones intrinsecamente desordenadas ni péptidos de

sefializacién (Kall et al., 2007; Mészaros et al., 2018; Teufel et al., 2022).

Producciéon recombinante de EgrGH64

Disefiamos un gen sintético con codones optimizados para expresion en E. coli utilizando

la secuencia para unaputativa GH64 en E. gracilis (egrgh64) flanqueado con sitios de restriccién

92



Capitulo 3

que permitieron distintas estrategias de clonado. Al realizar un estudio de la secuencia de
EgrGH64 encontramos que la misma presenta hastaun 30% de identidad con otras enzimas de la
familia GH64 caracterizadas de otros microorganismos. Los resultados de predictores de péptido
sefial utilizados (SignalP 6.0y Phobius) fueron negativos (Kall et al., 2007; Teufel et al., 2022).

Optamos por la produccién de EgrGH64 en formarecombinante. Debido alo recalcitrante
de la proteina para ser expresada en forma soluble y activa, ensayamos distintas estrategias de
produccién. Algunas de las estrategias de produccién en E. coli BL21 (DE3) se realizaron
utilizando las construcciones: pET28c/Ndel-egrgh64-HindlIl (con etiquetade histidinas en el N-
terminal), pRSFDuet-1/Sacl-egrgh64-Sall (con etiquetas de histidinas en el N-terminal),
pPMAL-TEV-c2/Ndel-egrgh64-Hindlll (con etiquetade histidinas en el N-terminal y proteina de
unién a maltosaen C-terminal) ensayando distintas temperaturas y concentraciones de induccién
con IPTG. También incluimos distintas cepas de E. coli, entre ellas: LEMO (DE3), Tunner (DE3),
Codon plus-RP (DE3), Rosetta Gami (DE3), SoluBL21 (DE3). Extendimos los ensayos
produccidn de la proteina recombinante incluyendo otros sistemas de expresién: como la bacteria
Mpycobacterium smegmatis mc2155 clonando el gen de interés en el vector pMIP12, utilizado para
expresar constitutivamente en este microorganismo adicionando una etiqueta de histidinas en el
C-terminal (Le Dantec et al., 2001). Ninguna de estas estrategias nos permitié alcanzar nuestro
objetivo: obtener expresion soluble y activa de EgrGH64. En la Figura 30 se muestran geles de

SDS-PAGE correspondientes a algunos de los ensayos de expresién mencionados.
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Figura 30. Ensayos de expresién de EgrGH64 analizados por SDS-PAGE. Las flechasnegras indican
la altura a la que se observa expresion de EgrGH64.

(A) SDS-PAGE colonias (Col) de E. coli BL21 (DE3) [pET28c/egrgh64]. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calle 2: Pellet Col-1. Calle 3: Sobrenadante Col-1. Calle 4: Pellet Col-2. Calle 5:
Sobrenadante Col-2. Calle 6: Pellet Col-3. Calle 7: Sobrenadante Col-3. Calle 8: Pellet Col-4. Calle 9:
Sobrenadante Col-4.

(B) SDS-PAGE colonias E. coli BL21 (DE3) [pRSFDuet/egrgh64]. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calle 2: Pellet Col-1. Calle 3: Sobrenadante Col-1. Calle 4: Pellet Col-2. Calle 5:
Sobrenadante Col-2. Calle 6: Pellet Col-3. Calle 7: Sobrenadante Col-3.

(C) SDS-PAGE colonias E. coli LEMO (DE3) [pRSFDuet/egrgh64]. Calle 1: Pellet E. coli LEMO
(DE3) sin transformar. Calle 2: Sobrenadante E. coli LEMO (DE3) sin transformar. Calle 3: Marcador
de masa molecular. Calle 4: Pellet Col-1. Calle 5: Sobrenadante Col-1. Calle 6: Pellet Col-2. Calle 7:
Sobrenadante Col-2. Calle 8: Pellet Col-3. Calle 9: Sobrenadante Col.3.
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Previamente, un trabajo realizado en E. coli BL21(DE3) demostré que la presencia de
etanol en el medio de cultivo favorece la produccidn en forma soluble de las proteinas ensayadas
(Chhetriet al., 2015). Este efecto podria deberse a que la inclusion del alcohol induce la expresion
de chaperonas presentes en la bacteria facilitando el correcto plegamiento de la proteina de
estudio. Decidimos implementar esta estrategia comparando la produccién a 0%, 1,5% y 3% de
etanol en medio de cultivo TB. Observamos que la proteina recombinante se producia en forma
soluble cuando el medio de cultivo era suplementado con 3% etanol. Realizamos una purificacién
IMAC de la misma (Figura 31A).

Al cuantificar azicares reductores utilizando laminarina (sustrato) pre-incubada con
EgrGH64 segin lo descripto previamente, comprobamos que la enzima tenia actividad catalitica.
Debido a que en el andlisis mediante SDS-PAGE observamos una pureza limitada optamos por
un segundo paso de purificacion. Realizando una cromatografia de exclusién por tamafio
molecular (Figura 31B). Al concentrar las fracciones de interés observamos una pureza

aproximadamente del 80% (Figura 31C).
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Figura 31. Purificacién en dos etapas de EgrGH64. (A) SDS-PAGE purificacién por Ni>+-IMAC. Calle
1: Marcador de masa molecular. Calles 2-10: fracciones de elusién de NiZ*-IMAC. (B) SDS-PAGE
purificacién por cromatografia de exclusion molecular preparativa. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calles 2-12: fracciones de elusion de cromatografia de exclusién molecular. (C) SDS-PAGE
de la muestra concentrada después de los dos pasos de purificacion. Calle 1: Marcador de masa
molecular. Calle 2: EgrGH64 purificada y concentrada.

Caracterizacion estructural de EgrGH64

Determinacion estructura cuaternaria

Con el objeto de obtener informacidén estructural de EgrGH64 en condiciones nativas,
decidimos realizar una cromatografia de exclusion molecular analitica utilizando una columna

con resina Superdex G-200 (GE Healthcare). Con esta metodologia, observamos que el volumen
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de elusion de la enzima de estudio se corresponde con una proteina de aproximadamente 65 kDa,
mostrando de esta manera una estructura monomérica. Esta conformacién cuaternaria es similar
a lo determinado para otras glucanasas pertenecientes a la familia GH64 (Tabla 11). Por otro
lado, si resultallamativa la masa molecular de EgrGH64: es la tnica de las GH64 caracterizadas
que presenta una masa molecular mayor a 55 kDa. Este mayor tamafio se puede deber a la
secuencia C-terminal de EgrGH64 que no se alinea con otras GH64, que podria especularse que
se trate de un dominio con otra funcién. No se profundiz6 durante esta tesis en este punto, pero
de tratarse de un dominio independiente a la actividad glucanasa, el mismo no afecta el arreglo

monomérico clasico de las GH64.

Tabla 11. Masas moleculares calculadas y estructura cuaternaria para otras enzimas pertenecientes a la
familia GH64 caracterizadas.

. . . Masa Molecular Estructura .
Microorganismo de origen . Referencia
(kDa) cuaternaria
Arthrobacter sp. strain YCWD3 54,5 NI? (Doi et al., 1973)
Lysobacter enzymogenes N4-7 41,0 NI (Palumbo et al., 2003)
Streptomyces matensis DIC-108 394 Mondmero (Shrestha et al., 2011)
Streptomycezs;gn;l;ensts ATCC 43.0 NI (Woo et al., 2014)
Kribbella flavida NBRC 14399 43,0 NI (Kumagai et al., 2016)
Paenibacillus barengoltzii 48,9 Mono6mero (Qin et al., 2017)
Clostridium bggggncku NCIMB 41,9 Mondémero (Krishnan et al., 2019)
Cellulosimicrobium funkei HY-13 42,0 NI (Bai et al., 2021)
Magnaporthe oryzae Guyl1 45,6 NI (Wanget al., 2021)
Euglena gracilis var. saccharophila , (Este trabajo, O’Neill et
Klebs (1224/7a) 64.3 Mon6mero al., 2015a)

2No informado

Modelado molecular

En vistas de recabar informacion sobre el plegamiento de EgrGH64 como mondmero
realizamos un modelado tridimensional de la secuencia proteica. Para lograr este objetivo pusimos
en practica distintas estrategias. En primer lugar, realizamos un alineamiento HHBlits con la
GH64 de S. matensis, cuyo niimero de identificacién PDB es 3GDO0 (Wu et al., 2009; Remmert
et al., 2012). A continuacion, realizamos el modelado por homologia en el software Modeller 10.1
(Webb & Sali, 2016). También ensayamos otros servidores de modelado molecular como I-
TASSER (basado en la técnica threading) y Swiss-Model (modelado por homologia) (Biasini
et al.,2014;J. Yang & Zhang, 2015). Sin embargo, al analizar la calidad de los modelos obtenidos
observamos bajas puntuaciones en QmeanDiscoy verify3D (Eisenberg et al., 1997; Studeret al.,
2020).

Teniendo en cuenta la baja confiabilidad de los modelos de EgrGH64 obtenidos,
empleamos la recientemente desarrollada herramienta bioinformética de Deep-learning

Alphafold 2.0. Esta ha mostrado en multiples casos la capacidad de predecir estructuras proteicas
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a nivel atémico incluso en ausencia de estructuras similares (Jumper et al., 2021). El modelo
correspondiente reveld buenas puntuaciones de calidad estructural global. Alphafold 2.0 tiene la
particularidad que analiza la confianza de la prediccién por residuo con el algoritmo denominado
pIDDT (Mariani et al., 2013). Mediante esta evaluacién de calidad local, observamos que este
modelado presentauna puntuacion mayor al 70% en la mayor parte de la proteina (Figura 32A).
La regién con menor puntuacion es el extremo N-terminal y aminodcidos particulares en distintas
regiones de EgrGH64.

En el modelado se pueden distinguir los dos dominios cldsicos de la familia GH64
(Figura 32B): barril B con aminoacidos cataliticos (azul) y mixto o/p (rojo). En la Figura 32C se
muestra la secuencia de EgrGH64 con los colores correspondientes a cada dominio y las
estructuras secundarias predichas. En rosado se distingue el dominio C-terminal que no se alinea
con otras GH64, llamativamente el software le asigné un plegamiento compacto formado
exclusivamente por laminas f. El plegamiento mas frecuente encontrado en médulos de unién a
carbohidratos (CBM) es el B-sandwich, el cual consiste en la superposicion de laminas-f3

(Boraston et al., 2004).
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Figura 32. Modelado tridimensional de EgrGH64 obtenido por Alphafold 2.0. (A) Modelado molecular
coloreado segtin la confianza en la prediccién por cada residuo: valor pIDDT mayor a 70% en azul
(confiable)y valor pIDDT menor a 70% en rojo. (B) Divisién por dominios en el modelado obtenido:
dominio catalitico GH64 (azul), dominio mixto (a/f) GH64 (rojo)y dominio C-terminal (rosado). (C)
Secuencia de EgrGH64. Se detalla la estructura secundaria predicha y los colores correspondientes a
cada dominio.

Evaluamos el potencial electrostatico de superficie de los dominios GH64 del modelo de
EgrGH64 y de estructuras resultas cristalograficamente de las enzimas GH64 de S. matensis (PDB
ID: 3GDO0), C. beijereinckii (PDB ID: SH4E), y P. barengoltzii (PDB ID: SH9X) como se muestra
en la Figura 33A1-4. En el modelado se observa el caracteristico surco catalitico de las

endoglucanasas (Bourne & Henrissat, 2001), y que en la familia GH64 es el sitio de
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reconocimiento de la triple hélice B-glucano (Qin et al.,2017). La GH64 de S. matensis, ademas,
fue co-cristalizada con laminaritetraosa, aportando informacién sobre la ubicacién del sitio
catalitico (Wu et al., 2009). Utilizamos este dato como guia para obtener las imdgenes de los
modelos de docking posicionando el oligosacdrido “también en las GH64 de E. gracilis, C.
beijereinckii y P. barengoltzii. En los cuatro casos, la regién catalitica presenta una regién de
carga negativa (color rojo), aun cuando hay diferencias sustanciales en los potenciales
electrostaticos en el resto de la estructura. Esta caracteristica podria ser necesaria para la
estabilizacién del sustrato.

En la Figura 33B (1-4), se puede observar el backbone de las enzimas mostrando los
dtomos de las cadenas laterales de aminodcidos descritos como parte del sitio activo y
estructuralmente conservados. En todos los casos encontramos residuos arométicos
probablemente para estabilizar la cadena del polisacdrido entrante (circulo de linea negra
discontinua). Al observar la estructura de GH64 de S. matensis co-cristalizada con una
lamiraritetraosa en el sitio activo, se visualiza que una de las unidades de Glc se une, formando
un apareamiento z-stacking con el triptéfano 163. Distintivamente, la EgrGH64 presentaun 4cido
aspartico (D188, en circulo de linea roja discontinua) en el bolsillo catalitico el cual estd ausente

en las demds GH64 comparadas.
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KT
e
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Figura 33. Comparacion estructural modelado EgrGH64 con enzimas GH64 cristalizadas. Superficiede
potencial electrostatico EgrGH64 (A1), S. matensis (A2), C. beijereinckii (A3), P. barengolizii (A4).
Backbone de las cuatro enzimas mostrado en cintas y los 4&tomos pertenecientes a las cadenas laterales
de los aminodcidos (B1 a B4). Los residuos descritos en la bibliografia como parte del sitio activo y que
estdn conservados estructuralmente estan etiquetados con colores de fondo.

Caracterizacion funcional de EgrGH64

Cuantificacion de azucares reductores

La actividad glicosil hidrolasa de EgrGH64 se determinaa través de la cuantificacion de
azicares reductores que resultan de la escision enzimdtica del enlace glicosidico en el
oligosacarido del sustrato. Evaluamos dos métodos ampliamente utilizados para la caracterizacién
de glucanasas: el método de Somogyi-Nelson (SN) y del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
Realizamos curvas de calibrado empleando Glc como patrén. Cada unidad de Glc equivale a un
extremo reductor. El rango de linealidad utilizando el método del DNS se observé entre 3 mM y
15 mM de Glc, mientras que con el método de SN el mismo se ubicé entre 0,05 mM y 3 mM de
Glc (Figura 34). Este menor limite de deteccion y mayor sensibilidad de SN se ha reportado
previamente (Breuil & Saddler, 1985). Més atin, otros autores sefialan que el dosaje con DNS no

provee una relacién estequiométrica con los oligosacdridos, revelando una dependencia de la

98



Capitulo 3

sefal con el grado de polimerizacién del sustrato (Robyt & Whelan, 1972; Gusakov et al., 2011).
De esta manera, decidimos continuar la cuantificacién de azicares reductores producidos por la

actividad de EgrGH64 con SN.
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Figura 34. Evaluaciéon de métodos cuantificacion de azicares reductores. Curvas de calibrado
de DNS (A) y SN (B) utilizando Glc como patroén.

Caracterizacion cinética de EerGH64

Los ensayos de medicién de actividad enzimdtica se realizaron utilizando laminarina
como sustrato principal. Otras glucanasas caracterizadas de la familia GH64 han mostrado frente
a este sustrato su mayor actividad enzimadtica (Palumbo et al., 2003; Bai et al., 2021). La
laminarinaes un B-1,3-glucano con ramificaciones 3-1,6 soluble con un grado de polimerizacién
cercano a 25 (Hanashimaet al., 2014; Du et al., 2019;. Las reacciones se realizaron incubando 30
min unadilucién apropiada de EgrGH64 con 2.5 mg.mL-! del sustrato. Una unidad de actividad
enzimdtica (U) se definié con la cantidad de equivalentes de Glc liberados por minuto bajo las
condiciones especificadas.

Realizamos ensayos para identificar las condiciones 6ptimas de reacciéon. En primer
lugar, evaluamos buffers con distintos valores de pH. Los buffers (50 mM) utilizados fueron los
siguientes: acetato de sodio (pH 3,5, 4,5 y 5,0), fosfato de sodio (pH 6,0 y 7,5) y Tris-HCI (pH
8.5, 9,0 y 9,5). Observamos actividad enzimadtica 6ptima empleando buffer acetato de sodio 50
mM pH 4,5 (Figura 35A). La actividad relativa se mantuvo por encima del 80% al aumentar el
pH hasta 6,0.

Para evaluar la influencia de la temperatura se realizaron las reacciones enzimaéticas en
buffer acetato de sodio pH 4,5 con variaciones del pardmetro entre 15°C y 65°C. Como se observa
en la Figura 35B, la actividad 6ptima se ubica a 50°C y un aumento de 10°C genera una

disminucién del 60%.
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La estabilidad térmica es un pardmetro de interés en la caracterizacion de glicosil
hidrolasas para analizar la robustez estructural y su posible aplicacién en sistemas industriales
(los cuales suelen requerir temperaturas elevadas). En este sentido, analizamos la termo
estabilidad pre-incubando 15 min la EgrGH64 a distintas temperaturas y midiendo actividad a los
pH y temperatura dptimos determinados previamente. EgrGH64 mantuvo aproximadamente un
80% de su actividad al ser pre-incubada hasta los 55°C (Figura 35C).

También evaluamos la influencia de distintos iones metélicos (a concentracion S mM) en
la actividad de EgrGH64. Observamos unaleve disminucién de la actividad enzimatica con Niz*
y Mg?*, mientras que la presencia de Fe3*, Co?*, Zn?*, y Mn?* evidencié una mayor inhibicién

(Figura 35D). La presencia del cation Ca?* no mostré efecto en la catalisis.
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Figura 35. Efecto del pH, la temperatura, los iones metélicos y la estabilidad térmica en la actividad
enzimatica de EgrGH64. (A) Efecto del pH en la actividad de EgrGH64. El pH 6ptimo se determind
midiendo la actividad enzimitica a pH: 3,5; 4,5; 5,0; 6,0; 7,5; 8,0; 9,5. (B) Efecto de la temperaturaen
la actividad enzimatica de EgrGH64. Las temperaturas de reaccion ensayadas fueron las siguientes: 30,
40, 45, 50, 55,60y 70°C. (C) Estabilidad térmicade EgrGH64. La actividad se midi6 luego de pre-
incubar laenzima por 15 min atemperaturas entre4 y 70°C. (D) Efecto de iones metélicos en la actividad
de EgrGH64. La actividad de EgrGH64 se midi6 en presencia de distintos iones metalicos (SmM). Los
resultados se presentan como media = SEM de mediaciones realizadas por triplicado.

Si bien E. gracilis es un organismo meséfilo (crecimiento 6ptimo a 28°C) este perfil de
influencia de temperatura en la actividad enzimatica se adapta a lo determinado en otras endo-
glucanasas (Buetow, 1962; Yennamalli et al., 2013). No suele observarse una relacién directa
entre la temperatura 6ptima de este tipo de enzimas y la temperatura de mayor crecimiento del

organismo huésped. Al comparar directamente los casos de enzimas de la familia GH64

100



Capitulo 3

caracterizadas funcionalmente, encontramos que la mayoria presenta actividades maximas entre
los pH 4,5y 6,0, y temperaturas entre 40°C y 55°C como se observa en Tabla 12. No se observa

dependencia de las condiciones 6ptimas de reaccién por subfamilia.

Tabla 12. Condiciones 6ptimas de reaccién de todas las enzimas pertenecientes a la familia GH64
caracterizadas.

Microorganismo de origen | Subfamilia | pH éptimo Tergg:il;z:‘ura Referencia
Arthrobacter sp. strain .

YCWD3 GH64-LPHI 5,8 55 (Doi et al., 1973)
Streptomy ces pratensis DIC- | GHe4a-LPHI | 7.5-85 55 (Shresthaet al., 2011)
Streptonmy C;g’gg‘?”“"” ATCC | GHe4-LPHI 6.0 55 (Woo et al., 2014)

Kribbella flavida NBRC ) (Kumagai et al.,
14399 GH64-LPHI 5,5 45 2016)
Ce”"los’mljg_og’“mf unkei | py6aLPHI 55 45 (Bai et al., 2021)
Lysobacterenéymogenes N4- GH64-GBI 45 45 (Paluzn(l)t())(;)et al.,
Magnaporthe oryzae Guyll | GH64-GBI 9,0 50 (Wanget al., 2021)
Euglena gracilis var.
saccharophila Klebs - 4.5 50 (Este trabajo)
(1224/7a)

En las endoglucanasas, la estabilidad térmicaes un pardmetro de interés si consideramos
las posibles aplicaciones industriales para la enzima, es dependiente de multiples factores como
la presencia de enlaces disulfuro, la hidrofobicidad, cantidad de aminodcidos cargados
positivamente, entre otros (Yennamalli et al., 2013). La GH64 de M. oryzae presenté una
disminucién significativa del 30% en la actividad pre-incubando la enzima a 30°C (Wang et al.,
2021), mientras que en el caso de la GH64 de C. funkei disminuyé drasticamente su actividad
enzimética con temperaturas de pre-incubacion a partir de los 45°C (Bai et al., 2021). Nuestro andlisis
sobre la enzima EgrGH64 reveld que la actividad enzimatica decae significativamente post incubacién a
55°C. Es evidente de estos resultados, que EgrGH64 tiene una estabilidad térmica mayor a otras GH64. Es
bueno aclarar que existen 3-1,3-endoglucanasas de otras familias con ain mayor estabilidad que EgrGH64,
como por ejemplo la enzima GH16 de Thermotoganeapolitana (Zverlov et al., 1997) que pudo conservar
hasta un 57% de su actividad inicial después de pre-incubarse a 100°C o la glucanasa GHS de Geobacillus
sp. que conserva otras glucanasas GH16 que conservan hasta un 65% pre-incubando a 90°C (Ng et al.,
2009).

En presencia de cationes metdlicos, algunas endoglucanasas muestran un incremento en la
actividad debido a unamejora en la estabilidad estructural y/o la afinidad al sustrato (Akram & Haq, 2020).
Sin embargo, no observamos este efectopositivo en laactividad enziméticade EgrGH64 (Wooetal.,2014;
Bai etal., 2021; Wanget al., 2021). Encontramos un caso especial, el de la GH64 de C. beijerinckii, esta
presenta una notoria activacién en presencia de Ca?*, pero este efecto se debe al dominio fy-cristalina que

oficia como sensor de Ca?*y activador de la actividad glucolitica (Krishnan et al., 2019).
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La inhibicién enzimdtica por parte de cationes metalicos puede deberse a la oxidacién de grupos
sulfidrilos, desestabilizando el plegamiento proteico, o ala formacién de enlaces disulfuros en una posicién
irregular (Ohmiyaet al., 1995; Rubini et al.,2010). El efecto inhibitorio de Cu?*y Fe?*es una caracteristica
observada en una amplia variedad de endoglucanasas (Karnchanatat et al., 2008). Las GH64-LPHI de S.
matensisy C. funkei no presentaron inhibicién enzimética con los cationes ensayados a excepcion de Hg?*
(Wooetal.,2014; Baietal.,2021). La Figura 35D muestra parael caso de EgrGH64, el comportamiento
de la funcién enzimética frente a distintos cationes metélicos (5 mM). La enzima se inhibe en proporciones
variables en cada caso. El 4cido aspartico (D188) observado solamente en el modelo de la enzima de
estudio (Figura 33B1) podria generar un ambiente potencialmente favorable para la unién de iones Mn?*,
afectandolaunidn del sustrato y explicando la pérdidade actividad en presencia del id nmetalico. Un patrén
mads semejante encontramos en la GH64-GBl de M. oryzae, donde los cationes Ca?*, Co?*, Zn*, Mn?*, Ni>*

y Fe3+ evidenciaron disminuir la actividad enzimdtica conuna concentraciéon 1 mM (Wang et al., 2021).

Determinacion de parametros cinéticos

La determinacién de los pardmetros cinéticos de EgrGH64 se realizé considerando que
utilizamos sustratos insolubles y sistemas de reaccidon con propiedades especiales (incertidumbre
sobre el tamafo molecular exacto y desconocimiento del nimero de sitio de ataque). Por esta
razén, adoptamos un modelo descrito previamente para analizar este tipo de reacciones que
involucra los modelos de Michaelis-Menten convencional (“°""MM) y Michaelis-Menten inverso
(MM). Con el ©YMM podemos caracterizar la saturacién de la enzima con el sustrato (Figura
36A). Andlogamente, "™MM permite observar la saturacién del sustrato con concentraciones
variables de enzima (Kari et al., 2017, 2019), como se muestra en la Figura 36B.

Implementamos este estudio no solamente con laminarina, sino también con paramilén y
el B-glucano de pared celular de levadura (BG-PCL). Todos estos sustratos son 3-1,3-glucanos,
pero en el caso de laminarinay BG-PCL no son lineales, sino que también poseen ramificaciones
B-1,6. La conformacién tridimensional de laminarina y paramilén es de triple-hélice. En las
concentraciones ensayadas, el unico de los sustratos solubles es laminarina. Previamente
ensayamos actividad enzimética con carboximetilcelulosa, un B-1,4-glucano, pero no observamos
reaccién en las condiciones ensayadas. Realizamos las curvas de saturacion correspondientes para

cada modelo cinético con cada uno de los sustratos descriptos (Figura 36 C y D).
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Figura 36. Curvas de saturacion de los modelos utilizados. (A) Esquema de ©"YMM. Saturacién de
enzima incrementando la concentracién de sustrato. Modificado de Kari et al., 2017. (B) Esquema de
invMM. Saturacién de sustrato incrementando la concentracién de enzima. Modificado de Kari et al.,
2017.Ajuste «©°""MM (C) y "YMM (D) de EgrGH64 con laminarina (circulo, linea s6lida), paramil6n
(cuadrado, linea rayada) y BC-PCL (tridngulos, linea de puntos), relativizado a la méxima
velocidad alcanzada para cada sustrato.

Los resultados de los ajustes y cdlculos para ambos modelos se muestran en la Tabla 13.

Kwm es un pardmetro que provee la concentracion de sustrato a la cual se alcanza la mitad
de la actividad maxima. Este fenémeno se encuentra determinado por cudn ripido el complejo
enzima-sustrato se convierte en productoy en la afinidad por el sustrato. De esta manera, su valor
se puede relacionar con la afinidad de la enzima por el sustrato. Con laminarina y paramil6n
observamos un Km similar, pero sorpresivamente observamos un valor significativamente menor
con BG-PCL.

La constante catalitica (kcar) se obtiene de calcular la relacién entre la actividad méaxima
y la concentracién de enzima utilizada. Por esta razén, se interpreta como el maximo nimero de
moléculas de un sustrato que unamoléculade enzima puede convertir en producto por unidad de
tiempo. El valor mdximo lo encontramos con laminarina.

La relacién entre los dos pardmetros anteriores (keca/Km) se identifica como eficiencia
enzimdtica (Koshland, 2002). En este apartado, la enzima mostré con BG-PCL presentd una
eficiencia catalitica mayor que con los otros sustratos, con una diferencia de un orden de
magnitud.

Adicionalmente, investigamos la cinética de estado estacionario con la enzima en exceso
con "™MM. En este caso, la saturacion representa la situacion en la que cada sitio de ataque de la
superficie del sustrato forma un complejo con la enzima. Previamente, se ha mostrado que la

suposicién de estado estacionario se puede usar para sustratos insolubles donde la enzima estd en
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exceso. La deduccién de las ecuaciones correspondientes se ha desarrollado previamente (Kari
et al.,2017; Andersen et al., 2018). Observamos que fueron necesarias concentraciones de enzima
mds bajas para saturar BG-PCL que para paramilén o laminarina. En consecuencia, el pardmetro
I' (que revela la capacidad de unaenzima para ubicar sitios cataliticamente competentes en la
superficie del sustrato), determinado para el polisacdrido de levadura fue un orden de magnitud

mayor al parametro I" calculado para los otros glucanos ensayados.

Tabla 13. Parametros cinéticos de la EgrGH64 frente a distintos sustratos. Laminarina, paramilén y BG-

PCL fueron analizados utilizando los ajustes de ©""MM y "YMM. Los datos se presentan como media +
SEM.

Ky Keat kol Knt 2Kn r
(mg.mL-") (s (mL.mg-1. s1) (uM) (umol.g )
Laminarina 23 +4 1,2+0,2 0,051 £0,006 22+0,6 0,028 £0,01
Paramilon 203 0,23 +£0,09 0,011 £0,002 39+09 0,028 +£0,03
BG-PCL 2,1+04 0,88 +0,07 0,42 £0,07 1,5+04 0,31 +£0,12

La actividad glucanasa sobre B-1,3-glucanos solubles e insolubles es una caracteristica
transversal a todas las enzimas GH64 caracterizadas. La preferencia de sustratos con este tipo de
enlaces es clara, ya que ninguna de las GH64 estudiadas (incluyendo la EgrGH64) no
evidenciaron actividad enzimadtica contra carboximetilcelulosa (Bai et al., 2021; Shresthaet al.,
2011; Wang et al., 2021).

Es de destacar que todas las caracterizaciones encontradas en la literatura solo informan
actividad méximay en algunos casos sin detallar la concentracién de proteina. Por esta razén, la
comparacion de los pardmetros cinéticos con otras GH64 es un andlisis cuya interpretacion es
limitada. Sin embargo, de nuestro trabajo surge informacién acerca de actividades relativas con
distintos sustratos para una misma enzima. En este sentido, encontramos que muchas GH64 de
diversos origenes prefieren laminarinaa otros sustratos insolubles ensayados, como por ejemplo
curdlan (Palumbo et al., 2003; Kumagai et al., 2016; Bai et al., 2021). El curdlan es un B-1,3-
glucano de alta masa molecular, insoluble y sin ramificaciones (grado de polimerizacion entre
135 y 455) extraido de Alcaligenes faecalis (Zhang & Edgar, 2014).

La GH64 de K. flavida es la tinica de esta familia que, previo a este trabajo, pudo ser
caracterizada con paramilén. Esta enzima presenta actividad maxima con laminarinay un 1% de
esta actividad contrael glucano de E. gracilis. Similar a lo encontradoen EgrGH64, la GH64 de
K. flavida presenta un Km de 21,1 mg.mL! (Kumagai et al., 2016). Algunas GH64 evidenciaron
mayor actividad enzimética contra sustratos insolubles. Entre ellas las glucanasas caracterizadas
de S. matensis DIC-108 y P. barengoltzii que tienen 2y 25 veces mds actividad con curdlan que
con laminarina, respectivamente (Shresthaet al., 2011; Qin et al., 2017). A partir de la estructura

resuelta cristalograficamente de la enzima de P. barengoltzii, los autores hipotetizan que el
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limitado espacio en el surco limita la ubicacién de sustratos con ramificaciones pB-1,6 (laminarina
y BC-PCL presentan este tipo de uniones).

Por otro lado, la glucanasa de Arthrobacter sp. presenta una actividad similar con
laminarinay BG-PCL (Doi et al., 1973). Distintivamente, la GH64 de M. oryzae Guyl1 demostrd
preferencia por BG-PCL, mientras que la actividad de la misma enzima utilizando laminarina
como sustrato decay6 por debajo del 1% en relaciéon a BG-PCL (Wang et al., 2021). Mediante un
modelado molecular los autores de este tiltimo trabajo mostraron que el tamafio del sitio activo es
mayor al de P. barengoltzii lo que permitiria degradar polisacaridos con ramificaciones.

De forma comparable aestas dos dltimas glucanasas, EgrGH64 presenta mayor eficiencia
catalitica para BG-PCL frente a laminarina y paramilén. Teniendo en cuenta el modelado
presentado (Figura 33), no observamos diferencias sustanciales en el tamafio del lado céncavo
de la estructura de EgrGH64 en comparacion a las estructuras cristalizadas.

Este enfoque, que incluye ™'MM, aporta herramientas para estudiar sistemas con
caracteristicas especiales, que involucran sustratos con incertidumbre en su masa molecular y
desconocimiento del nimero de sitios de ataque. Si bien se desarroll6 en el contexto del estudio
de enzimas involucradas en la degradacion de la celulosa, también se ha aplicado a otro polimero:
el tereftalato de polietileno (PET) (Baath et al., 2021). En este sentido, decidimos exportar este
enfoque a la caracterizacion de EgrGH64 con sustratos B-1,3-glucanos de nuestro interés. Para
nuestro conocimiento, es la primera vez que se lo utiliza con este tipo de polisacaridos.

El mayor valor de I' observado para BG-PCL, en comparacién a laminarinay paramilén,
se interpreta como una mayor cantidad de sitios de catélisis disponibles para EgrGH64. Este dato,
puede aportar una explicacién al menor valor de Km de BG-PCL, ya que al reconocer més sitios

hay mayor afinidad para realizar la hidrdlisis.

Analisis de los productos de hidrélisis de EgrGH64

Teniendo en cuenta que evidenciamos la actividad B-1,3-glucanasa de la EgrGH64

mediante la cuantificacién de extremos reductores, decidimos evaluar cudl es el patrén de
productos de hidrdlisis. Para esto realizamos digestiones de laminarina y paramilén tomando
muestras a distintos tiempos. Como se muestraen la Figura 37, mediante TLC observamos que
el producto de menor tamafio de la degradacién de ambos sustratos es el pentasacdrido
(laminaripentaosa). La intensidad de sefial aumenta conforme avanza el tiempo de reaccidn y es
mayor en el caso de laminarina que en la degradacion de paramilén. Esto dltimo es de esperar si

tenemos en cuenta la mayor kcat y eficiencia enzimatica que tiene EgrGH64 utilizando laminarina
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Figura 37. TLC de los productos de hidrélisis de EgrGH64 utilizando laminarina (A) y paramilén (B)
como sustratos. La mezcla de reaccién se realiz6 con 25 mg.mL-! de los sustratos en buffer acetato de
sodio pH 4,5 50 mM. S, marcadores (G, glucosa; L2, laminaribiosa; L3, laminaritriosa; L4,
laminaritetrosa; L5, laminaripentaosa; L6, laminarihexaosa); Incubacién por 15 min (1), 30 min (2), 60
min (3), 120 min (4), 180 min (5).

En la base de datos CAZy existen distintas familias cuya principal actividad enzimadtica
reportada es B-1,3-glucanasa, como es el caso de GHS5, GH16, GH17, GH55, GH64, GHS]1,
GH128, GH152, GH157, GH158, entre otras (Lombard et al., 2014). Una caracteristica distintiva
de la familia GH64 se observa al analizar los productos de hidrdlisis: todas las GH64
caracterizadas evidencian como principal producto de hidrélisis la laminaripentaosa (Doi et al.,
1973; Nakabayashi et al., 1998; Kumagai et al., 2016; Qin et al., 2017; Wang et al., 2021; Bai
et al., 2021). Sin embargo, en algunas GH64 se pueden observar como producto secundario
laminarisacdridos de menor grado de polimerizacién (Woo et al., 2014; Krishnan et al., 2019). La
EgrGH64 muestrael patrén cldsico de esta familia de glicosil hidrolasas sin evidenciar productos

de menor tamafio que el pentasacdrido.

Efecto antifiingico de EgrGH64

Debido a los resultados obtenidos para BG-PCL (principalmente la elevada eficiencia

catalitica para degradar el mismo) decidimos evaluar el efecto antifingico de EgrGH64
directamente sobre una levadura. En el laboratorio contamos con Kluyveromyces lactis: una
levadura considerada GRAS (generalmente considerada como segura) ampliamente utilizada en
investigacion bdsica y en la industria biotecnoldgica para producir metabolitos y proteinas
heterdlogas (Spohner et al., 2016). La pared celular de K. lactis estd compuesta principalmente
por 2 tipos de macromoléculas: polisacaridos, un alto contenido de B-1,3- y B-1,6- glucanos; y
proteinas de distinto tipo (Backhaus et al., 2010). Caracteristicas similares se observan en la pared

celular de Saccharomyces cerevisiae (Nguyen et al., 1998; Garcia-Rubio et al., 2020).
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Realizamos un ensayo previamente utilizado para evaluar el efecto antiftingico de
glucanasas: como se describié previamente, se incubd K. lactis con concentraciones variables de
EgrGH64 y esta mezcla se sembré en placa de petri. Como se observa en la Figura 38, el conteo
de las colonias resultantes evidencia una disminucion en la viabilidad dependiente de la dosis de
EgrGH64. Utilizando 0,5 mg.mL-!de EgrGH64 el grado de inhibicién fue de aproximadamente
40% respecto al control. Mds atin, laenzimainhibi6 entre 80% y 60% la viabilidad de la levadura

a una concentracién de 1,0 mg.mL-! (15,4 uM).
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Figura 38. Inhibicién de la viabilidad de K. lactis en funcién de la concentracién de EgrGH64. Las
levaduras se incubaron con distintas concentraciones en buffer citrato de sodio (pH 4,5) a 50°C. (A)
Placa de petride K. lactis previamente incubado en ausencia de EgrGH64. (B) Placa de petri con K.
lactis previamente incubado con EgrGH64 (4,0 mg.mL"). (C) Curva de inhibicién de la viabilidad
(nimero de colonias vs concentracién de EgrGH64).

Previamente, se estudid para B-1,3-endoglucanasas el efecto inhibitorio del crecimiento
de levaduras y hongos, que se deberia a su capacidad de hidrolizar B-1,3-polisacaridos,
degradando la pared celular (de la Cruz et al., 1995; Hong & Meng, 2003; Caseiro et al., 2022).
Esta caracteristica ha llevado a muchas B-1,3-endoglucanasas a ser evaluadas como posibles
agentes de biocontrol (no quimico) contra patégenos en cultivos (El-Shora et al., 2021).
Particularmente, una enzima perteneciente a la familia GH64 mostré inhibicién en la germinacién
de conidios y en la formacién de apresorios (estructurade las hifas especializada en la infeccién)
de Magnaporthe oryzae (Wang et al., 2021). Debido aque no se han observado efectos citotéxicos

de B-1,3-glucanasas en células animales, se ha propuesto utilizar esta actividad antifingica como
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un potencial tratamiento contra infecciones flingicas patégenas. La GH64 de Streptomyces
matensis mostré una inhibicién del crecimiento mayor al 60% en Candida albicans trabajando
con 2 uM de enzima y utilizando la misma metodologia que en el presente trabajo (Woo et al.,
2014). De igual manera, la GH64 de Cellulosimicrobium funkei (1,8 uM) inhibi6 en un 80% el
crecimiento de C. albicans (Bai et al., 2021).

Por esta razén, considerando la marcada inhibicién en la viabilidad de K. lactis por
EgrGH64 de manera dosis-dependiente y los antecedentes observados en otras enzimas de la
familia, serfia interesante continuar lainvestigacion del efecto antiftingico en patégenos humanos
(por ejemplo, género Candida) y también trabajar en la generacién de plantas transgénicas sobre-
expresantes de EgrGH64 para evaluar la tolerancia al estrés bidtico provocado por patégenos

fingicos de plantas.

Procesividad

Se entiende por procesividad a la habilidad de determinadas glucanasas por permanecer
unidas al sustrato entre reacciones hidroliticas consecutivas (Davies & Henrissat, 1995). Esto
implica una ventaja, ya que la enzima evita pasos de disociacién y asociacion entre reacciones de
catdlisis (van Dongen et al., 2014).

Determinar si una enzima es procesiva no es una tarea sencilla, debido a que diferentes
formas de accién pueden dar lugar al mismo producto de hidrélisis (Horn et al., 2012). Uno de
los métodos mas utilizados consiste en realizar una reaccion de hidrélisis del sustrato insoluble,
y posteriormente cuantificar los extremos reductores en fase soluble e insoluble y calcular una
relacién entre ambos valores. Esta técnica se basa en la suposicion de que las exo-glucanasas (que
presentan mono y/o disacdridos como productos de hidrdlisis) siempre son procesivas y generan
extremos reductores solubles. Este modo de accion se encuentra asociado con disposicién tipo-
tunel que presentan este tipo de enzimas (Rouvinen et al., 1990; Divne et al., 1994; S. Wu & Wu,
2020).

En el caso de las endo-glucanasas, que pueden ser procesivas o no, podemos distinguir
analizando la relacién de concentraciones de extremos reductores en la fraccioén soluble y en la
fraccion insoluble. Las endo-glucanasas no procesivas hidrolizan el sustrato en lugares aleatorios,
generando extremos reductores solubles e insolubles, la relacién en este caso es cercana a uno.
Por otro lado, las endo-glucanasas procesivas realizan cortes solamente en el extremo del sustrato
(Irwin et al., 1993; X.-Z. Zhang et al., 2010).

En nuestro caso, realizamos la hidrolisis del paramilén con EgrGH64 y luego de detener
la reaccién centrifugamos la muestra para separar las fases soluble e insoluble. Luego de

cuantificar los azucares reductores en ambas fases calculamos la relacién indicativa de
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procesividad. Con esta metodologia, obtuvimos el perfil de azicares reductores mostrado en la

Figura 39 y una relacién de 7,5.
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Figura 39. Ensayo de procesividad de EgrGH64 en paramilén. Concentracion de azicares reductores
producido en la fraccién soluble e insoluble.

Este valor de 7,5 de relacion se corresponde con lo informado por otros autores en el
estudio de endo-glucanasas. Por ejemplo, en el estudio de unaendo-glucanasa de la familia GHS,
se informé una relacién de 3,4 como endo-glucanasa procesiva (W. Wang et al., 2019). En este
sentido, otro grupo de trabajo, caracterizando enzimas de la familia GH9 determiné que la
mayoria de endo-glucanasas procesivas presentaron unarelacién entre 3,1 y 10,3 (Chiriac et al.,
2010; Zhang et al., 2010; Horn et al., 2012).

Es importante remarcar que este tipo de andlisis no fue previamente utilizado para otros
miembros de la familia GH64, por lo que consideramos que este trabajo es el primero en aportar
informacién acerca del modo de accién de las enzimas de esta familia. Algunos autores sefialan
que el modo de accién procesivo depende, no solamente de la enzima, sino también del sustrato.
Algunos polimeros pueden presentar sus sitios de corte internos en formas mds accesibles que
otros, modificando los resultados de este tipo de ensayos. En este sentido, es importante resaltar
que este tipo de ensayos se han realizado ampliamente con sustratos celuldsicos, pero nunca con
B-1,3-glucanos como el paramilén. Seria de interés cuantificar la relacién de extremos
solubles/insolubles con enzimas de actividad exo-glucanasa en paramilén con el objeto de tener

un valor de comparacion.
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Inmunolocalizacion EgrGH64 en E. gracilis

Con el objeto de obtener anticuerpos especificos contra EgrGH64 realizamos la
inmunizacién de un conejo hembra de raza neozolandesa de 14 semanas de edad. Se implementd
un protocolo de 4 inoculaciones de EgrGH64 purificada en el Centro de Medicina Comparada del
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (CMC-ICIVET Litoral). El suero obtenido del
sacrificio del animal fue evaluado mediante dot-blot para conocer el titulo de este. Posteriormente,
realizamos un western-blot de extractos totales de E. gracilis obtenida de distintas condiciones de
cultivo. De esta manera, observamos una banda mas notoria de ~65 kDa, condiciéndose con el
tamafio predicho y la migracion de la proteina recombinante purificada. Sin embargo, como atn
se diferenciaban otras bandas de menor intensidad de menor tamafio, realizamos una
inmunopurificacion del suero inmovilizando EgrGH64 recombinante en una membrana de
nitrocelulosa. La inmunodeteccion utilizando el anticuerpo primario purificado mostré una
importante mejora al analizar extractos de E. gracilis.

Para tenerinformacién de las condiciones en las que EgrGH64 se expresa en E. gracilis,
evaluamos extractos totales obtenidos de distintos cultivos (Figura 40). De esta manera pudimos
observar sefial de reconocimiento de unabanda con la migracién correspondiente a una proteina
de =65 kDa en las células de los cultivos heterotréficos y anaerobiosis. Otras dos bandas de menor
tamafio (=40 y =50 kDa) se observaron en estas dos muestras. Llamativamente, no observamos
sefial de reconocimiento en los dos cultivos autotréficos.

En paralelo, decidimos analizar las mismas muestras con suero con reconocimiento por
la GH17 de E. gracilis (EgrGH17) para tener un panorama mds amplio del uso de glicosil
hidrolasas en este microorganismo. Esta enzima tiene un tamafio predicho de =45 kDa y este es
el tamafo de la principal banda observada en la placa de revelado. También observamos una
banda secundaria entre 20 y 30 kDa. EI perfil de la placa utilizando este suero como anticuerpo
primario es similar para las cuatro condiciones de cultivo evaluadas. Este suero habia sido
previamente examinado en el grupo de trabajo en la fraccién soluble de lisados de E. gracilis
mostrando una banda Unica de ~45 kDa. En la Figura 40 también mostramos una foto de la

tincién con Rojo Ponceau como control de carga en el experimento.
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Figura 40. Western-blotcon anticuerpos especificos anti-EgrGH64 (conejo) y anti-EgrGH17 (conejo)
de extractos totales de células de E. graciliscrecidas en distintascondiciones. (Ana) Anaerobiosis; (Het)
Heterotrofico. (Aut Osc) Autotréfico + periodo oscuridad; (Aut Luz) Autrotréfico en periodo de luz.
En el panel inferior se muestra una foto de la tincién de la membrana con Rojo Ponceau.

Este ensayo muestra que laabundanciaintracelular de EgrGH64 es regulada dependiendo
de la condicién de cultivo. De forma contraria, EgrGH17 presenté un patrén similar en las
condiciones ensayadas. Esto sugiere una funcién distintiva de ambas glicosil hidrolasas.

En condiciones autotréficas se observa una variacién en el contenido de paramilén en
funcién del ciclo de luz/oscuridad. Cuando la maquinaria fotosintética se encuentra en
funcionamiento (periodo de luz) el poder reductor es utilizado para producir Glc, aumentando el
contenido de paramilén. En el periodo de oscuridad, la célula consume paramilén almacenado
para suplir los requerimientos energéticos disminuyendo el contenido del polimero de reserva en
esta condicién (Cook, 1966). Estas dos situaciones se encuentran plasmadas en nuestro disefio
experimental como Aut Luz y Aut Osc (Figura 40). Sin embargo, no pudimos observar sefial
correspondiente a EgrGH64 en estas condiciones.

La maéaxima proporciéon de paramilén por célula fue informada en condiciones de
crecimiento heterotréfico en E. gracilis sin modificar y mutantes espontaneas sin maquinaria
fotosintética (Barsanti et al., 2001). La heterotrofia fue utilizada para cultivar las células y el

posterior andlisis por western blot se muestraen la Figura 40 como Het. Es posible que en esta
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condicién se genere una dindmica de sintesis y degradacion del polimero, en la cual sea necesaria
la presencia de EgrGH64.

Para lograr la condicién de anaerobiosis (Ana) células crecidas en heterotrofia fueron
lavadas y cultivadas en un medio sin fuente de carbono en oscuridad. De esta manera, se induce
a las células a obtener energia del polimero de reserva. La sefial de deteccidon en esta calle se
condice con la hipétesis de que EgrGH64 participa en la degradaciéon del paramilén: actuando
directamente sobre el polimero o sobre los productos de hidrélisis de este.

Para obtener un mayor entendimiento del rol de EgrGH64 en E. gracilis seria interesante
analizar diversos puntos temporales en las condiciones de cultivo, complementado con sueros que

tengan reconocimiento con otras endo y exo B-1,3-glucansas.
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CONCLUSIONES

En los objetivos del presente trabajo nos propusimos, en términos generales, estudiar
algunas vias dentro del metabolismo de particién de carbono fotoasimilado y su relacién a otras
vias metabdlicas como la redox mediante la caracterizacion enzimatica y estructural de enzimas
involucradas. Utilizando este enfoque, estudiamos una enzima clave en la sintesis de una molécula
antioxidante (EgrGCL) y dos enzimas implicadas en el proceso de transformacién de paramilén
en glucosa u otros di- y oligosacaridos (EgrGH149 y EgrGH64). Durante el transcurso de la tesis,
implementamos técnicas in vitro, in vivo e in silico que nos permitieran aportar informacién
relevante para cada una de las proteinas y su papel en el metabolismo de E. gracilis.

Mediante una exhaustiva bisqueda bioinformaética identificamos un mensajero maduro
codificante para el dominio catalitico de una GCL. Sin embargo, no encontramos ningin
transcripto codificante para la subunidad regulatoria. Esta ausencia es la esperada para una GCL
de origen protista. Realizamos un andlisis del transcripto de interés y, ademds del dominio GCL
en el N-terminal, un dominio perteneciente a la familia de questina oxidasa en el C-terminal. Los
predictores empleados indican una ubicacién citoplasmética del polipéptido. Por alineamiento de
secuencia y modelado molecular determinamos los aminodcidos necesarios y suficientes para
obtener el dominio GCL catalitico funcional. Con esta informacion, encargamos un gen sintético
codificante para EgrGCL. Realizamos la expresion recombinante en E. coli y una cromatografia
IMAC como purificacién. Por medio de cromatografia de exclusién molecular observamos
elusién de EgrGCL correspondiente a una conformaciéon monomérica. En el modelado molecular
realizado, esta enzima presentd una estructura terciaria similar a otras GCL cristalizadas. Los
aminodcidos reportados como relevantes en la interacciéon con Glu y ADP se encuentran
conservados y el sitio activo se localiza en una serie de ldminas-f anti-paralelas. Medimos
actividad enzimatica cuantificando liberacién de Pi por método verde de malaquita. EgrGCL
evidenci6 actividad enziméticaempleando Glu, Cys y ATP como sustrato y Mg+ como cofactor
en las condiciones ensayadas. Realizamos curvas de saturacién para los tres sustratos y
calculamos los pardmetros cinéticos correspondientes. Estos valores son comparables a otras GCL
caracterizadas del grupo 2. De esta manera, este estudio aporta informacién relevante en la
asignacién secuencia-funcién de EgrGCL. A nuestro conocimiento, esta enzima es una de las
primeras enzimas del metabolismo redox en ser producida recombinante y estudiada
cinéticamente.

Con el objeto de recolectar informacién sobre la fosfordlisis en E. gracilis, seleccionamos
a EgrGH149, unaenzima perteneciente a una familia de fosforilasas recientemente reportada. A
partir de un gen sintético codificante para EgrGH149 realizamos la expresiéon y purificacién
adaptando el protocolo reportado previamente. Esto nos permitié obtenerla en forma soluble y

activa. La elevada producciéon de la proteina recombinante y los dos procedimientos
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cromatograficos utilizados en su obtencién nos permitieron trabajar con una muestra de elevada
pureza apta para su posterior caracterizacion. Mediante cromatografia de exclusién molecular
analitica, demostramos que EgrGH149 presenta una estructura cuaternaria homodimérica.
Realizamos un modelado molecular contemplando esta informacién en el cual pudimos
identificar los dominios caracteristicos de la familia GH149. Comparamos las penalizaciones
termodindmicas de unién de laminarisacdridos al sitio activo putativoy a la superficie de unién a
oligosacaridos mediante dindmica molecular. El primero disminuye la afinidad conforme crece el
oligosacarido de manera andloga a los ensayos cinéticos y el segundo presenté menor
penalizacién con el hexasacdrido. Los ensayos de mutagénesis sitio dirigida corroboraron que el
sitio predicho como catalitico cumple una funcién crucial en fosfordlisis y fosfordlsis inversa.
Caracterizamos también cinéticamente a EgrGH149 en ambos sentidos de reaccidn, previa
determinacion de las condiciones 6ptimas de reaccidon. En ambos casos esta enzima demostré una
mayor eficiencia catalitica a medida que el grado de polimerizacién disminuia. La enzima es
especifica para la utilizacion de B-1,3-glucanos de baja masa molecular. Confirmamos que
EgrGH149 utiliza un mecanismo de reaccién con inversion de la configuraciéon anomérica. Esta
enzima no present6 actividad ni capacidad de unién a laminarina y paramilén, indicando que la
misma solo tendria funcién en E. gracilis usando laminarisaciridos de baja masa molecular o
glucosa como sustratos. Mediante microscopia confocal observamos sefial en el citosol formando
agrupaciones mds intensas en las inmediaciones de los granulos de paramilén. Todos estos datos
se encuentran en la linea de que EgrGH149 actda sobre laminarisacaridos, principalmente los de
menor grado de polimerizacion. Por esta razén, otras enzimas deberian actuar directamente sobre
el paramilén. En este sentido, decidimos incluir en el andlisis de esta tesis una endo-glucanasa
que pudiera estar involucrada directamente en la hidrdlisis del paramilén.

Mediante una bisqueda bioinformética, identificamos un transcripto codificante parauna
putativa B-1,3-endoglucanasa en el transcriptoma de E. gracilis. A través de sintesis de novo
obtuvimos este gen y realizamos su expresion en E. coli BL21(DE3) con unaetiqueta de histidinas
en el N-terminal. Ensayamos distintas estrategias de expresion debido a la dificultad para expresar
EgrGH64 en forma soluble y activa. La implementacién de un medio de cultivo rico
suplementado con etanol permitié expresar una cantidad suficiente de proteina en solucién para
que la purificacién tenga buenos rendimientos. Esta purificacién consté de dos etapas: IMAC y
cromatografia de exclusiéon molecular. Obtuvimos un modelado de EgrGH64 con buenas
puntuaciones de evaluacién de estructuras predichas. Los andlisis sobre este modelo mostraron
una conservacién en los dominios principales y los aminodcidos cataliticos descriptos
previamente en la familia GH64 con un posible plegamiento B-sandwich en el dominio C-
terminal. La proteina purificada exhibié actividad enzimatica con f-1,3-glucanos de distintas
caracteristicas (laminarina, paramilén y BG-PCL), sin poder hidrolizar B-1,4-glucanos. Las

condiciones 6ptimas de reaccion se establecieron a pH 4,0-5,0 y 50°C. El principal producto de
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hidrélisis de laminarina y paramilén fue laminaripentaosa, de igual manera a lo observado en la
mayoria de las GH64. Implementamos un enfoque de caracterizacién cinética que mds adecuado
que el clasico para el trabajo con sustratos poliméricos e insolubles basado en realizar dos tipos
de ajustes. La eficiencia catalitica de esta enzima mostré el siguiente patrén:
paramilén<laminarina<BG-PCL. Este patrén refleja el menor valor de Km para BG-PCL en
comparacion a los otros dos sustratos. De esta manera, pudimos observar que EgrGH64 reconoce
la misma densidad de sitios de ataque en laminarina y paramilén, mientras que este valor es mayor
en BG-PCL. También mostramos que el patréon de azucares reductores soluble e insolubles
generados se corresponde con el de endoglucanasas procesivas. Evidenciamos la presencia de esta
enzima por western-blot en cultivos heterotréficos y en condiciones de anaerobiosis utilizando
anticuerpos especificos. Observamos una significativa capacidad de EgrGH64 para disminuir la
viabilidad de K. lactis de forma dosis dependiente en las condiciones evaluadas. EgrGH64 es la
primer B-1,3-endoglucanasa de E. gracilis producida en forma recombinante usando un sistema
de expresién procariota. Su caracterizacion soporta la idea de que, in vivo, se encuentra
involucrada en el metabolismo del paramilén. Esto podria ser hidrolizando directamente este
polimero y/o actuando sobre productos de hidrdlisis de este (laminarisacdridos).

En los dltimos afios, ha crecido el interés en E. gracilis debido a su potencial comercial y
tecnoldgico, y con esto se han incrementado significativamente los trabajos cientificos que buscan
entender su metabolismo. Sin embargo, la informacién en el drea de la enzimologia atin es
limitada, por eso consideramos que el enfoque empleado en el presente trabajo es adecuado para
ayudar al entendimiento de este euglénido. Consideramos que los estudios realizados en EgrGCL,

EgrGH149 y EgrGH64 aportan informacién valiosa sobre el repertorio enzimético de E. gracilis.
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