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ABSTRACT

The recombinant protein P64k from the bacterium Neisseria meningitidis has been identified as a dihydrolipoamide
dehydrogenase. The enzyme catalyses the stoichiometric oxidation of dihydrolipoamide by nicotinamide adenine
dinucleotide, involving a flavin adenine dinucleotide as cofactor. Chemical modification with iodoacetamide indi-
cated the involvement in catalysis of a reversibly reducible disulphide bond. Migration of cross-linked protein in
polyacrylamide gel electrophoresis showed that the protein is a functional hemodimer. Gel filtration chromatogra-
phy showed the P64k protein to migrate beyond the expected molecular weight. This abnormal behaviour is
discussed taking into account the structure-function relationship.
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RESUMEN

La proteina recombinante P64k de la bacteria Neisseria meningitidis, ha sido identificada como una dihidrolipoamida-
deshidrogenasa. La enzima cataliza la oxidacién estequiométrica de la dihidrolipoamida por el dinucleétido de
adenina y nicatinamida, con el dinucleédtido de adenina y flavina como cofactor. La modificacién quimica con
yodoacetamida indicé la participacién, en la catdlisis, de un puente disulfuro reversiblemente reducible. La migracion
de la proteina {posterior a los ensayos de entrecruzamiente molecular) en electroforesis sobre geles de poliacrilamida,
demostré que la misma es un homodimero funcional. La cromatografia de filtracion en gel evidencié que la P64k
migra mas alla del peso molecular esperade. Esta conducta anémala se discute teniendo en cuenta la relacion

estructura-funcién.

Palabras claves: dihidrolipoamida-deshidrogenasa, entrecruzamiento molecular, flavoproteina,

Introduccién

La bacteria gramnegativa Neisseria meningitidis ¢s
responsable de uno de cada tres casos de meningitis de
tipe bacteriana en el mundo, siendo la especie humana
su hospedero natural [1]. Las cepas de esta bacteria
estan subdivididas en tipos inmunoldgicos de acuerdo
con la presencia de epitopes especificos correspon-
dientes a proteinas de la membrana externa [2].

Una de las vias para la obtencion de un preparado
vacunal de amplio cspectro de proteccion, es la iden-
tificacion de proteinas altamente conservadas en to-
das las cepas, capaces de inducir anticuerpos
inmunoldgicamente activos (anticuerpos bactericidas).
La proteina P64k (M, = 64 kDa) se encuentra presen-
te en la membrana externa de las cepas mayormente
patogénicas de N. meningitidis y es capaz de inducir
anticuerpos bactericidas en su hospedero natural [3].

Con el propésito de crear una vacuna compuesta
por subunidades recombinantes, ¢l gen que codifica la
P64k fue clonado y expresado en Escherichia coli [4].
Esta proteina contiene 399 residuos de aminoécidos, in-
cluyendo siete residuos de cisteina. De su secuencia,
80% posce una elevada homologia estructural con la
dihidrolipoamida-deshidrogenasa (DHLDH) y el 20%
restante con un dominio lipoilo [5]. Las DHLDH son
flavoproteinas que forman homodimeros en un amplio
nimero de complejos multienzimaticos como ¢l de la
piruvato-deshidrogenasa y el de la 2-oxoglutarato-des-
hidrogenasa, En estos complejos multienzimaticos se
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les conoce como E3 [6-8]. También, las pedemos en-
contrar asociadas a la membrana citoplasmatica como
en el caso de la archibacteria Termoplasma acidophilum
[9]. el eucariota Tkypanosoma brucei [10] y la cubacteria
E. coli [11]. Los dominios lipoilo son clementos estruc-
turales que forman parte de las dihidrolipoamida-ace-
tiltranferasas. Estos clementos estructurales presentan
el acide lipoico unido covalentemente a la cadena lateral
de un residuo de lisina. Las dihidrolipcamida-acetil-
tranferasas son otras de las proteinas que constituyen
estos complejos multienzimaticos [12]. Es importante
sefialar que, aunque la presencia de un dominio lipoilo
es una rareza en las DHLDH, ya s¢ han encontrado
casos similares en otros organismos, como las extraidas
de Alealigenes eutrophus [13), Clostridium magnum
[14] y Mycoplasma capricolum [15]. Las DHLDH
catalizan la oxidacion reversible del dinucledtido
nicotinamida adenina, forma reducida (NADH) por
lipoamidas o acidos lipoicos | 16]. Durante [a reaccion,
el NADH reduce al dinucledtido de adenina y flavina
(FAD), con una posterior transferencia de electrones
hacia el puente disulfuro catalitice y, de esta manera, se
forma un complejo de transferencia de carga [17].

En el presente reporte, se demuesira que esta pro-
teina recombinante posee actividad enzimatica DHLDH;
ademas, se hace una caracterizacion en cuanto a la
naturaleza quimica de su cofactor y su estructura
cuaternaria,
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Moateriales y Métodos

Reactivos

Lariboflavina, 1a yodoacetoamida, 1a DL-lipoamida y el
FAD, se obluvieron de Sigma Chemicals (St. Louis,
Missouri, Estados Unidos); el etilenglicol-bis-
(sucecinimidil-succinato) (EGS) de Pierce Chemical Co.
(Rockford, Estados Unidos); los dinucledtidos
nicotinamida adenina, forma oxidada (NAD"™), NADH y
fosfato nicotinamida adenina, forma oxidada (NADP")
de Boehringer Mannheim (Alemania); y los patrones de
proteinas para cromatografia (rango 13,5-670 kDa) y
clectroforesis (rango 45-200 kDa) de BioRad (Califomia,
Estades Unidos).-La dihidrolipoamida se sintetizo me-
diante la reduccidn de Ia lipoamida con borehidruro de
sodio, segtin Reed [18]. El resto de los reactivos empiea-
dos son de calidad analftica y estan disponibles comer-
cialmente en Merck (Darmstandt, Alemania).

Purificacién de la proteina recombinante P64k

Las células de E. coli que expresaban la P64k se lisaron
en una prensa francesa a 1 500 kg/em?. Los contenidos
de ADN y proteinas contaminantes sc eliminaron par-
cialmente mediante precipitacion con sullato de
estreptomicina 1% y sulfato de amonio a 40% dc sa-
turacion, respectivamente. El precipitado se separd
por centrifugacion a 11 000 xg durante 30 min 2 4°C.
El sobrenadante se aplico en una columna cromato-
grafica empaquetada con una matriz de interacciones
hidrofobicas TSK-Butilo (Pharmacia, Suecia), previa-
mente equilibrada con Tris 20 mM, pH 7,2 y NaCl
0,15 M. La P64k se eluy6 con un gradiente decrecien-
te de (NH4),80, de 40 a 0% de saturacién. Los pro-
ductos de degradacion se eliminaron mediante
cromatogralia de filtracion cn gel (CFG), empleando
una columna S-200HR (Pharmacia, Suecia) cquilibra-
da con fosfato de sodio 20 mM y NaCl 0,15 M,
pH 7.5. l.a concentracién de proteinas se determiné
por el método de Bradford [i9], utilizando albumina
de suero bovino como estandar.

Ensayo enzimdtico para la determinaciéon
de la actividad dihidrolipoamida-deshidrogenasa

La reaccion se llevd a cabo a 25 °C en | mL de tam-
pén que contenia: fosfato de sodio 150 mM, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM, NaCl 50 mM,
NAD' I mM y dihidrolipoamida 0,4 mM, pH 7,4. Las
mediciones de los valores de absorbancia se realizaron
en un espectrofotdmetro Hitachi 330 de doble haz de
luz y paso éplico de 1 cm. La cinética se siguid por el
incremento de la absorbancia a 340 nm. Los valores
de actividad especifica se expresaron en micromoles
de NADH producides/min por miligramo de proteinas.

Modificacién quimica con yodoacetamida

La P64k (5 mg/mL) se hizo reaccionar con yodoace-
tamida 1 mM en presencia o ausencia de NADH
0,5 mM, En cada caso, la reaccion s¢ incubd durante 5
o 10 min a 25 °C en fosfato de sodio 150 mM y EDTA
2 mM, pH 7,4. A la proteina resultante se le determi-
né su actividad especifica.

Extraccién y purificacion del grupo prostético

La proteina se traté con hidrocloruro de guanidina 6 M
y se precipit6 con sulfato de amonio a 80% de satura-

cion. El precipitado se separé mediante centrifugacion
a 10 000 xg durante 10 min a4 °C. L] sobrenadante sc
aplico en una columna de cromatografia liquida de alta
resolucién (10 x 30 mm) empaquetada manualmente
con matriz de fasc reversa C s (Merck, Alemania). Pos-
teriormente, el cofactor se eluyd con clanol 50%. El
producto final se liofilizo para su posterior caracte-
rizacion por cromategrafia liquida y espectrometria
de masas.

Medicidn por espectrometria de masas

Los espcctros de masas se obtuvieron en un espee-
trémetro de masas de doble enfoque JEOL JMS-
HX110HF, operado con el sistema de adquisicion de
datos JEOL IMA-DA 3 000. La muestra fuc ionizada
mediante bombardco con 4tomos rapidos a un vol-
taje de accleracion de 4 kV. Los iones secundarios
que se generaron de la colision [ueron acelerados a
un voltaje de 10 kV. La resolucién empleada fue
1 000. El colactor se disolvid en una matriz de gli-
cerol ¥ la medicién se realizo en ¢l mode negativo.
Los iones fueron acelerados posteriormente a
-20 kV y detectados en ¢l multiplicador clectrdnico
secundarioa-1,6 kV.

Reaccién de entrecruzamiento molecular
y electroforesis en gel de poliacrilamida

La P64k (6.7 mg/mL en fosfato de sodio 20 mM, NaCl
0,15 M, pH 7,5) se hizo reaccionar con EGS 1 mM
disuclto previamente en dimetilsulldxido a temperatu-
ra ambiente, durante 30 min. Para detener la reaccién,
se afiadio Tris (concentracion tinal 30 mM) y se incubd
atemperatura ambiente durante 13 min. El producto se
aplicd en un gel de poliacrilamida (7,5%) v la
electroforesis se realizo por el método de Lacmmli [20].

Caracterizacién por cromatografia liquida

Los experimentos de cromatografia se realizaron en un
sistermna de alta resolucién (Pharmacia-LKB, Suecia). El
registro de la scfial se hizo a 280 nm mediante un detector
dc longitud de onda variable (Knauer, Alemania). La
cromatografia de fasc reversa sc realizd en una columna
analitica Cis VYDAC 218TP5213 (California, Estados
Unidos) utilizando como solucion de elucidn acetato de
amonio 0,2 M (pt1 7), metanol 13% como solucion A, ¥
metanol 100% como solucion B. El gradiente utilizado
fue de 0 a 100% de solucidn B durante 60 min a 25 °C.

Las separaciones mediante filtracion en gel se reali-
zaron en una columna analitica TSK-G3000SW
(TOSOHAS, Jap6n) equilibrada con fosfato de sodic
20 mM como tampon y NaCl 0,15 M, pH 7. Para las
determinaciones de peso molecular, la columna se ca-
libré con patrones de proteinas para cromatografia
(rango 13,5-670 kDa).

Cdlculo del radio de giro para modelos
simplificados de la proteina P44k

La forma de los polimeros influye en sumigracion en
cromatografia de filtracion en gel [21]. Polimeros de
igual peso molecular pero de formas diferentes, ticnen
distintos tiempos de retencion. En general, la retencidn
de polimeros de formas diferentes se analiza compa-
rando sus respectivos radios de giro (R,). Fl radio de
giro para un cuerpo rigido homogénco se define por la
formula siguiente:
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Rg == (éNXZ;/M”Z

donde:
N: nimero de elementos de masa
X;: distancia del elemento de masa i al centro de masa
del cuerpo

En el caso de una esfera, la formula anterior se redu-
cea;

R, =078 R

donde:
R: radio de la esfera

La proteina P64k esta formada por tres dominios
estructuralmente independientes: ¢l dominio de unién
del grupo lipoilo (DUL), de aproximadamente 80 re-
siduos de aminoacidos, el dominio brazo espaciador
(DBE), de aproximadamente 30 residuos, y el domi-
nio DHLDH, de 484 residuos [5]. Como primera
aproximacidn, un monémero de P64k se consider6
como tres esferas, cada una con un volumen propor-
cional a la masa del dominio correspondiente. Las
dimensiones de las esferas estan dadas por la rela-
cidn siguiente:

Rip (M) p (N)"

donde:
Ri: radio de la esfera correspondiente al dominio i
M;: masa del dominio i
Ni: nimero de residuos del dominio i

El dimero de la P64k se forma por la dimerizacion
del dominio DHLDH. Segin muestra la estructura
tridimensional de este dominio [22], el dimero posee un
gje de simetria rotacional C,. Por lo tanto, el dimero de
la P64k se considerd como cinco esferas: una central
correspondiente al dimero DHLDH y el resto correspon-
diente al DUL y DBL de ambas cadenas, los cuales estan
relacionados por un eje de simetria C; que pasa por cl
centro de masa del dominio DHLDH. En dependencia de
la posicion relativa del DUL con respecto al dominio
DHLDH, tanto el monémero como el dimero pueden
formar estructuras abiertas (elongadas) o compactas.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, el
radio de giro para cada modelo se calculd a partir de la
ecuacion siguiente

Ry = {[&N(R%y + rH]/(aN)} "2
donde:
N;:namero de residuos del dominio i
R, radio de giro de la esfera correspondiente al domi-
nio i
r;: distancia entre el centro de masa de la esfera del
dominio iy el centro de masa global del modelo espe-
cifico

El valor de r; se puede calcular a partir de conside-
raciones geométricas simples en dependencia de la
estructura especifica de cada modelo.

Mientras mayor sea el radio de giro de la proteina,
ésta migrard como una molécula esférica de mayor
masa. [.a masa aparente correspondiente a cada mode-
lo es la siguiente:

ian.a = (Rgmud’ngn)J-M'a
donde:
Rmed: radio de giro calculado para cada modelo
Rgo: radio de giro calculado para una proteina csférica
de M,= 64 kDa, para el monomero, y de M, = 128 kDa
para el dimero.

Resultados y Discusion

Presencia de FAD en la proteina P64k

El cofactor extraido de la P64k presenté un espectro de
absorcion con caracteristicas similares a los compuestos
analogos de flavina (Figura 1), al mostrar maximosa 375
y 450 nm [23). Para identificar la naturaleza quimica de
este grupo prostético, se compard, mediante cromatografia
liquida de fase reversa, su tiempo de retencion con res-
pecto a dos patrones (FAD y riboflavina). El tiempo de
retencion del cofactor (Figura 2A) coincidié con el del
FAD (Figura 2B) y su analisis por espectrometria de
masas (Figura 2B) demostré concluyentemente la pre-
sencia de FAD en la P64k, al coincidir el valor m/z(784,8)
con el tedrico esperado (784,6). Estos resultados permi-
ten identificar la P64k como una flavoproteina.

Actividad enzimatica de la proteina P64k

La actividad especifica encontrada en la proteina re-
combinante P64k fue 76 U/mg. Durante el ensayo, la

Abs.
0,15+
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— e o — —
300 350 400 450 500 550
A (nm}

Figura 1. Espectro de absorcién (300-550 nm) del cofactor extrai-
dodela P64k,

310 Abs (mV)

%,
A 6 c 784,8
r4
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico de fase reversa obtenido para el
de flavina (B); C: espectro de masas del cofactor.
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cofactor extraido de la P64k (A) y palrones
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velocidad de produccion de NADH fue directamente
proporcional a la concentracion de proteinas. La P64k
resulto ser especifica para ¢l NAD': cuando este
cofactor se sustituy6 por ¢l NADP', no se detecto la
actividad de la enzima. El mecanismo enzimadtico de
las DHLDH normalmemente involucra formaciones al-
ternativas de un puente disulfuro catalitico [24]. Este
fendmeno fue empleado para establecer que la activi-
dad enzimatica observada corresponde a una verdade-
ra DHLDH. Los grupos sulfihidrilo producto de lare-
duccién del puente disulfuro con NADH, sc
bloquearon mediante la reaccién con yodoacetamida.
En concordancia con el mecanismo enzimatico, se pro-
dujo una rapida inactivacion de la enzima en presencia
de NADH y yodoacetamida (Figura 3), micntras que
la yodoacetamida por si sola no causé una pérdida
considerable de la actividad. Estos resultados permi-
ten identificar la P64k como miembro de la familia de
las DHLDH.

Estado de agregacién de la Pé4k

El estado de agregacién de la proteina se determiné
mediante CIG y electroforesis desnaturalizante en geles

120
210
> .
~
3 80
= —— NADH + Yodoacetamida
3 —a— Yodoacetamida
o 60 —— NADH
5
o 40
6
o s —,
0 + — -
4] 2 4 4 8 10 12

Tiempe (min)

Figura 3. Actividad enzimdtica residual de la P64k con respecto
al tiempo de incubacién con NADH, yodoacetamida y NADH +
yodoacetamida.

de poliacrilamida. El perfil cromatogréfico (Figura 4A)
mostré dos fracciones cuyos tiempos de elucién co-
rrespondicron a especies de talla muy superior (145 y
191 kDa) al peso molecular de la P64k (64 kDa). Porel
contrario, la migracién electroforética de ambas fraccio-
nes luego de reaccionar con EGS, indicé que ellas co-
rresponden al dimero y al monoémero, respectivamente
(Figura 4B). En ensayos de actividad, se observo que
sélo la especie dimérica resulté ser funcional.

Efecto de la forma de la proteina en los
tiempos de retencion determinados por CFG

La contradiccién aparente entre la masa molecular
del mondmero y del dimero, y las estimadas a partir
de los tiempos de retencion en CFG, pudiera derivar-
se de la forma de la proteina. Para estimar ¢l efecto
de la forma de la proteina en su migracion en CFG, se
construyeron modelos simplificados de la P64k (Figu-
ra 5) y se calcularon los radios de giro correspondien-
tes a cada modelo, asi como su respectiva masa apa-
rente (la masa de una proteina globular con un radio
de giro similar al del modelo). El monémero de la pro-
teina estd formado por tres dominios estructuralmen-
te independientes [5]. Cada dominio se considerd como
una esfera de volumen proporcional a su masa. En los
modelos del dimero de la P64k, los dominios diméricos
de la DHLDH se consideraron como una Gnica esfe-
ra con un volumen correspondiente a la masa del
dimero, ya que ¢l anélisis de la estructura tridimensio-
nal del dimero de la DHLDH indica que €ste es mas
globular que dos esferas “monoméricas™ contiguas
(datos no mostrados).

Como muestra la Figura 5, Jas masas aparentes
calculadas para los modelos difieren significativamen-
te de las masas calculadas a partir de la secuencia
aminoacidiea, lo que indica que, efectivamente la ¢s-
tructura multidominio de la proteina P64k puede ex-
plicar su migracidon anémala en CFG. La migracion
del mondmero se ajusta mejor a un modelo elongado
de la proteina (I'igura 5A), mientras que el dimero se

Abs (mV) Fracciones Tiempo Masa
B 1 de corrida  molecular
1601 (min}  calculada
A 1 7,07 191
T e 2 7.98 145
ol -
120 o
68 -
80 L w
| 45—
40 » 2 2
0 3 : = :
0 1,83 3,66 5,49 7,33 9,16 10,99

Tiempo de corrida (min)

Figura 4. A: filtracién en el gel de la P64k; B: eleciroforesis en gel de poliacrilamida {7,5%) de las fracciones 1 y 2, después de una

reaccion de entrecruzamiento molecular con EGS.
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Caracterizacion de la proteina P64k

A B
pUL
DBE DUL
.
DIHLDH DHLDH
monomer / mondmer
M= 148 KDn | M., — 98 kDa
C D
buL
DBE DRE | DUl
BHLDH DHLDIT
dimero dimero
DBE "> DBE
J
UL My=283kDa  PUE M,p, = 192 kDa

Figura 5. Masas teéricas aparentes (Mg..) correspondien-
tes o diferentes modelos simplificados de la proteina P64K
monomeétrica (A y B} y dimérica (C y D). DUL, dominio de
unién de la lipoamida; DBE, dominio brazo espaciader;
DHLDH, dominio dihidrolipoamida-deshidrogenasa. A y
C, modelos elongados de ta proteina. Los centros de masa
de tos dominios DUL, DBE y DHLDH estan situades en
una misma recta. B y D, modelos compactos, los centros
de masas de los dominios DUL y DBE definen una recta
perpendicular a la definida por los dominios DBE y DHLDH.

Recibido en julio de 1998. Aprobado
en septiembre de 1998.

describe mejor mediante un modelo compacto
(Figura 5D). Esto ultimo es consistente con la fun-
cidn bioldgica de la proteina. El dimero es la confor-
macion activa de la proteina y ¢l sustrato del dominio
DHLDH ¢s una molécula de acido lipoico unida co-
valentemente al residuo Kyy del DUL. En un modelo
compacto, como ¢l que se muestra en ta Figura 3D, la
distancia entre ¢l DUL y el dominio DHLDH c¢s me-
nor ¢n comparacion con ¢l modelo clongado. lo que
permite un acceso mas facil de la lipoamida (sustrato)
al sitio catalitico del dominio DHLDH (enzima).

Conclusiones

Laidentificacion del grupo prostético y la demostra-
cidn de la actividad catalitica. permiten afirmar que la
proteina P64k pertenece a la familia de las DIILDH.
[sta conclusion esta en correspondencia con la simi-
litud encontrada a partir de la comparacion de la se-
cuencia aminoacidica de esta proteina con la de las
DHLDH [5]. ¥ con los resultados obtenidos de la es-
tructura de este dominio [22]. Por otro lado, se de-
mostré que la P64k es enzimdticamente activa en su
estado dimérico.

[La estructura multidominio de esta proteina expli-
ca su migracion anémala en CFG. La migracion del
mondmero se ajusta a un modelo elongado de la pro-
teina, mientras que el dimero se describe mejor me-
diante un modelo compacto.
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