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Introduccion

1 INTRODUCCION
1.1 Flavoproteinas
1.1.1 La versatilidad de las flavoproteinas

Los cofactores extienden la quimica de las enzimas, permitiendo el curso de
reacciones que no podrian catalizarse explotando unicamente las propiedades de las
cadenas laterales de los aminoacidos. Estos pueden ser compuestos inorganicos ionicos
(generalmente cationes metalicos) o moléculas organicas llamadas coenzimas. Las
coenzimas que participan en reacciones de oOxido-reduccion poseen estructuras y
potenciales redox adecuados para la transferencia de electrones o de atomos de
hidrégeno (Figura 1.1.A). Los piridin nucleétidos, como el NAD" y el NADP', en
general son facilmente disociables de las proteinas, y funcionan como transportadores
de atomos de hidrogeno. En cambio, las flavin coenzimas como el FAD o el FMN
(Figura 1.1.B), interaccionan de forma muy estrecha con las proteinas, o establecen
enlaces covalentes con las mismas (1). Cuando una coenzima se encuentra unida muy
fuertemente a la proteina, recibe el nombre de grupo prostético. Si bien el FAD, el FMN
y la riboflavina son las flavin coenzimas mas comunes, también se han descripto un
numero de flavinas modificadas, tales como el 8-hidroxi-FAD, o el 6-hidroxi-FAD que
tienen propiedades fisicoquimicas particulares (2).

Las flavoproteinas son polipéptidos que poseen derivados de flavina
firmemente unidos y participan en un amplio espectro de procesos de 6xido-reduccion
(2). La gran mayoria de las flavoproteinas descriptas hasta la fecha son enzimas,
también llamadas flavoenzimas. Asimismo, casi todas las flavoenzimas son oOxido-
reductasas, segiin la clasificacion establecida por el Comité de Nomenclatura de la

Unién de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB). En la nomenclatura EC de



Introduccion

A. Piridin nucleotidos
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Figura 1.1. Principales coenzimas que participan en reacciones de 6xido-reduccion. Los
planos azul y verde indican la convencion que define las caras de la coenzima. A,
Piridin nucledtidos: estructura de las coenzimas oxidadas y detalle de la porcion
nicotinamida en su forma reducida. Se indica en verde el grupo 2' fosfato que distingue
el NADP" del NAD', en celeste la numeracion estandar para los atomos del anillo de
nicotinamida, y en rojo la nomenclatura de los dtomos de hidrogeno del carbono 4 del
mismo anillo. B, Flavin nucleétidos: estructura de las coenzimas oxidadas y detalle de
la porcion isoaloxazina en su forma reducida. Se indica en celeste la numeracion
estandar para los atomos de la isoaloxazina y la nomenclatura de los tres anillos que la
componen, y en rojo las diferencias entre las formas oxidada y reducida.
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cuatro nimeros, el primer nimero indica una de las siguientes clases (clases de nivel 1 6
clasesn): 1: 6xido-reductasas, 2: transferasas, 3: hidrolasas, 4: liasas, 5: isomerasas y 6:
ligasas. En la clasen; EC 1 u 6xido-reductasas, el segundo nimero (clasen;) indica la
naturaleza del dador de electrones y el tercer numero (clasens) especifica el aceptor de
electrones. En todos los casos, el cuarto ntimero (clasens) s6lo implica un orden
correlativo dentro de una especificacion de clasesninans. Las  Oxido-reductasas
representan una de las clasesy; de enzimas mas abundante, y son de extrema
importancia en el metabolismo de cualquier organismo vivo. En la base de datos
ENZYME version 25.0 de julio de 1999 con actualizacion al 15 de enero de 2000 (3), se
contabilizan 3389 enzimas distintas, de las cuales 897 pertenecen a la clasen; de las
oxido-reductasas, constituyendo un 26,5 % del total.

Mas del 95 % de las flavoenzimas conocidas han sido clasificadas como
oxido-reductasas. Con el fin de representar la distribucion de las flavoenzimas entre las
oxido-reductasas se llevdo a cabo una busqueda exhaustiva como se describe en la
seccion 2.1.1 de Materiales y Métodos, cuyo resultado puede apreciarse en la Figura
1.2. Se han resaltado en la figura las 50 clases; n2n3 que poseen entre sus integrantes al
menos una enzima con un flavin nucleotido como grupo prostético, de un total de 82
clases; non3 de Oxido-reductasas. Estas flavoenzimas participan en una extensa gama de
reacciones, tan diversas como la deshidrogenacion de D-aminodcidos, la activacion del
dioxigeno o la emision de luz (2). En sintesis, las flavoenzimas son capaces de catalizar
el 61 % (50/82) de los diferentes tipos de reacciones de 6xido-reduccion conocidos,
exhibiendo una versatilidad inusual en las enzimas dependientes de otros cofactores (2).

Las escasas flavoproteinas que no son enzimas pueden dividirse en dos
grandes grupos. Uno de ellos estd formado por transportadores de electrones como las

flavodoxinas (4) y las ETF o "electron transferring flavoprotein" (5) que participan en



Introduccion

.
Enzimas de 5 .
= © 2
clasey; EC 1 g 2 5 9
= — .
oxido-reductasas g © o+ 2 5 9 |
— © 5 2 ., g 3 2
14 3 = X @ o x
o) o o o o o - ~ o
= ° = « - 8 8 T o+ <«
m & g o + + 8 g + S +
(0] - - - 5 y
. S 5 © T 0
n < 5 8 + ff.88%8¢,
= o z = o S g 48 8w 5 3 6 ¢
a £ c | © < < > L T ® > O
m: cantidad de clasesys con al ol o <Z( @ o o @2 @ Z 2 &8 ¢ ¢ = 2 3
menos una flavoenzima ul 2 ] ° 5 @ 5 .5 . = s 2 E q
€ o E o @ £ 0o ¢$ o 9 2 v O O o @ @ T g ©
n: cantidad total de clasess Nl = c ¢ € 5 3 8 & @ X 22 %X T T © £ = £ O ©
| 0t 5 © 6 £ & ¥ 9 ¢ 5 9 b cC o B 5 o o
a2 8 253838522 58358 88
°l2 2 3 5 3 5 835 58 & + 4+ 22z &5 3 & 8 B
CLASEy; [DADOR] 1 1 2 3 4 5 6 6 7 811 11 12 12 13 14 15 16 17 18 99
2 11
grupo CH-OH 1 )
grupo aldehido u oxo 2 . .
grupo CH-CH 3 ' %‘9‘
grupo CH-NH, 4 e '
grupo CH-NH 5 . 1(5)
NADH o NADPH 6 :
otros comp. nitrogenados | 7 :
grupo azufrado 8 :
grupo hemo 9 ’
difenoles o similares 10 :
peréxido 11
hidrégeno 12 .. . .
dadores simples, + oxig. |13 .
pares dodadores, + i, |1 (3 m@---.-
radical superéxido 15
oxida iones metalicos 16
grupo -CH, 17 .
ferredoxina reducida 18
flavodoxina reducida 19
otras oxido-reductasas 97

Figura 1.2. Oxido-reductasas y flavoenzimas. Enzimas de clasey; EC 1 (6xido-
reductasas) ordenadas en forma de matriz bidimensional, cada fila representa una
clasen; (segundo numero EC) y cada columna refiere a una clasens (tercer nuimero EC).
En las descripciones de clasesn; y clasesns se indican los grupos o moléculas sobre los
cuales actua la enzima, en azul si es un dador de electrones o en rojo si es un aceptor;
comp.: compuesto, flavopr.: flavoproteina, + oxig.: incorporacion de oxigeno molecular,
+1 oxig.: incorporacion de 1 atomo de oxigeno, +2 oxig.: incorporacion de 2 dtomos de
oxigeno, +1 oxig. a c¢/dador: incorporacion de 1 dtomo de oxigeno a cada uno de dos
dadores, +2 oxig. a un dador: incorporacion de 2 dtomos de oxigeno al mismo dador.
Los puntos en la matriz indican un tipo de enzima inexistente, los recuadros con fondo
amarillo representan una clase; n2 N3 con al menos una flavoenzima entre sus integrantes
y los recuadros con fondo blanco, aquellas clases;non3 que no poseen flavoenzimas
entre sus integrantes. El procedimiento seguido para la construccion de la tabla se
detalla en la seccion 2.1.1 de Materiales y Métodos.
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reacciones bioldgicas de oxido-reduccion, aunque no muestran actividad enzimadtica
per se. El otro grupo lo constituyen flavoproteinas sensoras, reguladas por factores
ambientales que afectan su estado redox, como ser luz, oxigeno o voltaje (6). El
dominio que porta el flavin nucledtido se ha denominado LOV, por "Light Oxigen
Voltage". Las funciones de las flavoproteinas sensoras con dominios LOV son muy
diversas: NIFL es un regulador de la fijacion de nitrogeno presente en bacterias (7),
AER es un mediador bacteriano de la aerotaxis (8) y NPHI es un fotorreceptor
involucrado en el fototrofismo de las plantas superiores (6).

Recientemente se han realizado clasificaciones de las flavoproteinas desde un
punto de vista estructural-evolutivo més que funcional (9, 10). Los analisis se basaron
en la comparacion de las aproximadamente 200 estructuras tridimensionales de
flavoproteinas conocidas hasta el presente, identificindose un nimero reducido de
plegamientos diferentes. Estos estudios concluyen que la clasificacion estructural de
flavoproteinas no muestra correlacion con su clasificacion funcional, indicando que las
interacciones proteina-flavina especificas que gobiernan la reactividad pueden ser

variadas en un plegamiento comun generando un gran namero de actividades diferentes.

1.1.2 Propiedades quimicas de las flavin coenzimas

La 7,8-dimetilisoaloxazina es la parte de la molécula de flavina que
participa activamente en los procesos de oxido-reduccion (Figura 1.1.B, detalle de la
forma reducida). La reduccion de la flavina ocurre reversiblemente en dos pasos de
transferencia de un so6lo electron pasando por un estado radicalario o semiquinona, o en
un sbélo paso de transferencia de dos electrones involucrando cambios que afectan
particularmente las posiciones N(1), C(4a) y N(5) del anillo. El potencial medio de esta
conversion es aproximadamente -200 mV a pH 7, pero el mismo puede aumentar o

disminuir dentro de un rango de 600 mV a través de interacciones con la proteina (2).
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La modulacion de la reactividad de la flavina puede deberse a efectos sobre la
termodindmica o sobre la cinética de una reaccion. El nucleo de pirimidina (anillo C) es
deficiente en electrones, por lo que, en términos termodinamicos, cualquier interaccion
que tienda a disminuir su densidad de carga negativa incrementara su potencial redox.
La flavina reducida puede interpretarse como una  parte
1,2-diamino-4,5-dimetilbenceno rica en electrones (anillo A), fusionada con un
5,6-diamino-uracilo (anillo C). Esta ultima parte de la flavina localiza y estabiliza los
electrones tomados por la flavina oxidada. El grado de estabilizacion o desestabilizacion
de la carga negativa constituye un factor importante para gobernar el potencial redox.
Asi, mientras una carga positiva en la proteina cerca del anillo de pirimidina contribuira
a incrementar el potencial redox, la presencia de una carga negativa o de un ambiente
hidrofobico lo disminuird (2). Es importante remarcar que las reacciones de la flavina
con un sustrato determinado ocurren preferentemente en una posicion determinada de la
isoaloxazina, especifica para cada tipo de reaccion. Un impedimento estérico que
dificulte el acceso a una posicion especifica de la flavina, puede impedir el curso de una

reaccion determinada, sin afectar en absoluto a otra reaccion (2).

1.1.3 Propiedades espectroscopicas de las flavin coenzimas

En la Figura 1.3 estan representados los tres estados de oxidacion de las
flavinas. En cualquiera de ellos, las formas neutras poseen un sistema de orbitales
moleculares © basado en 16 orbitales atdmicos p, aunque difieren en el nimero de
electrones T que alojan: 18 para la forma oxidada, 19 para la forma radicalaria y 20 para
la forma reducida (11). Los distintos estados de oxidacion de la flavina le confieren
caracteristicas espectroscopicas particulares que determinan su color: amarillo para la
forma completamente oxidada, rojo para el radical cationico, azul para el radical neutro

e incoloro para las formas completamente reducidas. Asi, el color amarillo caracteristico
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Figura 1.3. Los tres estados de oxidacion de las flavinas y los conjugados acido-base
normalmente accesibles en cada nivel de oxidacion. En la linea superior se presentan
tres conjugados dcido-base de la forma completamente oxidada de la flavina, en la linea
media, tres conjugados de la forma radicalaria (semiquinona) y en la linea inferior, tres
conjugados de la forma completamente reducida. En cada linea se representa en rojo la
forma catidnica, en negro la forma neutra y en azul la forma anionica. Debajo de cada
estructura se detalla la abreviatura correspondiente y las longitudes de onda de los picos
de absorcion caracteristicos. Adaptado de referencia 11.



Introduccion

de la forma mas estable de la mayoria de las flavoproteinas es consecuencia del estado
oxidado de la flavin coenzima.

Las flavinas son moléculas fluorescentes, con pardmetros espectrales que
dependen de las caracteristicas particulares del ambiente molecular que las rodea, lo que
las convierte en grupos reporteros naturales para las flavoproteinas. Aunque la mayoria
de los datos de fluorescencia de proteinas son obtenidos utilizando los residuos
triptofano como sondas intrinsecas, el uso del grupo prostético como reportero en las
flavoproteinas es mas ventajoso. La mayoria de las proteinas posee varios residuos
triptofano, lo que hace ambigua la interpretacion de los resultados a causa de las
diferentes contribuciones a la fluorescencia de distintos residuos triptofano, mientras
que muy pocas flavoproteinas poseen mas de una flavina como grupo prostético.
Ademas, la fotofisica del triptofano es mas complicada que la del residuo isoaloxazina
de las flavinas naturales. Sin embargo, en la mayoria de los casos la fluorescencia de
una flavina unida a una flavoproteina es muy débil comparada con la fluorescencia de la
misma flavina libre, lo que exige sistemas de deteccidon sensibles y extremo cuidado

para evitar la presencia de flavina libre en una muestra de flavoproteina (12).

1.2 Ferredoxina-NADP" reductasas plastidicas

1.2.1 Descubrimiento de la enzima y su caracterizacion inicial

En 1956 Avron y Jagendorf (13) describieron por primera vez el
aislamiento, a partir de cloroplastos de espinaca, de una “diaforasa TPNH”, es decir,
una flavoenzima capaz de transferir electrones hacia y desde NADP(H). La
participacion de esta flavoproteina en la catédlisis del ultimo paso de la cadena
fotosintética de transporte de electrones fue claramente establecida en los afios
siguientes, principalmente a través del trabajo de M. Shin y D. 1. Arnon (14). Ellos

llamaron a la enzima ferredoxina-NADP" reductasa (EC 1.18.1.2, abreviada FNR) y
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demostraron que su funcion fisioldégica en cloroplastos es mediar la transferencia
reversible de electrones entre dos moléculas de ferredoxina, transportador obligado de

un electron, y una molécula de NADP(H):
2 Fd.Fe” + NADP" + H =—= 2Fd.Fe” + NADPH [Ecuacion 1.1]

La Ecuacion 1.1 describe la tinica reaccion de FNR cuya relevancia fisioldgica esta
establecida sobre bases firmes, llevando a la inclusion de esta enzima en la clase
funcional de flavoproteinas llamadas deshidrogenasas / electron transferasas (15). Las
FNRs de plantas son capaces de mediar la 6xido-reduccion de ferredoxinas de diversos
origenes y con diferentes grupos hierro-azufre, asi como de flavodoxinas (Fld) que
contienen FMN como grupo prostético (16). Las flavodoxinas se sintetizan en bacterias
ya sea constitutivamente o como respuesta al crecimiento en condiciones deficientes en
hierro. Ademas de ferredoxinas o flavodoxinas, otros aceptores de electrones pueden
participar en la oxidacion mediada por FNR de NADPH, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
NADPH + H™ + n Aox ——> NADP' + n Ared [Ecuacién 1.2]

en la cual Aox y Ared representan las formas oxidada y reducida del aceptor de
electrones, el término n representa uno o dos, dependiendo del comportamiento del
oxidante como transportador de un electrén (ferricianuro, citocromos) o de dos
electrones (NAD", indofenoles). La ferredoxina es estrictamente necesaria para la
reduccion in vitro del citocromo ¢ y también facilita la transferencia de electrones al
oxigeno molecular. Estas reacciones consisten en la reduccién inicial de ferredoxina
como se muestra en la Ecuacion 1.1, seguida de su rapida reoxidacion no enzimatica
por el aceptor final de electrones. En la Tabla 1.1 se presenta un sumario de las

reacciones catalizadas por FNR.

11



Introduccion

Tabla 1.1 Diferentes actividades asociadas con ferredoxina-NADP" reductasas”

Dador de electrones  Aceptor de electrones  Actividad Keat [s"l]
Fd NADP" ferredoxina-NADP" 500
reductasa
NADPH ferricianuro de potasio diaforasa 100-500”
indofenoles
viologenos

sales de tetrazolio

NADPH Fd-citocromo ¢ citocromo c¢ reductasa 50-100
NADPH NAD' transhidrogenasa 5-10
NADPH 0,, Fd-O, oxidasa 0,5

@ Datos obtenidos de las referencias 16 a 21.
b Las constantes cataliticas varfan de acuerdo al aceptor electronico empleado.

1.2.2 Distribucion y funciones en los organismos vivos

Luego de la identificacion de una FNR cloropléstica, se aislaron
flavoproteinas equivalentes a partir de una variedad de tejidos y organismos, tanto
fototrofos como heterotrofos. En organismos no fotosintéticos, la reaccion descripta por
la Ecuacion 1.1 esta desplazada hacia la reduccion de Fd o Fld, proveyendo electrones
para metabolismos tan diversos como la hidroxilacion de esteroides en mitocondrias de
mamiferos (22), oxidacion de metano en bacterias metanotrofas (23), activacion
reductiva de enzimas biosintéticas en Escherichia coli y otros procariotas (24), asi como
fijacion de hidrogeno y nitrégeno en anaerobios (25).

En cloroplastos y cianobacterias, la ferredoxina es reducida por una reaccion
fotoquimica a nivel del fotosistema I. FNR media la transferencia de electrones desde
esta proteina hierro-azufre reducida al NADP", con la consiguiente formacion del

NADPH necesario para la fijacion de CO, y otras vias biosintéticas (16). Las
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flavodoxinas de cianobacterias son capaces de reemplazar funcionalmente a la
ferredoxina durante la fotorreduccion del NADP" (26).

Ademas de FNRs cloroplasticas, sistematicamente se han detectado
isoformas de FNR en tejidos no fototrdéficos de plantas, incluyendo frutos y raices (27).
Las reductasas no fotosintéticas muestran esencialmente las mismas propiedades
cinéticas y exhiben determinantes antigénicos en comun con su contraparte cloroplastica
(27, 28). La presencia de FNR en tejidos de plantas heterotrofos es consistente con la
existencia de una via redox (comprendiendo NADPH, ferredoxina y FNR) que provee
equivalentes de reduccion a enzimas dependientes de ferredoxina involucradas en el
metabolismo de nitrégeno, como ser nitrito reductasa y glutamato sintasa (27, 28). En
heterocistos de cianobacterias, una via similar provee el poder reductor necesario para la
fijacion de dinitrogeno a través de la nitrogenasa (25).

El aislamiento de clones de FNR a partir de varios tejidos de diversas
plantas confirmo6 que las reductasas cloroplasticas y heterotrofas estan codificadas por
diferentes unidades de transcripcion, y permitid la caracterizacion de los elementos
regulatorios en cis para ambos tipos de genes (29, 30). Se cree que las células de plantas
son absolutamente dependientes de ferredoxina y FNR, atn en ausencia de cloroplastos.
La flavoproteina cloropléstica (y las FNRs de células vegetativas de cianobaterias) son
unicas en el sentido que, bajo condiciones fisioldgicas, ellas conducen la reaccion de la
Ecuacién 1.1 hacia la reduccion de NADP', mientras que las enzimas presentes en
plastidos no fotosintéticos siguen la tendencia general de la familia de la reductasa: la
generacion de ferredoxina reducida para una plétora de vias metabolicas.

Es ahora claro que ademds de sus funciones especificas en los diferentes
organismos y tipos celulares, las FNRs pueden jugar un papel critico en la defensa

celular concertada contra el dafio oxidativo. La reductasa de Escherichia coli se induce
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especificamente por radicales superoxido. La inactivacion de esta flavoenzima genera
bacterias altamente sensibles a los compuestos propagadores de radicales (31). La
complementacion de estas células mutantes con un gen de FNR de plantas restablece la
tolerancia oxidativa a los niveles de la cepa silvestre, indicando que la reductasa se
comporta como un detoxificador de radicales dafiinos en el huésped bacteriano (32, 33).

Todavia no se ha demostrado una funcion andloga en las FNRs de eucariotas.

1.2.3 Sintesis y transporte del precursor de ferredoxina-NADP' reductasa

plastidica

La FNR cloroplastica es de codificacion nuclear y es sintetizada en
ribosomas citosdlicos libres como un precursor (preFNR), conteniendo una extension
amino terminal de ~ 5 kDa (34). Esta extension, llamada péptido transito, permite a la
proteina precursora ser dirigida y translocada a través de la envoltura plastidica. Durante
o inmediatamente después de la importacion, el péptido transito es cortado por una
proteasa del estroma (34) y la proteina madura se une a la cara externa de la membrana
tilacoidal a través de una proteina de 17 kDa (20, 35).

El desarrollo de sistemas para la expresion de FNR madura y precursor de
FNR, tanto en Escherichia coli (36, 37) como en Saccharomyces cerevisiae (38),
permitid la caracterizacion del proceso de importacion de esta proteina a cloroplastos.
Se comprobo que el precursor de FNR posee caracteristicas estructurales similares a las
de la proteina madura, contiene FAD firmemente unido (21) y es enzimaticamente
activo (39). El precursor pudo ser purificado e importado a cloroplastos aislados en una
forma dependiente de ATP y estimulada por agregado de extractos de hojas,
produciéndose su procesamiento a la forma madura de la enzima (21). Posteriormente
se determinaron los parametros cinéticos del proceso de importacion (40) y se

comprobd que la unién a la envoltura cloroplastica no es suficiente para provocar el
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despliegue del precursor (39). Aunque es aceptado que preFNR debe desplegarse
durante el transporte a través de la membrana, hasta el momento no se han elucidado los
mecanismos de ensamble de la enzima, ni de incorporacion de su grupo prostético

dentro del plastido.

1.24 Estructura terciaria de ferredoxina-NADP" reductasa

Las FNRs de plantas son proteinas hidrofilicas de aproximadamente 35 kDa,
que contienen una molécula de FAD no covalentemente unido por molécula de
apoproteina (14, 41). Se han determinado (o deducido de secuencia de nucledtidos) las
secuencias de aminoacidos de FNRs provenientes de plantas, algas y cianobacterias (30,
34, 42-57). Para aquellas reductasas que se encuentran en organismos fotosintéticos se
ha propuesto la denominacion de FNRs tipo planta o plastidicas (58). Las estructuras
primarias de las FNRs plastidicas se encuentran moderadamente conservadas a lo largo
de toda la secuencia, exceptuando los péptidos transito que son mucho mas variables, y
ciertas regiones que interaccionan con el FAD y el NADP(H), que muestran un alto
grado de conservacion (58). Las FNRs de cianobacterias contienen una extension amino
terminal adicional, de aproximadamente 10 kDa, cuya secuencia esta relacionada a los
péptidos de union a ficobiliproteina (45, 47). Este dominio extra no parece participar en
la actividad enzimatica, y muy probablemente se pliega independientemente de los
dominios reconocidos en las reductasas plastidicas (47).

Se conocen las estructuras tridimensionales de FNRs plastidicas
provenientes de hoja de espinaca (41, 59) y de la cianobacteria Anabaena PCC7119
(60). Las mismas fueron determinadas independientemente y resultaron muy similares,
confirmando que la estructura de la enzima se encuentra altamente conservada entre los
organismos fotosintéticos. La flavoproteina estd formada por un dominio amino

terminal para la union del grupo prostético FAD y otro carboxilo terminal para la unién
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del sustrato NADP" (Figura 1.4.A). Cada uno de los dominios contiene
aproximadamente 150 aminoacidos, aunque los primeros aminodcidos del extremo
amino terminal no son visibles en los mapas de densidad electronica por encontrarse
desordenados. En la Figura 1.4.B puede apreciarse un diagrama topoldgico de ambos
dominios estructurales. El dominio amino terminal es un barril de dos laminas [
conformado por seis cadenas antiparalelas, una hélice o y un giro mantenido por una
pequena lamina B de dos cadenas antiparalelas (41, 60). El dominio carboxilo terminal
es un arreglo de cinco cadenas [ paralelas rodeadas por hélices a (41, 60),
constituyendo una variante del tipico plegamiento de Rossmann para unién de
dinucleotidos (61, 62). Cada dominio es una estructura compacta que une la mayor parte
de su nucledtido respectivo, aunque ambos cofactores también interactiian con algunos
residuos del otro dominio (Figura 1.4.C). Una gran hendidura entre ambos dominios
permite la unién de ferredoxina, mientras que una cavidad hidrofobica de 200 A’
localizada en el dominio carboxilo terminal, cerca de la superficie de la proteina y
distante del sitio activo, estaria involucrada en la unién a la membrana tilacoidal (59,
60). Recientemente se ha determinado la estructura cristalografica de FNR plastidica
proveniente de raices de maiz, aunque €sta atin no ha sido depositada en bases de datos
El plegamiento resulta muy similar al de FNR de hoja de espinaca, siendo la principal
caracteristica distintiva el establecimiento de un puente disulfuro en el dominio amino

terminal de la enzima (63).
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dominio para la union del FAD dominio para la union del NADP+

Figura 1.4. Estructura terciaria de la ferredoxina-NADP' reductasa de Spinacia
oleracea (59). Las lineas de puntos representan los primeros 18 residuos de FNR, que
no son visibles en el mapa de densidad electronica (59). El extremo amino terminal se
indica con N y el carboxilo terminal con C. El FAD se representa en color amarillo. Los
numeros sobre regiones coloreadas sefialan las seis regiones conservadas que definen a
la familia FNR. A, Diagrama de cintas representando los dominios para union de FAD
(rojo) y de NADP" (celeste). B, Diagrama topolégico de FNR; rectangulos: hélices o,
flechas: cadenas B, rojo: dominio del FAD, azul: dominio del NADP'. C,
Representacion de los Co de FNR, mostrando las regiones conservadas que
interaccionan con el FAD (rojo) o con el NADP" (azul).
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1.2.5 Ferredoxina-NADP" reductasa plastidica: prototipo de una familia

estructural

1.2.5.1 Familia ferredoxina-NADP" reductasa

Las FNRs plastidicas constituyen el prototipo de una estructura de dos
dominios que se encuentra en muchas oxido-reductasas flavin dependientes que
transfieren electrones de uno en uno, desde piridin nucledtidos hacia aceptores de un
electron. En un principio esta gran familia de flavoproteinas fue definida por la
presencia ordenada a lo largo de la cadena polipeptidica, de seis grupos de residuos
altamente conservados que interaccionan con el flavin o el piridin nucledtido (41, 64,
Figura 1.5). En la familia FNR se han incluido diversas proteinas, como ser la 6xido
nitrico sintasa, la citocromo P450 reductasa, la sulfito reductasa, la NADPH oxidasa de
neutréfilos, la flavohemoglobina, la citocromo b5 reductasa, la nitrato reductasa y la
ftalato dioxigenasa reductasa. Todas ellas poseen dos dominios tipo FNR, uno para la
unién de FAD o FMN y el otro para la union de NAD(H) o NADP(H). Ademas, algunas
tienen dominios extra que posibilitan la interaccionan con membranas, la fijacion de
centros hierro azufre o de grupos hemo (65). Segin este esquema, los miembros de la
familia que contienen FAD se distinguen de aquellos que contienen FMN por la
secuencia consenso que define al segmento 2. Asimismo, la secuencia consenso que
caracteriza al segmento 4 permite diferenciar los miembros NADP(H) dependientes de
aquellos NAD(H) dependientes (64). Como se observa en el alineamiento de secuencias
de la Figura 1.5, las FNRs plastidicas muestran una gran conservacion en estas
regiones.

En proteobacterias, la ferredoxina-NADP" reductasa se denomina FPR o

flavodoxina-NADP" reductasa (24). Las FPRs muestran una baja identidad de secuencia
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Figura 1.5. Secuencias conservadas que caracterizan a la gran familia FNR. Se indica la
ubicacion de los segmentos peptidicos en un esquema a escala de la secuencia primaria
de FNR de espinaca (Spinacia oleracea). La secuencia consenso del segmento 2
corresponde a proteinas con FAD, y la del segmento 4 a aquellas dependientes de
NADP(H). En negrita: residuo absolutamente conservado, x: cualquier residuo
aminoacidico. En el alineamiento de FNRs, se indica con un niimero sobre el primer
aminoacido de cada segmento la posicion relativa en la secuencia de la FNR madura de
espinaca que tiene un total de 314 residuos (43). Los numeros de acceso de las

secuencias se detallan en las Figuras 3.1 y 3.3.
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con las FNRs plastidicas, pero se ajustan al consenso definido para la familia FNR
(Figura 1.5). El anélisis de las dos estructuras tridimensionales de flavodoxina-NADP"
reductasas elucidadas hasta el momento, FPR de Escherichia coli (66) y FPR de
Azotobacter vinelandii (67), corrobora la inclusion de las FPRs en esta familia. Como se
observa en la Figura 1.6, una particularidad de estas estructuras es el inusual
plegamiento sobre si mismo que adopta el FAD, una conformaciéon que solo se ha
encontrado en la ADN fotoliasa (68). Esta flavoenzima es responsable de la reparacion
de los dimeros de piridina en el ADN (69). Una transferencia de electrones inducida por
luz reduce al FAD, llevando al grupo prostético a un estado competente para la catalisis
(70). Se cree que el plegamiento en U mantiene al FAD presente en la fotoliasa en
estado reducido, pero no se conoce cual seria la funcion de esta conformacion en las
FPRs.

Debe destacarse que la definicion de la familia FNR se bas6 en la
comparacion de la estructura tridimensional de la FNR de Spinacia oleracea con
alineamientos de secuencia primaria de oxido-reductasas similares, ya que no se
disponia de estructuras tridimensionales de las mismas (41). Posteriormente, con el
conocimiento de la estructura cristalografica de la ftalato dioxigenasa reductasa de
Pseudomonas cepacia (71), se refinaron los consensos de secuencia para los seis
segmentos conservados (64). Con seguridad, el analisis comparativo de estas estructuras
con las estructuras de varios miembros de la familia FNR elucidadas posteriormente,

obligara a realizar una revision de estos consensos.

1.2.5.2 Superfamilia ferredoxina-NADP" reductasa en la clasificacién SCOP de
dominios proteicos
En enero del afio 2000, la principal base de datos estructural (PDB o Protein

Data Bank) ya superaba las 10* estructuras tridimensionales de proteinas (72). La
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A. FPR de Escherichia coli

B. FPR de Azotobacter vinelandii

Figura 1.6. Estructura terciaria de las flavodoxina-NADP" reductasas de
proteobacterias. Diagrama de cintas representando los dominios para union de FAD
(rojo) y de NADP" (celeste). El FAD se representa en color amarillo. Los extremos
amino y carboxilo terminal se indican con N y C, respectivamente. A, FPR de
Escherichia coli (66). B, FPR de Azotobacter vinelandii (67).
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disponibilidad de esta gran cantidad de datos, junto al desarrollo de algoritmos que
permiten la deteccion de proteinas estructuralmente relacionadas, ha permitido
establecer nuevos sistemas de clasificacion. Uno de los esquemas que ha ganado mas
aceptacion es la clasificacion SCOP (Structural Classification Of Proteins) que provee
una descripcion detallada de las interrelaciones estructurales y evolutivas entre todos los
dominios de proteinas cuya estructura es conocida (73). Los diferentes niveles en la
jerarquia de SCOP son: clase, plegamiento, superfamilia, familia y dominio. La "clase"
hace referencia principalmente al tipo de estructura secundaria predominante en el
dominio. Asi, la clase solo beta incluye dominios proteicos compuestos
mayoritariamente por ldminas beta. El nivel estructural "plegamiento" agrupa dominios
con elementos de estructura secundaria similares y arreglados segiin la misma topologia.
Los dominios con baja identidad de secuencia, pero con un probable origen evolutivo en
comun a juzgar por sus caracteristicas estructurales y funcionales, son ubicados en la
misma "superfamilia". En cambio, los dominios claramente relacionados desde el punto
de vista evolutivo se agrupan en la misma "familia".

En la clasificacion SCOP los dominios para union de flavin y de piridin
nucledtidos de FNR son prototipos de la superfamilias FAD-FNR y NADP-FNR,
respectivamente (Figura 1.7). Ambas superfamilias incluyen a las familias reductasa,
ftalato dioxigenasa reductasa, flavohemoglobina y NADH citocromo P450 reductasa.
En la superfamilia FAD-FNR, ademas de las recién mencionadas, se agrega la familia
compuesta por los dominios semejantes a la piridoxina oxidasa. Los miembros de la
familia piridoxina oxidasa provienen de proteinas que no poseen un dominio para uniéon
de piridin nucledtido, lo que explica la ausencia de esta familia en la superfamilia

NADP-FNR.
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CLASE
PLEGAMIENTO
SUPERFAMILIA
FAMILIA
| DOMINIO
solo Beta

Dominio comun a Reductasa/Isomerasa/Factor de elongacion
Semejantes al dominio de unidén a FAD de FNR [FAD-FNR]
Reductasa

ferredoxina-NADP™ reductasa
NAD(P)H-flavina reductasa

nitrato reductasa

citocromo b5 reductasa

Ftalato dioxigenasa reductasa

| ftalato dioxigenasa reductasa |
Dominio central de flavohemoglobina

| dominio central de flavohemoglobina |
NADH citocromo P450 reductasa

| NADH citocromo P450 reductasa |
Semejantes a piridoxina oxidasa
proteina de unién a FMN
piridoxina oxidasa

otras Superfamilias

otros Plegamientos

Alfa/Beta

Semejantes al dominio de union a NADP de FNR [NADP-FNR]
Semejantes al dominio de unién a NADP de FNR [NADP-FNR]
Reductasa

ferredoxina-NADP™ reductasa
NAD(P)H-flavina reductasa

nitrato reductasa

citocromo b5 reductasa

Ftalato dioxigenasa reductasa

| ftalato dioxigenasa reductasa

Dominio carboxilo terminal de flavohemoglobina
| dominio c-terminal de flavohemoglobina |
NADH citocromo P450 reductasa

\ NADH citocromo P450 reductasa \

otros Plegamientos

otras clases

Figura 1.7. Miembros de la superfamilia estructural de proteinas relacionadas a FNR.
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En la Tabla 1.2 se detallan todas las estructuras tridimensionales asociadas
a los miembros de la superfamilia FNR. Dado que varias de las enzimas listadas poseen
otros dominios ademas de los del tipo FNR, en la tabla s6lo se indica el grupo prostético
del dominio tipo FAD-FNR y el sustrato piridin nucledtido del dominio tipo
NADP-FNR. En la Figura 1.8 se muestra una comparacion de los dominios tipo FNR
de ferredoxina-NADP" reductasa (59), flavodoxina-NADP" reductasa (66), NAD(P)H-
flavina reductasa clase I (74), nitrato reductasa (75), citocromo b5 reductasa (76), ftalato
dioxigenasa reductasa (71), flavohemoglobina (77) y citocromo P450 reductasa (78).

La inclusion de la NAD(P)H-flavina reductasa clase I en la superfamilia
FNR merece especial atencion. Esta enzima cataliza la reduccion de derivados de
flavina libres (riboflavina, FAD y especialmente FMN), en presencia de NAD(P)H (79).
La proteina no posee un derivado de flavina como grupo prostético, sino que lo emplea
como sustrato, por lo tanto no es una verdadera flavoproteina. Sin embargo, analisis
estructurales (80) y funcionales (81) permiten afirmar que se trata de un auténtico

miembro de la superfamilia.

1.2.5.3 Ferredoxina-NADP" reductasas que no pertenecen a la superfamilia

En la biosintesis de hormonas esteroides se encuentra involucrada una
ferredoxina-NADP" reductasa que transfiere electrones del NADPH a una ferredoxina
especifica llamada adrenodoxina (22). A nivel de estructura primaria, las adrenodoxina
reductasas no estan relacionadas con las FNRs plastidicas, ni con las FPRs.
Recientemente, gracias a la obtencion de la estructura cristalografica de la adrenodoxina
reductasa de Bos taurus (82), se ha comprobado que la misma tampoco posee
homologia estructural con los miembros de la superfamilia FNR. Esto indicaria que

ambos grupos han tenido origenes independientes, y han seguido un proceso de
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Tabla 1.2. Miembros de la superfamilia FNR y sus estructuras tridimensionales. Las
estructuras corresponden al estado oxidado de la enzima silvestre, con excepcion de
aquella cuyo identificador es 1FNC. PDB ID: identificador en la base PDB, Gr.pr.:
grupo prostético, Sustrato pir.nuc.: sélo se indica el sustrato tipo piridin nucleotido,
Res.: resolucion, mut.: mutante, n.a.: no aplicable por ser estructuras de resonancia
magnética nuclear, FNR: ferredoxina-NADP" reductasa, FPR: flavodoxina-NADP"
reductasa, FRE: NAD(P)H-flavina reductasa (la flecha indica que el FMN es sustrato y
no grupo prostético de esta enzima), NR: nitrato reductasa, CB5R: citocromo b5
reductasa, PDR: ftalato dioxigenasa reductasa, FLH: flavohemoglobina, CP450R:
citocromo P450 reductasa, FMNBP: proteina de uniéon a FMN, PNPOX: piridoxina
S'-fosfato oxidasa, S. oleracea: Spinacia oleracea, A. PCC 7119: Anabaena PCC7119,
E. coli: Escherichia coli, A. vinelandii: Azotobacter vinelandii, Z. mays: Zea mays, S.
crofa: Sus crofa, P. cepacia: Pseudomonas cepacia, A. eutrophus: Alcaligenes
eutrophus, R. norvegicus: Rattus norvegicus, S. cerevisiae: Sacharomyces cerevisiae.

PDB |Prot. |Gr. |Sustrato|Especie Res. | Comentarios
ID pPr. |pir.nuc. [A]

1FNB | FNR FAD |NADP™ S.oleracea 1.70

1FNC| FNR FAD |NADP' S.oleracea 1.70|2'-P-AMP, FADH2
1FND| FNR FAD |NADP' S.oleracea 1.70|2'-P-AMP
1FRN | FNR FAD |NADP' S.oleracea 2.00|mut. S96V
1BX0 | FNR FAD |NADPT S.oleracea |1.90|mut. E312L
1BX1|FNR FAD |NADPY S.oleracea |1.90|mut. E3120Q
1FRQ|FNR FAD |NADP' S.oleracea |[1.95|mut. E312A
1QUE | FNR FAD |NADPY A.PCC 7119 1.80

1QUF | FNR FAD | NADP™T A.PCC 7119 2.25 NADP+

1BJK | FNR FAD | NADP™ A.PCC 7119 2.30|mut. R264E
1B2R| FNR FAD |NADP' A.PCC 7119 1.80|mut. E301A
1FDR| FPR FAD |NADP' E.coli 1.70

1A8P| FPR FAD | NADP' A.vinelandii|2.00

1QFJ | FRE FMN—--»NAD(P)+ E.coli 2.20

2CND |NR FAD |NADT Z.mays 2.50

1CNE | NR FAD |NADY Z.mays 3.00|mut. C242S
1CNF|NR FAD |NADT Z.mays 2.70|ADP, mut. C242S
1INDH | CB5R FAD |NAD' S.crofa 2.10

2PIA|PDR FMN |NADY P.cepacia 2.00

1COX | FLH FAD |NADT A.eutrophus |1.75

1AMO |CP450R|FAD |NADP™T R.norvegicus|2.60

1AXJ| FMNBP | FMN E.coli n.a.

1CIO0|PNPOX |FMN S.cerevisiae|2.70
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ferredoxina-NADP+ reductasa flavodoxina-NADP+ reductasa
Spinacia oleracea, PDB 1D: 1FNB Escherichia coli, PDB ID: 1FDR

NAD(P)H-flavina reductasa citocromo b5 reductasa
Escherichia coli, PDB ID: 1QFJ Sus crofa, PDB ID: INDH

|molibd0-pterinﬂ| citocromo | | | | | | Ferredoxina I

fragmento de nitrato reductasa fragmento de ftalato dioxigenasa reductasa
Zea mays, PDB ID: 2CND Pseudomonas cepacia, PDB 1D: 2PIA

I hemoglobina | | | |ll|i6namembmlm| FMN | I I

fragmento de flavohemoglobina fragmento de citocromo P450 reductasa
Alcaligenes eutrophus, PDB 1D: 1CQX Rattus norvegicus, PDB 1D: 1AMO

Figura 1.8. Diagrama de cintas de las proteinas de la superfamilia estructural FNR. Se
representan en rojo los dominios para union de FMN o FAD y en azul los dominios para
union de NAD" o NADP". Para las proteinas que los poseen, se presenta un esquema
lineal indicando la naturaleza y ubicacion de los dominios, incluyendo aquellos que no
son del tipo FNR, no mostrados en los diagramas de cintas.
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evolucion convergente que finalmente produjo proteinas con propiedades enzimaticas

esencialmente idénticas.

1.2.6 Interaccion de ferredoxina-NADP' reductasa con su grupo prostético
FAD
1.2.6.1 Interacciones polares con el grupo prostético

Las estructuras tridimensionales de la FNR de Spinacia olearacea (41, 59) y
de Anabena PCC 7119 (60) son practicamente idénticas. La principal diferencia radica
en una pequeia hélice o adicional en la estructura de la enzima de Anabaena, que
abarca los residuos Aspl72-Alal77. En la Figura 1.9 se muestra un alineamiento
estructural de las secuencias aminoacidicas de ambas proteinas, y de la secuencia de
FNR de Pisum sativum, que posee mas del 90 % de identidad con la FNR de Spinacia
olearacea. Todos los residuos que interaccionan con el FAD o con el NADP' son
idénticos en las tres enzimas, excepto dos sustituciones conservativas: arginina en vez
de lisina en las posiciones 100 y 233 de la FNR de Anabaena.

El grupo prostético FAD est4 unido en una conformacion extendida, con la
parte flavina insertada en la region interdominio, y la parte adenosina completamente
expuesta (Figura 1.4.C). El grupo pirofosfato estd estabilizado mediante puentes de
hidrégeno formados con Arg93/77, Vall31/116, Cys132/117 y Ser133/118 (numeracioén
de Spinacia oleracea /| Anabena PCC7119). Los grupos hidroxilo de la parte ribitilo
forman puentes de hidrogeno con los residuos Leu94/78 y Tyr95/79, y la parte flavina
con los residuos Ser96/80, Cys114/98 y Lys116/Argl00. Los residuos Tyr120/104,
Thr172/157 y Tyr314/303 interaccionan indirectamente con el FAD a través de

moléculas de agua estructurada (41, 59, 60).
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Pisum 1 23 45 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
sativum QVTTEAPAKVVKHSKKQDENIVVNKFKPKEPYVGRCLLNT
Spinacia 1 23 45 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
oleracea QIASDVEAPPPAPAKVEKHSKKMEEGITVNKFKPKTPYVGRCLLNT
Anabaena 1234 56 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
PCC 7119 TOAKAKHADVPVNLYRPNAPFIGKVISNE
Pisum 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85
sativum KITGDDAPGETWHMVEST-EGEVPYREGQSIGIVPDGIDKNGKPHK
S j_nacj_a 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91
oferacea KITGDDAPGETWHMVESH-EGEIPYREGQSVGVIPDGEDKNGKPHK
Anabaena 30 3132 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 0 71 72 73 74 5
PCC 7119 PLVKEGGIGIVOHIKFDLTGGNLKYIEGQSIGIIPPGVDKNGKPEK
Pj_ Sum 86|87 83 89 90|91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107ﬁ10970111 12 113@115 116 117 118 119120 121 122 123 124{125 126 127|128 129130
sativum LRLYSIASSAIGDFGDSKTVSLIAQVKRLVYTN-DAGEVVKGVCSNEL
S j_na cj_a 92193 94 95 96|97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113{114]115 [116[117 118 119 (120|121 122 123124 125126 127 128 129 130{131 132 133134 135 136
oferacea LRLYSIASSALGDFGDAKSVSLIAQVKRLIYTN-DAGETIKGVCSNEL
Anabaena 76|77 78 79 80|81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97|98| 99 |100(101 102 103 |104{105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115|116 117 118119 120 121
PCC 7119 LRLYSTASTRHGDDVDDKT I STVRQLEYKHPESGETVYGVCSTYL
Pj_ Sum 131132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165(166(167 168 169 170 171 172 173 174 175176
sativum CDLKPGSEVKITGPVGKEMLMPKDPNATVIMLGTGTGIAPFRSFLW
S j_na cj_ a 137138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171(172|173 174 175 176 177 178 179 180 181 182
oferacea CDLKPGAEVKLTGPVGKEMLMPKDPNATI IMLGTGTGIAPFRSFLW
Anabaena 122123 124125126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155156(157|158 159 160 161 162 163 164 165 166 167
PCC 7119 THIEPGSEVKITGPVGKEMLLPDDPEANVIMLATGTGIAPMRTYLW
Pi Sum 177178179180 181 182 183 184185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195196197 198 199[200201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218
sativum KMFFEKH----EDYQFNGLAWLFLGVPTSSSLLYKEEFEKMKEKAP
Spina Cia 183 184 185186 187 188 189 190 191192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202/203 204 2051206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224
oleracea KMFFEKH----DDYKFNGLAWLFLGVPTSSSLLYKEEFEKMKEKAP
Anabaena 168169170 171 172173 174 175176 177 178 179 180 181 182 183 184 185186 187 188 189 190 191192 193 194{195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213
PCC 7119 RMEFKDAERAANPEYQFKGEFSWLVEFGVPTTPNILYKEELEETIQQKYP
Pi Sum 219220 221 ZZZZBZZ4Z75; EmblBZB}ZMBSZ}GL& ;Aﬁ- 415243244245Z46247Z48249Lﬂ]2512522532542552562572582592(‘0261 262263 264
sativum ENFRLDEFAVSREQVNDKGEKMY IOTRMAQYAEELWELLKKDNTEVY
Spina Cia 225226227228 229 230 231{232{233|234 235|236 237 238 239 240 241 242 243 244(245(246|247|248|249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270
oleracea DNEFRLDFAVSREQTNEKGEKMY| IQOTRMAQYAVELWEMLKKDNTYEY
Anabaena 214215216217 218 219220221 2241225226 227 228 229 230 231 232(233/234{23: 37238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259
PCC 7119 DNFRLTYATSREQKNPOQGGRMY IQODRVAEHADELWQLIKNQKTHTY
Pj_ Sum 26526626 -bts 69 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 283 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307%
sativum MCGLKGMEKGIDDIMVSLAAKDGIDWIEYKRTLKKAEQWNVEVY]
Spj_na cj_a 271272 4 276277278 279280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 24 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313[314|
oleracea MCGLKGMEKGIDDIMVSLAAAEGIDWIEYKROLKKAEQWNVEVY]
Anabaena 260 261 262|263|264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300301 302(303|
PCC 7119 ICGLRGMEEGIDAALSAAAAKEGVTWSDYQKDLKKAGRWHVETY]
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Figura 1.9. Alineamiento estructural de tres FNRs. En verde: cadenas [, en magenta:
hélices o, recuadrados con borde inferior amarillo: interaccion con FAD, recuadrados
con borde superior azul: interaccion con la porcion 2',5'-difosfato del NADP”,
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1.2.6.2 Interacciones n—m con el grupo prostético

Ademas de los numerosos enlaces puente de hidrogeno mencionados, se han
descripto interacciones de naturaleza no polar entre el FAD y las cadenas laterales de
tres tirosinas. En la Figura 1.10 se muestra la disposicion de estos residuos aromaticos
respecto a la molécula de FAD en la FNR de Spinacia oleracea. Como puede
observarse en la Tabla 1.3, la geometria de las tres tirosinas es similar en la FNR de
Anabaena FNR PCC 7119. La cadena lateral de Tyr120/104 interacciona con la parte
adenina del FAD, mientras que las cadenas laterales de Tyr95/79 y Tyr314/303

emparedan a la parte flavina del grupo prostético.

Tabla 1.3 Geometria de las interacciones no polares entre tirosinas y FAD en FNR

Especie
Parte de la molécula de FAD Spinacia oleracea”  Anabaena PCC 7119°
que participa de la interaccion
residuo angulo® residuo angulo
cara si de la flavina Y95 57° Y79 62°
adenina Y120 10° Y104 13°
cara re de la flavina Y314 1° Y303 6°

@ Datos obtenidos de la estructura cristalografica: IFNB (59).

b Datos obtenidos de la estructura cristalografica: 1QUE (60).

¢ Angulo diedro entre el plano que contiene la cadena lateral del residuo y el plano
definido por la parte de la molécula de FAD especificada.

En todos los miembros de la superfamilia FNR cuya estructura
tridimensional es conocida, se encuentra un residuo aromatico cercano a la cara si de la
flavina. La cadena lateral de este residuo, homologo estructural de Tyr95/79 en FNR,

forma un angulo diedro con la isoaloxazina que varia desde 0° para la Y178 de la
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TYR95

TYR314

TYR120

Figura 1.10. Interacciones no polares entre tirosinas y FAD en FNR de Spinacia
oleracea. A, Disposicion espacial de los tres residuos que interaccionan en forma no
polar con el FAD: tirosinas 95, 120 y 314 (gris: carbono, azul: nitrégeno, rojo: oxigeno,
amarillo: fosforo). B, Disposicion del FAD vy las tres tirosinas en un esquema del
esqueleto peptidico de FNR de Spinacia oleracea.
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NADPH citocromo P450 (78), hasta 88° para la Y57 de la ftalato dioxigenasa reductasa
(71). Asimismo, los miembros que poseen FAD, con excepcion de la flavohemoglobina,
presentan un residuo aromatico contra la parte adenina del grupo prostético, homoélogo a
Tyr120/104. Otros miembros de esta superfamilia como la FPR de Escherichia coli
(66), la ftalato dioxigenasa reductasa (71) y la citocromo P450 reductasa (78), también
presentan un residuo aromatico contra la cara re de la flavina. Las cadenas laterales de
estos residuos se ubican casi coplanares a la isoaloxazina, en una disposicidon semejante
alade Y314/303 en FNR (Figura 1.10, Tabla 1.3).

Estos residuos participan de un tipo especifico de interaccion llamada
interaccion aromatica o interaccion ©-1t (83). Esta interaccion atractiva entre sistemas
con electrones 1 deslocalizados puede darse cuando los participantes se encuentran a
una distancia medida entre los centroides de los anillos de 3,4 A a 6 A (84-86). A pesar
de numerosas investigaciones, la contribucion de las interacciones ©-1t al mantenimiento
de la estructura y la funcién de las proteinas aun no es del todo comprendida. La
disposicion en la cual los sistemas 7 se ubican aproximadamente coplanares y a una
distancia aproximada de 3,5 A se conoce como apilamiento de orbitales 7. Cuando los
anillos aromaticos de un apilamiento de orbitales ™ se encuentran enfrentados cara a
cara, la repulsion de los electrones © no favorece el arreglo apilado. En estos casos el
sistema se estabiliza por complementariedad de cargas o polarizaciones que llevan a
interacciones electrostaticas atractivas entre ambos anillos (84). La geometria que
adopta el residuo Y314/303 de FNR respecto a la flavina, es un caso tipico de

apilamiento de orbitales .

31



Introduccion

1.2.7 Interaccion de ferredoxina-NADP" reductasa con el sustrato NADP*

1.2.71 Interacciones con la porcion adenosina 2',5'-difosfato

Estudios basados en espectroscopia diferencial sugieren que la transferencia
de electrones desde la ferredoxina reducida al NADP" tiene lugar mediante la formacion
de un complejo ternario entre FNR y sus dos sustratos, indicando que los sitios para la
union de ferredoxina y NADP" son diferentes (87-90). Empleando diversos nucledtidos
y aplicando la misma técnica espectroscopica, se determin6 que la adenosina 2'-fosfato
es la porcién del NADP" minima necesaria para la formacién de un complejo 1:1 con
FNR, y que un 5'-fosfato en el nucle6tido incrementa apreciablemente la estabilidad de
la union (91). El complejo de FNR con adenosina 2',5'-difosfato (2'-P-AMP), mostro la
minima constante de disociacion, incluso menor que la del complejo con NADP'. Como
puede apreciarse en la Figura 1.1, la adenosina 2',5'-difosfato constituye la porcion
estructural o de anclaje de la molécula de NADP', mientras que la porcion nicotinamida
S'-fosfato (NMN) es la parte que participa activamente en la 6xido-reduccion. Ademas
de los resultados mencionados, el analogo 2'-P-AMP compitié con el NADP" en la
formacion de complejos con la flavoproteina, e inhibié la actividad NADPH diaforasa
de la enzima (91). Esto sugiere que ambos nucleo6tidos interaccionan con el mismo sitio,
y permite inferir las interacciones de una porcién del NADP' con la proteina, a partir
del estudio de complejos 2'-P-AMP/FNR.

Diversos estudios basados en modificacion quimica, marcacion de
aminodacidos con reactivos especificos o mutagénesis sitio dirigida de FNR de Spinacia
oleracea o de Anabaena PCC 7119, han sugerido la participacion en la unidén de
NADP" de los residuos basicos Lys116/Arg100, Arg235/224 y Lys244/Arg233 (92-98).
Los estudios cristalograficos de complejos FNR/NADP® y FNR/2-P-AMP han

confirmado la contribucion de estos aminoacidos basicos, y han sefialado la importancia
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de otros residuos en la interaccioén de la enzima con el piridin nucleétido (41, 59, 60).
En la Figura 1.9 pueden apreciarse los residuos relevantes de FNR para la union de la
porcidon adenosina 2',5'-difosfato del sustrato. Los residuos Ser234/223, Arg235/224,
Lys244/Arg233 y Tyr246/235 interaccionan a través de puentes de hidrégeno con el
2'-fosfato, y se les atribuye la capacidad de discriminacion entre NADP" y NAD" (64).
Los residuos Lysl116/Argl00 y Thr172/157 forman puentes de hidrogeno con el
pirofosfato, y la porcion ribosa hace contactos polares con Ala232/221, Val204/193 y
GlIn 248/237. Este ultimo residuo también interacciona en forma polar con la porcion
adenina. El nucleotido hace contactos no polares con los residuos Gly203/192,
Val204/193, Pro205/194, Leu274/263 y Tyr246/235. El residuo Tyr246/235 forma un

apilamiento de orbitales 1t con la adenina del nucle6tido.

1.2.7.2 Interacciones con la porcion nicotinamida

A pesar de numerosos experimentos con una amplia variedad de enzimas, la
forma en que la porcion activa del sustrato NADP' se une a los miembros de la
superfamilia FNR no ha podido ser establecida. En estudios cristalograficos de FNR de
Spinacia oleracea acomplejada con NADP”, la porcion nicotinamida del dinucleétido
no resultd visible, y sélo se obtuvo informacion relevante de la porcion 2'-P-AMP (41,
59). En un estudio similar con FNR de Anabena PCC 7119, la nicotinamida se encontrd
demasiado alejada de la flavina, en una posicion que no resultaria fisiologicamente
relevante (60).

Las unicas estructuras conocidas de flavoenzimas con NADP' unido en
forma productiva no provienen de proteinas de la superfamilia FNR. En una forma de
union del NADP" observada en la glutation reductasa (99, 100) y en su homoélogo
estructural NADH peroxidasa (101), la nicotinamida forma un apilamiento de orbitales

7 con la isoaloxazina, ubicandose el 4tomo C4 del NADP" adyacente al atomo N5 de la
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flavina. En cambio en la estructura de la quinona reductasa, aunque la nicotinamida se
encuentra coplanar con la flavina, no se superpone al anillo central de la isoaloxazina
(102).

Ante la ausencia de evidencias experimentales, se ha propuesto una
hipétesis acerca del modo de unién de la porcion nicotinamida del NADP" en FNR (41).
El modelo se basa en una analogia con las estructuras conocidas de complejos entre
piridin nucleotidos y flavoproteinas (99-101), y es consistente con la estructura del
complejo entre FNR y 2'-P-AMP. En la Figura 1.11 se presenta la geometria propuesta
entre la nicotinamida y la flavina. La yuxtaposicion del atomo C4 de la nicotinamida
con el N5 de la flavina es esencial, teniendo en cuenta el mecanismo de transferencia de
hidruro aceptado para FNR (103). De intervenir estados radicalarios durante la catélisis,
la superposicion de orbitales T no seria un requerimiento tan estricto (2). La geometria
propuesta, con la cara A de la nicotinamida enfrentada a la cara re de la flavina, respeta
la estereoquimica demostrada para la transferencia del hidruro (104). En este modelo, el
anillo de nicotinamida ocuparia el mismo lugar que el anillo fenélico de Tyr314/303 en
la estructura de FNR sin ligando. Por ese motivo, la union de NADP" deberia involucrar
un reordenamiento estructural, en el que la cadena lateral de la tirosina carboxilo

terminal se moveria para dar cabida al anillo funcional del piridin nucleétido.

1.2.8 Interaccion de ferredoxina-NADP" reductasa con ferredoxina y
flavodoxina
La FNR de Spinacia oleracea es capaz de formar un complejo de gran
afinidad con ferredoxina (105, 106). Se han empleado diversas técnicas experimentales
para demostrar la importancia de fuerzas electrostaticas en la estabilizacion de este
complejo (107). La FNR de Anabaena PCC 7119 forma complejos con ferredoxina (90)

y con flavodoxina (108), y se ha demostrado que ambos transportadores de electrones se
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Figura 1.11. Modelo propuesto para la interaccion entre la porcion nicotinamida del
NADP" y la porcion flavina del FAD en la ferredoxina-NADP" reductasa. A, Detalle
del FAD y el NADP". B, Disposicion del FAD y el NADP' en un esquema del
esqueleto peptidico de FNR de Spinacia oleracea.
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unen en forma similar y en el mismo sitio de la FNR (26, 109, 110). Sin embargo, en el
caso de la FNR cianobacteriana, se cree que fuerzas de tipo no polar también
contribuyen a la estabilidad del complejo (107). Las interacciones electrostaticas entre
las proteinas de plantas son dominantes para la formacién y estabilizaciéon de un
complejo colisional inicial que ya esta optimizado para la transferencia de electrones.
En cambio, en cianobacterianas estas interacciones soOlo llevan a una orientacion
aproximadamente correcta, que luego es afinada para la formaciéon de un complejo
optimo a través de fuerzas no electrostaticas (107).

El complejo FNR/Fd unido covalentemente mediante entrecruzamiento
quimico con carbodiimidas solubles en agua, permitio el estudio de un sistema mas
estable que el intermediario cinético transitorio (111). La proteina quimérica asi
formada resultd ser un modelo valido del complejo no covalente in vivo segin
numerosos criterios, incluyendo la eficiencia catalitica, posibilitando la identificacion
inicial de varios residuos aminoacidicos involucrados en la interaccidon proteina proteina
(111). Basandose en estos resultados, el sitio para unién del sustrato proteico de la FNR
se describié como una superficie hundida, conteniendo cadenas laterales positivamente
cargadas que interactiian con los residuos carboxilatos de la proteina sustrato (59).
Recientemente, se ha obtenido una proteina de fusion entre la ferredoxina y la FNR de
Spinacia oleracea, que mostr6 propiedades espectroscopicas y cataliticas similares a las
del complejo disociable, indicando una configuracion espacial de los dos grupos
prostéticos comparable a la presente en el complejo fisiologico (112). Esta fusion
Fd-FNR seria una herramienta interesante para obtener la estructura cristalografica del
complejo FNR/Fd, que hasta el momento no se ha elucidado (112). A pesar de no

contarse con la estructura tridimensional de este complejo, se ha confirmado la
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importancia de aminodcidos especificos en el establecimiento del mismo, mediante

estudios de modificacion quimica y mutagénesis dirigida (18, 98, 113-124).
1.2.9 Mecanismo catalitico de FNR

1.2.9.1 Los pasos en la via catalitica

Estudios de cinética rapida demostraron que la transferencia de electrones
catalizada por FNR desde Fd a NADP" procede a través de la formacion de un complejo
ternario, y permitieron postular un ciclo catalitico como el que se muestra en la Figura
1.12 (103). La via de reaccion propuesta involucra dos reducciones sucesivas de un
electron de la isoaloxazina, seguidas de una transferencia de hidruro estereoespecifica
en la cara A del anillo de nicotinamida (104), para producir NADPH (103). Estudios
cinéticos extensivos han soportado varios pasos del ciclo (103, 107). Se encontrd que la
unién de Fd a FNR inhibe la reaccion de la flavoproteina con NADP(H). En cambio, la
ocupacion por nucledtidos del sitio para union de NADP" incrementa notablemente la
transferencia de electrones desde Fd a FNR, disminuyendo la inhibicion ejercida por la
Fdoxidada unida (103). El NADP(H) facilita los pasos de disociacion de las moléculas de
Fdoxidada (reacciones 4 y 8 en la Figura 1.12), que son los limitantes de la reaccion
global (103). Por lo tanto, la interaccion con los sustratos debe ser ordenada, uniéndose
primero el NADP" y luego la Fd;equciga (Figura 1.12). No se ha detectado la formacion
de especies de transferencia de carga entre FNRxigasa Y NADPH durante el ciclo
catalitico de la enzima (125).

Es razonable suponer que la reduccion de Fdoyigada por NADPH ocurre a
través de una via catalitica inversa a la mostrada en la Figura 1.12, pero las bases
experimentales que avalan esta hip6tesis son escasas. Se ha informado que durante la

oxidacion de NADPH por aceptores artificiales de electrones la FNR participa con su
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@ FNR reducida @ Ferredoxina oxidada

@ FNR semiquinona &4 NADPH
O FNR oxidada mE NADP+
@ Ferredoxina reducida * Electron
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Figura 1.12. Via catalitica propuesta para ferredoxina-NADP" reductasa.
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grupo prostético en un estado de semiquinona (125). En experimentos estaticos en los
que se titulo anaerdbicamente la flavoproteina con NADPH se obtuvieron resultados
similares (14, 126). La reduccion de Fd o Fld puede acoplarse in vitro a una reaccion en
la cual los sustratos proteicos son rapidamente reoxidados por citocromo ¢ (16). El
analisis cinético de la actividad citocromo ¢ reductasa (Tabla 1.1) en funciéon de la
concentracion de NADPH permitié proponer para FNR un mecanismo catalitico tipo
ping pong de transferencia en dos pasos (17). Sin embargo, se ha demostrado que los
resultados de un analisis cinético de esa naturaleza también pueden interpretarse segin
el modelo propuesto en la Figura 1.12, dependiendo de las velocidades relativas de
formacion del complejo ternario y de transferencia intramolecular de electrones (17).
Teniendo en cuenta las velocidades observadas en varios sistemas (17, 18), se puede
asumir que el complejo Fdoxidade/ FNRoxidadd/ NADPH es rapidamente convertido en
FNRsemiquinona/NADP+ y Fdiequeida (reacciones 7 a 5 en la Figura 1.12). Esto explicaria
porque el complejo ternario y la flavina completamente reducida no se acumulan

significativamente durante la catélisis enzimdatica en condiciones de estado estacionario.

1.2.9.2 Residuos que participan activamente en la catalisis

La disponibilidad de estructuras cristalograficas de distintos mutantes
puntuales de FNR (98, 122), y de la enzima silvestre en distintos estados de oxidacién
(41, 59), ha permitido profundizar en los detalles del mecanismo catalitico de esta
flavoenzima. El estudio de la FNR de Pisum sativum con sustituciones en el residuo
carboxilo terminal (Tyr308 en Pisum sativum, Tyr314 en Spinacia oleracea y Tyr303
en Anabaena PCC7119), indic6 que esta tirosina, cuya cadena lateral se desplazaria para
dar cabida a la nicotinamida del NADP(H) (41), no desempefiaria un papel activo en la

catalisis (127). Sin embargo, es posible que durante el ciclo catalitico, el grupo fendlico
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de Tyr308 colabore con la fijacion de la nicotinamida en una posicion apropiada para la
transferencia de electrones con la isoaloxazina del FAD (64).

Se ha propuesto que otros dos residuos bien conservados, correspondientes a
Ser96 y Cys272 de FNR de Spinacia oleracea, interaccionan respectivamente con los
atomos N5 de la flavina y C4 de la nicotinamida, ambos involucrados en la
transferencia de hidruro (Figura 1.1). Las mutaciones en Ser96 produjeron dramaticos
descensos en la eficiencia catalitica de FNR (128), en acuerdo con el papel fundamental
asignado a este residuo. En cambio, el reemplazo de Cys272 caus6 sélo una moderada
disminucién en la actividad, sugiriendo que el grupo sulfidrilo no seria crucial para la
catalisis (129). Avalando estos resultados, la estructura de FNR reducida de Spinacia
oleracea muestra que la Ser96 se mueve hacia el atomo N5 del FAD, mientras que el
anillo de isoaloxazina permanece planar (59). La reducciéon de FNR implica la
protonacion del atomo N5, que no esta expuesto al solvente. Las fuentes posibles de
este proton serian moléculas de agua estructurada cerca de este atomo, o el grupo
hidroxilo de Ser96, quien a su vez podria obtener un proton de la cadena lateral de
Glu312, expuesta a la superficie (59). Sin embargo, un estudio de FNR con
sustituciones en Glu312, descart6 esta posibilidad (122). Un anélisis cinético completo,
sumado a la obtencion de las estructuras cristalograficas de estas mutantes, permitio
afirmar que Glu312 no es el dador para la protonacion del d&tomo NS5 (19, 122). Se
concluye que este residuo es requerido para posicionar adecuadamente a la nicotinamida
en el sitio activo, y para sintonizar el potencial redox de la flavina en estado
semiquinona, permitiendo una transferencia de electrones eficiente (19, 122). Estudios
funcionales (119) y estructurales (130) de mutantes de FNR de Anabaena en Glu301
(equivalente a Glu312 de la enzima de espinaca) permitieron llegar a conclusiones

similares respecto al papel desempefiado por este residuo durante la catélisis.
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1.3 Objetivos del trabajo de Tesis

El objetivo general de este trabajo de Tesis es el estudio de la importancia
evolutiva, funcional y estructural de los residuos aromaticos conservados en el sitio
activo de las flavoproteinas de la superfamilia ferredoxina-NADP"™ reductasa (FNR),
empleando como proteina modelo la FNR de arveja. A continuacion se detallan los

objetivos especificos de este estudio:

1) El analisis de la evolucion de FNR, mediante la aplicacion de técnicas de
Filogenia Molecular a las secuencias proteicas de esta enzima, prestando especial
atencion a la conservacion de los residuos aromaticos del sitio activo entre los diferentes

grupos filogenéticos.

2) El estudio del papel desempefiado por los residuos tirosina del sitio activo
en el mantenimiento de la estructura, la capacidad catalitica y la especificidad para los

sustratos piridin nucle6tidos de FNR.

3) La determinacion del modo de unidn productivo de la parte nicotinamida del
sustrato NADP" en el sitio activo de FNR, mediante el analisis cristalografico de

complejos enzima-sustrato de mutantes de FNR en la tirosina terminal.

4) El analisis tedrico de las interacciones entre las cadenas laterales de las
tirosinas conservadas en el sitio activo de FNR, y la flavina del grupo prostético FAD,

mediante técnicas de modelado molecular ab initio.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Métodos computacionales

2.1.1 Determinacion de la distribucion de flavoenzimas entre las oxido-
reductasas

La distribucion de las flavoenzimas entre las 6xido-reductasas representada
en la Figura 1.2, fue determinada como se describe a continuacion. En primer término,
se extrajeron de la base de datos ENZYME version 25.0 con actualizacion al 15 de
enero de 2000 (http:// www.biochem.ucl.ac.uk/ bsm/ enzymes/ enzrefs.html), todos los
registros de enzimas de la clasey; (0xido-reductasas). De este grupo se seleccionaron
todos los registros que contenian palabras clave relacionadas a flavoproteinas (FAD,
FMN, flavina o riboflavina) en el campo "grupo prostético". La blsqueda bibliografica
acerca del grupo prostético de un nimero representativo de estas enzimas, permitid
confirmar en todos los casos la clasificacion de las mismas como flavoproteinas. Sin
embargo, muchas enzimas identificadas como flavoproteinas segin los datos de
literatura, no contenian ningun tipo de informacion relativa a un grupo prostético en el
registro correspondiente de la base de datos.

Para detectar las flavoenzimas que no resultaron seleccionadas con la base
ENZYME, se consultd la base de datos BRENDA (BRENDA: The enzime database,
http:// www.uni-koeln.de/ math-nat-fak/ biochemie/ ds/ dsbren_e.htm) actualizada al 2
de febrero de 2000. Esta base compila informacion funcional y estructural de todas las
enzimas conocidas e incluye mas de 35000 referencias bibliograficas relacionadas a las
mismas. A diferencia de la facilidad que brinda ENZYME, en la base BRENDA no es
posible extraer de forma automatizada todas las enzimas con un grupo prostético

determinado, ya que el campo correspondiente no distingue entre grupo prostético o
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cofactor disociable. Ademas, en muchos casos la palabra clave se emplea en la
expresion de una idea contraria al objeto de la busqueda (por ejemplo, "Cofactor /
Grupo prostético: no contiene FAD."). Por lo tanto se adoptd la siguiente estrategia:
primero se extrajeron todas las 6xido-reductasas que contenian las palabras claves FAD,
FMN, flavina o riboflavina en el campo Cofactor / Grupo prostético, luego se
descartaron aquellas que ya habian sido reconocidas como flavoproteinas con la base
ENZYME. Como ultimo paso, se detectaron manualmente entre las restantes, las
enzimas que contenian derivados de flavinas como grupo prostético. Cuando la
informacion disponible en el registro de la base BRENDA no era suficiente, se consultd
la bibliografia disponible acerca de la enzima en cuestion. Finalmente, se represent6 el
numero total de enzimas y el nimero total de flavoenzimas, para cada una de las

clases; n2.N3 existentes.

2.1.2 Obtencion y alineamiento de secuencias proteicas

Todos los alineamientos de secuencias aminoacidicas se llevaron a cabo
empleando el programa CLUSTALW version 1.7 para DOS (131). Las caracteristicas
particulares de cada alineamiento se detallan en las secciones de resultados
correspondientes. El alineamiento estructural de la Figura 1.9 se realiz6 a partir de un
alineamiento de secuencias primarias, y posteriormente se refind manualmente teniendo
en cuenta la informacion disponible acerca de las estructuras secundaria y terciaria.

Los andlisis filogenéticos de FNR se basaron en las secuencias depositadas
en la base de datos GenBank y en la base del Institute for Genomic Research (TIGR),
actualizadas al dia 15 de enero de 2000. Las mismas se obtuvieron a través de los
servicios de busqueda por similitud de GenBank, empleando el programa TBLASTN
2.0.9 (132) sobre las siguientes subbases: base de nucléotidos no redundante, base de

EST (Expressed Sequence Tag) y base de genomas incompletos. Las secuencias
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proteicas alineadas en la Figura 3.1 y Figura 3.4, cuyos numeros de acceso
corresponden a bases de datos de ADN, fueron deducidas a partir de las

correspondientes secuencias de nucleotidos.

2.1.3 Construccion de arboles filogenéticos basados en secuencias de

proteinas

Para la construccion de los arboles filogenéticos se emplearon diferentes
programas del paquete PHYLIP versiéon 3.573c para Windows 9X/NT (133). Las
matrices de distancias evolutivas se calcularon a partir del correspondiente alineamiento
multiple con el programa PROTDIST, empleando matrices PAM derivadas del modelo
de sustitucion de aminoacidos de Dayhoff (134). Los arboles filogenéticos se
obtuvieron a partir de las matrices de distancias evolutivas con el programa
NEIGHBOR, basado en el método de agrupamiento del vecino mas cercano o
Neighbor-joining (135). Los limites de confianza para cada topologia inferida se
estimaron mediante el método de remuestro denominado autodocimasia o "bootstrap"
(136). Se generaron 1000 alineamientos remuestrados con el programa SEQBOOT, que
fueron procesados con los programas PROTDIST y NEIGHBOR, de la misma forma
que el alineamiento de secuencias original. Los 1000 arboles resultantes de los datos
remuestrados se procesaron con el programa CONSENSE para obtener un arbol
consenso. Los limites de confianza obtenidos por autodocimasia se expresan como
porcentajes asociados a cada una de las ramas internas de un arbol filogenético
consenso. Cada numero indica la cantidad de arboles donde se observaron los dos
grupos que la rama define, por cada 100 arboles provenientes de los datos remuestrados.
Los arboles consenso obtenidos se graficaron empleando el programa TreeView version

1.6.0 para Windows 9X/NT (137).
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2.14 Obtencion, procesamiento 'y representacion de estructuras

tridimensionales de proteinas

Las estructuras tridimensionales de proteinas se obtuvieron de la base
Protein Data Bank (72) y se graficaron empleando las versiones para el sistema
operativo Windows9X (Microsoft) de los programas RasMol version 2.7.1 (R. Sayle &
H. Bernstein) y Hyperchem version 5.02 (HyperCube). Este Gltimo programa también
se utilizd para la determinaciéon de angulos y distancias interatdmicas en distintas
flavoproteinas. Los alineamientos de estructuras tridimensionales homoélogas y los
calculos de RMS se efectuaron con el programa Swiss-PdbViewer version 3.51 (Glaxo

Wellcome Research & Development).

2.1.5 Calculos mecanico-cuanticos

Los sistemas modelados consistieron en todos los casos de moléculas
neutras en el vacio compuestas por atomos de hidrégeno, carbono, nitrégeno u oxigeno,
cuyas geometrias y disposiciones iniciales en el espacio se derivaron de datos
cristalograficos y de distancias estindar de enlace para asignar las posiciones de los
atomos de hidrogeno. Los célculos mecanico-cudnticos se realizaron empleando
métodos ab initio, bajo la teoria de orbitales moleculares a nivel Hartree-Fock
restringido 3-21G**. Para los 4&tomos de carbono, nitrogeno y oxigeno el conjunto de
bases de valencia dividida con funciones de polarizacion 3-21G** consiste de 3
funciones gaussianas primitivas para la funcion de capa interna tipo s, 2 funciones
gaussianas primitivas para la funcion de capa interna de valencia tipo s y tipo p, y 1
funcion gaussiana primitiva para la funcion de capa externa tipo sp. Para los dtomos de
hidrégeno, que no poseen capas internas, solo se emplean dos funciones de valencia tipo

s con 2 y 1 funciones gaussianas primitivas. El doble asterisco del acronimo indica el
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agregado de seis funciones de polarizacion tipo d para los atomos pesados y tres

funciones de polarizacion tipo p para los &tomos de hidrogeno (138).

2.1.5.1 Parametros y opciones empleados en los calculos mecanico-cuanticos
Los célculos mecanico-cuanticos se realizaron con el programa Hyperchem
version 5.02 para Windows 9X de la compafiia HyperCube. En todos los casos se
crearon archivos de registro con un nivel de detalle igual a 3 (LOG file Quantum Print
Level = 3). Los archivos de registro fueron importados a hojas de calculo del programa
Excel version 97 SR-2 para Windows 9X de la compaifiia Microsoft. Con este programa
se efectud un analisis automatizado de la matriz de orbitales moleculares y se graficaron
las curvas de energia potencial. Todos los calculos se realizaron en una computadora
tipo PC compatible con procesador Intel Pentium III 550 Mhz y 256 Mb de memoria de
acceso aleatorio tipo dinamica sincrénica con verificacion y correccion de errores
(SDRAM ECC). A continuacion se especifican los parametros y las opciones del
programa Hyperchem tales como fueron definidos para calcular todos los sistemas
moleculares estudiados:
Método Ab Initio:

Conjunto de Bases

Otros: 3-21G**
Opciones
Carga y Espin
Carga Total: 0
Apareamiento de Espin: HF Restringido

Interaccion de Configuraciones:
M¢étodo de Interaccion de Configuraciones: no
Controles de Campo Autoconsistente

Limite de Convergencia: 10°

Limite de Iteraciones: 200

Convergencia Acelerada: si
Sélo Punto Simple

Gradiente: no

Energia de Correlacion Moller-Plesset 2:  no
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Opciones Avanzadas del Método Ab Initio
Control de las Integrales de 2 Electrones

Valor de Corte: 101°
Tamano de la Memoria Intermedia: 32000
Formato de las Integrales: regular
Célculo Directo del Campo Autoconsistente: no
Control de Atomos Fantasma: no
Calculo Inicial de los Orbitales Moleculares: nucleo Hamiltoniano
Numero de Orbitales d: 6
Funciones Base Adicionales
Tipo de Capa: no
Exponente: no
2.2 Obtencion de diferentes formas de ferredoxina-NADP" reductasa
221 Cepas bacterianas

La expresion de las distintas formas de ferredoxina-NADP" reductasa
analizadas durante el desarrollo de este trabajo de Tesis se realizo en la bacteria

Escherichia coli cepa IM109, cuyo genotipo es recAl endAl thi hsdR17 (lacproAB)/F'

traD36 lacld (lacZ) M15 proAB (139).

2.2.2 Medios de cultivo
Medio de Luria Bertani (LB): peptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y
NaCl 5 g/l en agua desionizada. Cuando fue requerida la utilizacion del medio sélido se

agregaron 20 g/l de agar de la compaiiia DIFCO.

2.2.3 Plasmidos utilizados para expresar ferredoxina-NADP" reductasa en
Escherichia coli
El vector pGEX-3X de 4952 pares de bases (140) contiene el ADNc que
codifica la glutation S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum, bajo el control del

promotor fuerte tac, un hibrido de los promotores de los operones triptofano y lactosa

de E. coli. La expresion de este gen es reprimida por el producto del gen lacl' e

inducida por IPTG. La insercion en la fase correcta de una secuencia codificante en el
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sitio de multiple clonado de este vector, localizado en el extremo 3' del gen de GST,
conduce a la sintesis de una proteina de fusion. Esta region ha sido manipulada
genéticamente a fin de introducir cuatro tripletes que codifican para la secuencia de
reconocimiento de la endoproteasa sitioespecifica Xa. La proteina expresada puede
separarse de la GST, de 27,6 kDa, por digestion del producto de fusion con el factor Xa
(140). Las células transformadas con este plasmido pueden seleccionarse por resistencia
a Cb.

La expresion de las proteinas de fusion entre GST y las distintas formas de
FNR de Pisum sativum se llevd a cabo empleando plasmidos derivados del pGEX-3X
provistos por los autores respectivos. Los plasmidos que dirigieron la sintesis de las
fusiones GST-FNR mutantes en Y89 (141) y de las fusiones GST-FNR mutantes en
Y308 (127) fueron obtenidos por mutagénesis sitio dirigida a partir del pGF205, que
permite la expresion de la GST-FNR silvestre (37). La tirosina fue reemplazada por
fenilalanina (GST-FNR Y89F), por triptofano (GST-FNR Y89W, GST-FNR Y308W),

por serina (GST-FNR Y89S, GST-FNR Y308S) y por glicina (GST-FNR Y89G).

2.2.4 Transformacion de Escherichia coli con ADN plasmidico

La transformacion de células de Escherichia coli IM109 con los diferentes
plasmidos utilizados se llevo a cabo mediante el procedimiento del cloruro de calcio
(139). Basicamente, se crecieron cé¢lulas de la cepa elegida en medio LB hasta
saturacion del cultivo. Se realizé una dilucion 1/100 de este cultivo en medio fresco y se
crecio hasta una densidad oOptica de 0,4 a 600 nm. Una vez alcanzado este grado de
crecimiento se cosecharon las células por centrifugacion y se resuspendieron en MOPS
10 mM, KCI 10 mM, a pH 7, en un volumen igual a la mitad del medio de cultivo. Las
células fueron centrifugadas y el sedimento resuspendido en un volumen igual de

MOPS 0,1 M, KCI 10 mM, CaClp 50 mM, a pH 6,5 y se incubaron a 4°C durante 15
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minutos. Una vez transcurrido este tiempo las células fueron centrifugadas nuevamente
y resuspendidas en 100 pl de la misma solucion. Luego se agregaron 20 ng a 150 ng de
ADN a estas células competentes, se incubaron en hielo durante 1 hora y se colocaron
en un bafio de 42°C durante 2 minutos. Inmediatamente después se agregd 1 ml de
medio LB fresco con glucosa 2 % y se incub6 durante una hora a 37°C. Finalmente se
plaquearon 200 pl del medio en cajas de Petri conteniendo LB agar con 100 pg/ml del

antibidtico ampicicilina.

2.2.5 Condiciones generales aplicadas durante las distintas etapas de las
purificaciones proteicas
Todas las etapas de las distintas purificaciones de proteinas se llevaron a
cabo en una camara refrigerada a una temperatura de 4°C. Siempre que fue factible se
tomaron alicuotas para evaluar los resultados de las separaciones cromatograficas,
digestiones, didlisis y concentracion de las muestras. Segun resultd necesario, las
alicuotas fueron sometidas a determinacion de actividad diaforasa, cuantificacion de

proteinas totales, o electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

2.2.6 Obtencion de ferredoxina-NADP" reductasa como productos de fusion

con glutation S-transferasa (GST-FNR)

2.2.6.1 Preparacion de los extractos celulares

El clon de E. coli IM109 portando el plasmido adecuado para la expresion
de la variante de GST-FNR de interés se crecid en 10 ml de medio LB conteniendo 100
png/ml de ampicilina hasta saturacion del cultivo, en un agitador rotatorio termostatizado
a 37°C. Se realiz6 una dilucion 1/100 de este cultivo en 300 ml de medio LB fresco con
100 pg/ml de ampicilina y se crecid hasta saturaciéon del cultivo en las mismas

condiciones. Los 300 ml de cultivo saturado se inocularon en el vaso de un fermentador
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MicroFerm (New Brunswick) conteniendo 10 1 de LB fresco con 100 mg/l de
ampicilina y 75 ul/l de antiespumante A (Sigma). Se dejo crecer el cultivo en el
fermentador a una temperatura de 37°C, con agitacion de 250 rpm y un flujo de aire de
10000 a 12000 cm3/min, durante 2 a 3 hs hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,8 a 1,2
a 600 nm. Luego se disminuyo la temperatura a 30°C y se indujo la expresion de las
proteinas recombinantes mediante el agregado de IPTG 2,5 mM, continuando el
crecimiento de 6 a 8 hs hasta alcanzar una densidad optica de 2,9 a 3,2 a 600 nm. Luego
el vaso fue desconectado del equipo fermentador, manteniéndose durante la noche en
una camara a 4°C. A la mafiana siguiente se cosecharon las células y se lavaron con
Tris-HCl 50 mM a pH 7,6 mediante centrifugaciones de 7 min a 8000 rpm en un rotor
GS3. El peso huimedo de las células cosechadas vari6 entre 45 y 65 g. Las células
fueron resuspendidas en 60 ml de solucién de ruptura compuesta por Tris-HCl 50 mM,
NaCl 100 mM, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, DTT 5 mM, a pH 7,6. Las células
resuspendidas se sometieron a tres ciclos de ruptura celular en una prensa tipo French,
empleando una celda de 35 ml. Para eliminar la gran cantidad de ADN liberado luego
de la ruptura celular se agregaron 10 ug de ADNasa por cada gr de peso humedo de las
células cosechadas inicialmente y MgCl, hasta una concentracion final de 0,5 mM. El
lisado fue clarificado por ultracentrifugacion a 45000 rpm en un rotor Ti80 durante 45
min, a una temperatura de 4°C. El sedimento fue descartado y el sobrenadante se

conservo a 4°C hasta su procesamiento.

2.2.6.2 Purificacion de GST-FNR mediante cromatografia de afinidad

La fusion GST-FNR se purifico del extracto de E. coli mediante
cromatografia de afinidad con matriz de glutation agarosa (37, 140). Se utilizé una
columna de 20 cm de altura y 2,5 cm de didmetro conteniendo 80 ml de matriz

equilibrada con solucion reguladora A, compuesta por Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM,
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a pH 7,6. Se recircularon 60 ml de extracto a través de la columna durante 10 a 14 hs.
Luego la columna se lavoé con 500 ml de solucion reguladora A. La elucion de las
proteinas afines a la matriz de glutation agarosa se realiz6 con glutation reducido 10
mM en solucion reguladora A. Se seleccionaron y mezclaron las fracciones de eluato
que resultaron de interés. Finalmente la preparacion se dializé contra Tris-HCI 10 mM
pH 7,6 y se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min para separar los agregados
insolubles. Se obtuvieron de 5 a 70 mg de proteina de fusion dependiendo de la variante

de GST-FNR puricada.

2.2.7 Digestion de GST-FNR con endoproteasa Xa y purificacion a
homogeneidad de ferredoxina-NADP" reductasa

La proteina de fusion GST-FNR purificada como se describe en la seccion
anterior se escindié en GST y FNR ajustando el medio a Tris-HCI 50 mM, NaCl 100
mM, CaCl, 1 mM y agregando 1 ug de proteasa Xa (Promega) por cada mg de proteina
de fusion. Luego de 12 hs de incubacion a 18°C se tomo una alicuota y se sometio a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS para analizar la extension del corte.
Cuando resultd necesario se repitieron hasta tres veces los pasos de agregado de Xa,
incubacion y analisis en geles.

Una vez escindida la fusion se procedio a separar la FNR de la GST y del
remanente de proteina de fusion no cortada mediante cromatografia de intercambio
16nico con matriz Macroprep-DEAE (Biorad). Se utilizd6 una columna de 50 cm de
altura y 2,5 cm de diametro conteniendo 100 ml de matriz equilibrada con Tris-HCI 50
mM a pH 7,6. Previamente a su carga en la columna, la muestra fue centrifugada a
15000 rpm durante 15 min para separar los agregados insolubles, y el sobrenadante se
diluyo cinco veces con Tris-HCl 50 mM a pH 7,6 para disminuir la concentracion de

NaCl y permitir su interaccion con la matriz Macroprep-DEAE. Posteriormente se
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realizé un lavado con 300 ml de Tris-HCl 50 mM a pH 7,6. La elucién se llevo a cabo
mediante un gradiente lineal de NaCl 0-400 mM en 300 ml de Tris-HCI 50 mM a pH
7,6. En estas condiciones el remanente de fusion sin escindir y la GST se retardaron
respecto a la FNR. Seguidamente se seleccionaron las fracciones de eluato con FNR
pura y se concentraron empleando una columna de 10 cm de altura y 1 cm de didmetro
cargada con 5 ml de matriz Macroprep-DEAE. Las fracciones seleccionadas en el paso
anterior se mezclaron y se diluyeron diez veces con Tris-HCI 50 mM a pH 7,6 para
reducir la concentraciéon de NaCl. La muestra se cargd en la columna y se lavo con 20
ml de Tris-HCI 50 mM a pH 7,6. La elucion se realizo con 10 ml de Tris-HCI 50 mM,
NaCl 300 mM, a pH 7,6. El avance del frente de FNR a través de la columna pudo
seguirse a simple vista gracias a su coloracion amarillenta. Mediante esta técnica se
alcanzaron concentraciones de hasta 15 mg/ml de FNR. Las fracciones de interés se
dializaron extensivamente contra Tris-HCI 50 mM a pH 7,6 y se almacenaron a -80°C
para su posterior analisis. El rendimiento final result6 de 5 a 30 mg dependiendo de la

variante de FNR puricada.

2.2.8 Obtencion de ferredoxina-NADP" reductasa libre de NADP"

Para desplazar el NADP" unido firmemente a las mutantes FNR Y308S se la
incub6 con 2'-P-AMP 10 mM, Tris-HC1 50 mM, a pH 7,6. Luego se separé el NADP"
de la muestra mediante una cromatografia de filtracion por gel con matriz Sephadex G-
25. Se utilizé una columna de 20 cm de altura y 2 cm de didmetro conteniendo 30 ml de
matriz equilibrada con 2'-P-AMP 3 mM, Tris-HCl 50 mM, a pH 7,6. Una vez eliminado
el NADP" se procedi6 a separar el complejo FNR/2'-P-AMP de la FNR libre de
ligandos mediante cromatografia de intercambio i6nico con matriz Macroprep-DEAE.
Se utiliz6 una columna de 50 cm de altura y 2,5 cm de didmetro conteniendo 100 ml de

matriz equilibrada con Tris-HCI 50 mM a pH 7,6. Luego de fijar la muestra a la matriz,
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se realizd un lavado con 500 ml de Tris-HCl 50 mM a pH 7,6. La elucion se llevo a
cabo mediante un gradiente lineal de NaCl 0-500 mM en 300 ml de Tris-HC] 50 mM a
pH 7,6. En estas condiciones la FNR con 2'-P-AMP unido se retardo respecto de la FNR
sin 2'-P-AMP. Las fracciones conteniendo FNR libre de ligandos se concentraron y se

dializaron como se describe en la seccion 2.2.7.

2.2.9 Electroforesis de proteinas

Los analisis de patrones proteicos se realizaron mediante electroforesis de
proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (142). Las muestras conteniendo
aproximadamente 50 |g de proteinas totales se desnaturalizaron por ebullicion antes de
la siembra durante 3 min en Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, 2-mercaptoetanol 0,1 %
(v/v), glicerol 10 % (v/v), SDS 2 % (p/v), azul de bromofenol 0,15 mg/ml, a pH 8,0. La
concentracion de acrilamida utilizada en los geles de separacion fue de 12 % (p/v) y en
los geles de concentracion de 5 % (p/v). Las electroforesis fueron desarrolladas a una
intensidad constante de 20 mA durante 3 hs. Posteriormente los geles fueron
electrotransferidos como se detalla en la seccion 2.2.11, o tefiidos como se describe a
continuacion. Inicialmente se fijaron las proteinas mediante incubacion de los geles
durante 10 min en 4cido acético 10 % (v/v), y luego éstos fueron tefiidos durante 45 min
con Azul de Coomassie R250 0,2 % (p/v) en metanol 50 % (v/v), acido acético 10 %

(v/v) y decolorados durante 2 hs con metanol 40 % (v/v), 4cido acético 10 % (v/v).

2.2.10 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas en muestras liquidas se determindé mediante
un ensayo de union del colorante azul de Coomassie G250 (143). La determinacion de
la cantidad de proteina presente en geles de poliacrilamida se realiz6 mediante

digitalizacion y densitometria de las bandas empleando el programa de tratamiento de
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imagenes Adobe Photoshop version 5.0 para Windows9X. En ambos casos, se utilizd

como patrén albumina sérica bovina o FNR pura dosada espectrofotométricamente.

2.2.11 Transferencia e inmunodeteccion de proteinas en membranas de
nitrocelulosa (""Western blot')

Las proteinas separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida
fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa en una cuba de transferencia
(Trans-blot, Bio-Rad). La transferencia se llevo a cabo durante 15 horas a 4°C con una
intensidad constante de 75 mA en una solucion conteniendo Tris 20 mM, glicina 150
mM, SDS 0,02 % (p/v), metanol 20 % (v/v), a pH 8,0. Una vez concluida la
transferencia, la membrana fue lavada con solucion PBS (NaCl 13,7 mM, KCI 0,27
mM, Na,HPO, 0,43 mM, KH,PO4 0,14 mM, a pH 7,3) conteniendo 5 % (p/v) de leche
en polvo descremada de origen comercial. Estos lavados tuvieron una duracién de 15
minutos, con agitacion y se repitieron cuatro veces. Luego del cuarto lavado se incub6
la membrana durante una hora con el anticuerpo anti ferredoxina-NADP" reductasa
disuelto en 25 ml de PBS, leche 5 %. Una vez transcurrido este tiempo, se realizaron
nuevamente cuatro lavados de 15 min con PBS, leche 5 %. Posteriormente se incubd la
membrana durante 1 hora con un anticuerpo anti IgG conjugado con la enzima fosfatasa
alcalina (Biorad), disuelto en la misma solucion PBS, leche 5 %. Luego de una hora de
incubacion con agitacion, se realizaron cuatro nuevos lavados de 15 minutos con
solucion PBS, leche 5 % y un lavado con una solucidon conteniendo Tris-HCI 100 mM,

NaCl 100 mM, MgCly 5 mM, a pH 9,0. Luego de diez minutos se coloco la membrana

en una solucién de igual composicion a la cual se agregé6 BCIP 0,2 % (p/v) y NBT 0,4
% (v/v), a partir de soluciones madre de 50 mg/ml en dimetilformamida y 75 mg/ml en
70 % (v/v) dimetilformamida, respectivamente. La membrana se incub6 en oscuridad

hasta desarrollo del precipitado coloreado de formazan sobre la misma (144). Los
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anticuerpos IgG anti ferredoxina-NADP' reductasa se obtuvieron de antisuero de

conejos tratados con ferredoxina-NADP" reductasa purificada de espinaca.
2.3 Técnicas aplicadas a ferredoxina-NADP" reductasa pura

2.3.1 Determinacion de actividad diaforasa

La actividad diaforasa dependiente de NADPH de las distintas formas de
ferredoxina-NADP" reductasa fue medida en un medio de reaccion que contenia Tris-
HCl 50 mM, glucosa 6-fosfato 3 mM, NADP' 0,3 mM, a pH 8,0 y una unidad de
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en 1 ml de volumen final. Como aceptor de electrones

se utilizd K3;Fe(CN)s a una concentracion saturante de 1 mM. El coeficiente de
extincion para el KsFe(CN)g es €40 = 1 mM' em’ (145). El avance de la reaccion se

sigui6 por disminucion de la absorbancia a 420 nm, registrada con un espectrofotometro

Gilford Response. Todas las medidas se realizaron a una temperatura de 20°C.

2.3.2 Determinacion de parametros cinéticos

Para estimar los parametros cinéticos de la reaccion NAD(P)H-K3Fe(CN)g
diaforasa catalizada por las distintas variantes de ferredoxina-NADP" reductasa, se
determinaron las velocidades iniciales de reduccion de K;Fe(CN)s en presencia de
diferentes concentraciones de NADPH o de NADH y una concentracion fija de
K;3;Fe(CN)s 1 mM que resultd saturante en todos los casos. La disminucion de
K;3Fe(CN)g se registrd como se indica en la seccion 2.3.1. El medio de reaccion en
presencia del sustrato NADPH contenia Tris-HCl 50 mM, glucosa 6-fosfato 3 mM, a
pH 8,0 y una unidad de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en 1 ml de volumen final. Las
medidas en presencia de NADH se realizaron en el mismo medio, omitiendo el sistema
regenerante para el piridin nucleétido reducido. Todas las medidas se realizaron a una

temperatura de 20°C. Los parametros cinéticos estimados se obtuvieron mediante un
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ajuste no lineal de los datos cinéticos al modelo mecanistico de la enzima empleando el

programa SigmaPlot para Windows version 4.01 (SPSS Inc.).

2.3.3 Extraccion y dosaje de FAD proveniente de GST-FNR

El FAD fue extraido de alicuotas de las proteinas de fusion purificadas,
mediante tratamiento con acido tricloroacético 5 % (v/v) durante 5 min a 20°C, y
centrifugacion a 4°C, 15000 rpm durante 15 min. Se separ6 el sobrenadante
conteniendo FAD libre y se realiz6 una segunda extraccion de FAD del sedimento
resultante. Los agregados de apoproteina se descartaron y los sobrenadante de ambas
extracciones se mezclaron y se neutralizaron con K;HPO4 2 M. Posteriormente se
cuantifico el FAD mediante espectrofluorometria (A de excitacion = 456 nm, A de
maxima emisiéon = 526 nm). Los valores obtenidos se interpolaron en una curva de
calibracion realizada en idénticas condiciones con cantidades de FAD conocidas, para

obtener la concentraciones de FAD en las alicuotas de GST-FNR.

234 Protedlisis controlada de GST-FNR
Los experimentos de protedlisis controlada de las mutantes de ferredoxina-
NADP" reductasa en el residuo Y89 fueron realizados como los describieron Gadda y

colaboradores (146). Las proteinas disueltas en Tris-HCI 50 mM, CaCly 5 mM, a pH

8,0 se sometieron a la proteolisis mediante el agregado de termolisina en una relacion
1:10 en peso con respecto a la proteina de fusion. La reaccion se llevo a cabo a 25°C y
fue interrumpida a diferentes tiempos, tomando alicuotas y colocandolas en tubos con
EDTA 10 mM. Las mismas fueron analizadas por electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS y posterior transferencia e inmunorrevelado.

2.3.5 Analisis espectroscopicos de absorcion electronica

Los espectros de absorcion electronica se registraron con un
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espectrofotometro Gilford Response. Los datos obtenidos se importaron a hojas de
calculo del programa Excel version 97 SR-2 para Windows 9X para su procesamiento y
representacion. Antes de registrar los espectros de las distintas formas de FNR, las
muestras se centrifugaron a 4°C, 15000 rpm durante 15 min para separar posibles
agregados. Luego, el sobrenadante se cargd a una columna de 15 cm de alturay 2 cm de
diametro conteniendo 30 ml de una matriz de exclusion molecular Biogel PGD-6
(Biorad) equilibrada con Tris-HCl 50 mM a pH 8,0, para retener el FAD libre que
pudiera haber en las muestras de la flavoproteina. Los coeficientes de extincion de las
mutantes de ferredoxina-NADP" reductasa en el residuo Y89 se determinaron mediante
la cuantificacion espectrofotométrica del FAD liberado por tratamiento de las proteinas

con SDS 0,2 % (p/v) e incubacion a 42°C durante 5 min (128).

2.3.6 Determinacion de las constantes de disociacion de los complejos entre
distintas variantes de ferredoxina-NADP" reductasa y piridin
nucleotidos
Las constantes de disociacion de los complejos entre distintas variantes de

ferredoxina-NADP" reductasa y NAD(P)" se calcularon a partir de espectros de

absorcion electronica diferenciales obtenidos mediante titulacion espectrofotométrica de
las proteinas con los correspondientes ligandos. Las muestras de FNR se diluyeron en

Tris-HCl 50 mM a pH 8,0 hasta una concentracion final aproximada de 50 uM y se

registro el espectro de absorcion electronica. Luego se registraron los espectros al cabo

de cada adicion del nucleotido y se obtuvieron los espectros diferenciales mediante el
procesamiento computarizado de los datos. Cada espectro diferencial se calculod
sustrayendo el espectro de FNR y del ligando al espectro de FNR en presencia del
ligando, teniendo en cuenta los factores de dilucion. Se empled el término coeficiente de

extincion diferencial para referir a las diferencias entre los coeficientes de extincion de
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dos espectros. La perturbacion espectral analizada para estudiar la afinidad de la enzima

por NAD(P)" fue el cambio en el coeficiente de extincion diferencial en la region de
515 nm o A€s;s (122, 128, 129). Los datos se ajustaron a la ecuacion tedrica

correspondiente al modelo de uniéon de un ligando a un sitio Gnico en la enzima,
empleando el programa SigmaPlot para Windows version 4.01 (SPSS Inc.). Como
resultado de cada analisis de regresion se obtuvieron estimaciones de la constante de
disociacion del complejo FNR/NAD(P)" y del coeficiente de extincion diferencial

maximo a 515 nm.

2.3.7 Determinacion de las estructuras tridimensionales de distintas variantes
de ferredoxina-NADP" reductasa
La cristalizacion, experimentos de difraccion de rayos X, resolucion y
refinamiento de las estructuras cristalograficas de las distintas variantes de FNR fueron
realizados por Zhan Deng y P. Andrew Karplus en la Universidad de Cornell, Ithaca,
USA, en el marco de un proyecto en colaboracion con el grupo de investigacion del que

formo parte en la Universidad Nacional de Rosario (147).

2.3.71 Cristalizacion y adquisicion de los datos de difraccion

La solucion madre de cada FNR a cristalizar consistio de 4,5 mg/ml de
proteina en K;HPO4 5 mM a pH 8. Los cristales de FNR Y308S crecieron a 25°C en
gotas colgantes formadas por volimenes iguales de solucion madre de proteina y una
solucion conteniendo (NH4),SO4 2,1 M y Tris-HCI 100 mM a pH 8,0. La cristalizacion
de FNR Y308S con o sin la adicién de NADP" dio idénticos resultados. Los cocristales
de Y308W/NADP" crecieron bajo las mismas condiciones, en presencia de NADP" 10
mM. Todos los cristales resultaron isomorfos y pertenecieron al grupo espacial P2;. Los

datos de difraccion de rayos X a temperatura ambiente se colectaron con un detector de
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area San Diego Multiwire System con generador de rayos X de dnodo rotatorio (Cu-Ko)
Rigaku RU200 operado a 50 kV y 150 mA, y fueron procesados empleando Scalepack
(148). Los datos de difraccion de sincrotron se colectaron de los cristales congelados a
100 K. Antes de ser montados, los cristales se embebieron en un licor madre artificial
compuesto por (NH4),SO4 2,9 M y Tris-HCI 100 M a pH 8,0. Luego se transfirieron a
una serie de licores madre artificiales conteniendo concentraciones crecientes de hasta
25 % (v/v) de glicerol y finalmente fueron rapidamente congelados bajo una corriente
de nitrogeno a 100 K.

Para obtener los complejos FNR Y308S/NADPH, un cristal de FNR Y308S
se embebid en licor madre artificial conteniendo NADPH 100 mM. Los cristales
cambiaron gradualmente de amarillo a azul-verde en aproximadamente 30 minutos, se
transfirieron al licor madre artificial conteniendo glicerol 25 % (v/v) y NADPH 100
mM, y finalmente se congelaron instantaneamente. Los cristales permanecieron de color
azul-verde durante todo el periodo de adquisicion de datos. Las iméagenes de difraccion
se integraron empleando MOSFLM (149) y finalmente los datos se redujeron y

escalaron empleando TRUNCATE y SCALA del paquete de programas CCP4 (150).

2.3.7.2 Determinacion y refinamiento de las estructuras cristalograficas

La busqueda por reemplazo molecular se realizd con el programa AMoRe
(151) contra el conjunto de datos de Y308S a temperatura ambiente oscilando desde 10
a 4 A. Como modelo para la busqueda se empled un mondémero de FNR silvestre
parcialmente refinado, que cristaliz6 bajo condiciones diferentes y correspondié a un
grupo espacial distinto. La estructura de FNR silvestre de arveja mostrd que el residuo
Y308 se orienta en forma similar al residuo Y314 de FNR de espinaca, confirmando la
relevancia de estos experimentos. La busqueda por reemplazo molecular rindié dos

soluciones distintas representando dos monomeros en la unidad asimétrica. Después del
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refinamiento de cuerpo rigido, el coeficiente de correlacion y el factor B resultaron ser
0,68 y 0,34 respectivamente. Un mapa inicial de densidad electronica diferencial mostrd
claramente la presencia de una molécula completa de NADP". Todos los refinamientos
cristalograficos se efectuaron empleando X-PLOR (152) e incluyeron correcciones por
difraccion anisotrdpica.

El modelo final a temperatura ambiente (R = 0,181; Rype = 0,236) fue
refinado posteriormente sin restricciones de simetria no cristalograficas, contra un
conjunto de datos a baja temperatura con resolucion de 1,8 A. Gradualmente se
introdujeron moléculas de solvente en la estructura, en posiciones estereoquimicamente
razonables. En la ultima etapa de refinamiento la densidad electronica indico claramente
que el segmento peptidico comprendiendo los primeros 13 residuos aminoterminales de
un monoémero estaba unido inespecificamente a la interface de un dimero vecino
relacionado por simetria cristalografica. El modelo final consistié de dos monomeros
(mondémero A: residuos 1 a 308, mondmero B: residuos 14 a 308), dos moléculas de
NADP", un anién sulfato, un aniéon fosfato y un total de 721 moléculas de agua
ordenadas. Luego, esta estructura fue utilizada como un modelo inicial para los
refinamientos de los complejos entre la mutante FNR Y308S con NADPH y la mutante
FNR Y308W con NADP". En este tltimo complejo, la ocupacion del sitio activo por la
cadena lateral del residuo W308 o por la nicotinamida fue refinada variando el grado de
ocupacion relativa de cada grupo y realizando luego un refinamiento de factor B

restringido individualmente hasta la obtencion de factores B razonables.
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2.3.7.3 Coordenadas cristalograficas

Las coordenadas y los factores de estructura fueron depositados en la base
Protein Data Bank (72), con codigos de acceso 1QFY para el complejo entre la mutante
FNR Y308S y NADP', 1QFZ para el complejo entre la mutante FNR Y308S y
NADPH, 1QGA para el complejo entre la mutante FNR Y308W y NADP" y 1QG0

para FNR silvestre.
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3 ANALISIS FILOGENETICO DE LAS FERREDOXINA-NADP*

REDUCTASAS TIPO PLASTIDICAS

3.1 Introduccion

La reconstruccion de arboles filogenéticos a partir de datos moleculares es
el principal objetivo de la Filogenia Molecular, una de las ramas de la Evolucion
Molecular (153). Esta disciplina ha experimentado un gran desarrollo debido
principalmente al crecimiento exponencial de las bases de datos biomoleculares y al
vertiginoso aumento de la capacidad de computo acaecidos durante la Gltima década.
Estos avances han permitido la aplicacion intensiva de la Filogenia Molecular, tanto en
el establecimiento de relaciones filogenéticas entre organismos, como en el estudio
evolutivo de un gen o un producto génico en particular.

Los datos primarios empleados durante los inicios de la Filogenia Molecular
fueron secuencias de proteinas homologas (154). Cuando se comparan secuencias
biomoleculares es comun el empleo del vocablo Aomologia como sinonimo de similitud.
Sin embargo, en el contexto de la Evolucion Molecular estos términos adquieren un
significado mas preciso. Se les llama homodlogas a aquellas proteinas que estan
emparentadas desde un punto de vista evolutivo. Las proteinas homoélogas generalmente
conservan evidencias de su parentesco en las secuencias primarias, manteniendo cierto
nivel de similitud compartida entre las mismas. El grado de similitud entre las
secuencias de proteinas homodlogas dependerd, entre otros factores, de cudn reciente sea
la divergencia a partir del gen codificante ancestral y del nivel de conservacion de la
funcion entre las distintas proteinas durante el proceso evolutivo.

Una molécula cuya secuencia cambia al azar a través del tiempo

manteniendo constante su funcion puede considerarse como un crondmetro; cuanto
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mayor sea la variacion acumulada por mutaciones entre dos secuencias homologas,
mayor sera el tiempo transcurrido desde su divergencia. De esta forma, aplicando los
algoritmos adecuados a las secuencias de proteinas homologas, es posible vislumbrar la
historia evolutiva de las mismas. El concepto de cronometros moleculares, es decir la
propuesta de comparar secuencias primarias de proteinas con propdsitos filogenéticos
(154), encuentra una base racional en la teoria neutralista de la evoluciéon molecular
(155). Sintéticamente, la teoria neutralista afirma que la aparicion de mutaciones
ventajosas aceptadas por la seleccion natural puede despreciarse ya que son muy
infrecuentes comparadas con las mutaciones neutrales. Bajo esta hipotesis los cambios
observados entre secuencias de proteinas homologas con funcidon conservada son el
resultado de sustituciones aleatorias que no otorgan ventajas selectivas, tal como
requiere un cronémetro molecular. Si bien no existe entre los seres vivos una molécula
que cumpla estrictamente con todos los requisitos de un cronometro molecular, los
métodos desarrollados para reconstruir una filogenia a partir de datos de secuencia
permiten obtener buenos resultados con moléculas cuyas propiedades distan de la
idealidad (156).

La primera etapa de este trabajo de Tesis consistié en el andlisis de las
secuencias de proteinas de FNR conocidas hasta la fecha mediante técnicas de Filogenia
Molecular para investigar la evolucion de esta enzima y la relacion existente entre las

variantes de FPR presentes en proteobacterias.

3.2 Resultados

3.2.1 Filogenia de ferredoxina-NADP" reductasas plastidicas
La estrategia planeada para abordar el estudio evolutivo de FNR consistio
en la construccion de un arbol filogenético basado en la comparacion de todas las

secuencias aminoacidicas disponibles para esta enzima, excluyendo a aquellas como la
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adrenodoxina reductasa, que no pertenecen a la superfamilia FNR (seccion 1.2.5.3, 82).
Se realizaron busquedas en las bases de datos biomoleculares como se describe en la
seccion 2.1.2 de Materiales y Métodos, y se obtuvieron secuencias provenientes de
plantas, algas, cianobacterias (algas verdiazules) y proteobacterias (bacterias purpura).
Sin embargo, no fue posible realizar un analisis filogenético basado en el alineamiento
multiple de la totalidad de las secuencias debido a la divergencia encontrada entre las
FNRs de proteobacterias y las plastidicas. Esta divergencia es consistente con las
particularidades que presentan las estructuras tridimensionales conocidas de FNRs
proteobacterianas (66, 67) respecto a las estructuras determinadas para FNRs de plantas
y cianobacterias (59, 60). Por lo tanto se decidi6 analizar ambos grupos en forma
independiente.

En la Figura 3.1 puede observarse el alineamiento multiple de 25
secuencias de FNRs plastidicas, totalizando 373 posiciones. En el alineamiento no se
incluyeron los péptidos transito que direccionan a las FNRs de plantas y algas a
plastidos, ni el dominio amino terminal adicional relacionado a los polipéptidos de
unioén a ficobiliproteinas que presentan las FNRs de cianobacterias (45). Las secuencias
que comparten el mismo origen pero son codificadas por genes diferentes se
identificaron con un numero entre paréntesis seguido al nombre de la especie.
Asimismo, se agrego el término raiz en el nombre de algunas secuencias de plantas para
indicar que la isoenzima correspondiente se expresa en ese tejido en vez de hacerlo en
hojas (Figura 3.1).

El arbol filogenético obtenido a partir del alineamiento multiple se
esquematiza en la Figura 3.2, donde las FNRs de hojas, de raices y de cianobacterias
forman grupos monofiléticos con un soporte por remuestreo del 100%, entendiendo por

monofilético al grupo formado por todos los descendientes de una Unica forma ancestral.
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190 200
1 Spinacia oleracea [PROTEINA: P00455] NATIIMLGTG TGIAPFRSFL 1
2 Mesembryanthemun crystallinum [PROTEINA: P41343] NATIIMLATG TGIAPFRSFL 2
3 Glycine max [ADN: AI901249 AI736876 AI965612] NATIIMLGTG TGIAPFRSXL 3
4 Zea mays (1) [PROTEINA: BAA88237] NATVIMLATG TGIAPFRSFL 4
5 Zea mays (2) [PROTEINA: BAA88236] NATIIMLATG TGIAPFRSFL 5
6 Oryza sativa [PROTEINA: P41344] NANIIMLATG TGIAPFRSFL 6
7 Nicotiana tabacum [PROTEINA: 004977] NATVIMLATG TGIAPFRSFL 7
8 Lycopersicon esculentum [ADN: AW041481 AW037038 AW041137] NATVIMLATG TGIAPFRSFL 8
9 Capsicum annuum [PROTEINA: CAB71293] NATVIMLGTG TGIAPFRSFL 9
10 Vicia fava [PROTEINA: P41346] NATVIMLGTG TGIAPFRSFL 10
11 Pisum sativum [PROTEINA: P10933] NATVIMLGTG TGIAPFRSFL 11
12 Zea mays (raiz) [PROTEINA: S53305] NATHIMIATG TGVAPFRGYL 12
13 Oryza sativa (1) (raiz) [PROTEINA: 023877] NATHIMIATG TGVAPYRGYL 13
14 Oryza sativa (2) (raiz) [PROTEINA: P41345] NATHIMIATG TGVAPFRGYL 14
15 Arabidopsis thaliana (1) (raiz) [PROTEINA: AAF19753] NATHIMIATG TGVAPYRGYL 15
16 Arabidopsis thaliana (2) (raiz) [ADN: AC012477] KATHIMIATG TGVAPYRGYL 16
17 Pisum sativum (raiz) [PROTEINA: Q41014] NATHIMIATG TGVAPYRGYL 17
18 Nicotiana tabacum (raiz) [PROTEINA: 004397] NATHIMIGTG TGVAPFRGYL 18
19 Cyanophora paradoxa [PROTEINA: Q00598] SATIIMLATG TGIAPFRSFL 19
20 Volvox carteri [PROTEINA: AAB40978] NAPLICVATG TGIAPFRSFW 20
21 Chlamydomonas reinhardtii [PROTEINA: P53991] NAPLICVATG TGIAPFRSFW 21
22 Synechococcus sp. [PROTEINA: P31973] DATVVMLATG TGIAPFRAFL 22
23 Synechocystis sp. [PROTEINA: Q55318] DANIVMLATG TGIAPFRAFL 23
24 Spirulina sp. [PROTEINA: P00454] DATIIMMATG TGIAPFRAFL 24
25 Anabaena sp. [PROTEINA: P21890] EANVIMLATG TGIAPMRTYL 25
210 220 230 240 250 260 270 280
1 WKMFFEKH-- --DDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPDNF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYAVE 1
2 WKMFFEKH-- --DDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYDRE 2
3 WKMFFEKH-- --EDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KIQEKSPENF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYAEE 3
4 WKMFLEEH-- --EDYKFNGL AWLFLGVPTS DSLLYKEELE KMKEXAPDNF RLDFAVSREQ TNAAGEKMYI QTRMAEYREE 4
5 WKMFFEKH-- --DDYKFNGL GWLFLGVPTS SSLLYKEEFG KMKERAPENF RVDYAVSREQ TNAAGERMYI QTRMAEYKEE 5
6 WKMFFEKY-- --DDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFD KMKAKAPENF RVDYAVSREQ TNAQGEKMYI QTRMAEYKEE 6
7 WKMFFEKH-- --EDYKFNGT AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYAEE 7
8 WKMFFEKH-- --EDYKFNGT AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYAEE 8
9 WKMFFEKH-- --DDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ TNEKGEKMYI QTRMAQYAEE 9
10 WKMFFEKH-- --EDYKFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ VNDKGEKMYI QTRMAQYAEE 10
11 WKMFFEKH-- --EDYQFNGL AWLFLGVPTS SSLLYKEEFE KMKEKAPENF RLDFAVSREQ VNDKGEKMYI QTRMAQYAEE 11
12 RRMFMEDV-- --PNYRFGGL AWLFLGVANS DSLLYDEEFT SYLKQYPDNF RYDKALSREQ KNRSGGKMYV QDKIEEYSDE 12
13 RRMFMEDV-- --PSFKFGGL AWLFLGVANT DSLLYDEEFT NYLQQYPDNF RYDKALSREQ KNKNGGKMYV QDKIEEYSDE 13
14 RRMFMEDV-- --PKYRFGGL AWLFLGVANT DSLLYDEEFT SYLKQYPDNF RYDKALSREQ KNKNAGKMYV QDKIEEYSDE 14
15 RRMFMENV-- --PNKTFSGL AWLFLGVANT DSLLYDEEFT KYLKDHPDNF RFDKALSREE KNKKGGKMYV QDKIEEYSDE 15
16 RRMFMENV-- --PNFKFDGL AWLFLGVANS DSLLYDEEFA GYRKDYPENF RYDKALSREE KNKKGGKMYV QDKIEEYSDE 16
17 RRMFMESV-- --PTFKFGGL AWLFLGVANV DSLLYDDEFT KYLKDYPDNF RYNRALSREE KNKNGGKMYV QDKIEEYSDE 17
18 RRMFMESV-- --PT-KFNGL AWLFLGVANT DSLLYDDEFT KYLNDYPGNF RYDRALSREQ KNNKGGKMYV QDKIEEYSDE 18
19 RRMFEETH-- --ADYKFNGL AWLFLGVPTS STLLYREELE KMQKANPNNF RLDYAISREQ TDSKGEKMYI QNRIAEYANE 19
20 RRCFMENV-- --PSYKFTGL FWLFMGVANS DAKLYDEELQ ALAKAYPSQF RLDYALSREQ KNRKGGKMYI QDKVEEYSDE 20
21 RRCFIENV-- --PSYKFTGL FWLFMGVGNS DAKLYDEELQ AIAKAYPGQF RLDYALSREQ NNRKGGKMYI QDKVEEYADE 21
22 WRMFKEQH-- --EDYKFKGK AWLIFGVPYT ANILYKDDFE KMAAENPDNF RLTYAISREQ KTADGGKVYV QSRVSEYADE 22
23 WRMFKEQH-- --EDYKFKGL AWLIFGIPKS ENILYKDDLE KMAAEFPDNF RLTYAISREQ QNAEGGRMYI STGLAENAEE 23
24 WRIFKEQH-- --EDYKFKGL AWLFFGIPYS PNILYQQELE ELQEEFPENF RLTLAISREQ QNPEGGKMYI QDRIKENADQ 24

25 WRMFKDAERA ANPEYQFKGF SWLVFGVPTT PNILYKEELE EIQQKYPDNF RLTYAISREQ KNPQGGRMYI QDRVAEHADE 25

290 300 310 320 330
1 LWEMLKKDNT YFYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAAAEGIDWI EYKRQLKKAE QWNVEVY
2 LWELLKKDNT YVYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAAEDGIDWEF DYKKQLKKAE QWNVEVY
3 LWELLKKDNT FVYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAAKDGIDWT EYKRQLKKAE QWNVEVY
4 LWELLKKDNT YVYMCGLKGM EKGIDDIMLN LAAKDGIDWM QYKKQLKKGE QWNVEVY
5 LWELLKKDNT YVYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAEKDGIDWF DYKKQLKRGD QWNVEVY
6 LWELLKKDHT YVYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAAKDGIDWA DYKKQLKKGE QWNVEVY
7 LWTLLQKDNT FIYMCGLKGM EQGIDEIMSA LAERDGIVWA DYKKQLKKAE QWNVEVY
8 LWTLLQKDNT FIYMCGLKGM EQGIDEIMSS LAERDGIVWA DYKKQLKKAE QWNVEVY
9 LWTLLKKDNT FVYMCGLKGM EQGIDDIMSS LAAKEGIDWA DYKKQLKKAE QWNVEVY 9
10 LWELLKKDNT FVYMCGLKGM EKGIDDIMVS IRPKDGIDWI EYKRTLKKAE QWNVEVY 10
11 LWELLKKDNT FVYMCGLKGM EKGIDDIMVS LAAKDGIDWI EYKRTLKKAE QWNVEVY 11
12 IFKLLDG-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKK VAERRGESWD QKLAQLKKNK QWHVEVY 12
13 IFKLLDG-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKR VAEQRGESWE QKLSQLKKNK QWHVEVY 13
14 IFKLLDG-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKK VAEQRGESWE QKLSQLKKNK QWHVEVY 14
15 IFKLLDN-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKR VAEERGESWD LKLSQLRKNK QWHVEVY 15
16 IFKLLDN-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKR VAEERGESWE QKLTQLRKNK QWHVEVY 16
17 IFKLLDN-GA HIYFCGLRGM MPGIQETLKR VAEKRGESWE EKLSQLKKNK QWHVEVY 17
18 IFKLLDE-GA HIYFCGLKGM MPGIQDTLKR VAERRGESWE QKLSQLKKNK QWHVEVY 18
19 FWNMIQKPNT FVYMCGLRGM EDGIQQCMED IAKANGTTWD AVVKGLKKEK RWHVETY 19
20 IFDLLDN-GA HMYFCGLKGM MPGIQEMLER VAKSKGLNYE EWVEGLKHRN QWHVEVY 20
21 IFDLLDN-GA HMYFCGLKGM MPGIQDMLER VAKEKGLNYE EWVEGLKHKN QWHVEVY 21
22 LFEMIQKPNT HVYMCGLKGM QPPIDETFTA EAEKRGLNWE EMRRSMKKEH RWHVEVY 22
23 LWNLMQNPKT HTYMCGLKGM EPGIDEAFTA LAEQNGKEWT TFQREMKKEH RWHVETY 23
24 LWELIQKPNT HTYICGLKGM EGGIDEGMSA AAGKFDVDWS DYQKELKKKH RWHVETY 24
25 LWQLIKNQKT HTYICGLRGM EEGIDAALSA AAAKEGVTWS DYQKDLKKAG RWHVETY 25

oo W

. . . 1. . . ;g . +
Figura 3.1 Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de ferredoxina-NADP
reductasas, empleado para el analisis filogenético. Para cada secuencia se indica la
numeracion correlativa, el origen y los numeros de acceso en la base de datos GenBank.
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CIANOBACTERIAS
[Algas verdiazules]
GLAUCOCISTOFITAS
Synechocystis sp. \ Spirulina sp. [Algas con cianelas]

Synechococcus Sp.
Cyanophora paradoxa

Zea mays (2)

Oryza sativa
Nicotiana tabacum
Capsicum annuum
Lycopersicon esculentum
Pisum sativum

Vicia faba

Spinacia oleracea
Mesembryanthemum crystallinum

6> 100

Glycine max

100

EMBRIOFITAS
[Hojas de plantas superiores]

‘20

00 Arabidopsis thaliana (2)
'\' Arabidopsis thaliana (1)

Oryza sativa (1)

gimigas C)Zr;;zams;stiva (2)

'Nicotia.n'a tabacum
Volvox carteri Pisum sativum
CLOROFITAS EMBRIOFITAS
[Algas verdes] [Raices de plantas superiores]

0.5 sustituciones / sitio

Figura 3.2 Relaciones filogenéticas entre FNRs plastidicas basadas en la comparacion
de sus secuencias de aminoacidos. La longitud de cada rama es proporcional a la
distancia evolutiva calculada, de acuerdo con la escala incluida en la figura. Los
numeros adyacentes a las ramas indican la cantidad de arboles donde se observaron los
dos grupos que la rama define, por cada 100 arboles obtenidos a partir de los datos
remuestrados. Se recuadraron los grupos filogenéticos de mayor jerarquia. Los
procedimientos computacionales empleados para la obtencion del arbol se indican en la
seccion 2.1.3 de Materiales y Métodos.
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Cyanophora paradoxa es una glaucocistofita, grupo formado por algas cuyos pléstidos
(cianelas) presentan caracteristicas del endosimbionte cianobacteriano. La relacion
inferida entre la FNR de Cyanophora paradoxa y las FNRs de hojas mostré un bajo
soporte estadistico (61%). La caracteristica mas destacable del arbol filogenético

obtenido fue la inesperada relacion de las FNRs de raiz con las FNRs de algas verdes.

3.2.2 Subtipos de ferredoxina-NADP" reductasas proteobacterianas

La obtencion de las secuencias de FNR proteobacterianas (FPRs) se realizo
como se describe en Materiales y Métodos. Todas las secuencias que se encontraron
como producto de la busqueda por similitud con la FPR de Escherichia coli resultaron
ser de origen proteobacteriano. Las 23 secuencias halladas provinieron de 17 especies
de proteobacterias, aunque cinco de estas especies aportaron dos secuencias de FPRs
codificadas por genes diferentes. Debe destacarse que la base TIGR libera
inmediatamente los datos de secuencia derivados de los proyectos de secuenciacion de
genomas completos actualmente en curso, sin una caracterizacion funcional o
estructural de los posibles productos proteicos.

El alineamiento multiple de las 23 secuencias analizadas totalizd 283
posiciones y se muestra en la Figura 3.3. El estudio de los ultimos ocho residuos
alineados en la region carboxilo terminal permitié la division de las FPRs en tres
grupos, el primero conformado por las secuencias 1 a 9, el segundo por las secuencias
10 a 20 y el tercero por las secuencias 21 a 23. Dado que las estructuras
tridimensionales de las FPRs de Azotobacter vinelandii y de Escherichia coli han sido
resueltas (67, 66), se decidi6 adoptar a las mismas como referentes del grupo al que
pertenecen. De esta manera, las FPRs del primer y segundo grupo constituyeron los
subtipos 4. vinelandii, y E. coli, respectivamente. El tercer grupo se denomind subtipo

A. actinomycetemcomitans.
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10
1 Azotobacter vinelandii (AV)
2 Pseudomonas aeruginosa (AV)
3 Bordetella pertussis (AV)
4 Bordetella bronchiseptica (AV)
5 Neisseria meningitidis (AV)
6 Neisseria gonorrhoeae (AV)
7 Caulobacter crescentus (AV)
8 Zymomonas mobilis (AV)
9 Rhodobacter capsulatus (AV)
10 Escherichia coli (EC)
11 Salmonella paratyphi (EC)
12 Salmonella typhi (EC)
13 Salmonella typhimurium (EC)
14 Klebsiella pneumoniae (EC)
15 Yersinia pestis (EC)
16 Buchnera aphidicola (EC)
17 Shewanella putrefaciens (EC)
18 Pseudomanas aeruginosa (EC)
19 Bordetella pertussis (EC)
20 Bordetella bronchiseptica (EC)
21 Neisseria meningitidis (an)
22 Neisseria gonorrhoeae (an)
23 Actinobacillus actinomycetemcomitans (AA)
20 30 40 50
1 SVHHWND-TL FSFKTTRNPS LRFENGQFVM IGLEVD----
2 SVHHWND-TL FSFKTTRNPG LRFKTGQFVM IGLEVD----
3 SVRHWND-TL FSFTTTRDAA LRFHNGHFVM IGLEIE----
4 SVRHWND-TL FSFTTTRDAA LRFHNGHFVM IGLEIE----
5 SVHHWTD-AY FTFTCTRDES LRFENGQFVM VGLMVD----
6 SVHHWTD-AY FTFTCIRDES LRFENGQFVM VGLMAD----
7 -VKHWTD-RL FSFAITRPAS FRFRSGEFVM IGLPPREEL-
8 WVKHWND-RL FSFAISRPSS FRFRSGESVM IGLPGES---
9 SVRHWTD-TL FSFRVTRPQT LRFRSGEFVM IGLLDDN---
10 KVQNWTD-AL FSLTVHAPV- LPFTAGQFTK LGLEID----
11 KVQNWTD-AL FSLTVHAPI- NPFTAGQFTK LGLEID----
12 KVQNWTD-AL FSLTVHAPI- NPFTAGQXTK LGLEID----
13 KVQNWTD-AL FSLTVHAPI- NPFTAGQFTK LGLEID----
14 KVEYWTD-AL FSLYVRAPV- HPFTAGQFTK LGLEID----
15 HIEHWTD-AL FSLQVNAPV- DPFTAGQFAK LALDIN----
16 KVHKWTQ-NL FSLILNAEI- APFQAGQFTK LALNEENINF
17 ERIDWND-KL FSLRIAAEL- ASFIPGQFIK LSQLQG----
18 DVQPLTP-NL FTLRTSRDAG FRFRAGQFAR LGVYKP----
19 AVQTWVPGKL FSVRVTRDPA FLFQAGQFAR VGLPDSDDPQ
20 AVQTWVPGKL FSVRVTRDPA FLFQAGQFAR VGLPDSDDPQ
21 WVKHHTP-KL ITFAISRPES YRFKAGQFSR LGFYEG----
22 WVKHHTP-KL ITFAISRPES YRFKAGQFSR LGFYEG----
23 WVKKHTP-KL LSFSITRPAD FDFIAGQFAK LGFMNG----
100 110 120 130
1 QHLKEGDELM VSRKPTGTLV TSDLL----P GKHLYMLSTG
2 QHLKEGDELM VSRKPTGTLV HDDLL----P GKHLYLLSTG
3 QHLKEGDTIL VSRKPVGTLV VDDLK----P GKHLYLFGTG
4 QHLKEGDTIL VSRKPVGTLV VDDLK----P GKHLYLFGTG
5 QHLKVGDDVL ISKKPTGTLV AGDLN----P GKHLYLLSTG
6 QHLKVGDEVL ISKKPTGTLV AGDLN----P GKHLYLLSTG
7 QLIQEGDEIL LGKKPTGTLV LDAVR----P GKRLFLFGTG
8 QKIKEGDEIY LGRKPTGTLV ADTLL----P GKRLFLLATG
9 QHIKVGEQII LRPKPVGTLV IDALL----P GKRLWFLATG
10 AALKPGDEVQ VVSEAAGFFV LDEVP----H CETLWMLATG
11 AALKLGDEVQ VVSDASGFFV LDEVP----D CETLWMLATG
12 AALKPGDEVQ VVSDASGFFV LDEVP----D CETLWMLATG
13 AALKPGDEVQ VVSDASGFFV LDEVP----D CETLWMLATG
14 A-LKAGDEVL VVSEAAGFFV LEEVP----D CDTLWMLATG
15 DQLSVGGEVM ITKQAAGFFV LEEIP----D CDTLWMLATG
16 YNLKSGDNLF IKEKSFGFFT LDEIP----N CKTLWMFATG
17 QHLAIGDEID ITPTATGFMT LDEIPKGELQ GRHLWFLATG
18 SRLREGDQLL VDRQAFGFLT LDRFV----D GRDLWLLATG
19 ERLQPGDALY VEKKPFGFLT IDRFA----P GGDLWLLASG
20 ARLQPGDALY VEKKPFGFLT IDRFA----P GGDLWLLASG
21 AKMQQGDTIL LDKNATGFLL PERFP----D GKDLVMLCTG
22 AKMQQGDTIL LDKNATGFLL PERFP----D GKDLVMLCTG
23 KQOMQAGDTLL LEKKPVGFFT VNRIP----Q GKELILLATG

Figura 3.3
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1 Azotobacter vinelandii (AV)

2 Pseudomonas aeruginosa (AV)

3 Bordetella pertussis (AV)

4 Bordetella bronchiseptica (AV)

5 Neisseria meningitidis (AV)

6 Neisseria gonorrhoeae (AV)

7 Caulobacter crescentus (AV)

8 Zymomonas mobilis (AV)

9 Rhodobacter capsulatus (AV)

10 Escherichia coli (EC)

11 Salmonella paratyphi (EC)

12 Salmonella typhi (EC)

13 Salmonella typhimurium (EC)

14 Klebsiella pneumoniae (EC)

15 Yersinia pestis (EC)

16 Buchnera aphidicola (EC)

17 Shewanella putrefaciens (EC)

18 Pseudomanas aeruginosa (EC)

19 Bordetella pertussis (EC)

20 Bordetella bronchiseptica (EC)

21 Neisseria meningitidis (an)

22 Neisseria gonorrhoeae (an)

23 Actinobacillus actinomycetemcomitans (AA)
190 200 210 220

1 YFGEAVKEKL IYYPTVTRES FH--NQG-RL TDLMRSGKLF

2 YFGDQVKEKL IYYPLVTREP FR--NQG-RQ TDLMRSGKLF

3 FFGDIVRDKL VYYPTVTREP FR--NQG-RI TQLVDSGKLC

4 FFGDIVRDKL VYYPTVTREP FR--NQG-RI TQLVDSGKLC

5 YLGDLVKEKL IYYPIVSREE FE--HHG-RL TDLMVSGKLF

6 YLGDLVKEKL IYYPIVSREE FE--HRG-RL TDLMVSGKLF

7 LVGDEARAQL TYYPTVTREA FE--RQG-RF TDLITXGKLF

8 LVSEEAAEQF TYIPTVTREE FE--RTS-RI NTMIEDGSLF

9 LIGELVEGKL KYYPTTTREE FH--HMG-RI TDNLASGKVF

10 ----- YEGKL RIQTVVSRET AAGSLTG-RI PALIESG-EL

11 ----- YEGKL RIQTVVSRES VPGSLTG-RV PALIENG-EL

12 ----- YEGKL RIQTVVSRES VPGSLTG-RV PALIENG-EL

13 ----- YEGKL RIQTVVSREN VPGSLTG-RV PASIENG-EH

14 ----- YAGKL RIQTVVSRET VEGSLTG-PV RFLIETG-AL

15 ----- YNGKL RIQTVVSREE SPGSLTG-RV PALIENG-AL

16 ----- YNGKL KIETIVSREK NHNSLYG-RI PLLLQONQ-IL

17 ----- YPNQF ILCLAVTREK LDGALQC-RI PDGLVSG-EI

18 EYLEH-AHKL QFIPVVTREQ VPGCLNG-RI TTLIENG-DL

19 PYFEADPRKL IYLPIATRET LPGMPQA-RL TTLIADG-RL

20 XXXXXXXXXX XXXXXXXXXX XXXXXXX-XL TTLIADG-RL

21 LVGE-YRHSF HFVPVTTRAA NPSGLSGKRI PELLKNS-SI

22 LVGE-YGHSF RFVPVTTRAA NPSGLSGKRI PELLKNN-SI

23 LIGQ-YADKL IYQPVITREK VNSTLHQ-RI PQLLENG-EL
270 280

1 KISPRMGEPG DYLIERAFVE K-- 1

2 KISPRMGEPG DYLIERAFVE K-- 2

3 EVSPGVGEPG DYVFERAFVD K-- 3

4 EVSPGVGEPG DYVFERAFVD K-- 4

5 TVSPKTGVRG DYLIERAFVD Q-- 5

6 TVSPKTGVRG DYLIERAFVD Q-- 6

7 KEGSNA-EPG DFLIERAVGG --- 7

8 KEGSNS-EPG DFVIERAFVD --- 8

9 REGANS-EPR EFVVEKAFVG EGI 9

10 TKHLRR-RPG HMTAEHYW-- --- 10

11 TKHLRR-RPG HMTAEHYW-- --- 11

12 TKHLRR-RPG HMTAEHYW-- --- 12

13 TKHLRR-RPG HMTAEHYW-- --- 13

14 TKHLRRGRXG HMTAEHYW-- --- 14

15 RKHLRR-KPG HMTSEQYW-- --- 15

16 QKNLRR-KHG HITMENYW-- --- 16

17 SKNLRR-APG QITVEKYW-- --- 17

18 NLSLTR-RPG QVAVENYW-- --- 18

19 APGRRG-IPG NLAVENYW-- --- 19

20 APGRRG-IPG NLAVENYW-- --- 20

21 AMH-RNRIPG QIMMENGF-- --- 21

22 AMH-RNRIPG QIMMENGF-- --- 22

23 ALH-RVHKNG EIMMENAF-- --- 23

Figura 3.3 Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de FPRs, empleado para
el analisis filogenético. Para cada secuencia se indica la numeracién correlativa, el
origen, el subtipo (entre paréntesis), y la base de datos y numero de acceso
correspondientes. AV: subtipo Azotobacter vinelandii. EC: subtipo Escherichia coli.

PROTEINA: AAA83029]
ADN: PAGP_287]
ADN: SANGER_520
ADN: SANGER_518]
ADN: SANGER 65699
ADN: OUACGT_485
ADN: TIGR_76]
PROTEINA: AAD19404]
PROTEINA: AAF35905
PROTEINA: AAA23805
ADN: WUGSC_32027
ADN: SANGER_601
ADN: WUGSC_99287
ADN: WUGSC_573]
ADN: SANGER_632]
PROTEINA: AAD19635]
ADN: ]
ADN: ]

TIGR_5527

PAGP_287
ADN: SANGER_520
ADN: SANGER_518]
PROTEINA: CAB72021]
ADN: OUACGT_485
ADN: OUACGT_714]

230
ED-IGLPP--
ED-IGLPP--
AD-IGLPQ--
AD-IGLPQ--
ED-IGLPK- -
ED-IGLPK- -
OD-LGIEGDR
TDRIGLPKK-
ED-LGIAP--
ES-TIGLP--
EK-AVGLP- -
EK-AVGLP- -
GK-SVGLP- -
EE-AVGLP- -
EA-AVGLK- -
EK-KIGLK- -
ER-KVGLT- -
ER-AADLE- -
EQ-LAGQP- -
EQ-LAGQP- -
EQ-ALHTK- -
EQ-ALHTK- -
EH-ALNIR--

240
INPQDDRAMI
MNPQDDRAMT
LDPAVDRAMI
LDPAVDRAMI
INPQDDRAML
INPQDDRAML
FDPENDRAML
LDPATDRLML
MNPETDRAMV
MNKETSHVML
MDKETSHVML
MDKETSHVML
DGKETSNVML
ITTETSNVML
IDAKDSHVML
INRNDSHVML
LSAADSQVMI
LTPEHSRVML
LDPQRAKIML
LDPQRAKIML
FTPESTRFMI
LTPESTRFMI
FSKTDTRFLI

AA: subtipo Actinobacillus actinomycetemcomitans.

250
CGSPSMLDES
CGSPSMLEET
CGSPHMLADI
CGSPHMLADI
CGSPAMLKDT
CGSPAMLKDT
CGSMAMIKDT
CGSMDMIKDF
CGSLAFNVDV
CGNPQMVRDT
CGNPQMVRDT
CGNPQMVRDT
CGT-KWVRDT
CGNPQMVRDT
CGNPQMVRDT
CGNPAMVKDT
CGNPGMISGA
CGNPQMIEDT
CGNPAMLADA
CGNPAMLADA
CGNPEMVKDT
CGNPEMVKDT
CGNPNMVKAS

180
TEHLPQSE- -
TKVLPEHE- -
EKELPGNE- -
EKELPGNE- -
TKELPEHE- -
TKELPEHE- -
TQEIFDDP- -
VNQIADDP- -
VEALQEDP- -
QELEKR----
LELQQR----
LELQQR----
LELQQR----
RELEQR----
QQLEQR----
KQLYKS----
KGYAAQ----
AGLAER- - - -
EQWRSQPAFA
XXXKXKXKXXX
AALSEHP- - -
AALSEHP- - -
AD-LKGHS- -

260
CEVLDG-FGL
SAVLDS - FGL
RAMLDK-RGF
RAMLDK-RGF
CKVLDD-FGL
CKVLDD-FGL
DALLEA-HGL
EKYLNE-QGF
MKVLES-YGL
QQLLKETRQM
QQLLKETRQM
QQLLKETRQM
QQLLKETRQM
QQLVKETRQM
QQLLKEQREM
YLFLQKDRCM
QAALLD-KGL
RAVLKA-RGM
RKLLSE-RGF
RKLLSE-RGF
FQTLLD-MGY
FQTLLD-MGY
YEHLKA-KGY

WU WN

WU WN
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La clasificacion de las FPRs basada en la secuencia de su extremo carboxilo
terminal cobra sentido considerando la importancia estructural que revisten estos
residuos. En la Figura 3.4 se comparan las interacciones del FAD con su entorno
aromatico en las FNRs plastidicas y en los subtipos propuestos de FPR. En las FNRs de
Spinacia oleracea y de Anabaena PCC7119, un bucle del dominio amino terminal
provee una tirosina, estrictamente conservada en todas las secuencias de FNR
plastidicas, que mantiene una interacciéon no polar con la parte adenina del grupo
prostético. Ese bucle no estd presente en las FPRs, ya que el FAD adopta una
conformacién plegada (seccion 1.2.5.1, Figura 1.6). Sin embargo, la porcion adenina
del FAD mantiene una interaccion de la misma naturaleza con los residuos aromaticos
Trp248 en FPR de Escherichia coli y Phe255 en FPR de Azotobacter vinelandii. Tal
como sucede en las FNRs plastidicas, la cara re de la isoaloxazina interacciona en FPR
de Escherichia coli con una tirosina (Tyr247) mientras que en FPR de Azotobacter
vinelandii esta interaccion se efectia con el residuo Ala254. Estudios de mutagénesis
sitio dirigida han demostrado la participacion del residuo equivalente en la FNR de
Pisum sativum (Tyr308) en la estabilidad de la enzima (157), y en capitulos posteriores
de esta Tesis se discutira su funcion decisiva en la modulacion de la afinidad por piridin
nucleodtidos (seccion 5.3.3).

Como se aprecia en los alineamientos parciales de la Figura 3.4, todas las
secuencias de FPR subtipo E. coli muestran una conservacion estricta de los residuos
Tyr247-Trp248. Lo mismo es valido para los residuos Ala254-Phe255 en las secuencias
de FPR subtipo 4. vinelandii, exceptuando la proveniente de Caulobacter crescentus
que posee una valina en vez de fenilalanina. Ademas de las idiosincrasias mencionadas,
en las FPRs subtipo E. coli el residuo Trp248 constituye el extremo carboxilo terminal,

mientras que dentro del subtipo A. vinelandii las secuencias se extienden de dos a cinco
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ORGANISMO ALINEAMIENTO ESTRUCTURA
Tyr95
FNR
93 120 312
Spinacia oleracea (hoja) RLYS YTN EVY------
Zea mays (raiz) .... . YD ...------
Volvox carteri (alga) .... .VD ...------
Anabaena sp. (cianobacteria) .... .KH .T.------
Tyr314
C-term.
Tyrl20
FPR
50 245
Escherichia coli RAYS --- EHYW-----
Salmonella paratyphi - - Tyr52
Salmonella typhi T ke Tyr247
Salmonella typhimurium T
Klebsiella pneumoniae - .-
Yersinia pestis -- .Q..----- "
Buchnera aphidicola -- N..-----
Shewanella putrefaciens -- K..-----
Pseudomanas aeruginosa -- .N..-----
Bordetella pertussis -- .N..----- Trp248
Bordetella bronchiseptica -- N..----- C-term.
51 252
Azotobacter vinelandii RAYS --- ERAFVEK-- Tyr53
Pseudomonas aeruginosa - .. --
Bordetella pertussis -- ... D.--
Bordetella bronchiseptica -- ... D.--
Neisseria meningitidis -— .. DQ- - Ala254
Neisseria gonorrhoeae - ... DQ--
Caulobacter crescentus -- VGG- - -
Zymomonas mobilis - .. D---
Rhodobacter capsulatus -- .K...GEGI Phe255

Figura 3.4 Comparacion de FNR y FPR basada en estructura tridimensional. Se
presenta un alineamiento parcial de las secuencias pertenecientes a cada grupo
estructural, incluyendo los residuos aromaticos que interaccionan con el FAD, y un
detalle de la estructura tridimensional prototipica. Los numeros sobre el primer
aminoacido de cada segmento alineado corresponden a la posicion relativa del residuo
en la secuencia prototipo, indicada en negrita. En las estructuras tridimensionales y en
los alineamientos se indica: en rojo el residuo aromético que interacciona con la parte
adenina del FAD, en verde el residuo aromatico que interacciona con la cara si de la
isoaloxazina, y en azul el residuo que interacciona con la cara re de la isoaloxazina. C-

term.: residuo carboxilo terminal.
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residuos luego de la Phe255. Esta extension carboxilo terminal se ha relacionado con la
capacidad de la FPR de Azotobacter vinelandii de emplear como sustrato la ferredoxina
tipo I (67, 158), ferrosulfoproteina también denominada ferredoxina 7Fe por contener
un centro [3Fe-4S]™ y otro [4Fe-4S]*"" (159). Apoyando esta hipotesis, en
proteobacterias que contienen FPRs subtipo A. vinelandii como Pseudomonas
aeruginosa, Caulobacter crescentus y Rhodobacter capsulatus, se ha informado la
presencia de ferredoxinas 7Fe (158). Asimismo, no se han encontrado ferredoxinas 7Fe,

en especies de Proteobacteria que contengan unicamente FPRs subtipo E. coli.

3.23 Filogenia de ferredoxina-NADP" reductasas proteobacterianas

Con el fin de analizar si la clasificacion propuesta refleja la historia
evolutiva de las FPRs se construyd un arbol filogenético basado en el alineamiento
multiple de la Figura 3.3. En el arbol consenso resultante (Figura 3.5) se observa que
los subtipos A. vinelandii y A. actinomycetemcomitans formaron grupos monofiléticos
con soporte estadistico del 100%. El subtipo E. coli también resultd6 monofilético segin
el arbol consenso, aunque en este caso el soporte estadistico fue 32%. Un andlisis
posterior de las topologias alternativas en los arboles provenientes de alineamientos
remuestrados, reveld que el bajo soporte estadistico fue causado por la inclusion de las
secuencias del subtipo 4. actinomycetemcomitans en distintos puntos del subarbol
formado por las FPRs subtipo E. coli. Para verificar si este era el tnico motivo del
reducido intervalo de confianza que soportd al subtipo E. coli, se rehizo el andlisis
filogenético eliminando del alineamiento multiple las secuencias del subtipo A.
actinomycetemcomitans. Cuando se obtuvo el arbol consenso derivado de las secuencias
1 a 20, se observo una separacion de las FPRs en los subtipos 4. vinelandii y E. coli,

avalada con un soporte estadistico del 100%.
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FPR subtipo A.vinelandii FPR subtipo A. act.
alfa Rhodobacter capsulatus (AV) gamma
Zymomonas mobilis (AV)

Actinobacillus

Caulobacter crescentus (AV) actinomycetemcomitans (RA)

Neisseria
meningitidis (RA)
Neisseria
gonorrhoeae (RA)

beta

beta

Neisseria meningitidis (AV)
Neisseria gonorrhoeae (AV)
Bordetella

bronchiseptica (AV)

Bordetella
pertussis (AV)

gamma
Azotobacter vinelandii

Pseudomonas aeruginosa (AV)

beta
Bordetella
pertussis (EC)
Bordetella
bronchiseptica (EC)
gamma Pseudomonas
aeruginosa (EC)
Shewanella
putrefaciens (EC)
Buchnera aphidicola (EC)
Yersinia pestis (EC)
Klebsiella pneumoniae (EC)
Escherichia coli
Salmonella paratyphi (EC)
Salmonella typhi (EC)
Salmonella typhimurium (EC)
. 3
FPR subtipo E.coli

| + + + + |

I t t t t 1

0.5 sustituciones / sitio

Figura 3.5 Relaciones filogenéticas entre FNRs proteobacterianas (FPRs) basadas en la
comparacion de sus secuencias de aminoacidos. La longitud de cada rama es
proporcional a la distancia evolutiva calculada, de acuerdo con la escala incluida en la
figura. Los numeros adyacentes a las ramas indican la cantidad de arboles donde se
observaron los dos grupos que la rama define, por cada 100 arboles obtenidos a partir de
los datos remuestrados. Se recuadraron los subtipos de FPR propuestos. Se indica con
alfa, beta y gamma, la subdivision de Proteobacteria correspondiente a cada organismo.
Los procedimientos computacionales empleados para la obtencion del arbol se indican
en la seccion 2.1.3 de Materiales y Métodos.
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Ademas de la clasificacion basada en subtipos de FPR, se ha indicado en el
arbol filogenético la subdivision de Proteobacteria a la que pertenece cada especie. Las
subdivisiones de Proteobacteria dentro de cada subtipo constituyeron grupos
monofiléticos, exceptuando la subdivision beta en los subtipos A. vinelandii y E. coli.
Mas aun, la presencia de representantes de tres subdivisiones distintas en el subtipo 4.
vinelandii, permiti6 comprobar que la relacion filogenética entre las mismas coincide

con la obtenida a partir de otras macromoléculas (160).

33 Discusion

En este capitulo se estudi6 la evolucion de la ferredoxina-NADP" reductasa
mediante la construccion de arboles filogenéticos basados en las secuencias de
aminoacidos de las enzimas plastidicas y proteobacterianas. No se han incluido en este
andlisis las adrenodoxina NADP' o6xido-reductasas, ya que presentan estructuras
primarias y terciarias que demuestran un origen evolutivo completamente diferente al
resto de las FNRs (seccion 1.2.5.3, 82).

La clasificaciéon de las FPRs seglin la estructura primaria de su extremo
carboxilo terminal se sustentd inicialmente en la importancia de estos residuos en el
mantenimiento de la funcion y la estructura terciaria de la enzima (Figura 3.4). Sin
embargo, el andlisis evolutivo basado en las secuencias aminoacidicas reveld que los
subtipos de FPR se correspondieron con grupos filogenéticos claramente establecidos
(Figura 3.5), brindando un soporte adicional a la clasificacién propuesta. La validacion
estadistica por remuestreo indicO que la separacion entre los subtipos A.
actinomycetemcomitans y E. coli no es tan definida como la de éstos con el subtipo A.
vinelandii.

Los datos estructurales y funcionales disponibles indican un origen

evolutivo comun para las reductasas plastidicas y proteobacterianas. Sin embargo, la
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divergencia exhibida entre ambos grupos hizo metodologicamente preferible emprender
el estudio filogenético de cada linaje en forma independiente (Figuras 3.2 y 3.5). Los
resultados de ambos andlisis se integraron en un esquema global de la evolucion de
FNR presentado en la Figura 3.6. El modelo planteado explica la historia evolutiva del
gen que codifica para FNR en consonancia con la filogenia establecida para los grupos
taxondmicos que poseen esta enzima. El diagrama puede interpretarse como un drbol de
genes resumiendo la filogenia de las FNRs plastidicas y las FPRs, inserto en un arbol de
organismos que muestra las relaciones filogenéticas aceptadas entre los mismos segun
se han obtenido a partir de otras biomoléculas (160-164). Cabe destacar que el arbol de
genes de la Figura 3.6 posee una raiz a pesar de que los arboles primarios de las
Figuras 3.2 y 3.5 no la poseen. Se entiende por raiz de un arbol filogenético al nodo
que representa el antecesor comun de todos los organismos, genes o productos génicos
analizados. Virtualmente todos los métodos de reconstruccion filogenética producen
como resultado arboles sin raiz (165). Para enraizar un arbol, es decir para establecer
como estado ancestral un nodo o un punto intermedio sobre una rama, debe emplearse
informacion adicional como la proveniente del registro fosil, del andlisis de genes
duplicados muy tempranamente en la historia evolutiva de los organismos bajo estudio,
o de la comparacion con otros arboles que posean raiz. El drbol de genes de la Figura
3.6 fue enraizado empleando esta tltima técnica.

Segun el modelo propuesto, la primera duplicacién génica estaria asociada
al evento de especiacion que dividid6 a las proteobacterias de las cianobacterias
ancestrales. Las duplicaciones identificadas como D1 y D2 en la Figura 3.6, no
relacionadas con fendémenos de especiacion, serian anteriores a la radiacion del grupo
Proteobacteria y habrian dado origen a los tres subtipos de FPR. Las dos duplicaciones

se representaron colapsadas en el mismo nodo, ya que con los datos disponibles no fue
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Figura 3.6. Evolucion de la ferredoxina-NADP" reductasa. En circulos solidos y lineas
finas en color se muestra la historia evolutiva de la ferredoxina-NADP" reductasa. Las
flechas rotuladas D1 a D5 indican eventos de duplicacion génica. Las lineas de puntos
indican pérdidas diferenciales de genes. En lineas negras gruesas se muestra el arbol
filogenético de los grupos taxondmicos que poseen esta enzima, indicando con dvalos
blancos los puntos nodales del mismo. En ambos arboles se respeta el orden temporal
relativo de las especiaciones y duplicaciones génicas de acuerdo con la flecha de tiempo
incluida en la figura.
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posible establecer cual de los tres subtipos divergié mas tempranamente. Hasta el
presente, en las alfa proteobacterias solo se encontraron FPRs subtipo 4. vinelandii, a
pesar del estado avanzado en el que se encuentran los proyectos de secuenciacion de
genomas completos de especies de este grupo taxondémico como Rhodobacter
capsulatus y Zymomonas mobilis. Esto sugiere que el linaje de las alfa proteobacterias
sufri6 la pérdida diferencial de los genes del subtipo E. coli y A.
actinomycetemcomitans, aunque seria necesario analizar un niumero mucho mayor de
secuencias proteobacterianas para sostener esta hipotesis, secuencias que al presente no
estan disponibles. Si bien en la Figura 3.6 se esquematizan las beta y gamma
proteobacterias conteniendo los tres subtipos de FPR, debe aclararse que en ninguna de
las especies analizadas se detectaron mas de dos subtipos. Inclusive puede asegurarse
que algunas especies como Escherichia coli, cuyo genoma se ha secuenciado
completamente, s6lo poseen uno de los subtipos.

En el arbol filogenético basado en las secuencias de ferredoxina-NADP"
reductasas plastidicas (Figura 3.2) las FNRs de hoja resultaron mas cercanas a la de
Cyanophora paradoxa, un alga glaucocistofita, que a las de clorofitas, en contradiccion
con la filogenia aceptada para estos grupos taxonémicos (163). Se encontr6é también que
las FNRs de raiz resultaron mas emparentadas a las de clorofitas que a sus contrapartes
encontradas en hoja. Estas caracteristicas pueden ser explicadas asumiendo la serie de
eventos evolutivos que se describen a continuacion. La primera duplicaciéon en el linaje
de las FNRs plastidicas, indicada como D3 en la Figura 3.6, generaria los genes tipo
hoja y tipo raiz en el eucariota fotosintético ancestral, identificados en rojo y en azul
respectivamente. Posteriormente se darian pérdidas diferenciales del gen tipo raiz en las
glaucocistofitas y del gen tipo hoja en las clorofitas. Las dos isoformas de FNR

encontradas en hojas de Zea mays, y en raices de Arabidopsis thaliana y Oriza sativa
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(Figura 3.2), se deben indudablemente a duplicaciones génicas ocurridas durante la
radiacion de las plantas superiores, identificadas como D4 y D5 en la Figura 3.6. Sin
embargo, los datos disponibles fueron insuficientes para establecer cual de estas dos

duplicaciones sucedi6 con anterioridad.
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4 PARTICIPACION DEL RESIDUO Y89 EN LA ESTRUCTURA Y

FUNCION DE FERREDOXINA-NADP" REDUCTASA DE ARVEJA

4.1 Introduccion

En todos los miembros de la superfamilia estructural FNR se encuentra un
residuo aromadtico cercano a la cara si de la flavina, homologo a la tirosina 89 en la
secuencia de FNR de Pisum sativum (seccion 1.2.6.2). La conservacion absoluta de esta
tirosina en todas las secuencias de FNRs conocidas hasta el presente (residuos en
posicion 108 en el alineamiento de la Figura 3.1 y en posicion 63 en el alineamiento de
la Figura 3.3) y su proximidad a la isoaloxazina (59, 60, 66, 67) permiten inferir la
importancia de este residuo. Sin embargo, a pesar de contarse actualmente con mas de
10 estructuras tridimensionales correspondientes a diferentes variantes de FNR (Tabla
1.2), atin no se ha demostrado claramente cual es la participacion de esta tirosina en el
mantenimiento de la estructura y la funcion de la enzima.

Con el fin de esclarecer este interrogante, se construyeron cuatro mutantes
de FNR de Pisum sativum en las cuales se sustituy6 el residuo tirosina en posicion 89
por fenilalanina, triptofano, serina y glicina (141). En la mutante FNR Y89F se realizo
un reemplazo por fenilalanina, cuya cadena lateral es idéntica a la del residuo silvestre
pero carece del grupo hidroxilo. En la mutante FNR Y89W se realiz6 un reemplazo por
triptofano, mas voluminoso pero manteniendo el caracter aromatico de la cadena lateral.
El residuo serina en la mutante FNR Y 89S provee una cadena lateral no aromatica, pero
con un grupo hidroxilo capaz de formar enlaces puente de hidrogeno. En la mutante
FNR Y89G la tirosina se reemplazo por glicina, que s6lo posee un hidrogeno como
cadena lateral. Las cuatro proteinas mutantes se expresaron en Escherichia coli,
fusionadas al extremo carboxilo terminal de los 16 aminoacidos iniciales de la [3-

galactosidasa. Estas proteinas recombinantes resultaron inestables y soélo la mutante
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FNR Y89F pudo purificarse con buen rendimiento a partir de la fraccion soluble del
extracto bacteriano (141). Con el fin de superar este inconveniente las cuatro mutantes
fueron subclonadas en el vector pPGEX-3X para ser expresadas como proteinas de fusion
con la glutation S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum.

En la segunda etapa de este trabajo de Tesis se caracterizaron las mutantes
de GST-FNR en la tirosina en posicion 89, con el fin de estudiar el papel desempenado

por este residuo en la estructura y funcién de la enzima.

4.2 Resultados

4.2.1 Contenidos de FAD en mutantes de ferredoxina-NADP" reductasa en el

residuo Y89 fusionadas a glutation S-transferasa

La caracterizacion estructural de las mutantes de GST-FNR en el residuo
Y89 se inicid con la determinacion de sus contenidos de FAD, es decir el valor
promedio de moléculas de FAD por molécula de proteina para cada fusion, luego de su
purificacion a homogeneidad.

En primer lugar se efectuaron preparaciones de las proteinas de fusion GST-
FNR silvestre, GST-FNR Y89F, GST-FNR Y89W, GST-FNR Y89S y GST-FNR Y89G
como se describe en la seccion 2.2.6 de Materiales y Métodos. Si bien todas las
purificaciones se llevaron a cabo en idénticas condiciones, se extremaron los recaudos
durante las cromatografias, prestando especial atencion en mantener constantes factores
como la duracion de las distintas etapas, asi como los flujos y volumenes de solvente
empleados durante las mismas. Estas precauciones resultan imprescindibles para la
comparacion de los resultados, en el caso en que las sustituciones provocasen una
alteracion en la constante de disociacion del complejo FNRapoproweins/ FAD. Una vez
obtenidas las distintas proteinas de fusion, se analizaron alicuotas de las preparaciones

para determinar las concentraciones molares de FAD y de GST-FNR. La concentracién
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de proteina de fusioén en cada preparacion se determind mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida desnaturalizantes, tincion y digitalizacion de los geles, y densitometria
de las bandas de proteina de fusion (seccion 2.2.10). Cuando cada preparacion se
analiz6 en geles de poliacrilamida desnaturalizantes, ademés de la banda asociada a
GST-FNR se observaron bandas de menor peso molecular que corresponden a fusiones
entre GST y formas truncadas de FNR (37). En estudios anteriores con GST-FNR
mutantes, se comprobo que la remocién de los 20 residuos finales del extremo carboxilo
terminal de FNR anulaba totalmente la capacidad de mantener unido el FAD a la
proteina (127). Por lo tanto, para que el efecto de la sustitucion en el residuo Y89 sobre
el contenido de FAD no resultase enmascarado por la presencia de productos truncados
de FNR, so6lo se cuantificaron las fusiones entre GST y FNR completa.

En la Figura 4.1.A se muestran las bandas y las sefales integradas
correspondientes a las proteinas de fusion en estudio (calles 6 a 10) y a distintas
cantidades de GST-FNR silvestre empleadas como patron (calles 1 a 5). Para construir
la curva patrén se sembraron los volimenes indicados de una solucion de GST-FNR
silvestre 6,1 UM dosada por espectrofotometria (€460 = 9,69 mM' cm?). En la Figura
4.1.B se detallan las concentraciones de proteina de fusidon estimadas mediante
interpolacion en la curva patrén, y las concentraciones de FAD determinadas por
espectrofluorometria a partir de alicuotas de las respectivas preparaciones (seccion
2.3.3). El contenido de FAD para cada forma de GST-FNR se calculé como el cociente
entre la molaridad del FAD y la molaridad de la proteina de fusion. Como se observa en
la Figura 4.1.B el contenido de FAD no difirio significativamente de 1 en la fusion
GST-FNR silvestre, y resultd superior a 0,5 en las mutantes donde el residuo en

posicion 89 mantuvo el caracter aromatico de la cadena lateral. Las sustituciones no
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A

Forma de silvestre
GST-FNR silvestre Y89F Y89W Y89S Y89G
Volumen [ul] 10 7 5 2 1 7 7 7 7 7
Calle 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sefial integrada

[105pixelx 141 103 72 31 12 97 137 57 46 53
intensidad de color]

B

Variante de Concentracion Concentracion Contenido de FAD
GST-FNR de GST-FNR [uM] de FAD [uM] [mol FAD : mol GST-FNR]

silvestre 56 0,5 540 = 0,08 0,96 = 0,10 NN
Y89F 8,1 = 0,6 6,48 = 0,16 0,80 = 0,08 [N ]
Y89W 33 0,3 1,86 =+ 0,04 0,56 = 0,06 [T |
Y89S 32 0,3 0,51 =0,01 0,6 =002 M |
Y89G 36 =04 0,72 £0,02 0,20 =003 ]

Figura 4.1 Contenidos de FAD en mutantes de GST-FNR en el residuo Y89. A,
Determinacion de la concentracion de GST-FNR en cada preparacion. Se muestra el
resultado del analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y tincion
con colorante Coomassie Blue, de alicuotas de cada preparacion y de una curva patrén
con GST-FNR silvestre 6,1 uM. Se detallan los valores de las sefiales integradas de
cada banda, resultado del anélisis densitométrico del gel digitalizado. A cada intensidad
de color se le asign6 un entero entre 0 (blanco) y 255 (negro). B, Contenido promedio
de FAD por molécula de apoproteina. La concentracion de GST-FNR en cada
preparacion se determind por interpolacion en la curva patrén. La determinacion de
FAD se explica con detalle en el texto. El contenido de FAD se calcul6 como el
cociente entre la molaridad del FAD y la molaridad de GST-FNR. Cada estimacion se
informa como el valor medio de tres repeticiones, seguido del error estandar. En el
grafico de barras se representa en rojo el valor medio del contenido de FAD estimado y
en lineas finas el intervalo de * el error estandar.
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aromaticas tuvieron un efecto mas marcado sobre el contenido de FAD, indicando que

al menos el 80 % de las fusiones se encontraria con FNR en su forma de apoproteina.

4.2.2 Proteolisis limitada con termolisina de mutantes de ferredoxina-NADP"
reductasa en el residuo Y89 fusionadas a glutation S-transferasa

Con el fin de profundizar la caracterizacion estructural de las mutantes de
GST-FNR en el residuo Y89 se realizaron ensayos de protedlisis limitada con
termolisina (seccion 2.3.4). En primer lugar se trataron 20 pug de cada fusion completa
de FNR mutante y de GST-FNR silvestre con 2 pg de proteasa Xa durante una hora a
25°C, en un medio conteniendo NaCl 100 mM, CaCl, 1 mM y Tris-HCI 50 mM a pH
8,0. Luego se incremento la concentracion de CaCl, hasta 5 mM, se agregaron 2 ug de
termolisina, se tomaron alicuotas a distintos tiempos que fueron sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Posteriormente las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa y se inmunorrevelaron empleando
anticuerpos antiFNR (seccion 2.2.11).

La calle 1 de cada membrana representada en la Figura 4.2 corresponde a la
muestra antes del tratamiento con la endoproteasa Xa. Ademas de la banda de GST-
FNR, en todas las variantes analizadas se observaron bandas inmunorreactivas de menor
peso molecular que corresponden a fusiones entre GST y formas truncadas de FNR
(37). La calle 2 de cada membrana corresponde a la muestra después del tratamiento
con la endoproteasa Xa. En todos los casos el tratamiento fue suficiente para escindir
completamente las fusiones, lo que resultd en la aparicion de bandas inmunorreactivas
correspondientes a formas de peso molecular igual o inferior al de FNR. En las calles 3
a 11 se aprecia el efecto del tratamiento de las muestras con termolisina a tiempos
crecientes. La forma silvestre y las mutantes FNR Y89F y FNR Y89W, mostraron un

nucleo resistente al ataque proteolitico atin luego de mas de cuatro horas de incubacion
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Termolisina D +

proteasa Xa + +

tiempo [min] -60 O 4 16 32 64 128 256
5

1 2 8
cale 1 2 3 4 6 7 8 9 10 M
GST-FNR silvestre =» F

FNR silvestre =» &—.———-—-“.—

i

GST-FNR Y89F => "

FNR Y89F ».w"

3

GST-FNR Y89W = e

bl

—— U ——— —

GST-FNR Y89S —> e

FNR Y89S —»

GST-FNR Y89G =»

FNR Y89G —»

-

Figura 4.2 Protedlisis limitada de GST-FNR. Las mutantes de GST-FNR en el residuo
Y89 y la fusion GST-FNR silvestre se sometieron a digestion con proteasa Xa y luego a
protedlisis con termolisina. Se analizaron alicuotas a distintos tiempos mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y posterior transferencia e
inmunorrevelado con antiFNR, segin se detalla en el texto. Cantidad de fusion
completa sembrada por calle: 0,2 pg para GST-FNR silvestre, GST-FNR Y89F y GST-
FNR; 0,4 ug para GST-FNR Y89S y GST-FNR Y89G.
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(calle 11). Por el contrario, a pesar de haberse sembrado el doble de proteina, no se
detectaron bandas inmunorreactivas al cabo de 32 min para FNR Y 89S (calle 8) o de 16
min para FNR Y89G (calle 7), indicando que el tratamiento result6 suficiente para

proteolizar totalmente a estas mutantes.

4.2.3 Espectros de absorcion electrénica de mutantes de ferredoxina-NADP"
reductasa en el residuo Y89

El siguiente paso en el estudio de las mutantes de ferredoxina-NADP"
reductasa en el residuo Y89 fue la caracterizacion de sus formas no fusionadas a GST.
Con este fin se decidio escindir las fusiones y purificar a homogeneidad cada variante
de FNR libre de GST (seccion 2.2.7). Luego del tratamiento de las fusiones con
proteasa Xa se observo la presencia de agregados insolubles que resultaron mas
abundantes en las variantes con menor contenido de FAD. Las mutantes FNR Y89F y
FNR Y89W pudieron purificarse, aunque los rendimientos de las preparaciones
resultaron menores a los obtenidos con la enzima silvestre. Sin embargo, no fue posible
recuperar las mutantes FNR Y89S y FNR Y89G en forma soluble.

En la Figura 4.3 se muestran los espectros de absorcion electronica de las
mutantes FNR Y89F y FNR Y89W purificadas a homogeneidad, comparados con el de
la enzima silvestre. Los coeficientes de extincién se obtuvieron por cuantificacion
espectrofotométrica del FAD extraido de la holoproteina (seccion 2.3.5). Los espectros
de las mutantes resultaron similares al de la enzima silvestre, con incrementos en los
coeficientes de extincion a 384 y 461 nm para FNR Y89F y a 385 nm para FNR Y89W.
Como se observa en el recuadro de la Figura 4.3, los maximos de absorcion de las
mutantes no difirieron mas de 1 nm con respecto a los maximos de absorcion de FNR

silvestre.
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— FNR silvestre €385=7,64 mM™"'cm™ €60= 9,69 mM"' cm™
—— FNR Y89F €384=7,98 MM cm™'  €461=10,19 MM cm"’
— FNRY89W  €385=8,46 mM'cm”' &ss1= 9,66 mM"' cm™’
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£ 10
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Z 8
W 7
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Figura 4.3 Espectros de absorcion electronica de FNR silvestre, FNR Y89F y FNR
Y89W. Los espectros se determinaron a 20°C en celdas de 1 cm de paso conteniendo la
flavoproteina a una concentracion de 50 a 70 uM en Tris-HCI 50 mM a pH 8,0. Los
coeficientes de extincidon se determinaron como se describe en la seccion 2.3.5 de
Materiales y Métodos.
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4.2.4 Interaccion de mutantes de ferredoxina-NADP" reductasa en el residuo

Y89 con NADP"

La interaccion de FNR silvestre, FNR Y89F y FNR Y89W con NADP" se
investigd registrando los cambios en el espectro de absorcion electronica de la
flavoproteina. Aunque la interaccion de FNR con piridin nucle6tidos ocasiona un
corrimiento del espectro hacia el rojo, con perturbaciones en diferentes regiones del
espectro diferencial, el cambio en torno a 515 nm resulta particularmente informativo.
Es aceptado que la intensidad del pico en la region de 515 nm en el espectro diferencial
de los complejos se correlaciona con la extension de la interaccion del anillo de
nicotinamida con la cara re de la isoaloxazina en el sitio activo de la enzima (94, 122,
128, 129). Vale aclarar que aun en presencia de concentraciones saturantes de NADP”,
el sitio activo de FNR silvestre no estd completamente ocupado por la porcion
nicotinamida del sustrato. Como se explica en el siguiente capitulo de esta Tesis, la cara
re de la 1soaloxazina no es ocupada 100 % del tiempo por la nicotinamida debido a que
la cadena lateral de Y308 compite por la misma ubicacion. De esta forma los
experimentos de titulacion de FNR con NAD(P)", ademas de proveer informacion
acerca de la afinidad global por el ligando, permiten inferir en que medida se enfrenta la
parte nicotinamida del NAD(P)" con la isoaloxazina.

En la Figura 4.4 se representan las titulaciones de FNR Y89F y FNR Y89W
con NADP" y los parametros estimados luego del ajuste de los datos a la ecuacién
teorica para un modelo 1:1, es decir, de uniéon de un ligando a un sitio unico en la

enzima (seccion 2.3.6). Los parametros de la enzima silvestre de arveja determinados en

las mismas condiciones (KdNADP+ =9 UM, A€s;5 maximo = 0,559 mM™! cm'l) resultaron

similares a los de la enzima de espinaca (KdNADPJr = 14 uM, AE€s;5s maximo = 0,789

mM' ecm™) (91, 166). Los datos representados en las Figura 4.4.A y 4.4.B indican que
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10 FNR Y89F
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A ENR Y89W
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Figura 4.4 Afinidad de FNR Y89F y FNR Y89W por NADP'. Representacion del
coeficiente de extincion diferencial en la region de 515 nm (A€s;5) de los espectros
diferenciales de FNR debidos a la unién de NADP" a la concentracion indicada. Las
lineas de puntos cruzan el eje de A€s;s en el valor estimado de A€s;s maximo. Las
condiciones experimentales y el procesamiento de los datos se detallan en la seccion
2.3.6 de Materiales y Métodos. En los recuadros se informan los valores estimados + el
error estandar, de la constante de disociacién del complejo FENR/NADP™ (KPP y del
Ags1s maximo. A, FNR Y89F. B, FNR Y89W.
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la afinidad por NADP" disminuy6 unas 80 veces en la mutante FNR Y89F (KPP =
0,79 mM) y mas de 50 veces en FNR Y8OW (K *PF" = 0,47 mM).

En la Figura 4.5 se graficaron los espectros diferenciales de FNR silvestre,
FNR YS89F y FNR Y89W debidos a la unién de NADP', en presencia de
concentraciones saturantes del ligando. Los espectros de FNR Y89F y FNR Y89W se
derivaron de los correspondientes a las condiciones de mayor concentracion de NADP"
en la Figuras 4.4. Para facilitar su comparacion los espectros fueron escalados al 109 %
y 105 % respectivamente, llevando los coeficientes de extincion diferenciales en la

region de 515 nm al A€s;5s maximo estimado para cada forma de FNR. El espectro de la

enzima silvestre se gener6 de la misma forma, escalando un 107 % el espectro
diferencial obtenido en presencia de NADP" 200 uM. Descontando las diferencias en
intensidad de las sefiales, el espectro diferencial de FNR Y89F result6 similar al de FNR
silvestre, mientras que el espectro de FNR Y89W mostro ciertas particularidades en la
region de 420-460 nm. El A€s;s maximo de FNR Y89F (A€s;; = 1,09 mM™ cm™)
permite inferir un grado de ocupacion del sitio activo por la nicotinamida 1,9 veces
mayor que la esperada en la FNR silvestre de arveja (A€sp9 = 0,56 mM’! cm'l).
Asimismo, la ocupacién del sitio activo por la nicotinamida en FNR Y89W seria 1,6

veces mayor (A€s14 = 0,90 mM’! cm'l) que la de su forma silvestre.

4.2.5 Parametros cinéticos de la actividad diaforasa dependiente de NADPH
de mutantes de ferredoxina-NADP" reductasa en el residuo Y89
Se estudié la cinética en estado estacionario de la reaccion NADPH-
K;Fe(CN)s diaforasa catalizada por las mutantes de FNR en el residuo Y89. En la
Figura 4.6 pueden observarse los graficos de las velocidades iniciales de reduccion del

K3Fe(CN)s a distintas concentraciones del sustrato NADP" y los parametros cinéticos
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—— FNR silvestre AE509 = 0,56 mM" cm™’
— FNR Y89F A€513=1,09 mM" cm™’
— FNR Y89W ASEs514 = 0,90 mM" cm™’
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Figura 4.5 Espectros de absorcion electronica diferenciales de FNR silvestre, FNR
Y89F y FNR Y89W debidos a la unién de NADP". Cada espectro diferencial se calculd
sustrayendo el espectro de la variante especificada de FNR y el espectro del NADP", al
espectro de FNR en presencia de concentraciones saturantes de NADP". En el recuadro
se indican los Ae méximos en el entorno de 515 nm. Las condiciones adoptadas para la
determinacion de los espectros se detallan en el texto.
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Figura 4.6 Estimacion de los parametros cinéticos de la reaccion NADPH-K3;Fe(CN)g
diaforasa catalizada por mutantes de FNR en el residuo Y89. Se graficaron las
velocidades iniciales de reduccion de K;Fe(CN)g en presencia de las concentraciones
indicadas del sustrato NADPH. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y
se representaron sus valores medios. Las lineas de puntos cruzan el eje de velocidad
inicial en el valor estimado de la velocidad limitante. Las condiciones experimentales
detalladas y el analisis de regresion de los datos obtenidos se describen en la seccion
2.3.2 de Materiales y Métodos. En los recuadros se informan los valores estimados * el
error estandar, de la velocidad limitante y de la constante de Michaelis correspondiente
al sustrato NADP" (K, “*""™). Siguiendo las recomendaciones del Comité de
Nomenclatura de la Union de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), se
empled el término "velocidad limitante" en vez del mas usual "velocidad maxima". La
constante catalitica (k. se calculé como el cociente entre la velocidad limitante y la
concentracion molar de enzima. A, FNR Y89F. B, FNR Y89W.
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estimados a partir de esos datos. Para la enzima silvestre en las mismas condiciones de
) ., _ 1 NADPH _ U
medida se determind una ke, =490 £ 4 57 y una Ky, =24 + 0,7 uM, derivandose

una constante de especificidad keSpNADPH =204+08 s’ uM‘l. La mutante FNR Y89F

NADPH
K

presentd una disminucion de la ke y un aumento de la moderados, cuyo

cociente (kespNADP = keae / K ¥*PP) implicé una constante de especificidad para
NADPH casi seis veces menor que la de FNR silvestre. En cambio, la mutante FNR

Y89W no mostrdé variacion de la KmNADPH

, pero las constantes cataliticas y de
especificidad resultaron mas de 250 veces menores que las de FNR silvestre.

Las preparaciones de GST-FNR mutantes mantenidas a 4°C no mostraron
una disminucion de la actividad especifica apreciable en un lapso de una hora, el tiempo
aproximado que se invirtid en la determinacién de los parametros cinéticos de cada
enzima. Sin embargo, la mutante FNR Y89W resultdo afectada por los ciclos de

congelamiento y descongelamiento, observandose una reduccion del 50 % de la

actividad especifica luego de cada descongelamiento.

4.3 Discusion

En este capitulo se estudio el efecto de diferentes sustituciones en el residuo
tirosina 89 sobre la estructura y funcion de la ferredoxina-NADP" reductasa de arveja.
La importancia de esta tirosina en la fijacion del grupo prostético se analiz6 mediante la
determinacion del contenido de FAD en las mutantes fusionadas a GST. El contenido de
FAD resulté menor a uno en las cuatro GST-FNR mutantes (Figura 4.1.B), indicando
la existencia de GST-FNRgpoproreina €0 las preparaciones de fusion purificada. Debe
destacarse que so6lo se han obtenido preparaciones de FNR poproteina S0Oluble luego de un
tratamiento con CaCl, 2,5 M a 2°C en presencia de diversos agentes estabilizantes como
DTT, glicerol y cloruro de guanidinio (167). La apoproteina pudo reconstituirse ante el

agregado de un exceso de FAD, lo que permitié la determinacién de la constante de
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disociacion del complejo FAD/FNRgpoproteina (KdFAD = 3,9 nM). Sin embargo, el
rendimiento global del proceso de reconstitucion no alcanzo el 50 % de la holoproteina
original debido a la desnaturalizacion de la apoproteina y a la formacion de agregados
insolubles (167). El estado apoproteina de las formas de FNR fusionadas a GST
analizadas en este capitulo no presentaron esta fuerte tendencia a la agregacion. En las
GST-FNRs la fraccion presente como GST-FNRgpoproteina, asi como las fusiones de GST
con formas truncadas de FNR (Figura 4.2, calle 1), probablemente se mantuvieron
solubles gracias a la presencia del dominio GST, como ya habia sido observado en
trabajos anteriores (37). Luego de la escision de las fusiones con proteasa Xa, estos
productos formaron agregados insolubles justificando en parte el menor rendimiento
obtenido durante la preparacion de las mutantes comparado al logrado con la enzima
silvestre.

Es importante recalcar que el protocolo de purificacion de las distintas
variantes de GST-FNR incluy6 etapas en las que podria darse una pérdida del grupo
prostético. Asi, los repetidos cambios del solvente realizados durante una didlisis
contribuyen a la eliminacion de la fraccion de FAD en equilibrio con la holoproteina.
Andlogamente, en los pasos de fijacion y lavado de las fusiones unidas a glutation
agarosa, el FAD liberado en el equilibrio de disociacion resulta continuamente
desplazado de las cercanias de la apoproteina por el flujo del solvente. Estas
condiciones aislan artificialmente la reaccién directa de disociacion de GST-
FNRoloproteina, @l impedir la reasociacion del grupo prostético. Sin embargo, en la fusion
GST-FNR silvestre no se encontraron evidencias de una liberacion considerable del
grupo prostético, ya que el contenido de FAD no difiri6 significativamente de 1 (Figura

4.1.B). Por lo tanto, la retencion total del FAD en GST-FNR silvestre implica que la
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constante de velocidad de la reaccion directa de disociacion del complejo holoproteina

(ki en la Ecuacion 4.1) es extremadamente baja:

ki
GST-FNRpgjoproteina <———— GST-FNRypoproteina + FAD  [Ecuacién 4.1]
ki

El bajo valor de k; se ve reflejado en una K AP bajisima, ain cuando se la compara con
las de otras flavoproteinas (167). Basandose en estas observaciones, el menor contenido
de FAD de las mutantes podria deberse a un incremento en la k; que aumentaria la
velocidad de liberacion del grupo prostético. Asimismo, asumiendo que las
sustituciones introducidas no han aumentado la velocidad de reasociacion, se preveria
un aumento en la K¢'*P de las mutantes. Segln esta hipétesis y debido a que las
condiciones de purificacién fueron idénticas para todas las fusiones, las reducciones en
los contenidos de FAD se corresponderian con incrementos en las K{P. Como se
explica al comienzo de esta seccion, la determinacion de la constante de disociacion del
complejo FNRpoproteina/ FAD se basa en el andlisis del proceso de reconstitucion de la
holoproteina a partir de la apoproteina y FAD libre (167). Desafortunadamente, la gran
inestabilidad de las formas apoproteina de FNR Y89F y de FNR Y89W impidio la
estimacion de las K P de estas mutantes.

Los contenidos de FAD menores a la unidad de las mutantes también
podrian explicarse suponiendo defectos en la adquisicion del grupo prostético durante la
biosintesis de la flavoproteina. En este caso el contenido de FAD coincidiria con la
fraccion de proteina que pudo incorporar correctamente el grupo prostético durante su
plegamiento. Bajo esta hipodtesis, el equilibrio de disociacion de las distintas GST-
FNRuoloproteinas Mmutantes podria exhibir las mismas constantes de velocidad k; y k.; que

la fusidn silvestre.
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Los experimentos hasta aqui discutidos no permiten discernir entre las dos
posibilidades anteriores o una combinacion de las mismas, no obstante cuando se
comparan los contenidos de FAD de las distintas mutantes de GST-FNR en Y89
(Figura 4.1), pueden extraerse algunas conclusiones acerca de la importancia de este
residuo para la fijacion del grupo prostético. Esta tirosina establece dos tipos de
interacciones con el FAD, una de tipo m-m en la que estaria involucrado el anillo
aromatico de la cadena lateral del aminoécido y el anillo C de la isoaloxazina del FAD
(seccion 1.2.6.2), y otra de tipo polar, mas precisamente un enlace puente de hidrégeno
entre el grupo hidroxilo de la cadena lateral del aminodcido y el grupo hidroxilo del C4
de la porcion ribitilo del FAD (seccion 1.2.6.1). La mutante GST-FNR Y89F posee un
residuo sustituto cuya cadena lateral es idéntica a la del residuo sustituido, excepto por
la ausencia del grupo hidroxilo. Esta mutante exhibi6 un contenido de FAD
relativamente cercano al de GST-FNR silvestre, indicando que las interacciones tipo
puente de hidrogeno entre el residuo en posicion 89 y el grupo prostético no son tan
importantes para la fijacion del FAD como las del tipo t-w. Favoreciendo esta hipotesis,
en la mutante GST-FNR Y89W se determind una relacion entre FAD y fusion superior
al 50 %, mientras que en las mutantes con sustituciones no aromaticas este valor no
superd un 20 %. La sustitucion de tirosina por triptofano pudo haber resultado menos
conservativa que la sustitucion por fenilalanina debido a que su cadena lateral es mas
voluminosa. Como se dedujo a partir de la comparacion entre GST-FNR Y89F y GST-
FNR silvestre, la interaccion puente de hidrogeno, si bien menos importante que las
interacciones T-Tt, contribuye en cierta medida a la estabilizacion del grupo prostético.
Sin embargo, el contenido de FAD determinado para GST-FNR Y8&9S resultéo atn
menor que el de GST-FNR Y89G, sugiriendo que el grupo hidroxilo de la cadena lateral

de la serina no fue capaz establecer este tipo de interaccion.
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Los experimentos de protedlisis limitada de las distintas formas de FNR
(Figura 4.2), permitieron inferir el grado de estructuracion de las mutantes a partir de su
sensibilidad al ataque proteolitico. Como ya ha sido descripto, la FNR silvestre mantuvo
un nucleo resistente a la proteodlisis aun luego de 4 hs de digestion (141, 146). Las
mutantes con sustituciones aromaticas exhibieron un comportamiento similar al de la
enzima silvestre, indicando pocas alteraciones en su conformacion. Como la forma
apoproteina de FNR es mas susceptible a la protedlisis que la holoproteina, se decidid
compensar el bajo contenido de FAD de las mutantes no aromaticas, sembrando el
doble de proteina de fusion en los geles correspondientes a GST-FNR Y89S y GST-
FNR Y89G. Sin embargo, no se detectaron formas resistentes a la proteolisis superada
la media hora de tratamiento, indicando una alteracion importante en la estructura de
estas mutantes, que crearia nuevos sitios accesibles para la proteasa en el nucleo que
resulto resistente en las otras variantes de la enzima.

La inestabilidad de GST-FNR Y89S y GST-FNR Y89G impidi6o su
purificaciéon en una forma no fusionada a GST. En cambio, las mutantes con
sustituciones aromaticas se obtuvieron libres de GST, permitiendo una caracterizacién
mas profunda de las mismas. Los espectros de absorcion electronica de FNR Y89F y
FNR Y89W no presentaron grandes diferencias respecto al de la proteina silvestre
(Figura 4.3). Los espectros diferenciales debidos a la unién de NADP" de cada mutante

permitieron estimar la constante de disociacion del complejo FNR/NADP" (KPP

y
el A€s;5s maximo, que es proporcional a la extension de la interaccion entre el anillo de
nicotinamida y la cara re de la isoaloxazina (Figura 4.4). Como se explica en el

siguiente capitulo de esta Tesis, el A€s;s maximo correspondiente al 100 % de

ocupacion de la cara re de la isoaloxazina por el anillo de nicotinamida de un piridin

nucledtido, toma el valor 3,99 mM™ cm™ (seccién 5.2.3). Este valor se estimo a partir
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del espectro diferencial correspondiente a la formacion del complejo FNR
Y308S/NADP", ya que en esta mutante la nicotinamida del NADP" puede ocupar

plenamente el sitio liberado por la cadena lateral de la tirosina terminal sustituida
(seccion 1.2.7, seccion 5.2.3). Empleando este A€s;s como méximo absoluto puede

estimarse el porcentaje de ocupacion del sitio activo por la nicotinamida en las FNR
mutantes. Se acepta que los porcentajes de ocupacién no se refieren a una fraccion
estatica en uno u otro estado, sino que representan el grado de desplazamiento del
equilibrio dinamico en el cual la nicotinamida se encuentra interaccionando o no con la
1soaloxazina (147).

En la Figura 4.7 se representaron los parametros estructurales y funcionales
determinados para FNR Y89F y FNR Y89W, comparados con los de FNR silvestre.
Ambas mutantes sufrieron una importante pérdida de afinidad por el sustrato
fisiologico, con un aumento en la Kg"*P** de unas 85 veces en FNR Y89F y 51 veces en
FNR Y89W. Paradojicamente, a concentraciones saturantes de NADP" la ocupacién del
sitio activo registro un aumento del 94 % en FNR Y89F y del 61 % en FNR Y89W.
Analizando los espectros diferenciales de complejos entre FNR silvestre de espinaca y
analogos que remedan distintas porciones del sustrato, se ha demostrado que la
interaccion con el NADP" esta gobernada por su parte 2'-P-AMP, sin que exista una
contribucion del anillo de nicotinamida a la energia de union (91). Por lo tanto, no se

esperarian diferencias notorias en la K¢"*P"*

en mutantes de FNR que soélo dificultaran
el correcto posicionamiento de la nicotinamida, manteniendo sin alteraciones la afinidad
por la parte 2'-P-AMP. Corroborando esta hipotesis, la mutante de FNR de espinaca

S96V mantuvo la misma K APP*

que la enzima silvestre, aunque perdid casi
completamente la capacidad de unir la porcién nicotinamida (128). Por el contrario,

como se estudia en el capitulo siguiente de esta Tesis, mutaciones en la tirosina terminal
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relacion GST-FNR silvestre I | O
molar GST-FNR Y89F I 0,80
FAD:GST-FNR |GST-FNR Y89V s ) 56

[ FNR silvestre § 9
Kd NADP+ M| FNR YBOF s 790 (84, 6)
| FNR Y89W s 470 (50,7)

ocupacion del [ FNR silvestre s —— 1 4
sitio activo por [%]|FNR Y8OF m e 28 (1,94)
nicotinamida [FNR YSOW e 23 (1,61)

[ FNR silviestre e /| O ()
kcat [s']1| FNR Y8OF  msssssssssssssss—— 190 (0,387)
| FNR Y89W 12 (0,004)

[FNR silvestre mE——— 0/
KmNADPH [UM]| FNR Y89F e 53 (2,22)
[FNR Y89W mssssssssssssssssssmmm 25 (1,03)

.FNR silvestre I 0 )
kespNADPH [s"uM']| FNR YSOF  nm 36 (0,174)
[FNR Y8OW 10,077 (0,004)

Figura 4.7 Comparacion de las caracteristicas estructurales y funcionales de las
mutantes FNR Y89F y FNR Y89W con las de ferredoxina-NADP" reductasa silvestre.
Para cada pardmetro se indica entre paréntesis la relacion del valor determinado para
FNR mutante respecto al de FNR silvestre.
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de FNR de arveja que dejan accesible la cara re de la isoaloxazina provocaron tanto el
aumento de la ocupacién del sitio activo por nicotinamida, como la disminucion en la
K"APP*indicando una estabilizacion del complejo entre la mutante de FNR vy el
NADP" (seccién 5.2.3).

En vista de los antecedentes descriptos, los experimentos de fijacién de
NADP" a las mutantes FNR Y89F y FNR Y89W resultan en apariencia contradictorios.
No era de esperar que una mutacion en el residuo Y89, ubicado en las cercanias del sitio
de unioén para la nicotinamida, provocara una disminucion en la afinidad por el NADP",
y menos aun cuando la alteracion en el sitio permite una unién mas completa de la
nicotinamida a concentraciones saturantes del sustrato. Sin embargo, estos resultados
podrian explicarse si se admite un cambio conformacional ocasionado por la sustitucion
del residuo Y89 que hubiera facilitado la union de la nicotinamida, pero que hubiese
disminuido la afinidad por la porcion 2'-P-AMP de modo de verse reducida la afinidad
global por el NADP". El residuo 89 se ubica enfrentado a la cara si de la flavina, por lo
que bastaria suponer una alteraciéon en el posicionamiento de la isoaloxazina que
impidiera la ocupacion de la cara re por la cadena lateral de la Y308, para esperar un
aumento en la ocupacion del sitio por la nicotinamida. La modificacion de las
caracteristicas del sitio de union para la parte 2'-P-AMP del sustrato causadas por la
sustitucion en Y89 podrian explicarse postulando un desplazamiento de la cadena lateral
de la lisina en posicion 110, inducido por el reposicionamiento de la isoaloxazina. Por
homologia con las estructuras conocidas de FNR, se acepta que el residuo K110 de la
FNR de arveja (K116 en FNR de espinaca y R100 en FNR de Anabaena) interacciona
tanto con el grupo prostético, como con el sustrato NADP" (41, 59, 60). Como se detalla
en la seccion 5.2.2 de esta Tesis la resolucion de la estructura de FNR de arveja permitio

verificar la veracidad de esta hipotesis. El residuo K110 interacciona con el FAD a
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través del atomo de N de la cadena peptidica, formando un puente de hidrogeno con el
atomo de O del C2 de la isoaloxazina. Ademas, el carbonilo de la cadena peptidica de
K110 interacciona mediante una molécula de agua con el d&tomo de O del C2 de la
isoaloxazina y con el grupo hidroxilo del C4 de la porcidn ribitilo del FAD (seccion
1.2.6.1). Las estructuras cristalograficas de FNR de espinaca en complejo con 2'-P-AMP
(41, 59) y de FNR de Anabaena en complejo con NADP' (60) indican que la
interaccion de K110 con el sustrato se daria a través de un puente de hidrogeno entre el
amino de la cadena lateral y el 5'-fosfato del NADP" (seccion 1.2.7.1). En la seccion
5.2.2 de esta Tesis se demuestra que en el complejo productivo entre FNR y NADP" la
interaccion se estableceria con el grupo fosfato de la porcion NMN del sustrato (Figura
5.3). Sin embargo, ya sea la interaccion con uno u otro de los fosfatos del puente
pirofosfato del sustrato, es aceptado que el residuo K110 juega un papel clave en la
uniéon y en la orientacion adecuada del NADP™ en FNR (98). En la Figura 4.8 se
representan las interacciones del residuo homoélogo a K110 con el grupo prostético y
con el analogo del sustrato 2'-P-AMP. Se postula entonces al residuo K110 como un
transductor entre el reposicionamiento de la isoaloxazina del grupo prostético y la
disminucién de afinidad por la porcion 2'-P-ADP del sustrato.

En la Figura 4.9 se esquematiza el cambio conformacional en la mutante

FNR Y89F que explicaria la disminucion de Kq“*P"*

y el aumento del porcentaje de
ocupacion del sitio activo por la nicotinamida. El mismo modelo seria aplicable para
interpretar los resultados obtenidos con la mutante FNR Y89W. Los cambios
conformacionales propuestos pueden idealizarse del siguiente modo: 1) la ausencia del
grupo hidroxilo en el residuo en posicion 89, producto de la sustitucion de la tirosina

por fenilalanina o triptofano, debilita la interaccidon que mantiene correctamente

posicionada a la isoaloxazina, 2) la reubicaciéon de la isoaloxazina altera las
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Figura 4.8 Interacciones del residuo lisina 116 y tirosina 95 en la FNR de Spinacia
oleracea. Las coordenadas cristalograficas corresponden a la estructura de FNR oxidada
de Spinacia oleracea en complejo con 2'-P-AMP (Identificador PDB: 1FND, Tabla 1.2,
59). Los residuos homologos a Y95 y K116 en FNR de Pisum sativum se indican entre
corchetes. Las interacciones del tipo puente de hidrogeno se representaron con lineas
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A

FNR silvestre

sitio activo por

‘/" .7
@ @ Y308 ocupacion del
Q. x\ nicotinamida: 14 %

KgNAPP* = g

FNR Y89F

ocupacion del
sitio activo por
nicotinamida: 28 %

Figura 4.9 Modelo comparativo de las interacciones relevantes en los complejos FNR
silvestre/NADP(H) y FNR Y89F/NADP(H). Las lineas punteadas representan puentes
de hidrogeno y las flechas simbolizan la ocupacion del sitio activo por la cadena lateral
de Y308 o el anillo de nicotinamida del NADP". La cruz roja sobre la linea punteada
indica la ausencia de interaccion puente de hidrégeno. A, FNR silvestre. B, FNR Y89F.
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interacciones del FAD con la cadena peptidica del residuo K110, y dificulta el
apilamiento de la cadena lateral de Y308 contra su cara re, permitiendo una mayor
ocupacion por la nicotinamida, 3) el cambio en la red de puentes de hidrégeno entre el
FAD y la cadena peptidica de K110 provoca un desplazamiento de la cadena lateral del
residuo K110 que impide la formacién del puente de hidrégeno con el pirofosfato del
sustrato, 4) la ausencia de este puente de hidrogeno disminuye la afinidad por la parte
2'-P-ADP del sustrato, con el consiguiente incremento en la Kg"*P"".

El estudio de una mutante de FNR de Anabaena en R100, el residuo
homologo a K110 de arveja, soporta ampliamente el ultimo punto del modelo sugerido.
La mutante FNR R100A se ide6 con el fin de estudiar el papel de la interaccion puente
de hidrogeno entre la cadena lateral de R100 y el 5'-fosfato del sustrato (98). El andlisis
de la formacion del complejo FNR R100A/NADP" permitié concluir que la sustitucion
de la arginina silvestre por alanina impediria la formacion del puente de hidrégeno
mencionado. La KSN*P"" de FNR R100A resulto 423 uM contra una Kg"*°"* de 5,7 uM
para FNR silvestre de Anabaena. Es decir, en FNR R100A de Anabaena se detectd un

aumento de la KPP de

74 veces, de manera comparable a los aumentos de 85 y 51
veces determinados para las mutantes FNR Y89F y FNR Y89W respectivamente. Por lo
tanto, si bien el modelo propuesto es relativamente especulativo, solo se carece de
evidencias para su tercer punto, es decir la relacion entre la reubicacion de la
isoaloxazina y la ruptura del puente de hidrogeno entre K110 y el pirofosfato del
NADP".

Los estudios de cinética enzimatica realizados con FNR Y89F y FNR
Y89W se centraron en la reaccion diaforasa (Ecuacion 1.2), por lo tanto no es posible

discutir el comportamiento de las mutantes en la reacciéon Fd-NADP' reductasa

(Ecuacion 1.1). El analisis de la cinética en estado estacionario de la reaccion NADPH-
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K3Fe(CN) diaforasa permitio estimar los parametros ke v K '>'" de FNR Y89F y
FNR Y89W (Figura 4.6). En la Figura 4.7 pueden compararse los valores
determinados para las mutantes con los de la enzima silvestre. La KmNADPH de FNR
Y89F resultd aproximadamente el doble que la de FNR silvestre, mientras que la
K “PPH de FNR Y89W no mostré ninguna modificaciéon dentro de los mérgenes de
error de las medidas. Aunque no fueron determinadas, es razonable suponer que las
KPP son de una magnitud comparable a las K,"““P™ de las mutantes. Esta
aproximacion es valida ya que en el mecanismo de reduccion de FNR por NADPH, el
paso que sigue a la formacion del complejo FNR igad2/NADPH, es decir la transferencia
de electrones para formar FNReducida/ NADP', es un paso limitante de la velocidad

global (168). Por lo tanto, aceptando que las K *P™H

no hubieran sufrido una gran
alteracion por la sustitucion del residuo Y89, resulta necesario explicar la aparente
discrepancia entre las bajisimas afinidades de las mutantes por NADP" y las afinidades
supuestamente conservadas por NADPH. Es importante recalcar que la unién de la
molécula de NADP" es gobernada por la parte 2'-P-AMP, una porcion del dinucledtido
que no se altera durante la reduccion a NADPH (91). El mantenimiento de la afinidad
por NADPH podria explicarse en el marco del modelo propuesto para la interaccion del
NADP" con las mutantes, postulando que la unién de la nicotinamida reducida
favoreceria el reacomodamiento de la isoaloxazina en una posicion tal que mantiene el
puente de hidrégeno entre K110 y el 5'-fosfato del sustrato.

La mutante FNR Y89F exhibi6 una reducciéon moderada de la k., (Figura
4.7), probablemente debida a que el posicionamiento de la isoaloxazina no resulto
optimo para la transferencia de hidruro. El descenso de la k¢ y el aumento de la

Ko PP qlevaron la keSpNADPH de la mutante FNR Y89F a un 17 % del valor obtenido

para FNR silvestre. Para la mutante FNR Y89W se determind una k., que sélo alcanzd
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el 0,4 % del valor estimado para la enzima silvestre. Como no hubo modificacion del
KmNADP H, la kespNADPH mostro el mismo descenso que la kc,. Aunque muy notoria, no
deberia atribuirse gran significacion a la ausencia de cambios en la K,""P™ de FNR
Y89W respecto a la K" *PP" de la enzima silvestre. Los parametros fundamentales de
la ecuacion de Michaelis-Menten son la constante catalitica (k) y la constante de

NADPH) ©aunque por razones histéricas es mas usual expresarla en

especificidad (Kkesp
términos de ke, y de Ky, (168). Muchos aspectos del comportamiento de las enzimas
pueden ser comprendidos mas facilmente como un efecto de la ke sobre la kegp 0
viceversa, en consecuencia es preferible interpretar el K,, como el cociente de los dos
parametros fundamentales (168). De este modo, la estrecha semejanza entre ambos

NADPH
K

valores de seria el fruto de reducciones independientes en la kq; y en la

kespNADP " que fortuitamente tuvieron casi la misma magnitud. Esta disminucién tan
marcada de la actividad en FNR Y89W no estaria relacionada con una incapacidad de
posicionar la nicotinamida enfrentada a la isoaloxazina, ya que el porcentaje de
ocupacion del sitio activo por nicotinamida a concentraciones saturantes de NADP"
resultd atin mayor que el de la enzima silvestre (Figura 4.7). Sin embargo, esta union
podria ser no productiva, es decir con una geometria de la nicotinamida respecto a la
isoaloxazina que dificulte la transferencia de hidruro entre el &tomo C4 del NADPH y el
atomo N5 de la flavina. En este sentido, las diferencias observadas en la region de 420-
460 nm del espectro diferencial de formacion del complejo FNR Y89W/NADP'
(Figura 4.5) podrian estar reflejando esta particularidad en el modo de union del
sustrato.

Los experimentos presentados en este capitulo justifican la absoluta

conservacion del residuo homoélogo a la tirosina 89 en todas las secuencias conocidas de

FNR. Se demostré6 que la aromaticidad de la cadena lateral de la tirosina 89 es
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importante para la fijacion del grupo prostético, aunque el grupo hidroxilo también
contribuye en alguna medida. El puente de hidrogeno entre la tirosina 89 y el ribitilo del
FAD resultaria indispensable para definir una conformacién adecuada para la
interaccion entre la lisina 110 y el NADP, ya que la sustitucion de la tirosina 89 por
fenilalanina disminuy6 dramdticamente la afinidad por este sustrato. Finalmente, la
sustitucién por triptofano practicamente anuld la capacidad catalitica de la enzima,
indicando que no es suficiente la aromaticidad del residuo para mantener una geometria

compatible con la transferencia de hidruro.
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5 PARTICIPACION DEL RESIDUO Y308 EN LA ESTRUCTURA Y

FUNCION DE FERREDOXINA-NADP" REDUCTASA DE ARVEJA

5.1 Introduccion

Hasta el presente, la geometria de la union productiva entre piridin
nucledtidos y flavoenzimas so6lo habia sido determinada en miembros de dos familias
estructurales diferentes. El modo de union del NAD(P)(H) en una de estas familias fue
conocido gracias a la resolucion de las estructuras de la glutatién reductasa humana de
eritrocitos (99, 100) y de la NADH peroxidasa de Enteroccocus faecalis (101) en
complejos con sus respectivos sustratos. Posteriormente, la obtencion de la estructura de
la quinona reductasa de higado de rata en complejo con NADP" (102) permitié dilucidar
la geometria de la unidn del sustrato piridin nucledtido en la otra familia estructural. En
las primeras dos estructuras mencionadas, el anillo de nicotinamida se enfrenta en forma
coplanar al anillo central de la isoaloxazina (anillo B), ubicandose el atomo C4 del
piridin nucleodtido adyacente al &tomo N5 del FAD. En la estructura del complejo entre
NADP' y la quinona reductasa, la nicotinamida también se ubica coplanar a la
isoaloxazina, aunque no se encuentra enfrentada al anillo B de la flavina. Estos
precedentes sirven de marco estructural para sostener las lineas actuales de pensamiento
respecto a los mecanismos de transferencia de hidruro entre flavina y nicotinamida.

En los estudios efectuados con FNR de espinaca (41, 59) o de Anabaena
PCC 7119 (60), solo se ha obtenido informacién acerca de la interaccion con la porcion
2'-P-AMP del NADP" (seccion 1.2.7.1), ya que la porcién nicotinamida no resulto
visible (41, 59) o se ubic6 demasiado alejada de la flavina para ser funcionalmente
relevante (60). A pesar de diferentes experimentos cristalograficos y de numerosos

ensayos realizados con distintas enzimas, la geometria de la unién entre FNR y la
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porcidn activa del sustrato piridin nucleotido no ha podido ser establecida. Asimismo,
tampoco se han obtenido estructuras de otros miembros de la superfamilia FNR en
complejo productivo con el dinucleotido sustrato.

En las estructuras de FNR y de otras flavoenzimas estrechamente
relacionadas, la cadena lateral de un residuo aromatico se ubica en forma paralela y
cercana a la cara re de la flavina (41, 59, 60, 66, 71, 78). En las FNRs tipo plastidicas,
este aminoacido corresponde a una tirosina absolutamente conservada, posicionada en
el extremo carboxilo terminal de la proteina. Basandose en analogias con los complejos
conocidos de flavoenzimas con piridin nucleétidos (99, 100-102), en el modo de union
del analogo 2'-P-AMP (41, 59), y en la estereoespecificidad de la transferencia de
hidruro (104), se ha propuesto que en el complejo enzima-sustrato la nicotinamida del
NADP" ocuparia el mismo espacio que corresponde a la cadena lateral de la tirosina
carboxilo terminal (Y308 en FNR de arveja, Y314 en FNR de espinaca y Y303 en FNR
de Anabaena). Segin esta hipotesis la union de NADP" deberia involucrar un rearreglo
estructural en el que la cadena lateral de la tirosina carboxilo terminal se desplazaria,
tomando su lugar el anillo de nicotinamida (seccion 1.2.7.2). Probablemente el costo
energético que supone el desplazamiento de la tirosina terminal de su bolsillo de unién
frente a la isoaloxazina seria similar a la ganancia energética debida a la union de la
nicotinamida. Asi, se generaria un estado desordenado de la tirosina y de la
nicotinamida que impediria la determinacion de sus posiciones en el complejo enzima-
sustrato.

Asumiendo la validez de esta interpretacion, la sustitucion de la tirosina
carboxilo terminal por un residuo cuya cadena lateral no fuese aromadtica estabilizaria el
complejo FNR/NADP", ya que se favoreceria la termodinamica de la unién de la

porcidon nicotinamida del sustrato a la enzima. Esta hipotesis se verifico6 mediante el
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analisis espectroscopico y cristalografico de mutantes de FNR de arveja en las que el
residuo tirosina en posicion 308 fue sustituido por triptofano o por serina. Esta mutantes
habian sido generadas previamente para estudiar el papel desempeiiado por la tirosina
carboxilo terminal en la estructura y funcion de la enzima (127, 157).

Como la gran mayoria de las oxido-reductasas involucradas en vias
anabodlicas reductivas, FNR muestra una preferencia por NADP(H) miles de veces
mayor que la que ostenta por NAD(H). Mas aun, la afinidad de FNR por NAD(H) es tan
reducida que las técnicas basadas en espectroscopia diferencial empleadas usualmente
para analizar las interacciones entre FNR y sus sustratos no permiten la determinacion
de la constante de disociacion del complejo (105). Sin embargo, el incremento en la
afinidad por la nicotinamida que se esperaba obtener en las mutantes con un residuo
carboxilo terminal no aromatico, también podria favorecer la union de NAD(H). Es
decir, si la remociéon de la cadena lateral aromatica facilitase la unién de la
nicotinamida, y en consecuencia provocase un incremento en la afinidad global por
NADP(H), también resultaria razonable suponer un aumento en la afinidad por
NAD(H), ya que la porcidn nicotinamida es comin a ambos dinucleétidos. Por lo tanto,
se estudié para cada FNR mutante el grado de interaccion con NADP" o con NAD', asi
como la capacidad de las enzimas para emplear las formas reducidas de estos piridin
nucleodtidos como sustratos.

En la tercera etapa de este trabajo de Tesis se revela el modo de union
productivo de la nicotinamida en el sitio activo de FNR, soportado por las estructuras
cristalograficas de los complejos FNR Y308W/NADP', FNR Y308S/NADP" y FNR
Y308S/NADP(H). Asimismo, se demuestra el papel del residuo Y308 en la modulacion

de la afinidad y la especificidad de FNR por piridin nucleétidos.
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5.2 Resultados

5.2.1 Espectros de absorcion electrénica de mutantes de ferredoxina-NADP"
reductasa en el residuo Y308

La caracterizacion de las mutantes de FNR en el residuo Y308 se inicié con
la determinacion de los espectros de absorcion electronica de las flavoproteinas puras.
En primer lugar se efectuaron preparaciones de las proteinas de fusion GST-FNR
silvestre, GST-FNR Y308W y GST-FNR Y308S (seccion 2.2.6). Luego se escindieron
las fusiones con proteasa Xa y se purificaron a homogeneidad las distintas variantes de
FNR libres de GST (seccion 2.2.7).

En la Figura 5.1 se muestran los espectros de absorcion electronica de las
mutantes comparados con el de la enzima silvestre. Los coeficientes de extincion se
obtuvieron por cuantificacion espectrofotométrica del FAD extraido de la holoproteina
(seccion 2.3.5). Como se observa en el recuadro de la Figura 5.1, las mutantes
mostraron incrementos en el coeficiente de extincion de 1,3 mM ™' cm' en la regién de
385 nm, y una disminucién de 1,2 mM™' ecm' del coeficiente de extincion a 471 nm para
la mutante FNR Y308S. Sin embargo la caracteristica mas sobresaliente fue el gran
corrimiento hacia el rojo que exhibi6 el espectro de la mutante FNR Y308S, una
perturbacion espectral similar a la que se observa luego de la formacion del complejo
entre FNR y NADP" (seccion 4.2.4). Las caracteristicas del espectro, y el aumento en la
afinidad por NADP" que se esperaba luego de la sustituciéon de la tirosina 308 por un
residuo con cadena lateral no aromatica, sugerian que el protocolo basico seguido para
la preparacion de las mutantes (seccion 2.2.6 y 2.2.7) llevo a la purificacion de FNR
Y308S como un complejo con NADP'. Confirmando esta hipétesis, el ligando unido

pudo ser desplazado de FNR Y308S por filtracion en gel en presencia del inhibidor
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— FNR silvestre €385=7,64 mM"' cm™  €460= 9,69 mM™ cm™’
— FNRY308W €383=8,96 mM'cm™ €454= 9,50 mM™" cm™’
— FNRY308S €397=8,93mM'cm"’ €471=8,49 mM"' cm™’
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Figura 5.1 Espectros de absorcion electronica de FNR silvestre y de mutantes de FNR
en el residuo Y308. Los espectros se determinaron a 20°C en celdas de 1 cm de paso
conteniendo la flavoproteina a una concentracion de 50 a 70 uM en Tris-HCl 50 mM a

pH 8,0. Los coeficientes de extincidon se determinaron como se describe en la seccion
2.3.5 de Materiales y Métodos.
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competitivo 2'-P-AMP (seccion 2.2.8). El incremento de absorbancia a 340 nm luego de
la adicion de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato al eluato, permitid
identificar al ligando como NADP". Luego de la eliminacion del NADP" unido (seccion
2.2.8), el espectro de Y308S resultd similar al de la enzima silvestre, regenerandose el
espectro original por adicion de NADP". Estos resultados junto a los presentados en las
secciones 5.2.2 y 5.2.3 implican que FNR Y308S incorporé NADP" en el citosol de E.
coli y lo unid tan fuertemente que la mutante se mantuvo como un complejo con el

sustrato a través de todos los pasos del protocolo basico de purificacion.

5.2.2 Estructuras cristalograficas de ferredoxina-NADP" reductasa de arveja

5.2.2.1 Estructura de ferredoxina-NADP" reductasa silvestre

En el marco de un proyecto de investigacion conjunto, cuyo objetivo fue la
determinacion de la geometria de la union productiva entre NADP™ y FNR, las
preparaciones de FNR silvestre, FNR Y308W y FNR Y308S sin el tratamiento para la
liberacion del NADP' unido, fueron enviadas al laboratorio del Dr. P.A. Karplus de la
Universidad de Cornell, Ithaca, USA. Como resultado de esta colaboracion se
resolvieron las estructuras cristalograficas de FNR silvestre de arveja a 2,5 A y de los
complejos FNR Y308S/NADP', FNR Y308W/NADP" y FNR Y308S/NADPH a 1,8 A,
2,0 A y 1,7 A respectivamente (147).

La estructura cristalina de FNR silvestre de arveja, incluyendo a dos
mondmeros en la unidad asimétrica, permitié comprobar que el alto grado de homologia
exhibido por las estructuras primarias de FNR de arveja y FNR de espinaca se extiende
también a sus estructuras terciarias. Una de las formas de expresar las desviaciones
entre dos estructuras similares es el indice RMSD, que se calcula como la raiz cuadrada
de la distancia cuadratica media entre los 4&tomos homoélogos de cada estructura. La

semejanza entre FNR de arveja y FNR de espinaca se vio reflejada en el bajo indice
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RMSD computado para los atomos del esqueleto peptidico de ambas proteinas, el cual
asumid un valor de 0,52 A. En las dos estructuras de FNR superpuestas de modo de
minimizar el RMSD de sus esqueletos peptidicos, las posiciones de las cadenas laterales
de los residuos aromadticos estudiados en este trabajo de Tesis mostraron una gran
conservacion, con un RMSD = 0,372 A para Y89/Y95 (numeracion del residuo en FNR
de arveja/FNR de espinaca) y un RMSD = 0,311 A para Y308/Y314. Ademas, la
posicion y la orientacion de las cadenas laterales de estos residuos también se encontro
conservada respecto a la flavina, formando angulos de 54°/57° (Y89/Y95) y 5°/1°
(Y308/Y314) con el plano de la isoaloxazina. Cada parametro informado representa el
valor medio de los parametros calculados con cada uno de los dos monémeros de FNR
de arveja en la unidad asimétrica, parametros que en ningun caso difirieron entre si mas
que un 4 %. Dado el alto grado de similitud entre las estructuras de FNR de arveja y
FNR de espinaca, s6lo se hara hincapié¢ en la nueva informacién que se refiere a la

union de la parte nicotinamida del NADP" y a la geometria del sitio activo de la enzima.

5.2.2.2 Estructura del complejo FNR Y308S/NADP"

La mutante FNR Y308S sin la aplicacion previa del tratamiento para la
liberacion del NADP" unido fue cristalizada, ya sea con agregado de NADP" o sin él,
obteniéndose cristales isomorfos cuya estructura fue resuelta por reemplazo molecular.
En total acuerdo con la perturbacion observada en los andlisis espectroscopicos de las
flavoproteinas en solucion (Figura 5.1), los cristales de FNR Y308S mostraron un
inusual color naranja-amarillento en vez del amarillo brillante caracteristico de FNR.
Los mapas de densidad electronica para ambos cristales evidenciaron claramente una
fuerte densidad correspondiente a una molécula completa de NADP", confirmando la

naturaleza del ligando que copurificd unido a la proteina, y probando de una forma
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directa que la porcion nicotinamida se unid en esta mutante con un nivel de ocupacion
de aproximadamente el 100%.

La estructura cristalina del complejo FNR Y308S/NADP" se refiné a una
resolucion de 1,8 A e incluyd en la unidad asimétrica a dos moléculas que fueron
altamente similares tanto en la geometria de unién del NADP', como en la
conformacioén del sitio activo. La estructura global de este complejo es equivalente a la
de FNR silvestre de hojas de espinaca (41, 59) y FNR de Anabaena (60), sin cambios
significativos en las orientaciones relativas de los dominios para la unién de FAD o de
NADP". El grupo 2’-fosforilo del NADP" interactiia con las cadenas laterales de S228,
R229, K238 y Y240. En general la porcion 2'-P-AMP del NADP" se une como ya se ha
descripto para FNR de espinaca (seccion 1.2.7.1, 41, 59).

En la Figura 5.2.A se observan dos vistas ilustrando la geometria de la
interaccion entre el NADP™ y el FAD en el complejo FNR Y308S/NADP'. En la
Figura 5.3 se muestra un detalle de las interacciones principales que estabilizarian este
complejo. El fosfato nicotinamida recibe un puente de hidrogeno del atomo N de K110
en el dominio de uniéon de FAD (Figura 5.3) y otro proveniente del &tomo N de T166
en el bucle rico en glicinas. Esta Gltima interaccion no se muestra en las figuras dado
que dificulta la observacion de las otras interacciones. Como se menciona en la seccion
4.3, la interaccion del residuo K110 (o los residuos homologos en FNRs de otros
origenes) con el puente pirofosfato del NADP' fue anticipada gracias a estudios de
modificacién quimica y mutagénesis dirigida (95, 122). La corroboracion directa de esta
interaccion apoya al modelo discutido en la seccion 4.3 de esta Tesis, que explica la
disminucion de afinidad por NADP" en las mutantes FNR Y89F y FNR Y89W (Figura

4.9).
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Figura 5.2 Geometria de la unién de la porcion nicotinamida del NADP(H) en el
complejo FNR Y308S/NADP(H). Se muestran dos vistas del grupo prostético FAD, el
residuo S308, el NADP(H) y las moléculas de agua 1096 y 1148 ubicadas en el sitio
activo de la enzima, de acuerdo a las coordenadas cristalograficas de los mondmeros A
de los correspondientes complejos en las unidades asimétricas. Se indica en gris el
angulo formado entre la nicotinamida y la isoaloxazina (primera vista), y en magenta la
interaccion entre el dtomo C4 de la nicotinamida y el atomo N5 de la isoaloxazina
(segunda vista). A, Complejo FNR Y308S/NADP" (Identificador PDB: 1QFY). B,
Complejo FNR Y308S/NADPH (Identificador PDB: 1QFZ). En este complejo se
encuentra ausente la molécula de agua 1096.
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Figura 5.3 Detalle de las interacciones relevantes en el complejo productivo entre
NADP" y FNR de Pisum sativum. El esquema estd basado en las coordenadas
cristalograficas del monémero A del complejo FNR Y308S/NADP' en la unidad
asimétrica (Identificador PDB: 1QFY). Para mejorar la inteligibilidad del mismo, no se
muestran las moléculas de agua 1096 y 1148, ni el residuo S308, ya representados en la

Figura 5.2. Las lineas punteadas representan puentes de hidrégeno y las lineas en color
magenta indican interacciones de van der Waals.
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La nicotinamida del NADP" enfrenta su cara A a la cara re del anillo B de la
isoaloxazina (Figura 5.2.A, Figura 5.3), en una disposicion coherente con Ila
estereoquimica de la transferencia de hidruro informada para esta enzima (104). El
atomo C4 de la nicotinamida y el atomo N5 del FAD distan 3,0 A, en un arreglo que
resulta razonable para una transferencia directa de hidruro. En contraste con la
disposicion observada en glutation reductasa, NADH peroxidasa y quinona reductasa
(seccion 5.1), la nicotinamida y la isoaloxazina no se encuentran completamente
coplanares, sino que forman un angulo de aproximadamente 27° (Figura 5.2.A). El
atomo C4 de la nicotinamida es el mas cercano a la isoaloxazina y el atomo N1 de la
nicotinamida es el mas lejano (aproximadamente a 5 A del atomo C10 del FAD). La
estructura del complejo FNR Y308S/NADP" también revela que la cadenas laterales de
S90 y E306 forman puentes de hidrogeno con el atomo de nitrogeno del grupo
carboxiamida de la nicotinamida y que el grupo sulfidrilo del residuo conservado C266
hace un contacto de van der Waals con la cara B de la nicotinamida en el atomo C4
(Figura 5.3). Finalmente, el residuo S308 que sustituye al residuo tirosina de la proteina
silvestre, forma un puente de hidrogeno entre su &tomo Oy y el hidroxilo 2’ de la ribosa

mas proxima a la nicotinamida (interaccidon no representada en las figuras).

5.2.2.3 Estructura del complejo FNR Y308S/NADPH

La estructura del complejo FNR Y308S/NADPH a una resolucién de 1,7 A
resultd casi idéntica a la de FNR Y308S/NADP' (Figura 5.2.B). Como puede
observarse comparando las Figuras 5.2.A y 5.2.B, las Unicas diferencias importantes
fueron la desaparicioén de un sitio de solvente (H,O 1096) y un cambio en la ribosa mas
proxima a la nicotinamida. Existen otras diferencias mas sutiles en el sitio activo, como
una inclinacion de la isoaloxazina que lleva a un angulo nicotinamida-isoaloxazina de

aproximadamente 20° y a un incremento en la distancia entre el atomo C4 del NADPH
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y el atomo N5 del FAD de 3,0 A a 3,2 A. El desplazamiento de la flavina implica el
movimiento correlacionado de muchos atomos, cambios que se revelan casi idénticos en
ambos mondmeros refinados independientemente. Estas evidencias indican que las
variaciones observadas son genuinas. Los desplazamientos observados podrian deberse
al hidrégeno adicional sobre el atomo C4 de la nicotinamida (o sobre el atomo N5 de la
flavina), y cabe interpretarlos segin la siguiente secuencia idealizada de eventos. A
causa del hidrogeno adicional, el borde de la isoaloxazina que contiene el &tomo N5 se
inclinaria alejandose de la nicotinamida, e involucrando un desplazamiento de los
atomos O2 y O4 de la flavina de aproximadamente 0,4 A. Este movimiento llevaria a un
impedimento estérico entre el atomo O2 y la molécula H,O 1096. Esta molécula de
agua se expeleria de su sitio de union y finalmente la ausencia de la misma dejaria
espacio entre la ribosa proxima a la nicotinamida y el FAD, permitiendo a la ribosa

relajarse hacia la flavina.

5.2.2.4 Estructura del complejo FNR Y308W/NADP"

La estructura a una resolucion de 2 A de FNR Y308W cocristalizada con
NADP" reforzo el argumento segun el cual el modo de union del piridin nucleétido en
la estructura del complejo FNR Y308S/NADP" reflejaria la geometria de la union
productiva del mismo en FNR silvestre. Debido a la conservacion del caracter
aromatico de la cadena lateral de su residuo carboxilo terminal, se suponia que la unién
de la porcion nicotinamida a FNR Y308W iba a resultar menos favorecida que la union
a FNR Y308S, aunque con una geometria mas cercana a la postulada para FNR
silvestre. En la estructura de Y308W la densidad electrénica mostrd claramente una
mezcla de dos conformaciones en el sitio para la union de nicotinamida. En una de las
conformaciones la cadena lateral del triptofano se ubicd en forma coplanar con la

isoaloxazina (Figura 5.4.A), una disposicion homologa a la de la cadena lateral de
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Figura 5.4 Geometria de la interacciéon entre la cadena lateral de W308 y la
isoaloxazina y de la unién de la porcién nicotinamida del NADP" en el complejo FNR
Y308W/NADP"'. En la estructura del complejo FNR Y308W/NADP" la densidad
electrénica mostré una mezcla de dos conformaciones: una con la cadena lateral de
W308 coplanar al anillo de isoaloxazina y otra con la nicotinamida del NADP" unida
como en el complejo FNR Y308S/NADP'. Se muestran dos vistas del grupo prostético
FAD vy el residuo W308 o el sustrato NADP', de acuerdo a las coordenadas
cristalograficas del monémero A del complejo FNR Y308S/NADP' en la unidad
asimétrica (Identificador PDB: 1QGA). Se indica en gris el angulo formado entre la
isoaloxazina y la cadena lateral de W308 o la nicotinamida del NADP" (primera vista).
A, Interaccion entre la cadena lateral de W308 y la isoaloxazina. B, Interaccion entre la
nicotinamida y la isoaloxazina. Se indica en magenta la interaccion entre el d&tomo C4
de la nicotinamida y el &tomo N5 de la isoaloxazina (segunda vista).
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Y308 en FNR silvestre (Figura 1.10). En la otra conformacion el anillo de nicotinamida
del NADP" se enfrentd con la cara re de la isoaloxazina formando un angulo de
aproximadamente 25°, con el &tomo C4 de la nicotinamida y el atomo N5 del FAD a
una distancia de 3,0 A (Figura 5.4.B). Esta disposicion resultd casi idéntica a la
determinada en el complejo FNR Y308S/NADP" (Figura 5.2.A). La contribucion de
cada conformacion resultdé compatible con una ocupacion del sitio activo por
nicotinamida del 40 %.

La distancia promedio entre el anillo de indol de W308 y los anillos de la
isoaloxazina es de aproximadamente 3,3 A. No se observd otra densidad electronica
atribuible a una posicion de la cadena lateral de W308 fuera del sitio activo, sugiriendo
que cuando ésta es desplazada no adopta una posicion bien ordenada. La ausencia de
una posicion bien ordenada de la cadena lateral de W308 fuera del sitio activo y la
similitud entre las conformaciones de la nicotinamida en los complejos FNR
Y308S/NADP" y FNR Y308W/NADP" constituyen evidencias de que el residuo en
posicion 308 de FNR silvestre tiene poca influencia en la geometria de la nicotinamida

unida al sitio activo de la enzima.

5.2.3 Interaccién de mutantes de ferredoxina-NADP" reductasa en el residuo
Y308 con piridin nucle6tidos
Como se explico en la seccién 4.2.4, la titulacion de FNR con NADP' lleva
a cambios espectrales que dependen de la forma en que el piridin nucleotido
interacciona con la enzima. En particular, la intensidad del pico diferencial positivo en
la region de 515 nm se correlaciona con el grado de ocupacion de la cara re de la flavina
por la nicotinamida (94, 122, 128, 129). Por lo tanto, las titulaciones de FNR con

NAD(P)" permiten tanto el calculo de la constante de disociacion del complejo entre la

121



Participacion del Residuo Y308 en la Estructura y Funcion de FNR de Arveja

enzima y el piridin nucledtido, como la estimacion del porcentaje de ocupacion del sitio
activo por la porcion nicotinamida del mismo.

En la Figura 5.5 pueden apreciarse los espectros diferenciales de absorcion
electronica debidos a la union de NADP" a las diferentes variantes de FNR. La gran
intensidad del pico que mostro el espectro diferencial de FNR Y308S libre de NADP" en
la region de 515 nm es coherente con la ocupacion completa del sitio activo por
nicotinamida que se observd mediante los estudios cristalograficos del complejo FNR
Y308S/NADP" (seccion 5.2.2.2). Ademas, la ausencia de perturbacion en el espectro
diferencial de FNR Y308S conteniendo NADP" copurificado con la proteina indicaria la
existencia de un complejo 1 a 1, previamente al agregado de NADP" efectuado durante
la medida de los mencionados espectros.

Los espectros diferenciales correspondientes a las tres variantes de FNR de
arveja en complejo con NADP' resultaron cualitativamente similares pero difirieron
extremadamente en la magnitud del pico en el entorno de 515 nm. La similitud
cualitativa de los espectros puede interpretarse como un indicativo de la semejanza que
exhibieron los tres complejos en cuanto a la geometria de la interaccion nicotinamida-
flavina (seccion 5.2.2), mientras que la mayor magnitud de los picos para FNR Y308S y
FNR Y308W seria una consecuencia de los mayores niveles de nicotinamida unida en el
sitio activo. Si se asume que el espectro diferencial de formacion del complejo FNR
Y308S/NADP" corresponde a una ocupacién del 100% (Agsos = 3,99 mM™ cm™), los
Ags1s maximos de FNR Y308W y FNR silvestre permitirian estimar una ocupacién del
40 % y el 14 % respectivamente (Tabla 5.1). El grado de ocupacién de la nicotinamida
en el complejo FNR Y308W/NADP" determinado mediante estudios cristalograficos
también resultd de 40 % (seccion 5.2.2.4), apoyando de manera muy concreta la validez

de esta asuncion.
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— FNR silvestre A€s511=0,56 mM" cm”’
— FNR Y308W A€s01=1,60 MM cm™
—— FNR Y308S librede NADP+  A€506 = 3,99 mM™ cm”’
—— FNR Y308S conteniendo NADP+ copurificado con la proteina
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Figura 5.5 Espectros de absorcion electronica diferenciales de FNR silvestre, FNR
Y308W y FNR Y308S debidos a la uniéon de NADP". Cada espectro diferencial se
calcul6 sustrayendo el espectro de la variante especificada de FNR y el espectro del
NADP’, al espectro de FNR en presencia de concentraciones saturantes de NADP™ (1
mM). En el recuadro se indican los Ae méximos en el entorno de 515 nm. Las
condiciones experimentales se detallan en la seccion 2.3.6 de Materiales y Métodos. El
espectro diferencial identificado como FNR Y308S conteniendo NADP" copurificado
con la proteina esta basado en titulaciones de la proteina purificada segin el protocolo
basico (seccion 2.2.6 y 2.2.7), mientras que el identificado como FNR Y308S libre de
NADP" corresponde a la misma preparacion de proteina luego del tratamiento que
remueve el NADP" unido que se detalla en la seccion 2.2.8.
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Para cuantificar el aumento en la afinidad por NADP" provocado por la
sustitucion de la tirosina terminal se determinaron las constantes de disociacion de los

complejos FNR/NADP' como se describe en la seccion 2.3.6. En la Tabla 5.1 se

presentan las estimaciones de KdNADP+ de FNR silvestre, FNR Y308W y FNR Y308S
libre de NADP'. Confirmando las evidencias experimentales ya expuestas, la

. . ., +
disminucion de la KPP

de FNR Y308S resulté muy significativa. Sin embargo, los
datos primarios obtenidos no pudieron ajustarse a un valor preciso debido a las

limitaciones del método experimental empleado (seccion 2.3.6), estableciéndose un
limite superior de 0,2 uM para la KdNADPJr de FNR Y308S. El aumento de afinidad en

FNR Y308W fue mas moderado, con una KdNADPJr que disminuy6 a un 60 % de la

KdNADPJr observada para FNR silvestre.

Finalmente, se estudio la interaccion de las distintas variantes de FNR con
NAD". Sin embargo, sélo FNR Y308S produjo una perturbacion detectable en el
espectro diferencial (Figura 5.6). Como puede apreciarse comparando las Figuras 5.5 y
5.6, los espectros diferenciales de formacion de los complejos FNR Y308S/NADP' y
FNR Y308S/NAD", fueron cualitativamente equivalentes. Asumiendo que el cambio
espectral en el entorno de 515 nm no es dependiente del piridin nucleotido empleado, y
que la perturbacion maxima en esa region del espectro diferencial asociada a una
ocupacion del 100 % corresponde al complejo FNR Y308S/NADP', puede estimarse
para esta mutante una ocupacion del sitio activo por la nicotinamida del NAD" del 79 %

(Tabla 5.1). La baja afinidad de FNR silvestre y FNR Y308W por NAD" s6lo permitio

NAD

. + .
establecer valores méaximos para las Kq (Tabla 5.1), que fueron impuestos por las

limitaciones del método experimental empleado (seccion 2.3.6). Por el contrario, la

+ . . .
KNP determinada para FNR Y308S resulté por lo menos 50 veces inferior a la de las
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Tabla 5.1 Interaccion de piridin nucledtidos con diferentes variantes de FNR. Las
condiciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos. Todos los errores
estandar resultaron menores al 10 % de los valores estimados.

variante

ocupacion del sitio

NADP+

E_ de FNR activo por nicotinamida ¢ [%] Kd [uM]
0O sivestre 14 9,3
< V308w 40 5,5
Z b
variante ocupacion del sitio NAD+

E de FNR activo por nicotinamida ¢ (%] Kg ™ [uM]
< silvestre nde¢ >10000°?
> Y308W nde¢ >10000%

@ Referido a un 100 % de ocupacion por la nicotinamida en el complejo FNR
Y308S/NADP" (Aesis maximo = 3,99 mM ™' cm™).
b El método experimental empleado no permiti6 estimar los valores reales del

parametro.
¢ n.d., no determinado.

Tabla 5.2 Parametros cinéticos de la reaccion NAD(P)H-K;Fe(CN)s diaforasa
catalizada por diferentes variantes de FNR. Las condiciones experimentales se detallan
en Materiales y Métodos Todos los errores estdndar resultaron menores al 10 % de los

valores estimados.

T veriante Komp KR Kesp K" variante de FNR
MR [s1] [uM] WM 5] KBy FNR silvestre
()] silvestre 490 24 20 1,0
; Y308W 180 5,1 35 1,8
T variante Keat K" kg‘;%“ Kgep variante de FNR
o) de FNR [s] [uM] M1 s Kggp' FNRsilvestre
< silvestre 8,8 16000 0,00055 1,0
Z Y308W 19,4 11400 0,0017 3,1
1700
[ NADPH kesp" variante
I variante esp kisp de FNR
de FNR NADH voeH
K " FNR
% E esp ki silvestre
< < silvestre 37100 1,0
Z|Z  Ysosw 20700 1,8

490
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—— FNR Y308S libre de NADP+  A€s508 =315 mM "' cm™

AE MM cm™
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Figura 5.6 Espectro de absorcion electronica diferencial de FNR Y308S debido a la
union de NAD'. El espectro diferencial se calculé sustrayendo el espectro de FNR
Y308S libre de NADP" (seccion 2.2.8) y el espectro del NAD", al espectro de FNR en
presencia de concentraciones saturantes de NAD" (25 mM). En el recuadro se indica el
Ag maximo en el entorno de 515 nm. Las condiciones experimentales se detallan en la
seccion 2.3.6 de Materiales y Métodos.
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otras variantes de FNR. Este resultado indica que la estabilizacion de la porcion
nicotinamida del sustrato producida por la eliminacion de la cadena lateral aromatica del
residuo carboxilo terminal causé en FNR Y308S un importante aumento de la afinidad

por la molécula completa de NAD".

5.24 Especificidad para piridin nucledtidos de mutantes de ferredoxina-

NADP" reductasa en el residuo Y308

Una vez demostrado el aumento de afinidad por NAD" en FNR Y308S, se
decidi6é comprobar si las mutantes también habian incrementado su capacidad de
emplear este piridin nucledtido como sustrato en la reaccion diaforasa. Para ello se
determinaron los parametros cinéticos de FNR silvestre, FNR Y308W y FNR Y308S en
las reacciones NADPH-K;Fe(CN)g reductasa y NADH-K;3Fe(CN)g reductasa, ensayadas
bajo las mismas condiciones (Tabla 5.2). Ambas mutantes mostraron un descenso de la
keat y de la Ky, en la actividad dependiente de NADPH. La disminucion de las K, fueron

mas importantes, por lo que las kespNADPH (equivalente a Keu

NADPH ; y NADPH,
aumentaron 1,8 y 3,6 veces para FNR Y308W y FNR Y308S respectivamente. En la
actividad dependiente de NADH, ambas mutantes acusaron aumentos en la K y
descensos en la K;,, resultando en incrementos de 3,1 y 1700 veces en la kespNADH para

FNR Y308W y FNR Y308S respectivamente. La ke, """ determinada para FNR

Y308S aumentd unas 50 veces respecto a la Kear "PH de FNR silvestre, alcanzando un

valor similar a la ke PP de la enzima silvestre (Tabla 5.2). Esta observacion sugiere

que el descenso en la Kear "PPH de 1as mutantes fue causado por la fuerte unién del
NADP" en el sitio activo, luego de su generacion como producto de la reaccion
diaforasa. De esta forma, en la hemi-reaccion en la que el NADPH reduce a FNR xidadas

la transferencia de hidruro dejaria de ser el paso limitante de velocidad, para serlo el

paso de liberacion del NADP".
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El parametro mas conveniente para medir la capacidad de discriminacion de
una enzima entre dos sustratos competidores es el cociente entre las ke, para cada
sustrato (168). Cuando los sustratos competidores son NADPH y NADH el cociente se
denomina especificidad NADPH/NADH. En la Tabla 5.2 puede observarse que este
cociente es muy elevado para FNR silvestre (kespNADP "y kespNADH = 37100) indicando
una fuerte preferencia por NADPH como sustrato. En la mutante FNR Y308W esta
preferencia disminuye moderadamente (keSpNADPH / kespNADH = 20700), mientras que en

la mutante FNR Y308S Ia disminucion se aproxima a 500 veces, con una preferencia

por NADPH solo 76 veces mayor que la ejercida por NADH.
5.3 Discusion

5.3.1 Unién bipartita de NADP" a ferredoxina-NADP" reductasa

Las estructuras cristalinas de FNR Y308S y FNR Y308W en complejos con
NADP(H) proporcionaron por primera vez una vision de la unidén productiva del
sustrato piridin nucledtido a FNR. Los resultados obtenidos indican que la
conformacion determinada es cataliticamente efectiva, y que la sustitucion del residuo
tirosina carboxilo terminal produce un aumento de la estabilidad de la interaccion, sin
afectar la geometria de union del NADP(H). Las evidencias incluyen: 1) las
caracteristicas globales de las perturbaciones espectrales inducidas por la union de
NADP" a las mutantes se asemejan a las de FNR silvestre (Figura 5.5), ii) las
geometrias de los complejos FNR Y308S/NADP', FNR Y308S/NADPH y FNR
Y308W/NADP" son muy similares entre si a pesar de las diferencias de los estados
redox y de las mutaciones introducidas, iii) la nicotinamida enfrenta a la isoaloxazina su
cara A, de acuerdo con la estereoquimica conocida para la transferencia de hidruro en

FNR (104), y iv) el atomo C4 de la nicotinamida se localiza a 3,0-3,2 A del 4tomo N5
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de la flavina, en una disposicion compatible con la transferencia de hidruro (Figuras 5.2
y 5.4).

Estos resultados sugieren que la unién de NADP" a FNR puede interpretarse
como la unién casi independiente de las dos partes del dinucle6tido, de manera similar a
la descripta para glutatiéon reductasa (99) y alcohol deshidrogenasa (169). La parte
2'-P-AMP de la molécula se une muy fuertemente a FNR silvestre, con un K4 =2 uM
para FNR de espinaca (91). Esta parte de la molécula proporciona un anclaje para el
NADP(H) y determina la especificidad de sustrato (64). Por el contrario, los datos de
espectroscopia diferencial (Tabla 5.1) indican que la nicotinamida, porcidon funcional
del sustrato, estaria desordenada en un 86 %. La Ecuacion 5.1 describe el modelo mas

simple que explica este mecanismo de unidn en dos pasos:

FNR/NADP' 4

FNR + NADP" FNR/NADP" o) [Ecuacién 5.1]

4N\
N\ Y

FNR/NADP"

En esta ecuacion, el subindice representa la porcion del dinucleotido unida al complejo
binario FNR/NADP', simbolizando con A la parte 2'-P-AMP y con N la parte
nicotinamida del NADP". Segin este modelo, se esperaria que las mutaciones en la
tirosina carboxilo terminal cambiasen las constantes de velocidad del equilibrio entre
FNR/NADP" 4, y FNR/NADP" 4 ), favoreciendo la unién completa del dinucleétido.
Desafortunadamente, la interaccion entre FNR y NADP' es demasiado veloz para ser
estudiada mediante técnicas de reaccion rapida (103).

Mediante titulacién espectrofotométrica con NADP' se obtuvieron valores

de KdNADP+ — 9’3 HM para FNR silvestre y KdNADP+ = 5,5 MM para FNR Y308W.

Debido a la gran afinidad de FNR Y308S por NADP" no fue posible determinar con

NADP+

precision la Ky con las técnicas empleadas, sin embargo pudo estimarse un limite
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superior de 0,2 uM. Ya que la fuerte unién del sustrato a FNR Y308S es
contraproducente para la catalisis, es claro que una funciéon importante del residuo Y308
es la modulacién negativa de la afinidad para NADP", proveyendo una cadena lateral
que interacciona aun mas fuertemente con el bolsillo de unidn para nicotinamida.

La naturaleza bipartita de la union del NADP" resalta una ambigiiedad de
las valoraciones basadas en medidas espectroscopicas sobre las interacciones
estructurales de ligandos extendidos tales como los dinucleodtidos. El débil espectro
diferencial debido a la union de NADP" a FNR silvestre no se debe a una interaccion
electronica débil entre la nicotinamida y la flavina, sino que refleja una interaccion que
tiene una gran sefial intrinseca en el espectro diferencial, pero que un momento
determinado s6lo ocurre en un 14 % de la poblacién molecular. Este resultado puede
generalizarse, indicando que la saturacion del sitio de union para un ligando
suficientemente complejo, no implica necesariamente que tal sitio resulta plenamente

ocupado por todas las porciones del ligando unido.

5.3.2 Anatomia del sitio activo

Existen cuatro residuos importantes del sitio activo de FNR que han sido
analizados mediante mutagénesis sitio dirigida. A continuacion se detalla entre barras la
numeracion de estos residuos para FNR de arveja, de espinaca y de Anabaena,
indicando en negrita los residuos experimentalmente estudiados: S90/S96/S80 (128),
C266/C272/C261 (129), E306/E312/E301 (19, 119, 122, 130) y Y308/Y314/Y303
(127, 157). Los resultados presentados en este capitulo confirman que S90 y E306 estan
involucrados principalmente en la unién de nicotinamida mas que en la reaccion de
transferencia de hidruro (Figura 5.3). Asimismo, el residuo C266 actuaria favoreciendo
la geometria adecuada para la transferencia de hidruro mediante una restriccion de la

libertad conformacional de la nicotinamida (Figura 5.3). La reducida ke "> de FNR
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Y308S habia sido interpretada anteriormente como un indicativo del papel activo
desempefiado por el residuo Y308 durante la catalisis (127, .65). Sin embargo,
basandose en los nuevos resultados discutidos en este capitulo, resulta mas factible que
el descenso de actividad catalitica se deba a una disminucién en la constante de
velocidad de liberacion del producto. Por lo tanto, se concluye que este residuo tirosina
modularia la termodindmica de unién de la nicotinamida, pero no tendria una influencia
directa sobre la conformacion o la reactividad de la nicotinamida unida. Esta funcion
contrasta con la determinada para el residuo Y197 en la glutation reductasa humana,
residuo que también resulta desplazado luego de la union de la nicotinamida, pero
participa activamente en la catélisis presionando la nicotinamida contra la flavina (100,

170).

533 Modulacion de la especificidad NADPH/NADH por el residuo tirosina

carboxilo terminal

Los analisis previos de la especificidad NADPH/NADH en deshidrogenasas
NAD(P)H dependientes se habian enfocado exclusivamente en el reconocimiento del
grupo 2'-fosfato o 2'-hidroxilo del piridin nucleétido (171-181). Este enfoque se justifica
plenamente, ya que el grupo en posicidon 2' constituye el unico rasgo que diferencia la
molécula de NADP(H) de la molécula de NAD(H). Por el contrario, las mutantes de
FNR analizadas en este capitulo poseen reemplazos en el residuo Y308, localizado
exactamente en el sitio de union para la porcion del dinucledtido que resulta idéntica en
NADP(H) y NAD(H). Un anélisis superficial podria indicar que no es razonable esperar
grandes alteraciones de la especificidad NADPH/NADH en estas mutantes de FNR. Sin
embargo, considerando el modelo de unién bipartita del NADP" a FNR (Ecuacién 5.1)
y los incrementos en la afinidad por NADP" detectados en las mutantes (Tabla 5.1), se

decidié investigar si la estabilizacion de la porcion nicotinamida del dinucle6tido
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afectaba también la afinidad y la especificidad de las mutantes por NAD". Esta hipotesis
fue ampliamente confirmada para la mutante FNR Y308S, que resultd capaz de

. . +
interaccionar con NAD" con una KdNAD

. 190 UM y una ocupacion del sitio activo por
nicotinamida del 79 %. Sin embargo, el resultado mas relevante fue la disminucion de
casi 500 veces en la especificidad NADPH/NADH determinada para esta mutante de
FNR (Tabla 5.2). Vale aclarar que el descenso en la preferencia por NADPH como
sustrato de FNR Y308S se debio enteramente al gran incremento en la kespNAD " (1700

NADPH también experimentd un aumento respecto a la de la enzima

veces), ya que la ke,
silvestre (3,6 veces). Asi, la caracteristica que distingue a los resultados obtenidos con
estas mutantes es que el gran descenso de especificidad NADPH/NADH se logré
merced a un aumento de la actividad dependiente de NADH, sin anular la actividad
dependiente de NADPH. La experiencia acumulada en los estudios de mutagénesis
dirigida con FNR indican que aunque es relativamente sencillo reducir la capacidad de
interaccion de la enzima con NADP", resulta muy dificil obtener una unién mas
eficiente de NAD" (181).

Tanto en la actividad dependiente de NADPH, como en la dependiente de
NADH, ambas mutantes mostraron descensos de la K, que se correlacionaron con
descensos en la K4 y con aumentos de la ocupacion del sitio activo por nicotinamida en
los complejos respectivos (exceptuando los casos en los que los parametros no pudieron
ser determinados). Aunque las ke, 20 de las mutantes disminuyeron por la dificultad
para liberar el producto NADP" derivada del aumento de afinidad por el mismo, no
sucedio lo mismo con las kcatNADH. Esto probablemente se debe a que cada forma de

FNR posee una afinidad por NAD" aproximadamente 1000 veces menor a la afinidad

por NADP" (Tabla 5.1). Por lo tanto, la liberacion del producto no se convierte en un
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NADH 11 resultan afectadas

paso limitante en la reaccion dependiente de NAD", y las Keq
negativamente.
Un resultado que merece discusion es la reducida kcatNAD H de FNR silvestre,

y el hecho que la sustitucion de Y308 haya incrementado este valor. Aunque no fue

posible obtener una medida directa de la ocupacion del sitio activo por nicotinamida en

el complejo FNR silvestre/NAD" debido a la elevada KdNAmL de este complejo (Tabla
5.1), la informacién presentada en este capitulo sugiere que el nivel de ocupacion seria
muy bajo. Por lo tanto, la interacciéon con el 2'-fosfato del piridin nucledtido seria
requerida no so6lo para alcanzar un valor de K4 compatible con la catélisis, sino también
para anclar el sustrato en una orientacion favorable para el posicionamiento correcto de
la nicotinamida en el sitio activo, tal como es requerido para una rapida transferencia de
hidruro. En ausencia de este anclaje, la porcion AMP de la molécula de NADH se uniria
en una orientacion que no permitiria un ingreso eficiente de la nicotinamida al sitio
activo. En la mutante FNR Y308S, la union de la nicotinamida se convertiria en la
interaccion dominante que favorece la fijacion de la molécula de NADH a la enzima, y
por lo tanto la nicotinamida ya no seria incorrectamente posicionada por la union de la
parte AMP del dinucleotido. La consecuencia de la correcta ubicacién de la porcion
nicotinamida en el sitio activo de FNR Y308S seria una kcatNADH similar a la kcatNADP H
de FNR silvestre (Tabla 5.2).

En conclusion, estos resultados ilustran la forma en que puede resolverse el
problema de la discriminacioén entre sustratos muy similares por parte de una enzima.
En FNR la discriminacion entre NADP(H) y NAD(H) se establece gracias a dos
determinantes. El denominado PRIMER DETERMINANTE en el modelo presentado

en la Figura 5.7 realiza el reconocimiento especifico y establece fuertes interacciones

con el grupo diferencial, es decir el 2'-fosfato. El SEGUNDO DETERMINANTE esta
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FNR silvestre

SEGUNDO DETERMINANTE
Desestabiliza las interacciones
con el grupo comun: competencia
entre Y308 y la porcidn nicotinamida

1

NADPH
kes

Y308 S 37100

NADH
kesp

NADP+
Kd=10 uM

FNR SILVESTRE: GRAN
PREFERENCIA POR NADPH

i

PRIMER DETERMINANTE
Establece interacciones
con el grupo diferencial:

especificidad por el 2' fosfato

FNR Y308S

ANULACION DEL
SEGUNDO DETERMINANTE

¥

NADPH
kesp

kespNADH = 76

FNR Y308S: DISMINUCION DE
LA PREFERENCIA POR NADPH

i

PRIMER DETERMINANTE

NADP+
Kd<0.2 uM

NAD+
Kd=0.2 mM

Figura 5.7 Determinantes estructurales que definen la especificidad NADPH/NADH en
FNR. El modelo se explica con detalle en el texto. A, FNR silvestre. B, FNR Y308S.
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constituido por la tirosina 308, que compite por la misma ubicacion en el sitio activo
con el grupo comuin a ambos sustratos, es decir el anillo de nicotinamida. Ambos
determinantes contribuyen a la gran preferencia que exhibe FNR silvestre por NADPH
(Figura 5.7.A). En la mutante FNR Y308S el SEGUNDO DETERMINANTE resulta
anulado, lo que ocasiona un descenso de unas 500 veces en la preferencia de la enzima
por NADPH (Figura 5.7.B). El papel de Y308 como determinante de la especificidad
NADPH/NADH en FNR provee un argumento adicional para explicar la gran
conservacion de este residuo entre las secuencias de FNR plastidicas conocidas hasta la
fecha (Figura 3.1). Como una conclusion mas general, puede sefalarse que cuando se
intenta alterar la capacidad de una proteina para discriminar entre dos ligandos
similares, ain resulta razonable dirigir la atencidn hacia las interacciones con porciones

que son comunes a ambos ligandos.
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6 MODELIZACION DEL ENTORNO AROMATICO DE LA

ISOALOXAZINA EN LA FERREDOXINA-NADP" REDUCTASA

6.1 Introduccion

Desde que las interacciones entre residuos aromaticos o interacciones T-T se
propusieron como una nueva clase de fuerza estabilizadora de la estructura proteica
(seccion 1.2.6.2, 83) se han llevado a cabo estudios teoricos (84, 182), estrategias
experimentales basadas en mutagénesis sitio dirigida (183) o en la sintesis de
compuestos aromaticos modelo (184), analisis estadisticos de las bases de datos
estructurales (86, 185), asi como estudios que combinan mas de uno de estos enfoques
(85), todos persiguiendo objetivos similares. Entre ellos se destacan la determinacion de
las geometrias de interaccion mas estables entre anillos aromaticos, la busqueda de las
condiciones que permiten el establecimiento de dichas interacciones y la racionalizacién
de estas condiciones. Sin embargo, el andlisis de las interacciones m-1 en proteinas se ha
enfocado principalmente en las cadenas laterales de los aminoacidos tirosina,
fenilalanina y triptofano. El andlisis de todas las estructuras de flavoproteinas
depositadas actualmente en la base de datos PDB (seccion 2.1.4) permite afirmar que
aproximadamente una cuarta parte de las mismas presentan al menos un residuo
aromatico en el entorno de la flavina. Sin embargo, hasta el presente no existen en la
literatura estudios teoricos de la interaccion entre residuos aromadticos y flavinas en
proteinas.

En la superfamilia FNR todos los miembros cuyas estructuras
tridimensionales han sido resueltas poseen un residuo tirosina cercano a la cara si de la
flavina, homologo al residuo Y89 de FNR de arveja, y en seis de las estructuras también

se encuentra un residuo aromatico enfrentado a la cara re de la flavina, homologo al
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Tabla 6.1 Residuos aromaticos enfrentados a la flavina en las estructuras

de

flavoproteinas silvestres pertenecientes a la superfamilia ferredoxina-NADP" reductasa.

cara si del grupo prostético |cara re del grupo prostético
Ident. .
. | PrROTEINA | Gr‘t‘ﬂ‘.’ ORGANISMO
PDB rostetico Ang. Dist. Ang. Dist.
residuo » |Anillo € 4 |residuo » |Anillo € d
[°] [A] [ [A]
ferredoxina-
1QG0° NADP* FAD Pisum sativum Y308| 5 B 3,7
reductasa
ferredoxina- Spinacia
1FNB NADP* FAD P Y314| 1 B |3,7
oleracea
reductasa
ferredoxina- Anabaena
+
1QUE NADP FAD PCCT119 Y303( 6 B 3,6
reductasa
flavodoxina- Escherichia
1FDR NADP* FAD coli Y247 15 B 3,6
reductasa
flavodoxina-
Azotobacter
'
1A8P NADP FAD vinelandii
reductasa
nitrato reductasa
2CND (dominio FAD Zea mays
citocromo ¢
reductasa)
flavo- Alcaligenes
e
1cax hemoglobina FAD eutrophus
NDH | citocromo bS FAD Sus crofa
reductasa
NADPH
. | citocromo P450 Rattus
1AMO reductasa FAD norvegicus We77) 5 B 3,7
(dominio FAD)
ftalato Pseudomonas
2PIA dioxigenasa FMN ) F225| 6 B 3,4
cepacia
reductasa

4 Identificador de la estructura en la base de datos PDB.
b Angulo formado entre el plano de la cadena lateral del residuo y el plano de la flavina.
€ Anillo A, B o C de la isoaloxazina mas cercano a la cadena lateral del residuo
d Distancia entre el centroide de la cadena lateral del residuo y el centroide del anillo

mas cercano de la isoaloxazina.
€ Estructuras con dos monomeros en la unidad asimétrica. Se informan los valores

promedio de los pardmetros medidos.
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residuo Y308 de la misma enzima. Como se observa en la Tabla 6.1, las disposiciones
de estos residuos aromadticos respecto a la flavina muestran algunas tendencias
marcadas: 1) en ocho de las diez estructuras los dngulos diedros de la cadena lateral de
la tirosina homoéloga a Y89 adoptan un valor en el intervalo de 61° £ 7°; 2) la tirosina
homologa a Y89 se ubica en las cercanias del anillo C de la flavina a una distancia
medida entre los centroides de los anillos de 4,6 A a 4,8 A, con excepcion de Y53 de
FPR de Azotobacter vinelandii que se ubica a 4 A; 3) la cadena lateral del residuo
homologo a Y308 se orienta en forma casi coplanar con la flavina, con angulos diedros
en el intervalo de 8° = 7° y 4) la distancia entre centroides que separa al residuo
homélogo a Y308 del anillo B, el mas cercano al residuo, resulta de 3,4 A a 3,7 A.
Ambos residuos se encuentran a una distancia de la flavina en el rango de 3,4 A a 6 A,
indicando que establecen una interaccion de tipo aromatico con el grupo prostético
(seccion 1.2.6.2).

La conservacion de la geometria que evidencia la Tabla 6.1, podria deberse
a una interaccion estabilizante entre la cadena lateral del residuo aromatico y la flavina,
a una constriccion impuesta por el plegamiento de la proteina, o a una combinacion de
ambos factores. Los métodos de modelado molecular ab initio resultan particularmente
apropiados para analizar la primera de las posibilidades mencionadas (186). Estos
consisten en calculos mecénico-cuanticos en los cuales los orbitales electronicos son
computados como la suma de un conjunto de funciones primitivas denominadas
conjunto de bases. La eleccion de un conjunto de bases determinado estd supeditada
principalmente al poder computacional disponible y a la precision deseada en los
resultados. La informacion primaria que se obtiene consiste basicamente en el valor de
energia absoluta y la matriz que define a los orbitales moleculares del sistema. En

general, los célculos ab initio solo son factibles para sistemas con un nimero de atomos
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mucho menor al que pueden tratar otros métodos como los basados en mecanica
molecular.

En la cuarta etapa de este trabajo de Tesis se analizaron las interacciones
entre la flavina del grupo prostético y las cadenas laterales de Y89 y Y308 de FNR de
arveja desde un punto de vista tedrico, mediante céalculos ab initio de un sistema modelo

constituido por dos moléculas de fenol y una de isoaloxazina.

6.2 Resultados

6.2.1 Interacciones 7-7 entre aminoacidos aromaticos y la isoaloxazina en

ferredoxina-NADP" reductasa

El entorno aromatico de la flavina de FNR silvestre de arveja se modeld
mediante el sistema de moléculas descripto en la Figura 6.1. Debido a que en los
métodos ab initio empleados (seccion 2.1.5) el tiempo de computo y la capacidad de
almacenamiento necesaria para los archivos auxiliares aumenta aproximadamente segin
la cuarta potencia del nimero de electrones, se tratd de minimizar el nimero de atomos
en el sistema (186). De este modo, las cadenas laterales de Y89 y Y308 se reemplazaron
con moléculas de fenol, y el triple anillo de lumicromo del FAD fue modelado mediante
una molécula de isoaloxazina, sustituyendo a los grupos metilos de los atomos C8 y C7
del anillo A por atomos de hidrogeno. Estas simplificaciones redujeron el sistema a un
conjunto de 48 atomos (210 electrones) en un arreglo de 3 moléculas cuya disposicion
en el espacio se derivo de las coordenadas cristalograficas del mondémero A en la
estructura de FNR silvestre de arveja (Identificador PDB: 1QG0). Los atomos de
hidrégeno se ubicaron en las posiciones que corresponden a las estructuras de minima
energia de cada molécula aislada, con excepcion de los hidrogenos de los grupos

hidroxilo de las moléculas de fenol. En la molécula FENOLS9 el hidrogeno se dispuso
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FENOLS89 /j/ FENOL89

SEPARACION

INTERPLANAR (_:5 “ :/;-\
/"\
Py
" 540 ISOALOXAZINA ISOALOXAZINA
C B A A B C
P 50

Cy Cd Ce

Cs Ce ce

FENOL308 FENOL308

DESPLAZAMIENTO
LATERAL

Figura 6.1 Diferentes vistas del arreglo molecular que modela la parte flavina del grupo
prostético FAD y las cadenas laterales de los residuos Y89 y Y308 en FNR de arveja.
Para facilitar la comparacion con el sistema modelado se identificaron los atomos del
sistema empleando la nomenclatura estandar para el aminoacido tirosina y el grupo
prostético FAD. La disposicion espacial de las moléculas se derivd de las coordenadas
cristalograficas del mondémero A en la estructura de identificador PDB: 1QGO.
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conservando las distancias estandar de enlace con el oxigeno, pero orientando el mismo
segiin un angulo de 49° respecto al anillo aromatico (vista inferior derecha en la Figura
6.1). De esta forma se mantiene el enlace en la direccion del puente de hidrogeno que
forma el hidroxilo de Y89 con el atomo C4 de la porcion ribitilo del FAD (secciones
1.2.6.1, 4.3 y 5.2.2.1). De manera analoga, el enlace hidrogeno-oxigeno de la molécula
FENOL308 se orient6 en un angulo de 33° (vista superior derecha en la Figura 6.1)
manteniendo la direccion del puente de hidrogeno que forma el grupo hidroxilo del
residuo Y308 con la molécula de agua 2088. Ademas del sistema completo compuesto
por las tres moléculas, se estudiaron las moléculas aisladas, y los pares
FENOLS9/ISOALOXAZINA y FENOL308/ISOALOXAZINA.

Los calculos mecénico-cuanticos de los sistemas modelo se realizaron
empleando un nivel de teoria Hartree-Fock restringido 3-21G** (seccion 2.1.5).
Hubiera sido deseable alcanzar un nivel de teoria 6-31G**, ya que ha resultado
adecuada para calculos de flavinas (187), pero no fue posible debido a las limitaciones
de los recursos computacionales disponibles. Por la misma razén no pudo aplicarse el
método de interaccion de configuraciones o la teoria perturbativa de Moller-Plesset para
corregir la energia de correlacion luego del tratamiento de Hartree-Fock (186). Los
calculos fueron del tipo punto simple, ya que se determind la energia total y la
distribucion electronica del sistema molecular en una configuracién especifica que
representa un punto en la superficie de energia.

En la Tabla 6.2 pueden observarse los valores de energia total de cada
sistema que resultaron de los célculos ab initio. Las energia relativas resultan de mayor
interés que las energias absolutas, ya que permiten comparar el aporte de cada
interaccion a la estabilidad del sistema completo. La molécula de FENOL308 se mostro

mas estable que el FENOLS89 (-0,39 kcal/mol) debido a que se aleja menos de la
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Tabla 6.2 Estimacion de energia total de los sistemas mediante calculos ab initio.

Energia Total AEnergia’

Moléculas en el sistema modelado [Kcal/mol] [Kcal/mol]

-190696,67
-190697,06 -0,39
ISOALOXAZINA -467837,39
+ ISOALOXAZINA -658534,06
/ISOALOXAZINA -658536,08 -2,02
+ ISOALOXAZINA -658534,45
/ISOALOXAZINA -658536,10 -1,65
+ + ISOALOXAZINA -849231,12
/ /ISOALOXAZINA -849234,84 -3,72

@ Los sistemas separados por un signo de suma (+) se calcularon en forma
independiente y se muestra la suma de sus energias totales. Las moléculas separadas
por una barra (/) conforman un mismo sistema.

b Diferencia de energia respecto al sistema de la fila inmediata superior.

Tabla 6.3 Orbitales moleculares que evidencian deslocalizacion de electrones 7 entre
las moléculas FENOL308 e ISOALOXAZINA.

CONTRIBUCION DE ORBITALES T
AL ORBITAL MOLECULAR [%] ENERGIA DEL ORBITAL

MOLECULAR [eV]

ORBITAL MOLECULAR

Descripcion  numero FENOL308 ISOALOXAZINA  TOTAL
-7 109 22 47 69 3,63 ————
-7 108 44 27 71 3,367~
107 2,71 o
LUMO 106 0,43
HOMO 105 -8,40
104 -8,62

103 -8,72\\
102 -9,28\\
=T 101 66 8 74 -9,55~

-0 100 10 49 59 -9,92
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estructura de minima energia conocida para el fenol, que es completamente planar. Las
interacciones de la ISOALOXAZINA con una u otra de las moléculas de FENOL
resultaron atractivas, sin embargo la interaccion con el FENOLS89 fue maés estabilizante
(-2,02 kcal/mol) que la interaccion con el FENOL308 (-1,65 kcal/mol). Si se compara la
estabilizacion total debida a la interaccion independiente de cada FENOL con
ISOALOXAZINA [-2,02 kcal/mol + (-1,65 kcal/mol) = -3,67 kcal/mol] con la
estabilizacion debida a la formacién del arreglo completo de las tres moléculas [-3,72
kcal/mol] puede concluirse que en el sistema estudiado el aporte de cada molécula de
FENOL a la estabilizacion total es practicamente aditivo [-3,72 kcal/mol - (-3,67
kcal/mol) = -0,05 kcal/mol]. Es importante mencionar que el célculo de la energia
relativa de un sistema multimolecular a partir de la diferencia entre su energia absoluta
y las energias absolutas de las moléculas que lo componen, puede realizarse dado que el
método de calculo empleado respeta la llamada consistencia de tamario. La consistencia
de tamario implica que la energia absoluta computada para un sistema compuesto por n
subsistemas infinitamente separados en el espacio es coincidente con la suma de las
energias calculadas para los n subsistemas aislados (188). Este parece ser un
requerimiento mas que modesto para un método que evalue energias, sin embargo no
todos los modelos teoéricos gozan de esta propiedad. Por ejemplo, el método de
interaccidon de configuraciones incompleto empleado para corregir el error debido a la
energia de correlacion inherente a la energia de Hartree-Fock, no mantiene la
consistencia de tamano (188).

Una vez determinada la naturaleza atractiva de la interaccién entre el
FENOL308 y la ISOALOXAZINA (Tabla 6.1), se analizaron las cargas electronicas de
Mulliken sobre cada dtomo de estas moléculas con el objeto de determinar si existia una

componente electrostatica en la misma. Sin embargo, no se encontrd una
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complementariedad entre las cargas electronicas de los atomos enfrentados en cada una
de las moléculas. Seguidamente, se estudio el aporte de la deslocalizacion de electrones
T entre las dos moléculas en el establecimiento de la interaccion. Con ese fin se analizo
la matriz de coeficientes de los orbitales moleculares del sistema formado por
FENOLS9, ISOALOXAZINA y FENOL308, mediante el tratamiento automatizado del
archivo de registro generado durante los calculos (seccion 2.1.5.1). Como los orbitales
moleculares son combinaciones lineales de los orbitales atomicos (186), la matriz que
los define consiste de 129600 coeficientes (360 x 360) que indican la contribucion de
cada uno de los 360 orbitales atdbmicos a cada uno de los 360 orbitales moleculares. Esta
matriz se proceso para detectar aquellos orbitales moleculares que cumpliesen con las
siguientes condiciones: 1) la contribucion de los orbitales atdmicos del tipo p, al orbital
molecular debia ser mayor al 50 % (se orient6 el sistema de modo que los orbitales p,
fueran perpendiculares al plano de la isoaloxazina), calculando esta contribucion para
cada orbital molecular como el cociente entre la sumatoria de coeficientes al cuadrado
correspondientes a orbitales p, y la sumatoria de coeficientes al cuadrado
correspondientes a todos los orbitales atomicos; 2) la contribuciéon de los orbitales
atomicos p, debia provenir de ambas moléculas (FENOL308 e ISOALOXAZINA),
fijandose un umbral de contribucion minima del 5 % para cada una de las mismas.
Como se muestra en la Tabla 6.3, se encontraron cuatro orbitales
moleculares que cumplieron con ambos requisitos. Estos fueron los orbitales
moleculares enlazantes numero 100 (HOMO - 4) y 101 (HOMO - 5), y los orbitales
moleculares antienlazantes nimero 108 (LUMO + 2) y 109 (LUMO + 3), todos ellos
con energias cercanas a las energias de los orbitales de frontera (HOMO y LUMO). En

la Figura 6.2 puede observarse una representacion grafica de los dos orbitales
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A FENOLS89 ISOALOXAZINA

FENOL308

ORBITAL
MOLECULAR
101

[-9.55 eV]

ORBITAL
MOLECULAR
100

[-9.92 eV]

Figura 6.2 Representacion de los orbitales moleculares enlazantes que evidencian la
deslocalizacion de electrones ® entre el FENOL308 y la ISOALOXAZINA. A,
Esquema del sistema molecular calculado (representado con mas detalles en la Figura
6.1). B, Orbitales moleculares enlazantes nimero 101 (HOMO - 4) Y ntmero 100
(HOMO -5 ) contorneados a un nivel de densidad electronica de 0,01 e/ay”.
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moleculares enlazantes que ponen de manifiesto la deslocalizacién de electrones 1 entre

el anillo aromatico del FENOL308 y el anillo A de la ISOALOXAZINA.

6.2.2 Curvas de energia potencial asociadas a la rotacion de la cadena lateral

de los residuos aromaticos cercanos a la isoaloxazina

Con el fin de estudiar los factores que gobiernan la geometria del arreglo de
tirosinas enfrentadas a la flavina en FNR, se computaron las curvas de energia potencial
asociadas a la rotacion del FENOL89 o del FENOL308, manteniendo constantes las
distancias respecto a la ISOALOXAZINA. Dado que la estabilizacion del sistema
modelo debida a la interaccion de cada FENOL con la ISOALOXAZINA resulto
aproximadamente aditiva (Tabla 6.2), pueden analizarse los sistemas
FENOLSY9/ISOALOXAZINA y FENOL308/ISOALOXAZINA independientemente,
con el consiguiente ahorro en los tiempos de computo. Debe mencionarse que el calculo
de cada punto simple en las curvas de energia potencial de los sistemas
FENOL/ISOALOXAZINA insumié de 4 a 10 horas de procesamiento en el equipo
descripto en la seccioén 2.1.5.1, mientras que para el sistema trimolecular cada punto
simple hubiera requerido aproximadamente un dia completo de coémputo. Los sistemas
evaluados estaban compuestos por la molécula de ISOALOXAZINA y el FENOLS9 o
el FENOL308, dispuestos como se detalla en la Figura 6.1. A partir de estos sistemas
se generaron en primer lugar familias de sistemas en los que se vari6 el angulo diedro
entre las dos moléculas mediante la rotacion del FENOL sobre el eje Cy-CC,
manteniendo constantes la orientacion del enlace O-H del FENOL respecto al plano de
la flavina. El 4ngulo diedro no se vari6 uniformemente, sino que se aumentd la
resolucion angular en los entornos cercanos a los méximos y a los minimos de energia,

incrementando asi el nimero de determinaciones en estas regiones.
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En la Figura 6.3.A se esquematiza la disposicion del sistema
FENOLS9/ISOALOXAZINA en el que las moléculas forman un angulo diedro de 54°,
coincidente con el observado para la cadena lateral de Y89 respecto a la flavina en FNR
de arveja. El minimo global en la curva de energia potencial de la Figura 6.3.B
correspondid al sistema con un angulo diedro de 63° y una energia relativa de -2,08
kcal/mol. El punto en la curva de energia potencial asociado al sistema de la Figura
6.3.A (en rojo) se ubicé muy proximo al minimo global, con una energia relativa de
-2,02 kcal/mol. Si bien el angulo diedro determinado entre Y89 y la flavina difiere en un
15 % con el angulo asociado al minimo tedrico de energia, vale mencionar que en el
rango de 55° a 73° de la curva se produce una variacion de solo 0,06 kcal/mol. La
Figura 6.4.A ilustra el sistema FENOL308/ISOALOXAZINA con un angulo diedro de
5°, como el que se observa para la cadena lateral de Y308 en FNR de arveja. La curva
de energia potencial de la Figura 6.4.B muestra su minimo global en un angulo diedro
de 2° con una energia relativa de -1,69 kcal/mol. La energia relativa del sistema con un
angulo diedro coincidente con el observado para la cadena lateral del residuo modelado
resultd de -1,65 kcal/mol (Figura 6.4.B, en rojo), muy cercana al minimo global.

Seguidamente, se analiz6 la influencia que ejercia la distancia entre el
FENOL y la ISOALOXAZINA sobre la magnitud del angulo diedro adoptado en la
configuracién de minima energia. Con este fin, se computaron las curvas de energia
potencial asociadas a la rotacion de cada FENOL en sistemas en los que la
ISOALOXAZINA se desplaz6 1 A, acercandose al FENOLS9 y alejandose del
FENOL308. De este modo, en el nuevo sistema la distancia que media entre el centroide
del FENOLS9 y la ISOALOXAZINA se reduce de 4,6 A a 3,6 A, y la que separa el
centroide del FENOL308 y la ISOALOXAZINA se incrementa de 3,6 A ad6 A

(Figura 6.5.A). En la Figura 6.5.B se graficaron las curvas de energia potencial
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Figura 6.3 Curva de energia potencial asociada a la rotacion del FENOLS9. A,
Esquema del sistema calculado, equivalente al representado en la Figura 6.1 sin la
molécula de FENOL308. Se indica la convencion empleada para definir los d&ngulos de
rotacion sobre el eje Cy-C{ del FENOLS9. B, Diagrama de energia potencial en funcién
del angulo diedro formado entre el FENOLS&9 y el plano de la ISOALOXAZINA. Se
indican con rombos los puntos de la curva calculados, remarcando en rojo el que
corresponde al sistema que modela la disposicion de Y89 observada en la estructura
cristalografica de FNR de arveja. Cada diferencia de energia se calculd con respecto a
un sistema en cual las moléculas de FENOL89 e ISOALOXAZINA se encontraban
infinitamente alejadas en el espacio.
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Figura 6.4 Curva de energia potencial asociada a la rotacion del FENOL308. A,
Esquema del sistema calculado, equivalente al representado en la Figura 6.1 sin la
molécula de FENOLRS9. Se indica la convencion empleada para definir los angulos de
rotacion sobre el eje Cy-C{ del FENOL308. B, Diagrama de energia potencial en
funcion del angulo diedro formado entre el FENOL308 y el plano de la
ISOALOXAZINA. Se indican con rombos los puntos de la curva calculados,
remarcando en rojo el que corresponde al sistema que modela la disposicion de Y308
observada en la estructura cristalografica de FNR de arveja. Cada diferencia de energia
se calculé con respecto a un sistema en cual las moléculas de FENOL308 e
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ISOALOXAZINA se encontraban infinitamente alejadas en el espacio.
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Figura 6.5 Curvas de energia potencial asociadas a la rotaciéon de las moléculas de
FENOLS9 y de FENOL308, dispuestas a diferentes distancias de la ISOALOXAZINA.
A, Comparacion entre el sistema presentado en la Figura 6.1 (izquierda) y el sistema en
el que la ISOALOXAZINA se desplazé 1 A en direccion al FENOLS89 (derecha),
invirtiendo la relacidon de distancias entre cada molécula de fenol y la flavina. Se empled
la misma convencion de dngulos de rotacion que las definidas en la Figuras 6.3 y 6.4.
B, Diagrama de energia potencial en funcion del angulo diedro formado entre el plano
de la ISOALOXAZINA y el FENOLS89 a 3,6 A (linea gruesa y triangulos en azul) o el
FENOL308 a 4,6 A (linea gruesa y triangulos en verde). Para facilitar su comparacion
se agregaron en lineas finas las curvas presentadas en las Figuras 6.3 y 6.4. Los
sistemas FENOL89 (3,6 A) / ISOALOXAZINA, y FENOL308 (4,6 A) /
ISOALOXAZINA se calcularon separadamente. Cada diferencia de energia se calculo
con respecto a un sistema en cual las moléculas de FENOL y de ISOALOXAZINA se
encontraban infinitamente alejadas en el espacio. En el recuadro se tabularon los
minimos globales de cada curva.
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asociadas a la rotacion de cada FENOL en sistemas compuestos por la
ISOALOXAZINA y el FENOLS89 o el FENOL308, dispuestos segun el esquema de la
derecha en la Figura 6.5.A. Para facilitar su comparacion se incorporaron al grafico las
curvas de energia potencial de las Figuras 6.3.B y 6.4.B. La curva correspondiente al
FENOL89 (3,6 A) presentd6 un minimo global de energia de -1,70 kcal/mol
correspondiente a un angulo diedro de -5°, mientras que el FENOL308 (4,6 A) mostro
un minimo global de energia de -2,12 kcal/mol para una conformacioén con un angulo
diedro de 49°. La comparaciéon de las cuatro curvas deja en evidencia que la distancia
FENOL-ISOALOXAZINA de los sistemas evaluados determind para ambas moléculas
de FENOL la magnitud del angulo diedro y el valor de la energia relativa asociada a la

interaccion con la ISOALOXAZINA.

6.3 Discusion

La proximidad de las cadenas laterales de Y89 y Y308 de FNR a la flavina
permite inferir a priori que ambos residuos establecen una interaccion del tipo -7t con
el grupo prostético. Estudios tedricos y experimentales indican que las interacciones
aromaticas estabilizan dos tipos principales de geometrias denominadas forma T y
forma paralela desplazada (84-86). La forma T implica una disposicion de los anillos
aromaticos con angulos diedros mayores a 45°, un desplazamiento lateral no muy
pronunciado y una distancia tipica entre centroides de 4,5 A a 5,5 A. La forma paralela
desplazada se refiere a una disposicion aproximadamente coplanar de los anillos
aromaticos llamada apilamiento de orbitales 7, con una separacion interplanar de 3,4 A
a 3,6 A y un desplazamiento lateral de sus centroides de al menos 1,4 A. Es aceptado
que las formas paralelas no desplazadas, conocidas como arreglos cara a cara o

enfrentados, s6lo pueden estabilizarse si existe una gran complementariedad de cargas o
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una polarizacion entre ambas moléculas del sistema, ya que los electrones =
desfavorecen el arreglo exactamente apilado (84).

Los angulos diedros y los desplazamientos laterales de los centroides de las
cadenas laterales de Y89 y Y308 pueden observarse en el sistema modelo de la Figura
6.1. Resulta claro que la geometria del residuo Y89 puede clasificarse como una de las
formas estables (forma T), en total acuerdo con la energia relativa calculada para la
interaccion del FENOL89 y la ISOALOXAZINA (Tabla 6.2). Por el contrario, la
geometria del residuo Y308 resulta muy cercana a un arreglo cara a cara. En este caso,
la energia relativa calculada también predijo una interaccion atractiva (Tabla 6.2), en
contradiccion con el caracter repulsivo asignado a un arreglo enfrentado. Si bien el
analisis de las cargas de Mulliken no reveld la existencia de una componente
electrostatica que pudiera justificar la estabilidad calculada, resulta una aproximacion
demasiado elemental para demostrar la ausencia de la misma. Aunque constituye un
concepto muy util, la carga atomica no es un pardmetro mecanico-cuantico observable,
por lo que su definicion resulta arbitraria. Por lo tanto, pudiera suceder que las
deficiencias del método de Mulliken al distribuir los electrones de acuerdo al grado de
ocupacion de los orbitales atobmicos estuviera enmascarando un aporte electrostatico en
la interaccion (189). Dos orbitales moleculares enlazantes con energias cercanas a los
orbitales de frontera demostraron la deslocalizacion compartida de electrones 7 entre el
FENOL308 y la ISOALOXAZINA, como se esperaba en una interaccion aromatica
(Figura 6.2). Resulta notorio que a pesar de que el FENOL 308 se encuentra mas
enfrentado al anillo B de la ISOALOXAZINA (Figura 6.1), ambos orbitales
moleculares recibieron la contribucion de orbitales atomicos del anillo A.

Los angulos correspondientes a los minimos de energia potencial estimados

para el sistema modelo y los 4ngulos diedros entre la isoaloxazina y las cadenas
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laterales de los residuos Y89 y Y308 observados en la estructura de FNR de arveja,
mostraron una notoria coincidencia (Figuras 6.3 y 6.4). En principio, esta concordancia
indicaria que para una separacion interplanar determinada, las interacciones de estas
tirosinas con la isoaloxazina son las principales condicionantes de las geometrias
observadas. El desplazamiento de la ISOALOXAZINA acercandose 1 A en direccion
del FENOLS89 caus6 una variacion minima en la energia total del sistema (-0,05
kcal/mol, calculada como la suma de la estabilizacion debida la interaccion de cada
molécula de FENOL). Sin embargo, los minimos de energia potencial para cada
FENOL cambiaron drasticamente (Figura 6.5). La magnitud del desplazamiento de la
ISOALOXAZINA se ajustd para provocar una inversion en las medidas de distancia
interplanar respecto a cada molécula de FENOL. Sorprendentemente, las curvas de
energia potencial correspondientes a la misma separacion interplanar resultaron muy
similares, a pesar de que los centroides de los anillos fendlicos se enfrentan a distintos
anillos de la ISOALOXAZINA (Figura 6.1). Por lo tanto, el establecimiento del angulo
diedro de minima energia entre la flavina y los residuos tirosina resultaria determinado
en gran medida por la separacion interplanar, antes que por la ubicacion relativa a un
anillo especifico de la ISOALOXAZINA.

El desplazamiento de la flavina respecto a la posicion que refleja en la
estructura cristalografica de la enzima silvestre estabilizd la interaccién con el
FENOL308 en 0,43 kcal/mol. Este resultado sugiere que existen interacciones con
moléculas no incluidas en el sistema modelo que impiden al residuo Y308 adoptar una
separacion interplanar mas favorable. Los residuos C266, G267 y L268 se ubican cerca
de la cara de Y308 que no se enfrenta a la isoaloxazina, en una disposicion que podria
restringir la libertad de movimiento de la tirosina (Figura 6.6). Esta desestabilizacion

de la tirosina terminal podria cumplir un papel en el mantenimiento de la funcionalidad
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A

ISOALOXAZINA

Figura 6.6 Residuos que acotarian la separacion interplanar entre Y308 y la flavina. Las
coordenadas espaciales corresponden al mondémero A de ferredoxina-NADP" reductasa
de arveja (identificador PDB: 1QG0). A, Vista ilustrando la posicion del residuo Y308
respecto al FAD y al grupo de residuos C266, G267 y L.268. En esta vista no se incluyo
la porcion AMP del grupo prostético. B, Vista A luego de un giro de 90° segin un eje
horizontal. C, Vista B en representacion CPK (Corey Pauling Kultun).



Modelizacion del Entorno Aromdatico de la Isoaloxazina en la FNR

de la enzima. En el capitulo anterior de esta Tesis se demostré que el residuo Y308
constituye un determinante de la especificidad para piridin nucledtidos. Uno de los
requerimientos estructurales para ejercer esa funcion es la capacidad para competir por
el mismo sitio con la porcion nicotinamida del sustrato. Esta competencia debe ser
equilibrada, ya que una interaccion muy fuerte de Y308 en el sitio activo iria en
detrimento de la constante catalitica de la enzima, como sucede en el caso de la mutante
FNR Y308S en su interaccion con NADP" (seccion 5.2.3). De este modo, los residuos
C266, G267 y L268 actuarian como debilitantes de la interaccion tirosina-isoaloxazina,
imponiendo una cota para la separacion interplanar entre la cadena lateral de Y308 y la
flavina. La conservacion estricta de los tres residuos en todas las secuencias de FNR
conocidas hasta el presente (posiciones 295 a 297 en el alineamiento de la Figura 3.1)

constituye una prueba adicional a favor de esta hipotesis.
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7 CONCLUSIONES GENERALES

En la presente Tesis se ha estudiado la importancia evolutiva, funcional y
estructural de los residuos aromaticos conservados en el sitio activo de las
flavoproteinas de la superfamilia ferredoxina-NADP" reductasa (FNR), empleando
como proteina modelo la FNR de arveja. A continuacion de detallan las conclusiones

obtenidas luego del analisis de los resultados expuestos en los capitulos anteriores:

1) La evolucién de la ferredoxina-NADP" reductasa se estudié mediante la
construccion de arboles filogenéticos basados en las secuencias de aminodcidos de las
enzimas plastidicas (FNR) y proteobacterianas (FPR). En el arbol filogenético de FNRs,
la caracteristica mas destacable fue la inesperada relacion evolutiva entre las enzimas de
raiz y las de algas verdes, que fue explicada segin un modelo de duplicacién y pérdida
diferencial de genes. Basandose en la importancia de la estructura primaria del extremo
carboxilo terminal (que incluye a uno de los residuos aromaticos estudiados en este
trabajo) en el mantenimiento de la funcioén y la estructura terciaria de la ferredoxina-
NADP" reductasa, se propuso una clasificacion de las FPRs en tres subtipos (E. coli, A.
vinelandii y A. actinomycetemcomitans). El andlisis evolutivo basado en las secuencias
aminoacidicas revelo que los subtipos de FPR se correspondieron con grupos
filogenéticos claramente establecidos, brindando un fuerte soporte a la clasificacion

propuesta.

2) Se estudio el papel desempenado por el residuo tirosina 89 en la estructura y
funcién de FNR de arveja, mediante la caracterizacion de mutantes de FNR fusionadas a
GST. La aromaticidad de la cadena lateral de la tirosina 89 resultdé importante para la

fijacion del grupo prostético, aunque el grupo hidroxilo también contribuye en alguna
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medida. El puente de hidrogeno que forma el grupo hidroxilo de la tirosina 89 con el
ribitilo del FAD resultaria indispensable para definir una conformacion adecuada para la
interaccion entre la lisina 110 y el NADP, ya que la sustitucion de la tirosina 89 por
fenilalanina disminuy6 draméticamente la afinidad por este sustrato. La sustitucion por
triptofano practicamente anul6 la capacidad catalitica de la enzima, indicando que no es
suficiente la aromaticidad del residuo para mantener una geometria compatible con la

transferencia de hidruro.

3) Las estructuras cristalinas de los mutantes FNR Y308S y FNR Y308W de la
enzima de arveja en complejos con NADP(H) proporcionaron por primera vez una
vision de la unidon productiva del sustrato piridin nucledtido a FNR. La sustitucion del
residuo tirosina carboxilo terminal produjo un aumento de la estabilidad de Ia
interaccion de la nicotinamida en el sitio activo, no afectdé la geometria de unién del

NADP(H) y mantuvo la efectividad de la catalisis.

4) Se demostré que en FNR la discriminacion entre los sustratos NADP(H) y
NAD(H) se establece gracias a dos determinantes. Un determinante realiza el
reconocimiento especifico y establece fuertes interacciones con el grupo diferencial, es
decir el 2'-fosfato. El segundo determinante estd constituido por la tirosina 308, que
compite por la misma ubicacion en el sitio activo con el grupo comun a ambos
sustratos, es decir el anillo de nicotinamida. Ambos determinantes contribuyen a la gran
preferencia que exhibe FNR silvestre por NADPH. En la mutante FNR Y308S el
segundo determinante resulta anulado, lo que ocasiona una importante disminucion en
la preferencia de la enzima por NADPH. El papel de Y308 como determinante de la
especificidad NADPH/NADH en FNR provee un argumento adicional para explicar la
gran conservacion de este residuo entre las secuencias de FNR plastidicas conocidas

hasta la fecha.
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5) El modelado molecular de las interacciones entre la flavina y las tirosinas 89
y 308 de FNR de arveja, predijo que las mismas serian estabilizantes cuando estos
residuos se ubican segun la geometria que se observa en la estructura cristalografica. El
establecimiento del angulo diedro de minima energia entre la flavina y los residuos
tirosina resultaria determinado en gran medida por la separacion interplanar, antes que
por la ubicacidn relativa a un anillo especifico de la ISOALOXAZINA. Los residuos
cisteina 266, glicina 267 y leucina 268 restringirian la libertad de movimiento de la
tirosina 308, impidiéndole adoptar una separacion interplanar asociada a una mayor
estabilidad. Se sugiere que estos residuos actuarian debilitando la interaccion Y308-
flavina para moderar la competencia entre la tirosina terminal y la nicotinamida del

sustrato.
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8 RESUMEN

La ferredoxina-NADP" reductasa presente en organismos fotosintéticos
(FNR plastidica) es una flavoproteina de 35 kDa que cataliza el transporte reversible de
electrones entre NADP(H) y ferredoxina o flavodoxina. La FNR plastidica es el
prototipo de una superfamilia estructural que incluye proteinas de funciones diversas.
Su estructura terciaria consta de un dominio amino terminal para la uniéon de una
molécula del grupo prostético FAD y un dominio carboxilo terminal para la unién del
sustrato NADP". En todas las secuencias conocidas de FNR plastidicas se encuentran
dos residuos tirosina estrictamente conservados que resultan homologos a los residuos
en posicion 89 y 308 en la FNR de hojas de arveja, éste tltimo ubicado en el extremo
carboxilo terminal de la proteina. Las estructuras cristalograficas de la enzima muestran
que estas tirosinas se ubican a ambos lados de la flavina del FAD. Hasta el presente no
existia informacion directa acerca de la geometria de union de la parte nicotinamida del
sustrato NADP" a la enzima. En este trabajo de Tesis se empled a la FNR de hojas de
arveja como modelo para estudiar la importancia evolutiva, funcional y estructural de
los residuos aromaticos conservados en el entorno de la flavina de las flavoproteinas
pertenecientes a la superfamilia estructural ferredoxina-NADP" reductasa.

Se estudié la evolucion de la ferredoxina-NADP" reductasa mediante
técnicas de Filogenia Molecular. Con este fin se construyeron arboles filogenéticos
basados en las secuencias de aminoacidos de todas las enzimas plastidicas (FNR) y
proteobacterianas (FPR) disponibles en las bases de datos. El andlisis evolutivo de las
FPRs permiti6 validar una clasificacion de la flavoproteina en tres subtipos: subtipo E.

coli, subtipo A. vinelandii y subtipo A. actinomycetemcomitans. Los subtipos propuestos
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se distinguen por particularidades en la secuencia del extremo carboxilo terminal, que

incluye al residuo homologo a la tirosina 308 de FNR de arveja.

La caracterizacion de mutantes de FNR fusionadas a GST permiti6 estudiar
el papel desempenado por el residuo tirosina 89 en la estructura y funcion de FNR de
arveja. Se demostré que la aromaticidad de la cadena lateral de la tirosina 89 resulta
importante para la fijacion del grupo prostético, con una contribucion menor del puente
de hidrogeno que forma el grupo hidroxilo del residuo con el ribitilo del FAD. Esta
ultima interaccion seria indispensable para definir una conformacion adecuada que
permita el acercamiento de la cadena lateral de la lisina 110 al puente pirofosfato del
NADP', ya que la sustitucion de la tirosina 89 por fenilalanina disminuyé
draméaticamente la afinidad por este sustrato. La aromaticidad del residuo en posicién 89
no es el unico requerimiento para mantener una geometria compatible con la
transferencia de hidruro, ya que la sustitucion del mismo por triptofano afectod

profundamente la capacidad catalitica de la enzima.

Se dilucidé el modo de unién productivo del sustrato NADP™ a FNR,
mediante el estudio cristalografico de los mutantes FNR Y308S y FNR Y308W de la
enzima de arveja en complejos con NADP(H). La sustitucion del residuo tirosina en
posicion 308 produjo un aumento de la estabilidad de la interaccion de la nicotinamida
en el sitio activo, no afectd la geometria de union del NADP(H) y mantuvo la

efectividad de la catalisis.

Se demostro la existencia de un determinante adicional que contribuye a la
capacidad de discriminacion entre los sustratos NADP(H) y NAD(H) por parte de FNR.
El sitio de union para el 2'-fosfato del piridin nucledtido realiza el reconocimiento

especifico y establece fuertes interacciones con el grupo diferencial. El determinante
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adicional esta constituido por la tirosina 308, cuya cadena lateral compite por la misma
ubicacion en el sitio activo con la nicotinamida, grupo que es comin a NADP(H) y
NAD(H). En FNR silvestre ambos determinantes contribuyen para alcanzar una
preferencia NADPH/NADH de 37100. La anulacién del determinante adicional en la
mutante FNR Y308S ocasiona una disminucién de 500 veces en la preferencia de la

enzima por NADPH.

El estudio ab initio de un sistema que modeld las interacciones entre la
1soaloxazina y las cadenas laterales de las tirosinas 89 y 308 de FNR de arveja, permitid
concluir que el angulo diedro isoaloxazina-fenol en la geometria de minima energia
estaria determinado principalmente por la separacion interplanar entre las dos
moléculas. Se propone que el grupo de residuos cisteina 266, glicina 267 y leucina 268
impondria una cota a la separacion interplanar entre la flavina y la cadena lateral de la

tirosina 308, disminuyendo la estabilidad de la interaccion entre ambas moléculas.
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