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RESUMEN 

La betaína aldehído deshidrogenasa (BADH, EC 1.2.1.8) cataliza la oxidación irreversible 
dependiente de NAD(Pt de betaína aldehído a glicina betaína. En Pseudomonas 
aeruginosa esta reacción participa en la asimilación de carbono y nitrógeno cuando la 
bacteria está creciendo en colina o sus precursores. La BADH de P. aeruginosa es un 
homotetrámero, dímero de dímeros, con 4 residuos de cisteína por subunidad, uno de los 
cuales, C286, es un residuo esencial para la catálisis, que realiza un ataque nucleofilico 
sobre el sustrato aldehído formando un tiohemiacetal como intermediario covalente. El 
objetivo de nuestro trabajo fue investigar el papel qi.ie juegan las cisteínas en la actividad y 
estabilidad de esta enzima mediante la modificación química y la mutagénesis sitio
dirigida. En la primera parte de la tesis abordamos el estudio de la reactividad de la cisteína 
esencial. La dependencia del pl-1 de los valores de la constante de velocidad de segundo 
orden de la inactivación de la BADH por el metil metanotiosulfonato (MMTS) indicó que a 
bajos valores de pI-1 esta cisteína existe como tiolato, lo cual puede deberse a la formación 
de un par iónico con un residuo cargado positivamente Si se supone que este es el caso, los 
dos valores de pKa macroscópicos estimados fueron de 8.6 y de 4.0 para el tiolato libre y 
para el tiolato cuando fomm el par iónico, respectivamente. La baja reactividad hacia el 
MMTS de estas dos fomms del tiolato sugiere que existe una inhibición estérica por la 
estructura de la proteína. La unión de los dinucleótidos induce un aumento rápido en la 
reactividad del tiolato. seguida de un cambio lento hasta una forma poco reactiva. El 
sustrato betaína aldehído también induce un cambio lento hacia una forma de la enzima con 
un tiol menos reactivo. Parece ser que para ganar protección contra la oxidación sin 
comprometer la eficiencia catalítica, la BADH de P. aeruginosa ha desarrollado un 
mecanismo complejo que involucra una serie de rearreglos en el sitio activo para ajustar la 
reactividad del tiol esencial de acuerdo con la disponibilidad de los dinucleótidos y del 
sustrato. En la segunda parte de la tesis estudiamos el papel de las cisteínas no esenciales en 
la actividad y estabilidad. Se obtuvieron y sobreexpresaron las mutantes C353A, C377A, 
C439A y C439S. Estas mutantes fueron purificadas con el mismo procedimiento que se 
utiliza para la enzima silvestre. todas se obtuvieron activas presentando valores de kcat y 
kca11Km semejantes a los de la enzima silvestre. lo que indica que ninguna de estas cisteínas 
está participando ni en la unión de los sustratos ni en la catálisis, ni están involucradas en la 
modulación de esta rcactividad por los dinucleótidos. Sin embargo, los estudios de 
sensibilidad a altas temperaturas, a la dilución, a la exposición a bajas concentraciones de 
K.+ y a la urea de las BADI-Is silvestre y mutadas indicaron que el residuo C439 era 
importante para la estabilidad. De acuerdo con el modelo tridimensional construido en este 
trabajo de tesis basándonos en la secuencia de aminoácidos de la BADH de P. aeruginosa y 
en la estructura tridimensional obtenida por difracción de rayos X de la BADI-1 de hígado de 
bacalao, la C439 está situada en un región muy conservada en la interfase entre monómeros 
en una unidad dimérica y podría estar formando un cuente de hidrógeno con la K4 77 de la 
otra subunidad, o bien participando en una serie de ;nteracciones hidrofóbicas entre los dos 
monómeros. 

5 



ABSTRACT 

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH, EC 1.2.1.8) catalyzes the irreversible, NAD(Pt
dependent oxidation of betaine aldehyde to glycine betaine. In Pseudomonas aeruginosa 
this reaction participates in the assimilation of carbon and nitrogen from choline or choline 
precursors. BADH from P. aeruginosa is a homotetramer, dimer of dimers, with 4 cysteine 
residues per subunit, one ofwhich, C286, is a catalytic residue, involved in the formation of 
the intermediate thiohemiacetal with the aldehyde substrate. The main goal of this thesis 
was to investigate the role of the cysteines in the activity and stability of this enzyme by 
means of chemical modification and site-directed mutagenesis. In the first part of this work 
we studied the reactivity of the essential cysteine. The pH dependence of the observed 
second-order rate constant of BADH inactivation by methyl methanethiosulphonate 
(MMTS) indicated that at low pH values the essential cysteine residue exists as thiolate, 
possibly due to the formation of an ion pair with a positively charged residue. Assuming 
that this is the case, the estimated macroscopic pK. values are 8.6 and 4.0 for the free and 
ion-pair-forming thiolate, respectively. The low reactivity towards MMTS of both thiolate 
fom1S suggests a considerable steric inhibition by the structure ofthe protein. Binding ofthe 
dinucleotides rapidly induced a significant and transitory increment of thiolate reactivity, 
followed by a relative slow change to an almost unreactive form. Similarly, binding of 
betaine aldehyde elicited a conforrnational change to a form possessing a less reactive 
thiolate. Thus, it seems that in arder to gain protection against oxidation without 
compromising catalytic efficiency, BADH from P. aeruginosa has evolved a complex 
mechanism, involving several conformational rearrangements of the active site, to suit the 
reactivity of the cssential thiol to the availability of coenzyme and substrate. In the second 
part of this thesis, we studied the role of the non-essential cysteines. With this aim, we 
obtained and overexpressed the following mutants: C353A, C377A, C439A and C439S. Ali 
of them were purified by the same procedure used for the wild type BADH. The mutants 
were fully active with kcat and kc111/K01 values similar to those of wild-type BADH. These 
results indicated that thc non-essential cysteines residues are not involved in any critical 
interaction necessary for either substrate binding or catalysis. Neither do they affect the 
reactivity of the catalytic cysteine nor are they involved in the modulation of this reactivity 
by dinucleotides. The stability to high temperatures, to dilution, to exposure to Iow K+ 
concentration and to urea demonstrated that C439. is important for BADH stability. The 
three dimensional model of BADH from P. aeruginosa, constructed in this work on the 
basis of the known crystal structure of cod liver BADH, showed that C439 is located in a 
well conserved region at the interfase between two monomers forming a dimeric unit. C439 
could fom1 either a hydrogen bond with K477 from the other subunit, or participate in a 
series of hydrophobic interactions between the two monomers. 
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l. INTRODUCCIÓN 

En Ja mayor,ía de.lq~prganjsIJ1os.en Jos que se ha estudiado, Ja función dela.enzima betaina 

aldehído deshidrogenasá (BADH) es catalizar el último paso en · Ja síntesis del 

osmoprotector glicina betaína. En el patógeno humano, Ja bacteria Pseudomonas 

aeruginosa, esta reacción es requerida para el catabolismo de la colina o de sus precursores 

(fosfatidilcolina, fosforilcolina y acetilcolina) cuando la bacteria crece en estoscompl1estos · 

como única fuente de carbono y nitrógeno. 

La actividad de Ja BADH parece ser crucial para el crecimiento de la bactéria bajo las 

condiciones existentes en Jos tejidos que infecta: Ja abundancia de colina o suspr~~J~ores 
y el estrés osmótico. Por Jo tanto, parece ser un sitio de acción adecuago para agentes 

antimicrobianos. El hallazgo de una mutante de P. aeruginosa deficiente ell la actividad de 

BADH que no es capaz de crecer en colina ni en colina más glicina betaína; debido .al efecto 

tóxico de Ja betaína aldehído que se acumula en la mutante ~uando Ja colina está presente, 

apoya es~a sugerencia~ La i~ibid~!1 de.Ja\mifma BADH pod~ía tener un doble efecto 

deletéreo so!Jre fa bacte.riasLest~',cr~tii?tldO<a expensas de colina o de sus precursores, ya 

que por . un lado el. crecimiento~' s~,,d~te~dríá . al ·.impedírsele la obtención de carbono, 

nitrógeno y energía y, por otro, la bacteria acumularía un compuesto sumamente tóxico, 

como la betaína aldehído. 

Dada la alta resistencia de P. aeruginosa a los antibióticos, es de desear el diseño de nuevos 

agentes terapéuticos contra este patógeno oportunista. Sin embargo, el desarrollo de 

inhibidores de la BADH, potenciales agentes antimicrobianos, requiere de un conocimiento 

lo más completo posible de la enzima. Este trabajo forma parte de Jos esfuerzos de nuestro 

grupo en este sentid.o. 

La BADH pertenece a Ja st.iperfamilia de las aldehído deshidrogenasas, enzimas que poseen 

un residuo ci~ ci~te'if1~ ·J~encia1 ·que es eLllu6ii::ót110,Ml1t; at~~ª ~f sJ~trato aldehído formando 

el intermedi~io c0Sa1~J~e, un tiohemfaéet~Ó~Üfe~Ítldi~sb:reviosen nuestro laboratorio se 
< • ._ --. "-.-··-«··- .,;>";,·. · ..• ·-; ,, . :'.". 

confirmó lá existéncia de una cisteín~fá~llci~l para la actividad de la BADH de P. 
-----" 

aeruginosa. Además de ésta, la BÁDH dé P. ae1:uginosa tiene otros tres residuos de cisteína 
- . .. . 

por subunidad y todos ellos se encuentran reducidos en la enzima nativa. 
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Debido al interés por incrementar el conocimiento sobre el funcionamiento de esta 

interesante enzima y a Ja importancia que tiene Ja identificación de aminoácidos claves para 

la función o la estabilidad en Ja búsqueda o diseño de inhibidores específicos de BADH, 

que pudieran utilizarse para el desarrollo· de fármacos contra P. aeruginosa, decidimos 

llevar a cabo un estudio a fondo sobre el papel que juegan las cisteínas en esta enzima. Por 

esto, estudiamos Jos factores que modulan Ja reactividad . de Ja cisteína esencial e 

investigamos el papel de las cisteínas no esenciales en la actividad y la estabilidad de la 

BADH de f. aeruginosa. 
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11. ANTECEDENTES 

II.1. LA ENZIMA BETAÍNA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA 

La enzima betaína aldehído deshidrogenasa (BADH, betaína aldehído: NAD 

oxidorreductasa EC 1.2.1.8) pertenece a la superfamilia de las aldehído deshidrogenasas. 

Cataliza la oxidación, irreversible bajo las condiciones experimentales, de la betaína 

aldehído, de acuerdo con la siguiente reacción: 

+ HzO 

NAD(P)+ NAD(P)H 

'>.. ./ .. 
CH3 ~ íl 

' + • + CH3-N-c-c-O +2H 

jeAoHI CH / 1 
3 H 

BETAÍNA ALDEHÍDO GLICINA BETAÍNA 

Figura l. Reacción catalizada por la BADH 

La BADH se encuentra ampliamente distribuida en diversos organismos. Ha sido purificada 
-- - -.- ---- ... _ 

parcialmente a partir de las mitocondrias del tejido cardiaco . del cangrejo ~ Limulus 

polyphemus (Dragolovich y Pierce, 1994) y hasta homogen~ld~d a.paftlr ~de hfg~do de 

humano (Kurys eta!., I 9S9), de riñón de cerdo (Guzmán~Partid~yVai~púÍeJ~Ss~i'o, 1998), 

de hígado de rata (Chem y Pietruszko, 1999), de hojas de espil1ac~ (Afak~.w'~ ~la!., J 987; 
': _,_ '": ''· '·- - ·'- . 

Weretilnyk y Hanson, 1989), de hojas de amaranto (Valenzl.lela-Soto y Muñoz-Clares, 

1994), del hongo Cylindrocarpon didymum (Morí et al., l 980)i y de las bacterias 

Pseudomonas aeruginosa (Nagasawa et al., 1976; Velasco-Garcí_a e.t al~, 1999), Escherichia 

coli (Falkenberg y Strom, 1990), Xanthomonas translucens (Morí et al., 1992), Bacil/us 

subtilis (Boch et al., 1997) y Arthrobacter globiformis (Mari et al., 2002). 

l'fll::1!'."T" ,.,ON ¡ : ...... ~- \.i 
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11.1.1. Función biológica 

La función más ampliamente conocida de la BADHes la.síntesis 'de glicina betaína. En 

mamíferos se ha reportado que la glicina betaína puede servi.r como donador de metilos en 

la biosíntesis de metionina (Du Vigneaud et al., 1946) y como osmoprotector (Petronini et 

al., 1992; Biggers et al., 1993). Además, se ha propu~sto que la BADH está involucr~da en 

el metabolismo de los aminoaldehídos (Kurys et al., 1989) y de las poliaminas (Ambroziak 

y Pietruszko, 1991). 

En algunas plantas superiores, bajo condiciones de estrés osmótico, la BADH participa en 

la síntesis y acumulación de glicina betaína, uno de los más eficientes osmoprotectC>res ·u 

osmolitos compatibles conocidos, (Wyn Jones y Storey, 1981; Rhodes y Ha11s~?·) 993). 

Recientemente se ha reportado que en ciertas plantas la BADH también está invoJUcráda en 

la biosíntesis del osmoprotector dimetilsulfoniopropionato (Vojtecho·v~-·c/t aJ.; 1997b; 

Trossat et al., 1996) y en el metabolismo de poliaminas (Trossat et al., 1997)~ 

En algunas bacterias, como E. coli y B. subtilis, la BADH partici~a' en la síntesis y 

acumulación del osmoprotector glicina betaína bajo estrés osmótico, la cual no es 

metabolizada posteriormente (lmhoff y Rodríguez-Valera, 1984; Le Rúdülier y Bouillard, 

1983; Yancey et al., 1982; Bernard et al., 1986; Landfald y Strom, 1986; Smith et al., 

1988). En otras, como Sinorhizobium meliloti, X irans/ucens y P: aerugfl1Qffl• la glicina 

betaína es un intermediario metabólico, ya que esta enzima participa en el catabolismo d~ la 

colina cuando las bacterias crecen en colina o. sus precursores como . única .fuente. de 

carbono, nitrógeno y energía (Nagasawa et al., 1976; Smith et al., 19s8; Mari et al., 1992). 

II. 1 .1.1. Función biológica de la BADH en P. aeruginosa 

P. aeruginosa es un bacilo gram negativo, patógeno oportunista, que provoca infecciones 

en personas inmunodeprimidas, en pacientes con fibrosis quística, cáncer o SIDA y en 

personas que han sufrido quemaduras muy severas (Bergen y Shelhamer, 1996; Govan y 

Deretic, 1996; Bradley, 1997; Todar, 1997). Este patógeno invade principalmente el 

pulmón (Reynolds y Fick, 1980; Pier, 1985), las vías urinarias y el ojo (Geddes, 1980), así 
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como las heridas causadas por quemaduras (Pruitt, 1980). En pacientes con fibrosis 

quistica, P. aeruginosa coloniza el tracto respiratorio. Esta bacteria produce un polisacárido 
- - ' - ,- - --- ... , - ,. j;' ,--,;-·o-~·.::_~ - "- _-, -.. - -, '- .. • 

mucoide conoCido como· alginato, que le permite no· sólo~·resistir a1;,ataquC<l~r·s~stema 

inmune y adherirse a los pulmones, sino que también funciona corrí~ una cápsul~ altamente 

protectora, que hace a esta bacteria muy resistente. a los ~ti~i~tl6os'(V~ca.y Ce~antes
Pacheco, 1988). 

P. aeruginosa es capaz de crecer en colina o precursores de colina como única fuente de 

carbono, nitrógeno y energía (Nagasawa ét al., 1976). Un paso obligado en el metabolismo 

de estos compuestos es la reacción catalizá.da por la BADH, como se muestra en la Figura 

2. 

FOSFATIDILCOLINA 

1 Fodollp"' C 

MEDIO EXTERNO 

FOSFORIL 
COLINA -- COLINA· 

Fosfat11sa 
._. COLINA BETAÍl'o'.A 

-- ALDEHIDO 
Colina 

NAD(P)H v. GLICl_NA 
Bctalna BETAINA 

P. aeruginosa 

1 
1 

dcshidrogenasa : 

• 
aldchldo ácida ¡ 

Acctilcolincstcrasa 1 

deshidrogenasa 

PIRUVATO 

ACETILCOLINA 

Figura 2. Síntesis y metabolismo de la glicina betaína en P. aerugi11osa 

En esta bacteria no se conoce aún la ruta por la que se degrada la glicina betaína hasta 

piruvato, pero ésta podría ser semejante a la que se ha encontrado en S. meliloti (Fig. 3) 

(Smith et al., 1988). 
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colina 

betafna aldehído 

glicina betaina 

dimetil glicina 

monometil glicina 

glicina 

serina 

piruvato 

Figura 3. Ruta propuesta para el metabolismo de la colina hasta piruvato en S. 
meliloti (Smith et al., 1988). Las enzimas que catalizan las reacciones son las siguientes: 1, 
colina oxidasa: 2, betaína aldehído deshidrogenasa; 3, glicina betaína transmetilasa; 4, 
dimetil glicina deshidrogenasa; 5, monometil glicina deshidrogenasa; 6, serina 
transhidroximetilasa; 7. serina deshidratasa. 

Esta ruta metabólica es equivalente a la de la vía de Entner-Duodoroff de la degradación de 

la glucosa (Hunt y Phibbs, 1983) que tiene lugar cuando la bacteria crece en glucosa, ya que 

no posee la enzima 6-fosfofructocinasa (Lessie y Phibbs, 1983) y usa la glucosa-6-fosfato 
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deshidrogenasa para metabolizar a la glucosa. Al igual que la glucosa 6-fosfato 

deshidrogenasa, la BADH de P. aeruginosa juega un papel anfibólico,. produciendo NADH 
. - -~'- _. - . ; . ,- ; --~ - -

o NADPH;segÚn fas necesidades metabólicas de la bacteria (Velasco~García eral., 2000). 
- ,.-~---- ' . ' . .-· ,. ::-; . . ' 

P. aeruginosa ~~_capaz/de crecer bajo estrés osmótico, particularmente en la presencia de 

glicinri · betaÍ~a·~·8 ~cÍ{FJo~-c~mp~estos que la producen, fosfatidilcolina, acetilcolina, 

fosforilcolina o,colil1a'fo•souza-Ault et al., 1993; Lisa et al., 1994). Por tanto, la glicina 
=~'- _.,!i--:;,_'~~--~~--"~- - -cc=-=-·c-.=--=o-.-;--.=·"--""-__ • !-.,-=-. - --

0
,co· --- ---- _'-_- _-_ -_- =- -=- __ '.__ ·--- --- ----

betaína parece jugar un papel doble en P. aeruginosa, como osmoprotector y como 

intermediari~ ~~;abó'li~~ .• 

En los· sitiosªe fürección de P. a e ruginosa están presentes condiciones df! estrés osmótico, 

así cómo cmiipuestós precursores de la glicina betaín~'(PepsiU {Candia, 1982; Rennick, 

1981 ); ·.En el puÍmóri la fosfatidilcolina constituye aprmdÍTúidam~rite.'uri;70% del ~o tal· del 
- - - - ·-'-·· ."-'•.::: -.:··, · .• ._,.,, .-;·,-·,,,»,'·-,, ... >',: .... _.-.,. -' '.: .. ... 

surfactante (Wright y Clemens, 1987). En el ojo hufu~~ l~·inyisi6n d~ ~~ta bacteria parece . . . - ' ' "'- ". - .. ,_. " ' <.,., .. ··~<> ... '.; ' '. .· " 

estar facilitada por la presencia de concentracic:iries'~It~td~Ja~~~il~Ü1fiia ¿h ~l epitelio de la 

córnea (Pepsin y Candia, 1982; Domenech et'al}.X99 }:). É!l ;l¿s tías urinfilias, se ha 

propuesto que la colina presente en la orinaprote~~~~f(fa ~~ct~idd~l.desbalance osmótico 
. . . .- .- ;-· .. _ . ~ ::, : ·- ' 

generado por el cloruro de sodio y otros electrolitos (~enfi,kk; 1981; Chambers y Kunin, 

1987). 

Resulta interesante que la virulencia de P. aeruginosa se haya relacionada con su capacidad 

de adaptarse al estrés .osmótico (Shortridge et al., 1992) y con la expresión de la fosfolipasa 

C (Ostroff et al., 1990), enzima que se induce por la presencia de fosforilcolina, de colina o 

de glicina betaína en el medio (Lucchesi et al., 1989; Ostroff et al., 1990). También se ha 

encontrado que la acetilcolina y la colina producen un aumento en la actividad de la 

fosfatasa ácida de fosforilcolina, de la acetilcolinesterasa y de la BADH (Domenech et al., 

1991; Shortridge et al., 1992; Lisa et al., 1994; Nagasawa et al., 1976). Por otra parte, 

experimentos realizadós con cepas mutantes de P. aeruginosa deficientes en el gen que 

codifica para la BADH demostraron que el agente inductor de la fosfolipasa C es la glicina 

betaína o algún producto de su degradación (Sage el al., 1997). Estos hallazgos sugieren 

que bajo las condicfones de infección la bacteria requiere de la actividad de la BADH para 

sobrevivir y colonizar los tejidos que infecta. Sage et al. también observaron que la mutante 

de P. aeruginosa deficiente en la actividad de BADH no es capaz de crecer ni en colina ni 
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en colina más glicina betaína, debido.al efecto tóxico de la betaína aldehí.do ~ue se acumula 

en la mutante cuando la colina está presente. Por tanto, la inhibición de. la en:Zima BADH 
• , ._ - -- -•- • - -·· o. ~- -· • ' -- ·- - -

podría tener un doble efecto deletéreo sobre la bacteria si ésta está cr~l'.:fcind~a"~xp~rls~s de --- " .. 
colina o precursores de colina, ya que por un lado el crecimiento se d~teii~drÍ~·aiil11p~dÍ;¡;ele 
la obtención de carbono, nitrógeno y energía y, por otro, la b~~terlé~c:ui'n~l!.lría un 

compuesto sumamente tóxico, como la betaína aldehído. • ·: ·• ·· · · • · 
-- ~-~):. -~~2:i~---~_,--)_ ,o'-o'_~-0-:-=---='~-

La actividad de la BADH parece ser crucial para el crecimient6 de la bacteria.bajo las 
~ . ·-·-- ,-_, ;:-.~- - -.. ~ - ' ___ ,_-._ .. - .. -··,- ,. '·::. 

condiciones de infección, es decir, bajo estrés osmótico aunadoa una··abunclancia ele ~olina 

o de sus precursores. Por lo· tanto, parece ser un · blanC:ci adecuado para agentes 

antimicrobianos que pudieran usarse como fármacos. Sin embargo, el desarrollo racional de 

agentes antimicrobianos específicos contra esta enzima requiere de un conocimiento de ella 

lo más completo posible. 

II.1.2. Regulación de la expresión génica y de la actividad de BADH 

La BADH no es una enzima alostérica y no se conocen metabolitos reguladores de su 

actividad, aparte de sus sustratos y de las coenzimas reducidas que son sus productos. El 

producto ácido de la reacción, la glicina betaína, es un inhibidor muy pobre (Velasco

García et al., 2000; Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). Su actividad parece ser, por 

tanto, regulada principalmente a través de la modulación de la expresión génica. 

En diversas plantas se ha observ~do l!na expresión basal del transcrito que se induce bajo 

condiciones de estrés osmóticó, prov~caclo éste por déficit hídrico o por alta concentración 
, . . . . - . . . . . 

de sales (Weretilnyky Harlscm, 1989; WeretiÍnyk y Hanson, 19.90; McCue y Hanson, 1992; 

Yalenzuela-Soto y Muñ()z~Cláfes/1994: Ishitani et al., 1995; Wood et al., 1996; Legaría et 
:;.-;v. 

al., 1998). 

En E. coli, la biosírltesis ~e glicina betaína está controlada por los genes betA y betB que 

codifican para la cciliná d~shiclrogenasa y para la BADH, respectivamente (Lamark et al., 

1991 ). La expre~!Ó_ll ~eÚe>s;genes bet está controlada por la fuerza osmótica del ambiente y 

en forma menos irhpb~ailte por la disponibilidad de colina (Landfald y Strom, 1986; 

Styrvold et al.~ 1986; Eshoo, 1988). 
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El producto de la reacción de la BADH, la glicina betaína, actúa únicamente como una 

sustancia osmoprotectora, ya que no e; mt':tab~lizad~ ni por E. c~li ni por !.as pla.ntas 
. ' . . . 

acumuladoras de este compuesto (Le Rl.ldulie~"era/;,"cÍ 9ª4;'taridfold y Strom;=l 986;;Rhodes 
·' ' -. • ,¡-_- ""• • ,.\ 

y Hanson, 1993). 

En contraste con E. coli, S. m~lilpJ/x. · tra~slu~enZ·/~. i:r~hl1o~~,P~~c:len utiiiZ.ár tanto 

colina como glicina betaína como fuente de carl:Íorio,' nltrÓg~Ílo y ~riel°~ía'; En estas bacterias 

se han observado nivele~ basales muy bajos de la ~ctl\,i'a¿d~d~~·BAQtJ~¿~ándo crecen en 

glucosa u otros compuestos y estos niveles se increiÍie11t~1i'l)aj~ ;'b~ndiciorles de estrés 
l°J'•º .·--'",-

osmótico o presencia de colina. La presencia de éSta oYsu~' p~ec{irso~~s e~tirnula. su rápida 

oxidación a 'glicina betaína y la degradación subs'ecu~nte'~é~Ücifor b~taíAa a·tra\lé~ de'Una 

serie .de desmetilaciones en S. meliloti (Bemard e/fü.;;·1I~~~?~:§n{¡th·;;( ~i., 1988) .. En este 

mismo organismo, un incremento en la presió~ osmó,ticae'~;~¡ffu~'dio;iredu.cléi c~ta~olismo 
de gliéina betaína y favorece su acumulación (Be~a~d ~Fai./l9~6';";sJiÍth~ra/;;:I9S8). 

'; . . ' . ' ' - .. •' . - . ; ~ . ' ; -. . . ' 

11.1.3. Estructura primaria 

Todas las BADHs poseen un número de aminoácidos muy similar, en un intervalo de 486 a 

511. La BADH de P. aeruginosa tiene 490 aminoácidos y su secuencia se presenta en la 

Figura 4. 

Hasta el momento se conoce la secuencia de aminoácidos de las siguientes BADHs (32): P. 

aeruginosa, Pseudomonas pulida, E. coli, Yersinia. pestis, Xanthomonas axonopodis, 

Xanthomonas campestris;. S. meliloti, B. subtilis, Agrobacterium tumefaciens, Bruce/la 

melitensis, Bruce/la suis, Mesorhizobium loti, Bradyrhizobium japonicum, 

Schizosaccharomyces pombe, Streptomyces coelico/or, Thermoplasma volcanium, Beta 

vulgaris, Atrip/ex hortensis, Atriplex centra/asiatica, Atriplex prostata, Spinacia oleracea, 

Suaeda liaotungensis, Amaranthus hypochondriacus, Avicennia marina, Arabidopsis 

thaliana, Triticum aeslivum, Hordeum vulgare, 01yza saliva, Sorghum bicolor, 

Caenorhabitis e/egans, Gadus cal/arias y Hamo sapiens. 
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lo 20 30 "º 50 60 
1 1 1 1 1 1 

i'vlARFEEQKL Y IGGRYVEASS GATFETINPA NGEVLAK VQR ASREDVERAV QSAVEGQKVW 
• • 

70 80 90 100 110 120 
1 1 1 1 1 1 

AAivlTAMQRSR ILRRAVDILR ERNDELAALE TLDTGKPLAE TRSVDIVTGA DVLEYYAGLV 

* * * 
130 140 150 160 170 180 

1 1 1 1 1 1 
PAIEGEQIPL RETSFVYTRR EPLGVVAGIG AWNYPVQIAL \VKSAPALAAG NAivllFKPSEV 

* ** * ** * :te ** 
190 200 210 220 230 240 

1 1 1 1 1 1 
TPLTALKLAE IYTEAGVPDG VFNVLTGSGR EVGQWLTEl-IP LIEKISFTGG TSTGKKVivlAS 

* * * 
250 260 270 280 290 300 

1 1 1 1 1 1 
ASSSSLKEVT MELGGKSPLI IFPDADLDRA ADIAVMANFF SSGQVCTNGT RVFIHRSQQA 

***** * * * 
31 o 320 330 340 350 360 

1 1 1 1 1 1 
RFEAKVLERV QRIRLGDPQD ENTNFGPLVS fPl-livlESVLGY IESGKAQKAR LLCGGERVTD 

370 380 390 ''ºº 410 420 
1 1 1 1 1 1 

GAFGKGAYVA PTVr:TDCRDD ivlTIVREEIFG PVMSILVYDD EDEAIRRAND TEYGLAAGVV 
: .. :ji ** * • 

430 440 450 460 ,170 480 
1 1 1 1 1 1 

TQDLARAHRA ll-IRLEAGICW INTWGESPAE MPVGGYKQSG VGRENGLTTL Al-IYTRIKSVQ 

490 
1 

VELGDYASVF 

* * * 

Figura 4. Secuencia de amino:ícidos de la BADH de P. aeruginosa (Stovcr et al., 
::?000). Los residuos conservados en todas las BADHs se encuentran marcados con 
askriscos. los residuos conservados en todas las ALDl-ls se encuentran en azul y las 
cisleínas en rojo. 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la BADl-I de P. aeruginosa con las 

secuencias de las BADl-ls que se conocen hasta la fecha nos muestra que aquella con la que 

tiene una mayor identidad es con la de In bacteria P. pulida, del 82.9%, mientras que 

aquella con la que presenta una menor identidad, 36.0%, es con la de la levadura S. pombe. 

La secuencia de BADl-1 de P. aeruginosa presenta una identidad relativamente alta, del 
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50.8%, con Ja de hígado de bacalao (G. cal/arias), que es la única .BADH de Ja que se 

conoce su estructura tridimensional (Johansson e/ al., 1998): 

Existen 40 residuos conservados entre las ~BADHs (marc~dos~c()n~ un ,asterisco en Ja 

secuencia de aminoácidos de la BADH de P. aeruginosa mostr~~a:~~ lii. Figura 4); Entre 

estos residuos de aminoácidos qué participan en Ja reacción\at~lii~d~ se''enciuentran el 
. . 

Glu252, la Cys286 y Ja Asnl_53 (numeración de P. aeruginosa) que son residuos 

conservados en todas las ALDHs; -La cisteína funciona como el rÍucleÓfilo del, sitioaciivo, 

el glutámico como Ja base general que realiza Ja desprotonación de una molécula de:agua 
1 - ~ • 

para Ja hidrólisis del intermediario tioéster y Ja asparagina estabiliza al intern1ed.~arfo 

tiohemiacetal tetrahédrico (Abriola et al., 1990; Farrés et al., 1995; Wang y Weiner, 1995; 

Marchal et al., 2001; Cobessi et al., 2000; Ahvazietal., 2000; Marchal et al, 2001). 

De los residuos conservados que son importantes para la unión de los sustratos se 

encuentran la Lysl 76 y el Glu386, que están involucrados en Ja unión al anillo de la ribosa 

del NAD+ (Sheikh et al., 1997; Ni y Weiner 1997), y la Gly229, que es la primera glicina, 

perteneciente a la región conservada GXXXXG de las aldehído deshidrogenasas, 

importante también para la unión de la coenzima (V~dadi et al., 1997; Hempel et al., 1993). 

Hasta la fecha no se conocen residuos conservados que sean importantes para la estabilidad 

de ninguna de las ALDHs. 

11.1.4. Estructura terciaria y cuaternaria 

Las BADHs de diferentes orígenes presentan varios estados de agregación, pero siempre 

como homodímeros u homotetrámeros. Las BADHs de animales estudiadas hasta la fecha 

son tetrámericas (Chem y Pietruszko, 1995; Guzmán-Partida y Valenzuela-Soto, 1998; 

Johansson et al., 1998), las de plantas diméricas (Pan et al., 1981; Arakawa et al., 1987; 

Weretilnyk y Hanson, 1989; Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1994) y las de bacterias son 

tetrámericas (Morí et al., 1980; Falkenberg y Strom, 1990; Mori et al., 1992; Morí et al., 

2002; Valenzuela-Soto et al., 2003), excepto la de B. subtilis que es dimérica (Boch et al., 

1997). 

A Ja fecha se conocen las estructuras tridimensionales de las siguientes ALDHs: Ja ALDH2 

de bovino (Steinmetz et al., 1997), la ALDH3_ de rata (Liu et al., 1997), la ALDH citosólica 
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de hígado de oveja (Moore et al., 1998), la de Streptococcus mutans (Cobessi et al., 1999), 

la retinal deshidrogenusa tipo 11 (Lamb y Ncwcomer, 1999), la de Vibrio harveyi (Ahvazi 

et al., 2000) y la BADI-1 de hígado de bacalao (.Johansson et al., 1998). 

La estructura di.: la 13ADl-I de hígado de bacalao es similar a las el.e las otras ALDHs 

conocidas. Estas enzimas poseen tres dominios distintos en cada subunidad: un domi_nio de _ 

unión a la coenzima que tiene una estructura a/j3 con un plegamiento de tipo Rossmann, 

un dominio catalítico que une al sustrato aldehído, el.cu_aUiene.un. plegamiento.similar ni 

de la parte central del dominio de unión a la coenzin1a y un dorltinio de oligomerización 

que puede ser considerado como una extensión del dominio de unión a In coenzima (Fig. 

5). 

dominio de 

dominio catalitico 

Figura 5. Organización de los dominios de 1111 rnonúmero de la BADl-1 de hígado de 
bacalao (.Johansson et al., 1998). 

Las subunidades se asocian en dímeros de manera que las últimas hebras del dominio de 

oligomerización están formando puentes de hidrógeno con las últimas hebras del dominio 

catalítico de la segunda subunidad. El tetrámero. está formado por dos dímeros que 
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interactúan a través de la región posterior del. dominio donde. se une la coenzima. Ambos 
~ . - ' e- ' ,._ 

dominios de oligomerización ·del díll1ero forman puentes de hidrógeno ·con la parte 

correspondiente del otro dímero (Joharissoil eta/.; 1998).~ 

11.1.5. Estabilidad 

Se han realizado muy pocos estudios sóbrela estabilidad de lasALDHs. Recientemente, se 

han llevado a cabo estudios de· estab¡Üd~d férJl1iéay frenté a. agentes desnaturalizantes 

químicos (urea) en la ALDH t1lÚd~~l1drial' cie hurriano clase 1 (ALDHl), enzima 

;::;~~:::.v:~I: Ü~10ª~A~f [~~~~!tv::~~ ~:::~~~2;,nz~:~~~~ri:: 
Cytophaga sp., enzima·. diniéri~a;;;~s.:{1)~~~ ei~al:>)e :f l~ tefu~eratura que las anteriores 

(Yamanaka et al., 2002). 

En nuestro grupo de trabajo, se hán reali~ado experimento~ p~fa estudiar el efecto de la 
. . 

temperatura, la dilución y la composición del amórtiguád()r sobre la estabilidad de la 

BADH de P. aeruginosa. En éstos se encontró que la .incubación de la enzima a .40 ºC 

produce una inactivación parcial, hasta un 60%, que. puede ser revertida completamente si 
- ,-_-_,_'._, 

la enzima se enfría a 30 ºC o a una temperatura menor. La enzima se inactiv¡;i ~Ór ~iluc:ión a 

0.3 µg/ml a pH 8.0, que es el pH óptimo para la actividad, pero sema11ti¿~~ ést~bi~·a esta 

concentración. a pH 6.5 (Velasco-García et al., 1999). Tainbi~n: se h,~·.~fü:C>~frad,o. 'qt1e' la 

BADH de P. aeruginosa es altamente inestable en :unortigu~dores qugibaf~c~ri· d~l ion K+ 
' - ' -- ... -.... ·->,,,:···. ·i -

(Velasco-García et al., 1999; Valenzuela-Soto et al., 2003). LasijApI-L,deP. aeruginosa y 

de riñón de cerdo se disocian respectivamente en monómer6,f~ctílÍierCJsiria~Üvos a bajas 

fuerzas iónicas, mientras que ambas enzimas son tetrámetica~i(ruerzas iónicas cercanas a 

las fisiológicas. Sin embargo, la BADH de P. aerugióoslles:füiiéti~~ aun como tetrámero a 

menos que existan iones K+ en el medio. Esfos re~ult~do~ ~e~uestran que la enzima BADH 

de P. aeruginosa tiene un requerimiento esfri~t~ ·~o; \os iones K+ para mantener su 

conformación activa (Valenzuela-Soto etal.,'2003). Hasta la fecha no se sabe de ninguna 

otra BADH con este requerimiento. Si bien, se ha reportado que la enzima de E. co/i 
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(Falkenberg y -Strom, 1990), de hojas de amaranto (Valenzuela~Soto y Muñoz-Clares, 

1994 ), de cangrejo (Dragoloyich yPierce, 1994)_, de B. subiili; (B~~h; et al., 1997) y de 

riñón··de·c.etdo(Guzmán:~PartidayVal~nzuel~~s6to,\1998)son·activadas'por·K+,·.no•·se·ha 

encontrado que este ión sea necesario Parª mal1te~~; ~u ~onfonnaciónactiva. En lo que se 

refiere a las ALDHs, sólo se ha repÓrtado que ia'ALDHmÜondrial de Saccharomyces 

cerevisae requiere de iones K+ para su actividad {Dickinson y Hywood, 1987) y que la 

ALDH mitocondrial de hígado de caballo puede disociarse en un par de dímeros en· la 

presencia de iones Mg2+ (Takahashi y Weiner, 1980). 

11.1.6. Propiedades cinéticas 

II.1.6.1. Especificidad por los sustratos 

Las BADHs pueden utilizar NAD+ o NADP+ como coenzimas, aunque existen diferencias 

entre las enzimas de diferentes orígenes en la preferencia por la coenzima. La mayoría de 

las enzimas estudiadas utilizan preferentemente al NAD+, como. la de C. didymum (Morí et 

al., 1980), de espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1989), de E. co/i (Falkenberg y Strom, 1990), 

de cangrejo (Dragolovich y Pierce, 1994), de hoja de amaranto (Valenzuela-Soto y Muñoz

Clares, 1994; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2001), de humano (Chem y Pietruszko, 

1995), de B. subtilis (Boch et al., 1996), de riñón de cerdo (Guzmán-Partida y Valenzuela

Soto, 1998). Sólo las BADHs de P. aeruginosa (Nagasawa et al., 1976; Vela~có:García et 

al., 1999, 2000), de X translucens (Mori et al.; 1992) y de A. g/obifor7nis (Morí et al., 

2002) usan indistintamente al NAD+ o al NADP+. La doble especificidad .que tiene la 

BADH de P. aeruginosa por los nucleótidos es consistente con su papel anfibólico ya 

mecionado, ya que puede servir en el anabolismo o catabolismo dependiendo de la 

coenzima que utilice, ya sea NADP+ o NAD+. 

El grado de especificidad por el sustrato aldehído también es diferente entre las BADHs de 

diferentes orígenes. Las enzimas de hígado de humano (Kurys et al.,_ 1989; Ambroziak y 

Pietruszko, 1991) y de rata (Chem y Pietruszko, 1999) pueden catalizar la oxidación de 

varios co-aminoaldehídos y otros aldehídos alifáticos. Otras enzimas como la de amaranto 
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(Vojtechová et al., 1997) y la de remolacha (Trossat et al., 1997) además de la betaína 

aldehído pueden utilizar el 3-aminopropionaldehído, el 3-dimetilsulfoniopropionaldehído. y 

el 4.:arn:¡nÜ~rc>pfoií.alclehído. La.eniim~-ae:pJantas.ae amaranto silvestres puede cataliiar la 

oxidación ele gliceraidehído; ~Iice~aldehíd() 3 fosfato y semialdehído succínico, altnque c,on 

una .·actividad-menor. al .• 2.5% con r~~p&~t~· a la que se obtiene con bet~Ín=·aldehído 
(Figueroa~Sotb ; ValenzueJa-Sot6, 2ooi). '.sin embargo, otras BADHs s~n ~Ú~~~te 
específl;as,,~~~a;¡~·betaÍ~~¡-klctehíd6;:¿;cirr;~ es ~I caso de la de P. ~~-r~i¡~J1~'~cvcl;~co
G~rcía .. et al.,· ;{~99);.ci~•. la;cle;IaFit()2ó~dri~. del. músculo cardiaco. del···c.angrej o/CDragolo;ich 

y Pierc~; 1'?9#5}~d,~:¡~\d~1_§}·tf~;f_(f:~Ik~Ü~~rg y Stroiri, 1990), de la de·B: su~iilis· (Boch et 

al., 1997) ~ d~I~:d~ ji.;~l~b'lfor»1i.l(M~ri el al;, 2002). 
· · . ,. _,,,.-, •ec'.(."•! J.,.•\•• .. ··:, .,_., ,:'_,,-.. 

-:·.':._ ;>·- : ,~¿_:;:--;· 

11.1.6.rM~cahisiÜO<di~étÍco·. 
I".". - : .-. > 

<:' 

Todas' las BADH~ estudiadas hasta la fecha presentan una cinética de saturación hiperbólica 

por el· aldehído y la coenzima. El mecanismo cinético sólo se ha estudiado en las enzimas 

de C. didymum (Morí et al., 1 980), de E. coli (Falkenberg y Strom, 1990), de hoja de 

amaranto (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993), de B. subtilis (Boch et al., 1997), de 

riñón de cerdo (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000) y de P. aeruginosa (Velasco

García et al., 2000). Se ha propuesto que las enzimas de C. didymum, de E. coli y de B. 

subtilis siguen un mecanismo .cinético de tipo ping-pong, aunque este mecanismo no es 

consistente con la química .de las aldehído deshidrogenasas y contrasta con el mecaµismo 

secuencial que se ha descrito en las aldehído deshidrogenasas (Bradbury y Jakoby, 1971; 

Rivett y Tipton, 1981; Ryzewski y Pietruszko, 1980). Las BADHs de hoja de amaranto y de 

riñón de cerdo tienen un mecanismo cinético de tipo Iso Bi Bi ordenado en estado 

estacionario en el que el nucleótido oxidado es el primer sustrato en unirse a la enzima y el 

nucleótido reducido es el último producto en liberarse de la enzima. Para el caso de la 

enzima de P. aeruginosa, el mecanismo cinético es de tipo Bi Bi al azar, aunque la ruta 

preferente es la que involucra Ja unión del_ nucleótido oxidado antes de la unión del 

aldehído (Fig. 6). 
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NA>f-NAD(P~A GB ~NAD(~)H 

E E-NAD(P)+·BA __. E-NAD(P)H-GB E 

'"'= /'ft '~ /11 ,, "' ,, "'"' 
--~' "' \' ,,.....,,. 

BA ' \ "' < \ ' t.L """' 
-' ~ ... "'', + NAD(P)H All" -\ ~,"' GB 

E-BA ' NAD(P) E-GB 

Figura 6. Mecanismo cinético propuesto para la BADH de P. aerugitrosa de tipo Bi Bi 
al azar (Vclasco-García et al., 2000). La ruta preferente de adición de sustratos y de 
liberación de productos a bajas concentraciones de sustratos se muestra en líneas sólidas. 
BA, betaína aldehído; GB, glicina betaína. 

En la Tabla 11 se incluyen los parámetros cinéticos de la BADH de P. aeruginosa en las 

reacciones dependientes de NADP+ y de NAD+(Velasco-García et al., 2000). A partir de los 

valores de la relación kcat /Km, podemos decir que la enzima BADH de P. aeruginosa es 

más eficiente en la reacción dependiente de NADP+ (1.6 x 106 M"1s"1
) que en la de NAO+ 

(3.6 x 105 M" 1 s~ 1 ). Lo.s valores de la relación kcat !Km nos indican que esta enzima es bastante 

eficiente, aunque no ha alcanzado'.la perfección catalítica. En lo que se refiere a los valores 

de la relaciónkcai !Km para betaína aldehído son similares en las reacciones dependientes de 

NADP+ y NAD+. 
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Tabla II. Parámetros cinéticos de la BADH de P. aeruginosaª 

Parámetros 

kcat (s"1
) 

K; dinucleotido (µM) 

Km dinucleotido (µM) 

K¡ b~talna aldehld~ CµM) . 

Km beta.lna aldehído (µM) 

kcat /K~ dinuéleótldo (M"'s"') 

kcat /Km betaína aldehído (M"' S • I) 

261.0 ± 11.1 

47.7 ± 7.7 

83.4 ± 8.8 

289.6 ± 55.7 

506.8 ±43.1 

1.6 X 106 

2.6 x lo5 

ªDatos tomados de Velasco-García et al., 2000. 

Coenzima 

11.1.7. Mecanismo químico de la reacción catalizada 

276.5 ± 14.2 

185.6 ± 35.1 

385.2 ± 42;7 

209:2 ± 41.4 

434.5 ± 44.5 

3.6 X 105 

3.1 X 105 

Remover un ión hidruro de un aldehído es energéticamente muy costoso debido al carácter 
' -····· ' 

dipolar del grupo carbonilo, por lo que la oxidación requiere de la conversión de un carbono 

planar a un carbono tetrahédrico (Fersht, 1999). Por está razón, las aldehído 

deshidrogenasas usan una catálisis covalente. con .la·, rClrni~~i6~ de un intermediario 

tetrahédrico para oxidar el aldehído a un áci4\I·:· E,~·X9;d~s~ la~ aldehído deshidrogenasas 

estudiadas hasta la fecha el nucleófilo para la"ca~álisl~e~,;~h r~~iduo de cisteína (Hempel et 

al., 1982, 1991, 1993; Von Bahr-Lindsfrorh ~/ati;~~I~ss%.Tu y Weiner, 1988 a/b; Kitson et 
·.,.· ,¡.,, •;;,,:·.•;:.-··.-·.-. ·, 

al., 1991; Blatter et al., 1992; Warlg y.~f:ih~r~;;l~9SciIFarrés et al., 1995). El mecanismo de 
' . - .,. .. -., ···- ')-, 

reacción propuesto, mostrad9 esqÜemáÚ~~l11~hteX~n;la Figura 7, involucra al grupo tiol de 

esta cisteína que realiza. el ~t~tjuenucleófilicCl sobre el carbonilo del aldehído, formando 
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como intermediario covalente un tiohemiacetal (Hempel et al., 1982, 1991, 1993; Von 

Bahr-Lindstrom et al., 1985; Tu y Weiner, 1988 a/b; Kitson et a/.;I 991; Blatter et al., 

1992; Wang y Weiner, 1995; Farrés et al., 1995; Weiner et al., l 995;Vedadi"et al.; 1995). 

R R R 

1 r-. 1 1 

s0c=o: s-c-o- s-C=O 

1 
.. 

1 Asn Acllaclón •• Asn xldaclón Asn 
H ~ H ~ 

Glu: 
NAD(Pf Glu: l._ NAD(Pf Glu: NAD(P)H 

lntennedlario tlohemlacetal lntennedlario tloéster 
tetrahédrlco 

NAD(P)~--i1 1~'º +RCOH 

R R 
1 1 

s· s· C-OH s-C=O 

Asn 11 Asn ~ Asn 
o 

Desa- I ' GluH GluH NAD(P)H cllaclón ~~/ H Rcoo·+ NAD(P)H 
H' + 

NADIPlH 

Figura 7. Esquema simplificado del mecanismo de reacción de las aldehído 
dcshidrogcnasas 
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La formación del intermediario tetrahédrico produce una distorsión conformacional . que 

causa que el átomo de oxígeno delsustrato se mueva para ocupar el hoyo del oxianión del 

sitio activo, similar al que se ericuehtrá en las serin-proteasas (Robertus et al.; 1972). En 

esta posición el oxianión forma un puente de hidrógeno con el grupo amida de la asparagina 

conservada, que ayuda así a la estabilización del oxianión, lo que permite una eficiente 

transferencia del hidruro hacia la posición C4 de la coenzima (Cobessi et al., 2000; Ahvazi 

et al., 2000; Marchal et al., 2001). Este intermediario covalente se oxida a tioéster cuando 

se lleva a cabo la transferencia del hidruro a la coenzima. Por otra parte, una base general, 

el glutámico conservado realiza la desprotonación <leima molécula de agua, la cual ataca al 

tióester liberando al ácido. Para la BADH se ha prop~~s~~elmismo mecanismo de r~acción 
(Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993 ). 

En todas l~s estructuras de ALDHs conocidás hasfaÍa feéha'ebesidJó·cie;CÍ~teÚ'iaeséncial 

para. la catálisis se encuentra localizado en el fohd¿''~er~ñ1'~ri~t'q~f g~ lf€s~~i¡~·:s~~~rftcie 
de la molécula hacia este residuo (Steinmetz et al., l 997;Lih etdl.; I 99f()ohrui~soÍ1et al;, 

1998; Moore et al., 1998; Cobessi et al., 1999; Lamb y N~\\'coitl~r.:Hf9.~?;iJi.«t~retal~, 
2000). En un estudio reciente de mutagénesis sitio-dirigida con la BADH.áe~J>. 'Cieruginosa 

': C- ';_ ·::·): · -··""" . :: .; :F· · ·_·l·, ·• .•. -~ ~- • 

se encontró que la Cys286 es el nucleófilo involucrado en la forltlatiÓn~de'i:iioliemiacetal 
(Velasco-García y Muñoz-Clares, datos no publicados). 

En el modelo de la estructura tridimensional de la BADJ-! ~e;J1íga~~-_ de l:iacalao con el 

sustrato aldehído unido al sitio activo se observa que el oxíg~rici\16~st~s~str~to podría estar . 

formando . un Pllente de hidrógeno con la cade.na lateral· }iel residuo ·.de · asparagina 

conservada, la Asn 166 (Johansson et al., 1998). 

Il.1. 7 .1. Formas de activación de la cisteína dtalítica 

El grupo tioldelresiduo de cisteína déÍ sitio'activo reqüiere de un.a activación inicial para 

que esté presente en la forma de tiolato (S"), y~ que é~táes la especie reactiva que funciona 

como nucleófilo. El pKa del tiol de la cisteüu{libre es cle;S.9, y, de ser éste el del residuo de 

la cisteína catalítica, las enzimas que utiÜzari un tiol~orrio nucleófilo no serían activas a 

valores de pH fisiológicos. Esto implica que,~l;ambiente del sitio activo esté diseñado de 
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manera que la cisteína catalítica: sea accesible y que su pKa esté con.siderablemente 

disminuido. - . - ---- --- " -

Existen 'diferentes mecanismos cde'acdvilción ·química-·deºun~tiol-del~residllO 'de cisteína · 

esencial, siendo uno de ellos. la formación de un par iónic~.> cori. úÍl re~iql.I() de un 
- - . : . -. __: .. .'·,. .. ·{ - \ - - . -- ·''-·'.. !>. _:- -:· --:-;_.· -,_--:,-~·-·:: -._ ;:',, -. ;'~:'.... -.'."- ·:· ,_ 

aminoácido cargado positivamente (Polgár, - Í973). La fo;.ma~ióil.ct6~.~·5{os~pili-'~s iónicos 
• • : . ' . - :.~ ; •. ' ' : ;_, . . • ' : . - . .. • - • •. :· • -: - •. - • ¡ 

provoca una disminución de Vflt:ias unidades de pH en el pKa delti()l,'yp~rtánio'a. v.alores 

:: ": n::~~::~:::::1':é';:,~::11t::;~:::i'~:,f J~:L/j{f~~d~~1f !f 1~f. nadl/us 

stearothermophilüs y de MethatJ°"lh~rn~11s '.fefl;idu~se h( e~co~frá<ló/qu~;1a.~for,rila'··de 
activación química ·del tioraJ 1á:cisteín~·e~~ilci~l '~s k tra\/és de la foriii~C:iÓn'.~de im par 

iónico con un aminoácido ~arg~dq ~o~iH.f~erit~· (histidina en. estos casós) (T~~foumi7r et 

al., 1998, 1999), tal y como fu~ éncciÜtr~do ~teriormente en otras enzimas qúe. hsan un 

residuo de cisteína como nu~l;Ó~;()\dorÍlo '. l~ papaína y la proteiha~~ 2A de• rhinovirus 

(Polgár, 1973;Lewis et i1,, t976; Sárkány et al., 2000). 
' . ' . - ·-:-· . 

En _la familia de las tiorredoxina~ se ha encontrado que la localización del residuo de 

cisteína nucléofílica en el extremo amino terminal de una alfa hélice disminuye el pK0 del 

tiol, ya que las cargas parciales positivas del dipolo-hélice estabilizan al tiolato (Kortemme 

y Creighton, 1995). Sin embargo, muy recientemente en los experimentos de mutagénesis 

sitio-dirigida que se han realizado en una proteína modelo para investigar el efecto dipolo

hélice sobre la ionización del tiolato se ha mostrado que la magnitud y la naturaleza de este 

efecto son-dépéndientes de la posición en la hélice del residuo de cisteína. En este estudio 

se encontró que eI efecto electrostático del di polo de la hélice alfa no puede explicar el gran 

desplazamiento de pK0 de una cisteína catalítica, pero los puentes de hidrógeno que forma 

el tiol con la cádena principal sí pueden ser suficientes para causar una perturbación de la 

magnitud esperada en el pKa de la cisteína (Miranda, 2003). 

La estructura cristalográfica de la creatin cinasa de músculo sugiere que la formación de 

puentes de hidrógeno con el grupo hidroxilo de una serina podría ser la causa de la 

disminución del pK3 del tiol. Sin embargo, la mutagénesis sitio-dirigida de esta serina, 

demostró que este puente de hidrógeno no es capaz de producir un efecto significativo 
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sobre el pK0 de la cisteína, por lo que al menos en. e~te caso deben existir otros factores que 

contribuyan al grado deionizacióndel.tiol (V{ang eta/., 2001). 
- . .., - --'.' ·: 

Otro mecanismoºde-activacióri~esa ~~a\iés de lá utilización de un grúpo carboxilo de un 

residuo de glutámico que tor:na ~l protón ~el tiol convirtiéndolo en tiolato (Wang y Weiner, 

1995). De hecho,·~~ ~a ;~op~e~t'o ~!°~e ~n I~ aldehído deshidrogenasa mitocondrial de hígado 

de humano el residJ~ de. glutárnico conservado (Glu252 en la secuencia de la BADH de P. 

aeruginosa), ;t,r;d;i,vaiido a la. cis~eína esencial y a la molécula de agua involucrada en el 

paso de desacilación(Wang y Weiner, 1995). 

En la aldehído deshidrogenasa de. V. harveyi se ha sugerido que la Asn 169 que estabiliza al 

intermediario tetrahédrico tiohemiacetal, también puede estabilizar al tiolato en ausencia 

del sustrato, ya que existe una conforcia~ió~ ~ltema de la cisteína esencial que sitúa al 

azufre dentro de una distancia de un puente de hidrógeno con la amida de Ja cadena lateral 

de Ja asparagina (Ahvazi et al., 2000). 

11.2. PAPEL DE LAS CISTEÍNAS EN LA ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LAS 

PROTEÍNAS 

Las cisteínas son de los residuos de aminoácidos menos abundantes en las proteínas. La 

presencia de las cisteínas parece estar correlacionada positivamente con Ja complejidad de 

los organismos; su abundancia va desde 2.26 % del total de aminoácidos en promedio en las 

proteínas de Jos mamíf~ros al 05ra ~11I~s proteínas de espesiesdel orden Archeabacteria 
-' :~ ' 

(Miseta y Csutora, 2000); . Y e . 

La cisteína es un amino'Íicid6 tjÜe. po~~e Ün grupo tiol mu)' re~ctivo, que no se ioniza a pH 

fisiológico y que forin~ .puente~ de hidr6geno relativamente débiles, por Jo que no 
. ; . : 

contribuye sigriiflcaiivarliente a la estabilidad de las proteínas por medio de enlaces salinos 

y su contribuCión por formación de puentes de hidrógeno no es, en términos generales, 

significativa. La frecuencia con la que una cisteína puede funcionar como un aceptar en un 

puente de hidrógeno es del 7%. Si bien es extraño que una cisteína forme puentes de 

hidrógeno, cuando éstos se forman usualmente las distancias son mayores a las distancias 

promedio de los puentes de hidrógeno 0---H ó OH---0, debido al tamaño del átomo de 
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azufre. La distancia promedio al hidrógeno del donador. es de 2.34 A con un ángulo 

promedio de 122º. En cuanto a la fuerza relativa de la interacción, los átomos involucrados 

en la formación de puentes'de hid~Ógeno;p~¿de~~s6i;~-;o;·F,~Cl y ocasionalmente los 
, ... ;.· .. , .. .. :::-.·'·)"(· ""· 

átomos de S. 

Las cisteínas contribuyen ~fgriificati~itnl~llt~;a l~ estabilidad de las proteínas extracelulares, 

mediante la forma~ión d~plle~tes dis~ifuro. Éstos estabilizan la estructura nativa de la 

proteína. haciéndola. meno~ s~sceptible. a _la degradación por proteasas y disminuyendo··· el 

número de las posibles conformaciones desplegadas características · del'/estado 
:·--·_1 .. 

desnaturalizado, lo que al disminuir la entropía conformacional de este,estado'.·Jó'.cháce 
- " ' . - '"'¡'" '• ' .. ~ .. , "~ 

energéticamente más difícil de alcanzar. Puesto C)ue el ambiente en el interiordeól~s céÍl.llks 
,_ ......... ,.-

bajo condiciones normales es altamente reductor, las proteín~s intr~~el'ilííif~s ;ha .íis¡ln 
.-··--.. -,- ,.._ , .. ,.. ...... _ ""-·· -- -. 

puentes disulfuro para estabilizar su estructura nativa. Por el confr~ió, sf,ésí'hs lle~an a 

formarse bajo una condición de estrés oxidativo, generalmente se altgra la €sini~t~r~nativa 
de tal fomia que conlleva la pérdida de la función de la proteína. Sin embargo, existe un 

importante mecanismo de regulación de numerosos procesos celulares que se basa en la 

modificación reversible por oxidación-reducción específica de residuos de cisteína de 

proteínas involucradas en la catálisis, la expresión génica, la transducción de señales, el 

plegamiento (chaperonas), etc. Estas modificaciones incluyen la formación y ruptura de 

puentes disulfuro, -ya sea de la misma proteína o de disulfuros mixtos con otro tío! como el 

del glutation-, la formación de ácido sulfénico, o la S-nitrosilación. Actualmente, este 

mecanismo de regulación por modificación covalente reversible se considera equiparable, 

en cuanto a su relevancia en el control biológico, a aquellos que implican otras 

modificaciones posHraduccionales como la fosforilación, la glicosilación o.la rrietilación. 
. . ·. : . -

Por tanto, en el ambiente intracelular los residuos de cisteína de las. proteínas juegan un 

papel funcional más que estructural, participando enla_unióri de metales, en la catálisis . - ~ ... -- - ' _,,, . . .. "" " . 

enzimática y en la regulación de la actividad de enzimifs 6 cÍ~'otf~s proteínas involucradas 
' :··.- ' "• ·,. 

en diversos procesos tales como el ciclo celular, la acción hormonal, la replicación del 

ADN, la transcripción, la meiosis, el desarrollo embrionario temprano, la reparación y el 

ensamble de proteínas, la germinación de semillas, etc. 
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El grupo tiol de Ja cadena lateral de las cisteínas es excelente : para unir metales, -

particularmente el zinc-, por 10 que estos residuos forman p~e de mo'tiv6~ e~ti:uct~sales 
conocidos como los dedos de zinc~comodelsitio activo de el1Zimasque~~in'c~~iemetal en 

su mecanismo catalítico (Schwabe y Klung, 1994). También ¡os residuosde>~isi~íJ~ pueden 
-. o: ~ --,~·--'~ ,;:_ ·r , 

participar en Ja unión de las agrupaciones hierro-azufre (Fe-S), que sofi c~factores de 

proteínas que juegan importantes papeles en el metabolismo, la transfert:lllC:i!lif,~]~l~Ctrones 
y Ja regulación de Ja expresión génica (Gerber y Lill, 2002). · ·. :. .•.•.•······ • ' ·• 

Como ya Jo mencionamos anteriormente .las cisteínas participan en l!ls~tál,(~i~·~~imática, 
ya que en e.1 sitio. aé:tiv.o de algunas enzimas se encuentra un residu6'aéC:i§t~í»~ ~ltamente 
reactivo responsable de lacatálisis nucleofilica, en Ja que el sustl"ati)eshiB<litiCadg ¡)~ria 
formación de un enlace coyalente.con la enzima para dar. un.intenriédiario:reaCtiyo:··.··· .. · 

Enzimas conocidas que us~ el grupo tiol de un residuo de,,cisteírta ~~ ~!ltáii:~i~ ·~ucleofilica 
son: 1) las aldehído deshidrogenasas (Weiner et al., 199~). e~fre ellks l~BÁnÜ ¿bjefo de 

• ¡ 

este estudio, 2) las tiol proteasas como Ja papaína (Polgár, 1973) y la brom~laína (Maurer, 

2001), que hidrolizan las proteínas y favorecen la digestión de las mismas; las caspasas, 

proteasas que juegan un papel fundamental en la apoptosis (Watt et al., 1999), y las 

catepsinas, proteasas funcionales en la respuesta inmune; 3) las carbamil fosfato sintetasas, 

que producen el carbamil fosfato utilizado en la síntesis de arginina y pirimidinas en los 

organismos superiores (Chaparían y Evans, 1991); 4) las peroxirredoxinas, enzimas que 

destruyen el peróxido de hidrógeno u otros peróxidos orgánicos reduciéndolos a a~\la ()a ~u 
correspondiente alcohol, respectivamente, y que por tanto juegan un papel ifI1P~.rt~Qte,~nla 
respuesta de las células a la estrés oxidativo (Kang et al., 1998); 5) la~: ~~c)t~ÍIUifusín 
fosfatasas, que están involucradas en Jos mecaniSrrios de transducCiÓ~ d~ séfii1~; (De~u et 

: / . ~ - - ' ',··· . ·- '.. :,- ; ~:. i ' - : -·' '· ;. . -

al., 1996); 6) las poliquétido sintasas, que prodÚceA'una:'sefi&·'Jgpfodtic'tüs naturales que 

son usados como antibióticos, agentes antica.ribkríge~.Os,'.~tc: (J'.6z y Noel, 2000); y 7) las 

tiol :di sulfuro oxidorreductasas, como las iiori¿J;j~jj:¡¡is,' glütarredoxina, la ferredoxina

tiorredoxina reductasa (FTR), la NADP+-tiorredoxina reductasa (NTR), la glutation 

reductasa (GR), que participan en la regulación de la actividad de muchas proteínas 

intracelulares manteniendo o recuperando el estado reducido de sus cisteínas (Kortemme y 

Creighton, 1995). 
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II.3. LA MODIFICACIÓN QUÍMICA Y LA MUT AGÉNESIS SITIO-DIRIGIDA 

La modificación química es uno de los métodos más usados para identificar a los grupos 

funcionales de una proteína. Por tanto, el éxito de la modificación química es llegar a 

producir un cambio en alguna propiedad de la enzima que pueda correlacionarse con el 

papel funcional de un residuo específico. (Montero' et al., 2001). Este inétódo requiere 
-·-- ·-=---;:=--~o· -¡---... :co,.~.~- - .;:~:- _:~,--"-- -·=-~;-_-_:;,-;;':_- _--oolc:oo"'~j.-o;."=='--_:,"=:='-':'._ .'.;,;.=.=_:O:·-);=_;~; ~_j~"~----01- - '-- -- ''- - ---

únicamente de··· r,e1;1~ci()l1es'qúímiéal1;C qüe. · seal'li,esfü:c!ficiis p~a,~c:ad11!i pp de ,,aminoácido, 

Existen.·· r.eacti vos ' específico'sf ;•p'~a.'.la •. ·•. modific.ación ••.• q~í~iC.:'..;;de'.i1Jsj• {~de~·as.•. laterales de 

algunos ·lama··._ mh.1e: ot: .• 1á0_.C.nid1···.··n'.~ .•. º ... ~a.s,••.···.: ... c .. : .. e·.ió
1
,m·· •• ·.'t •. 'r'o1··p····.'.l.·,t.ºo._'.~_ .. "an1_co'i,ª§s r~s~~ti~~};i~l~láfuid~;·¡·~ \;hf~~i4iha, Ja arginina, las 

lisinas, . . . . ·. . 1• la 'tir~s_in~:i1á~se.fiÍl~~~Y/\~ ªisteíila (Imoto y Yamada, 
1989). ,, !' ' :., :::: 1 : ¡'. 

•, ,·:;:.>,,'<:::.' ,, .,;'?·7 y,c, 

Los resict,uoscle_afinbácldos que participan en la actividad catalítica suelen ser accesibles 

al solve~te~~-ci~yi/~a~Úvos, lo que facilita su modificación. Cuando ésta se lleva a cabo en 
-·_»:" :·:¡.>. º/,·.· '.:-.··· ' 

Ja presené:iayen Ja ausencia de ligandos es un buen método para identificar a Jos residuos 

del siti~ actlvo. Aclemás, de este modo se puede medir Ja constante de disociación de Jos 

complejos de los ligandos con la enzima y detectar cambios conformacionales indúcidos 

por éstos. También se puede llegar a obtener los valores de pK8 de Jos residuos estudiados y 

conocer el efecto de los ligandos sobre su estado de ionización. En el caso concreto,de las 
.. --- ·- - - .· 

cisteínas, 1;:té6nié~ de n:lodificación química se ha usado para explorar la existell.~ia de 

residuos dPci~te'íl1a~ •• v~cirmles. Por todo lo mencionado anteriormente: .. ~I.11~0 ae ·la· 

modificacion tjuími~a de unresiduoque participa en unión de los sustrato~ o en Jos pasos 

químicos de la reacción nos ayuda a conocer algunas características clel"~~bie~f~~u:;odea 
al sitio activo. 

Por su parte, la mutagénesis sitio-dirigida tiene la ventaja de altefai:.Ja estructura de la 

proteína de una forma mucho más específica que Ja modificación química, debido a que se 

cambian únicamente ciertos aminoácidos sin introducir grupos extraños a Ja proteína. En 

muchas ocasiones ambas técnicas son complementarias. La.modificación química puede 

identificar y determinar Ja reactividad de los residuosque están involucrados en Ja unión de 

Jos sustratos o en Jos pasos químicos de Ja reacción y íámutagénesis sitio-dirigida puede ser 

usada para identificar a los residuos que están· involucrados en la unión de Jos sustratos o 
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que forman parte de sitios catalíticos y analizar su funciém, así como para establecer el 

papel de las éadenas laterales de los aminoácidos en el plegamiento de las proteínas (lmoto 

y Yamáda;'l 989): 

La modificación química y la mutagénesis sitio-dirigida son enfoques experimentales 

diferentes, que exploran aspectos complementarios de las propiedades de un sitio activo. 

Por este motivo su uso combinado y si es posible, apoyado con buenos datos 

cristalográficos, puede ser la forma más completa de encarar el estudio funcional de una 

enzima (Montero et al., 2001 ). 

11.3.1. Modificación química de cistcínas 

Los residuos de cisteína pueden oxidarse fácilmente alcanzando diferentes estados de 

oxidación como son el ácido sulfénico (-SOH), el ácido sulfínico (-S02H), el ácido 

sulfónico o cisteíco (-S03H) y el puente disulfuro (-S-S-). La oxidación a ácido sulfénico y 

la que conlleva la formación de un puente disulfuro entre dos residuos de cisteína es 

reversible por agentes reductores, mientras que los otros dos estados de oxidación, ácidos 

sulfínico y sulfónico, no pueden ser reducidos a cisteína (Kice, 1980) (Fig. 8). El ácido 

sulfénico es muy inestable y, si no se encuentra en un ambiente apropiado que lo proteja de 

la oxidación posterior, fácilmente se oxida irreversiblemente a sulfinico o sulfónico, o 

forma un_pl!eri!e, cfütil~r() si está cercano a otro tiol (Kice, 1980). 
'_¡:.-' 

Los grupos;iicife<d~ 6stos residuos poseen un alto grado de reactividad y esta propiedad ha 

permitido sú il,~diflc~ción química a través de diferentes reactivos específicos y altamente 

selectivos que reaccionan rápidamente. Dado que el grupo tiol es el nucleófilo más fuerte de 

los grupos funcionales de los aminoácidos, la especificidad de muchos reactivos para los 

grupos tioles es generalmente alta. El número de los reactivos específicos para monotioles 

es muy grande y están diseñados de acuerdo a algunas de las reacciones que los grupos 

tioles pueden llevar a cabo como la alquilación y la formación de un disulfuro mixto. Entre 

los reactivos que producen alquilación de forma irreversible se encuentran la N

etilmaleimida (NEM) (Lundbland, 1995), el iodoacetato y la iodoacetamida (Lundbland, 
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1995) (Fig. 9) y entre los que producen la formación de un di~ulfuro mixto el ácido 

metilmetanotiosulfonato (MMTS) .. (Smith et · al., 1975), el ácido 5,5 · ~ditiobis(2-

nitrobenzoico) (DTNB) (Ellmal1; 1959)reldisulfiram {Vallari yPietruszko, 1982) (Fig. 

10). 

E oxldanlcs E 
SOzH - S03 H 

ácido sulfinico ácido sulfónico 

t t 
reduclores 

2H+ 

) oxidan les 

'=t-- ~! ~SH • ~· ~SOH SH } s· rcduclorcs s· 
2H+ 11,0 

ditiol ditiolato ácido sulfénico disulfuro 

red u el ores 

Figura 8. Estados de oxidación de las cistcínas 

El MMTS es un reactivo muy interesante porque actúa rápidamente y específicamente con 

grupos monotioles introduciendo un grupo pequeño (~SCH3) dentro de la proteína. Su 

efecto puede ser revertido por ditiotreitol (DTT) o 13-mercaptoetanol (Smith et al., 1975). 

El DTNB es uno de los reactivos más utilizados para determinar el número de grupos tioles 

de una proteína. Es un disulfuro aromático que reacciona con tioles alifáticos haciendo un 
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intercambio para formar un disulfuro mixtb con la proteína produciendo un mol de 2-nitro, 

5-tiobenzoato por mol de grupo sulfhidrilo de proteína (Fig. 10), El anión 2-nitro, 5-

tiobeniÓatotiel1e un intenso cól()r amarillo c~~üha ~bsorbancia molar de 13,600 M"1cm"1 a 

412 nm (Ellman, 1959; Habeeb, 1972). 

A 

Enz- s- + 

B 

Enz - s· + 1 - CH2 - coo· 

e 

o 
11 

Enz - s· + 1 - CH2 - C - NH2 

S-Enz 

/:)-, 
1 o 
CH2CH3 

Enz - s -CH2 - coo· + r 

o 
11 

Enz - s -CH2 - e - NH2 + r 

Figura 9. Esquema de reacción de la NEM (A), del ácido iodoacético (B) y de la 
iodoacetamida (C) con residuos de cisteína 
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A 

o 
11 

Enz - s· + CH3 - S - S - CH3 
11 

B 

Enz - s· + 

e 

o 

s-Q-No2 
coo-

o 
11 

Enz - S - S - CH3 + CH3 - S - H 
11 
o 

Enz-S - s-Q-N02 
. coo-

+ 

o o o 
11 11 11 

----..... /e, /e, ~ e, ..........--... 
Enz - S- + ............__ N s _ s N ......,____ -- Enz - S - S / N ..........._.-

+ 

o 
11 

__...___ /e"-. 
'-.......-N S-

Figura 10. Esquema de reacción del MMTS (A), del DTNB (B) y del disulfiram (C) 
con residuos de cisteína 
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·-·----~-·---._....--

34 



Existen además reactivos que se han usado para ditioles, es decir, para grupos tiol cercanos 

con capacidad de formar puentes disulfuro, como el As-BAL (Fluharty y Sanadi, 1961), el 

complejo cobre-(o-fenantrolina)2 (Cu(OP):Z) (Kobasi, 1968) y Ja diamida (Kosower, 1969). 

El arsenito forma derivados ditioarsenicales cíclicos con compuestos que posean grupos 

tioles vecinales, como el 2, 3-dimercaptopropanol (BAL) o el DTT. Debido a su 

estabilización por la formación de un anillo, estos derivados poseen constantes de 

estabilidad mµcho mªyor.es que los derivados monoarsenicales que· pueden fonnar~e con 
' . ·- .',. ,., ' ' - . . ' 

compuestos que poseen sÓlo\in,tiol (Siocken; 1947). 
• Y ., ~~~ r' • 

En el.caso:de1:A.s~.Bf\L; el'modelo .. p_rogue~fo paraéxplicilr.su meéafiismo;éle acción postula 
. :_, .. "·.': ·-·;.''··· '.-:·.,· - .·) . ,, ,:· - -· :.·.-.. ·.-:.,.:- ,· < .e,·: .. ;· .. ,·;,,,· • ··-- ;· .-". ·::.: '.· ·, , , .. ·-·, . _.>., ;- . 

que el compl~fo/(s-BALneutraiiza Ia'i:arga<le1:-aisénffo ¡:¡ermitiendo así9ue'éste tenga 

acceso a sitios m~y hidrdfóbicos, como puedenser sitios activos de las erizinias (Fillharty y 

Sanadi, 1961). Una vez allí, si encuentra una pareja d~. sÚifhÍ<lrÚ~s--vecin~Jes en Ja 
. - . ·-

geometría adecuada para formar un complejo ditioarsenito más'estáble que elforinado con 

el BAL, el arsenito es cedido por el As-BAL a Ja enzima, de acuerdo a fa Figura 11. 

SH 
ENZ/ + 

'- SH 

~ s s 

1 1 
H2C CH - CH2 OH 

As-BAL 

s ==== ENZ / "Aso· + 
'-s / 

SH SH 

1 1 
H2C -- CH - CH2 OH 

BAL 

Figura 11. Esquema de reacción del As-BAL con un par de cisteínas vecinales 
(Fluharty y Sanadi, 1961) 

11.3.2. Modificación química de las cistcínas de las aldehído deshidrogenasas 

Debido a Ja importancia que tienen las cisteínas en las aldehído deshidrogenasas se ha 

realizado la modificación química de estos residuos en enzimas de esta familia como Ja de 

'""~''.' ('ION ....... v 
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hígado humano (He01pel y Pietruszko; 1981; ~empel et al., 1982), de hígado de caballo (Tu 

y Weiner,J 988 aJb)• de hígado de oveja (Hill et al., 1994), del alga verde Clamydomonas 

reílihardtii(lgle~iaf'·ei al., 1987) y deºhojade espinaca (Iglesias y Losada, 1988). Estudios .. 

similaress~ h~ realizados con las BADHs de P. aeruginosa (Nagasawa et al., 1976), de C. 

didymum(Mori ~t a{, 1980), de E. coli (Falkenberg y Strom, 1990), de X .translucens 

(Morí et a{., 1992) y de hoja de~ atnaranto (Valenzuda-Soto y Muñoz-Clares, 1~94)._ E~ la 
. .. ., . 

mayoría de los casos el residuo modificado ha sido la cisteína esencial, en ciertos .estudios 

la inacÚvaC:ión total de estas enzimas producida por reactivos específicos para'élitÍ()1e·s ha 
·.:_:.; __ ;--·-

sugerido la presencia en el sitio activo de estas enzimas de residuós de cisteína \'écillíiles al 

de la cisteína esencial (Jakoby, 1968; Iglesias et al., 1987; Igle~iasy Losa~~. Í98S). ,. ·. 
-· o·-··-;··' 

Debido a su interés en el tratamiento del alcoholismo (Hald et al., 1948; ÓfahaÓl; 1~51 ), se 
' - ;·., ~-- -!' /'.c 

ha estudiado a fondo la modificación irreversible de la forma mitocondrial'.de~lá'ALDH 

hepática (ALDH2) por el disulfiram. Este compuesto forma puentes disulfilro '. riiixtos. con 
; . . . 

los grupos sulfhidrilos esenciales de la proteína, como se mostró en la Figura 1 O, (Vallari y 

Pietruszko, 1982), o provoca la formación de un disulfuro intrasubunidad (Lipsky, 2001). 

La inhibición de la ALDH2 produce una elevación de acetaldehido después de una 

ingestión de alcohol, lo que a su vez produce náuseas, vómito, taquicardia e hipotensión, 

por lo que este fármaco se ha utilizado clínicamente desde hace 50 años como tratamiento 

del alcoholismo (Kitson,_LQ77;M;hreeta/., 2001; Lipsky et al., 2001). In vivo, se piensa 

que los metabolitos del :digh¡fifaaj, cbmo el S-metil N, N-dietilditiocarbamato (MeDTC) 

sulfóxido y ·1a ·sulfoná;són<i()s,;{agentes .inactivantes de la aldehído deshidrogenasa 

mitocondrial (MacKereÚ;e1:BuX1~§-~5;·~~~~ eta/;, 1995; Lam et al., 1997) y/o citosólica de 
• ,, . ,.,.' ._,,,,:_·:·y.·;;_:;..·;'>•," _ .. · " 

hígado de humano CLám et;~t·~:i997).Jn vitro, estos compuestos son potentes inactivadores 
-,.,·;· ¡;:. 

..., . < . .",:.·· .: •... ·· .. -~/~-'-: : _: ... ¡: ·'. 
de estas enzimas. 

Otro fámmco cuyo bl~cp' pued~h ser fas ALDHs es el dinitrato de isosorbide. Este 

compuesto se u~~; c~h¡2iiJi~rit~ dol11o un relajante del músculo liso en el tratamiento de 

angina de · pec;hb, -y.~· al igual·. que el disulfiram, en el tratamiento del alcoholismo. El 
... ·.: :- ,. 

mecanismo de aC:c:ión del dillitrato de isosorbide involucra la formación de un enlace 

covalente cóh la. cisteína nucleofilica de algunas ALDHs (Fig. 12) (Mukerjee y Pietruszko, 

1994). 
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Enz- s· + Enz- S - N02 + 
H~O\ 
"o-1-/, 

ON02 

Figura 12. Esquema de reacción del dinitrato de isosorbide con residuos de cisteína 

Los primeros trabajos de modificación química realizados con la BADH de P. aeruginosa 

mostraron que diferentes reactivos para sulfhidrilos como el p-(cloromercuri)benzoato, el 

ácido iodoacético y el acetato de mercurio producen una pérdida apreciable de la actividad 

de la enzima, lo que sugirió la existencia de cisteínas esenciales (Nagasawa et ql., 1976). 

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se comprobó. que el disulfirap1 °i1;1activa 

totalmente a las BADHs de P. aeruginosa y de A. hypochóndriacus y c¡ue la: uiiióri del 

NAD(Pt a la enzima aumenta esta inactivación (Velasco-García et al., 2003). 

A pesar de su interés, se han realizado muy pocos estudios acerca de la reactividad del tiol 

de la cisteína esencial de las ALDHs en general y de los factores que puedan modular esta 

reactividad. Los únicos estudios de este tipo se han llevado cabo recientemente sobre la 

enzima gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa fosforilante (Talfournier et al., 1998; 

Talfournier et al., 1999) y no fosforilante (Marcha! y Branlant, 1999) de diferentes 

organismos. Hasta la fecha no se han realizado con ninguna BADH, por lo que 

consideramos que sería muy interesante realizar este estudio, con el fin de incrementar 

nuestro conocimiento sobre el funcionamiento de esta importante enzima, que, como 

mencionamos, puede ser un blanco para el desarrollo de fármacos contra P. aeruginosa. 

Como un primer paso para caracterizar a las cisteínas de la BADH de P. aeruginosa, en mi 

trabajo de tesis de maestría realizamos la modificación química de estos residuos con 

reactivosespecíficos para monotioles y ditioles. La inactivación de la enzima con los 

reactivos para monotioles y la protección que ofrecen los sustratos frente a esta inactivación 
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sugerían la existencia de una cisteína esencial para la .actividad de la BADH de P. 

aeruginosa. El tratamiento de la enzima con reactivos para· ditioles como el As-BAL, 

producfaÜnafoaétivaciOn reversible, lo que indicaba laexisteiidaaé·@~;pifr~ja'fü.~ Cisteínas 
·:, .. 

vecinal.es, Una de estas cisteínas parecía ser la esencial; puest() q~~ 12~ sustratos protegían 

totalmen.te frente a esta inactivación. Por otra parte, los resl!lta,d~s',de ~ociifi~~ción química 

en presencia de alguno de los sustratos parecían i~dicar que. 1,b~jb ~stas condiciones una 
, ' • - -- - - - -. - -_, --·--.--¡--~ C- .·,.-•-"- - ---• r 

cisteína no esencial se modificaba en forma simultánea a la esericialy que esta cisteína al . ' .. · ... - ---, -_, 

ser modificadá evitaba la posterior modificación de la cisteína esencial (González-Segura, 

1999). 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

P. aeruginosa está expuesta a una gran variedad de especies reactivas de oxígeno y de 

nitrógeno que incluyen superóxidos, radicales hidroxilo, peróxido de hidrógeno, 

peroxinitrito e hidroperóxidos orgánicos. Todos estos productos son generados por el 

metabolismo aeróbico de las bacterias y como intermediarios de las reacciones de respuesta 
. . - - - ) 

de defensa del hospedero. Tener un ti()I altaindJite reactivo, como se requiere para que la 
---;.·' •• =:.-¡' ·, ___ ._,,_·;·'"'.-"'-- , __ _ 

catálisis nucleofílica por un residuo de 6,ist¿Í~~;t~iiga Jugar a valores de pH fisiológicos, 
.· -.,.-;-.-;_ :'.''.· :-·. 

bajo estas condiciones aerobias s~ría un gran riesgo para la enzima BADH, ya que estaría 

expuesta continuamente a 1.a oxidación. Por esto, pensamos que esta enzima deberá tener 

algún mecanismo que le. ¡J«;:nt1ita regular la reactividad del residuo de cisteína catalítico. 

Conocer este mecanismo es de interés tanto teórico como práctico. 

Por otra parte; la ~d~ima BADH tiene otras tres cisteínas y alguna de éstás podría tener una 

función importante; ya sea en la regulación de la actividad, como parecían sugerir los 

resultados obtenidos en mi trabajo de tesis de maestría, o en la estabilidad de la enzima. 

IV. HIPÓTESIS 

Como se menciona anteriormente, la P. aeruginosa está expuesta a una gran variedad de 

especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, por lo que la BADH deberá tener algún 

mecanismo que le permita regular la reactividad del residuo de cisteína catalítico, 

confiriéndole protección contra una posible oxidación sin comprometer su eficiencia 

catalítica. Una posible fonna de modular la reactividad de la cisteína esencial de esta 

enzima podría ser mediante cambios conformacionales inducidos por los ligandos. 

Por otra parte, las cisteínas no esenciales de esta enzima podrían estar involucradas en 

alguna función reguladora de su actividad y/o en su estabilidad. 
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V. OBJETIVOS 

V. l. OBJETIVO GENERAL 

Investigar el papel que juegan las cisteínas en la actividad y/o estabilidad de la BADH de P. 

aeruginosa mediante la modificación química y la mutagénesis sitio-dirigida. 

V. 2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar el pK0 de la cisteína catalítica midiendo su reactividad frente a un reactivo 

específico a diferentes valores de pH y en ausencia y presencia del NADP+. 

2. Investigar el efecto que puedan tener los ligandos sobre la reactividad de la cisteína 

esencial. 

3. Investigar el papel de las cisteínas no esenciales en la actiyidad y/o en la estabilidad de 

la BADH. Para ello, en las enzimas mutadás ep ~stas d~teí~as ~or mutagénesis sitio

dirigida se estudiarán: 

a) Sus propiedades cinéticas, determinando Km par~¡o~.~u~fratos .y kcat· 
- - .. ~ 

b) La reactividad de su cisteína catalítica. .; '{ ·.·.· .. 

e) Sus propiedades estructurales, investigando po~ibl~~ Cambios en estructura secundaria, 

terciaria y cuaternaria. 

d) Su estabilidad bajo diferentes condiciones (altas temperaturas, dilución, bajas 

concentraciónes de K+ y agentes desnaturalizantes como la urea). 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los materiales y métodos que se emplearon en este trabajo se describen en los artículos 1, 11 

y III. La técnica empleada para la modificación de las cisteínas por As-BAL, no contenida 

en esos artículos, se describe a continuación. 

VI.1. MODIFICACIÓN QUÍMICA DE LAS ENZIMAS BADH SILVESTRE Y 

MUTANTES DE P. aer11gi11osa POR As-BAL 

Las enzimas puras, BADH silvestre y mutantes (20-30 µg/mL), se incubaron con As- BAL 

250 µM en un amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.5, que contiene 13-mercaptoetanol 5 

mM, sacarosa 10% (p/v), EDTA 0.05 mM y KCl 125 mM. Se tomaron alícuotas de 5 µLa 

diferentes intervalos de tiempo y se determinó en ellas la actividad enzimática remanente. 

La solución'ct~ A~-B,AL se preparó inmediatamente antes de su uso, mezcla.tl~bsoluciones 
equimolares de As y BAL en agua destilada en una proporción 1: 1 (Bagui et al., 1996). 

Los datos experimentales de inactivación se analizaron utilizando un programa de regresión 

no lineal y la ecuación de decaimiento exponencial sencillo parcial (ecuación 1): 

(1) 

en donde E1, Eo y Er.o son la actividad de la enzima BADH al tiempo t, al tiempo cero, y al 

tiempo de equilibrio (tiempo oc), respectivamente, y k es la constante de velocidad de 

inactivación de seudo-primer orden. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La tesis se encuentra dividida en dos partes, la primera se refiere al estudio de la reactividad 

de la cisteína esencial y la segunda al estudio del papel de las cisteínas no esenciales en la 

actividad y estabilidad de la BADH de P. aeruginosa. 

VII. l. REACTIVIDAD DE LA CISTEÍNA ESENCIAL DE LA BADH DE P. 

aer11gi11osa 

Los experimentos de modificación química realizados durante la maestría nos mostraron la 

existencia de una cisteína esencial para la actividad de la BADH de P. aeruginosa 

localizada en el sitio activo. El alineamiento de la secuencia de la BADH con las secuencias 

de otras aldehído deshidrogenasas indicó que la Cys286es la única cisteína conservada y, 

por tanto, es el nucleófilo involucrado en la formación del tiohemiacetal con el sustrato 

aldehído, lo que se confirmó en un estudio reci~rlte de mutagénesis sitio-dirigida (Velásco.

García y Muñoz-Clares, datos no publicados). Con el fin de estudiar la rea~tivi~acld~-esta 
cisteína catalítica y los factores que pÜ~de~ modularla, modificamos> J!;:1a·;e~ima 
químicamente con el MMTS, un r~activoque reacciona rápida y e~~e~ífi6~11le'rit~· con 

grupos tioles introduciendo un grupopequeño dentro de la proteína c-sc83>·~' 
Los resultados obtenidos se presentan en dos artículos. En el.primero dé;eH6s;·.titulado 

"Modulation of the reactivity of the essential cysteine residue of 6~i~i~~ ~ld~~yde 
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa" y publicado en la revista Biochemical 

Journal, se agrupan los resultados del estudio de modificación química de la cisteína 

esencial usando MMTS y la modulación de su reactividad por la unión de los nucleótidos 

oxidados y reducidos. 

La S-metilación del grupo tiol de las cisteínas con MMTS ha sido bien caracterizada en 

numerosas enzimas, comprobándose que la especie reactiva hacia el MMTS es el ión tiolato 

(Lewis et al., 1976; Roberts et al., 1986). Se ha encontrado lo mismo para la reacción con 

otros reactivos específicos del grupo tiol, como la N-etilmaleimida (NEM) (Bednar, 1990) y 

la iodoacetamida (Talfoumier et al., 1998; Marcha! y Branlant, 1999), y para las reacciones 

con especies reactivas. de oxígeno como el radical superóxido (Barret et al., 1999) y el 
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peróxido de hidrógeno (Poole y Claibome,. 1989; Denu y Tanner, J 998; Griffiths et al., 

2002). Por ello, la reactividad de los grupos tioles de. faprotefnas está determinada, además 
·-- ,._ e~- - -·.·-· ·----"'- ·-·' .•. ,.,,-- ·. ·'· ,. - . - - .. - - - • 

de por su accesibilidad al disolvente7pcN'la~fra¿ciÓÜ cl¿l Úbl~qu~esté preserite en la fonria 
: • ''" ,.; "-·;~--~~:,·~~N-·::•:•'-' .. ¡·'·'...~. '•' • • • ' 

de ti o lato y por la reactividad intrínseca (le' este ti o lato; [os dos:últimos factores dependen 

de Ja basicidad del grupo ~i~I, ~~,~~'bi~·~d~·'~;}~k~.~d~bid~ J<que éste define ~el k:r~cl~ de 

ionización y la reactividad Ínt~Ínseca 1_<Íefgrupo tibia cualquier valor de pH (Fersht;J 9~9): 
-o·=-o=:o~ -';-.-Oo-c; __ --·;;-.=- -<'o;=c·--.,-~--= --:O:~--,---~-- __ - ---E-;;~--"""';·2,;,,_~-t~-:,~--,,-.;~;';---. 

Como esperabamos, se e1contró que la cistefna es muy reactiva en ·un h1tervalo de J'H. de 

5.5 - 9.0. La dependenci~clet;fide la c~n~tante de velocidad de inactifacion'/de;s~gundo 
orden de BF\~Hp*iJ~tMfs sÜgiere que a valores consid~rab¡~nie~t7;~i11,f¿ri§re~:~~~J.O la 

cisteína ·eseilciaI'"~~i~te''C:órrio, tiolato,. lo cual posiblein~nte pued~,d~~~r~~·.a)~:f?hri~clÓÍ1 de 

un par iónicb ·2on.\1n'.residuo cargado positivamente. Supo1li~ndo~·qye este·:.es el :'caso, 

ajustamos ~Úe~Ko~:·dat~s,experimentales a la ecl1aciónderivad~ ~~1,~e~~'¡~~:b q~e se 
• 1, : ' J ' - •• ' •• :·;.; •• ·:. ,,,.,.. ·"·.· "··· 

muestra· en Ja flgura 13 .·y estimamos los valores de• pK0 macroscópicos Jahtci.::déi ti o lato 

presente en la especie que contiene el tiolato formando eLpar.iónico .colllo de iqu~Úa.~llla 
que no l~ ·forma. El valor de pK0 estimado para el tiolato li.br~ fue de 8.6, mi~~tr~sqÜ~ para 

el tiolato que forma el par iónico fue de 4.0. Este .ú\tilrio y'~l~{se encuentra en el intervalo 

de 3.3 - 4.0 que se ha encontrado para el tiolato deJ siti0: a~iifo de las tiol proteasas (Lewis 

et al., 1976; Roberts et al., 1986; Polgár y Cson1~·}~~ZY ····• • · 
La desprotonación del residuo cargll~º po~itiy~~6t~{q~~ hipotéticamente forma el par 

- '. ~ ---·- _,.- ---·-r"', -·. - ,-

iónico con el tiolato, aumenta la re!lstiyi.clád.K<l~'. é~td,'iincrementando su pKa y/o su 

exposición al solvente. Laform~cióri d~ ·~~re~iÓÜi¿b~>'provoca así una disminución de 

varias unidades de pH · e~·;el:-~,,Jª.·~~I ti~~ y, ~~r l~-tI~t6; ·a los valores de pH del medio 
:.· .. ·. ¡" _-,._,,,-_ :' - .•.• ···-·. '_ .• _._,._, __ '" 

intracelular el residuo dé cisteína cataÚtiC:a estárilaycÍritfu.iamente en forma de tiolato. 

El mecanismo de activación qufinlcá de ·~11 tÍol d~·:·Ja cisteína esencial a través de la 

formación de un par iónico con ~n residÜo'.~argad~·positivamente (histidina generalmente) 

que estabiliza al ión tiolato se ha en69r1if~dcs'.~1l diferentes enzimas, como la papaína 

(Polgár, 1974; Lewis et al;, l 976; Robertifei al., 1986), la subtilisina (Polgár y Halasz, 
'. "'1·> ; \ ... - ' 

1973 ), Ja glutation transferasa. ele. plaá6t~ humana (Lo Bello et al., 1993 ), la arsenato 
' . . _; .>« '. .. ~ .. :· -! ; . "-"-' l . ' -

reductasa (Gladysheva et ál.;1)9Q6)',·/1a cllálcona sintasa (Jez y Noel, 2000), la 

gliceraldehído 3 fosfato deshicifógenas~ no fosforilante (Marcha) y Branlant, 1999) y 
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fosforilante (Polg~, 1973; Sollkri et al., 1989; Talfoumier e/ al., 1998). Todas estas 

enzimas.· requieren d~ .•. una. cisteína ... altfil11ent; r.eactiva •para llevar a cabo la catálisis 

nucleófílica; En fa.'Tiiblthv\e·mu~stfan !Osvalo~es-<Í~°'pK0 y de reactividad de algunas 
:,_ ' .. ,: .. ' . ,• . - '•. ·-.· , . 

enzimas que se ccmoce. formari un par ic)nico, 
1

0 se supone que lo hacen, como el caso. de la 

BADH de P. aeruginosa. 

~s-
K11 XH+ K,2 

~ ~ 

~SH ~: XH+ Ka Kb 

~ ~~ ~ K21 K22 

A B e l ks[MMTS] !kc[MMTS) 

Figura 13. Mecanismo de ionización de un grupo tiol de un residuo de cisteína 
formando un par iónico. K11 y K 22 son las constantes microscópicas de disociación del 
protón del grupo tiol. K 21 y K12 son las constantes microscópicas de discociación del protón 
del grupo cargado positivamente. Ka y Kb son las constantes macroscópicas de disociación 
del protón de las especies A y B, respectivamente, y ka y kc son las constantes de segundo 
orden de la reacción del tiolato en las especies B y C con MMTS, respectivamente 
(González-Segura et al., 2002) 
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Tabla IV. Constantes de velocidad de segundo orden para la reacción de los residuos 
de cisteínas catalíticas con los reactivos específicos y valores de pK macroscópicos de 
sus grupos tiol 

Enzima Reactivo ka pKa kc pKb 

(M"1 s"1) (M"1 s"1) 

GraP-DH de E. coli <1> 

Iodoacetamida 

Apoenzima 2.7 4.45 38.5 8.87 

Holoenzima 12 5.75 234 8.35 

GraP-DH no fosforilante 

de S. mutans <2> 

lodoacetamida 

Holoenzima 64 6.78 164 7.53 

Glutation transferasa 

de placenta humana <3> 

Bromopiruvato 20 3.9 1.3 x104 9.2 

Proteinasa del . 

Rinovirus 2A <
4> Iodoacetamida 2.1 7.06 19.5 9.16 

Iodoacetato 0.5 5.68 3.1 8.93 

Papaína <5> MMTS 2.1 X 105 4.0 5.1 x105 8.6 

BADH de 

P. aeruginosa <6> 

Apoenzima MMTS 5x 102 4.0 3.9 x104 8.66 

Holoenzima 5x 103 4.0 1.4 xl04 7.44 

De acuerdo a la Figura 13. ka y kc son los valores de las constantes de inactivación del 
tiolato en las especies B y C. pKa y pKb son los valores de pK macroscópicos del tiolato en 
las especies B y C. GraP-DH, D-gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa; 2PDS, 2,2'
dipiridil disulfuro. Estos valores fueron tomados de <

1
> Talfoumier et al., 1998; <2> Marchal y 

Branlant, 1999; <
3
> Lo Bello et al., 1993; c4> Sárkány et al., 2000; <

5> Roberts et al., 1986 y <6> 

González-Segura et al., 2002. 
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Como se puede observar en esta tabla, los valores de pKa son muy parecidos entre todas 

ellas para las dos especies_de tiolatos. Sin embargo, en los valores de las constantes de 
>' - -- - -

inactivación ~de -segundo 6iden sí existen diferencias. Por ejemplo, los valores de las 

constantes de segundo prden d~ la reacción del tiolato formando el par iónico (k0) y del 

tiolato libre (kc),de°I~:BADI-l con el reactivo modificador son de casi .tres órdenes de 

magnitud y ·.de: un .·orden de magnitud, respectivamente, menores que 16s valores 
_::_--,---·---''~-"'.- .i:'-~_-_-,;cc;oc:_~--.-=~o----

correspondiente(obseryados con la. papaína.Además, la comparación de nuestros· datos de 

reactividad- d; l~~hl~teÍ~a esencial con el MMTS cuando está formando eLpar ióriico y 

cuando está eÍifOima'de tiolatcl' li1're/con el valor que se obtiene a partir de la e°fuación de 

Bremsted nos in~~caque la reactividad de la cisteína esencial es baja. EstO pdsiblemente se 

deba a que la cisteína no está completamente accesible al solvente, es decir, que exista una 

inhibición estérica de la reacción producida por la estructura de la proteína. 

Los resultados del ajuste de nuestros datos a la ecuación derivada del modelo de un par 

iónico con dos grupos ionizables, indicaban que podría estar involucrado un tercer grupo 

que disminuía la reactividad del tiolato. de acuerdo con la Figura 14. Esto también se ha 

planteado en otras enzimas como la papaína (Roberts et al., 1986) y la chalcona isomerasa 

(Bednar, 1990). 

Hasta la fecha no hemos identificado a los residuos de aminoácidos que puciier!ll1 estar 

afectando la reactividad de la cisteína esenciaJ. Sin embargo; con la ayuda de! :g,ocÍe!o 

tridimensional de ~\.lestra enzima, realizado en este.trabajo~e t~si~'conla colaboraC:i'óri del 

Dr. Enrique Rudiño Piñera del Instituto d~ Bl()t~gn~lqgí~ cl(! _lá llNAM, basándonos en las 

coordenadas cristalográficas de la única BADH~:duy_~ e~tructura tridimensional se conoce, 

que es la de hígado de bacalao, pensamos que los posibles candidatos son la Lys96 y la 

I-Iis333, aunque en el modelo se encuentran a una distancia de 1 O y 13 A de la cisteína 

esencial, que es demasiado lejos para formar un par iónico. Para poder concluir a este 

respecto nos falta tener las distancias reales, las cuales se podrán conocer cuando se obtenga 

la estructura tridimensional de nuestra enzima a partir de cristalografia y difracción de rayos 

X. Aun cuando se encontraran a una distancia de la cisteína esencial no adecuada para 

formar un par iónico, pudieran tener efectos sobre la ionización del grupo tiol, porque, 

como se ha propuesto en el caso de la ribonucleasa seminal (Parente et al., 1985) y de la 
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a.1-antitripsina, el efecto electrostáticp de las cargas positivas en el ambiente que rodea a la 

cisteína esencial de estas enzimas.es la base de su ionizaciónycdesu reactivida~ (Griffiths 

et al., 2002). 

~· ~: XH+ 

YH YH 

~SH ~:H ~: ~:· XH+ 
KA Ka Kc 

YH YH YH Y· 

~SH ~:H XH 

Y- Y· 

A B e D 

lka[MMTS] ! kc [MMTS] !ko 

Figura 14. Mecanismo propuesto para la ionización de un grupo tiol de un residuo de 
cisteína esencial de la BADH de P. aerugi11osa. KA, K 8 y Kc son las constantes de 
disociación macroscópicas de las especies A, B y C, respectivamente. k8 , kc y k0 son las 
constantes de segundo orden de la reacción del tiolato en las especies B, C y D con MMTS, 
respectivamente (González-Segura et al., 2002). La especie C es menos reactiva que las 
especies B y D. 
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a.1-antitripsina, el efecto electrostático de las cargas positivasen eLambiente que rodea.a la 
- - - -- - _, -, - - - - ~- - - - - - . ' 

cisteína esencialde estas enzimas es la base de su ionizacióf1 y de sureactividad(Griffiths 

et al., 2002). 

bª b= . XH+ 
YH YH 

bª" b=" b=· b:· XH+ ~ ~ 

KA Ke Kc 
YH YH YH Y-

bª" b=" XH 

Y- Y-

A B e o l k B [MMTS] l kc [MMTS] l k D 

Figura 14. Mecanismo propuesto para la ionización de un grupo tiol de un residuo de 
cisteína esencial de la BADH de P. aerugi11osa. KA, Ka y Kc son las constantes de 
disociación macroscópicas de las especies A. B y C, respectivamente. ka, kc y k0 son las 
constantes de segundo orden de la reacción del tiolato en las especies B, C y D con MMTS, 
respectivamente (González-Segura et al., 2002). La especie C es menos reactiva que las 
especies B y D. 
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En otras enzimasse han encontrado interacciones diferentes capaces de activar al grupo tiol . . 

como se ha descrito en la sección de antecedentes de esta tesis. 
·'"· .-~" • ·e-~·-· 

En el modelo tridimensional de la BADH de P. aeruginosa, al igual ~que en' la~estructura 
cristalográfica de la BADH de hígado de bacalao, la cisteína esencial, Cy~286, se encUentra 

localizada en un asa, por lo que descartamos que su activación se deba aler~ct6"cle!dipolo 
de la hélice alfa. La Cys286 se encuentra en el fondo de un túnel que .va descle la superficie 

de la molécula hacia este residuo. Existe la posibilidad de que e¡G_ll.!25'.2, c¡ue es la base 

general que se ha propuesto que participa en la acti.vación de la molécl.ll~ de agua en el paso 

de desacilación, pueda estar activando al tiol · toro.anclo su pr~tón § co~~i~rtl~ndolC> en 

tiolato. De hecho esto se ha propuesto parala ald~bído d~shi~rogenas~·\nÚ1:o~ondrial de 

hígado de humano (Wang y Weiner, 199S); Sil1 embargo, está posibilidad aún Ílo ha sido 

probada en nuestra enzima, por lo que sería conveniente realizar una mutante de este 

Glu252 para determinar la reactividad de la cisteína esencial en ausencia de este residuo. 

VII.2. MODULACIÓN DE LA REACTIVIDAD DE LA CISTEÍNA ESENCIAL POR 

LOS LIGANDOS 

Para determinar el pK8 del grupo tiol de la cisteína esencial en el complejo binario enzima

dinucleótido, investigamos la dependencia del pH de la constante de velocidad de 

inactivación de segundo orden de BADHpor MMTS a concentraciones saturantes (6 mM) 

de NAD(P)+ y Nf\[)(J':)l'.l; Encó11tramos que la ir1cubación ele T~ enzima con MMTS en la 

presencia d~ l~sJafn~bJ~~tldb'~ r~sUÍtÓ' en ~n~ pé~did~:d~' ~cti~iclad que sigue una cinética 

bifásica: una Wii~~r.~~'fa~~nípida con una alta re~~fivid,~ddei tiolato seguida de una segunda 

fase con m~ho~ f~:~cti~idad del tiolato. 

La existencia ~~ JJ1~ inactivación bifásica en pres~ncia del NADP+ nos sugería que la unión 

de los nucleJ~idos reducidos u oxidados p~cl~f~n producir un cambio conformacional 

relativamente lento que hiciera al tiolato me116~; accesible al solvente. Para probar esta 

posibilidad;s~inicióla reacción. dela enzi!Ilacoli MMTS después de diferentes periodos de 

preincubación conNAD(Pt o NAD(P)H. 
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En la Figura 15 se presentan los resultadosdel efecto del NAD(J>t y NAD(P)H sobre la 
~ - - --

inactivación de la BADH por MMTS, 

resultados obtenidos con NADH. 

Las cinéticas de inactivación de presencia de NAD(Pt y 

NAD(P)H son muy similares: a medid~ qtid~~~entael tiempo de preincubación con el 

dinucleótido, la amplitud de la primera fase de inactivación disminuye, mientras que las 

constantes de velocidad de inactivacióll de seudo-primer orden permanecen. sin ningún 

cambio. El NAD+ y el NADH producen un efecto muy parecido sobre las cinéticas·de 

inactivación de la BADH por MMTS, como.se observa en las Figuras 15A~iBJ,·2ifincl'o se 
.: - '- i .. ,,, ' ••.• ,.~-. ~, 

realizan las cinéticas de inactivación por MMTS'en presencia del NADP y~el'NAD¡:>Hse 
observa que el efecto de estos dos dinucleótidos es múy similar (Figilr¡s-1 sC}D). :Eri los 

insertos mostramos el cambio con respecto altieIJ1p() de preincubación en la amplitud de la 

primera fase, es decir de la proporción de acÚvid~cl ehzinlática perdida en la primera fase de 

inactivación. Estos datos se ajustaron a una ectiación,de un doble decaimiento exponencial, 

considerando que al tiempo cero de preincubación teníamos el 100% de holoenzima en la 

conformación E', que es ¡a enzima con el tiolato de alta reactividad y conforme va 

aumentando el tiempo de preiricubación · va·· disminuyendo la conformación E' y va 

apareciendo la confomí~ciól1 E", que.es la enzima con él tiolato de baja reactividad. De esta 

fomm se obtµvie~~ri\a~:~~~sta~tes de velocidad para el cambio de E' a E" que se muestran 

en la Tabla id~r~dí~ulo !junto con los resultados de la reactividad del tiolato en estas 

formas de la enzim~. 

En un estudio realizado con la enzima gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa no 

fosforilante de Streptococcus mutans se reportaron cambios de reactividad del tiolato 

esencial inducidos por dinucleótidos (Marcha! y Branlant, 1999). Sin embargo, estos 

hallazgos son diferentes a los nuestros, ya que ellos encuentran una disminución rápida 

inicial en la reactividad del tiolato producida por la unión del dinucleótido, seguida de un 

lento aumento en la reactividad. 
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Figura 15. Efecto de los dinucleótidos sobre la inactivación de BADH por MMTS. La 
enzima (0.5 µM) se incubó con 5 µM de MMTS en ausencia (•) o en presencia de 6 mM 
de NAO+ (A), NADH (B), NADP+ (C) y NADPH (D), los cuales fueron agregados a la 
enzima a 1 (O), 3 (e), 5 (O), 15 (+), 30 (.&.), 60 (<>)y 120 (ó) min antes del tratamiento 
con MMTS. El amortiguador usado fue MES/HEPES/CHES 30 mM, pH 8.0, con EDT A 1 
mM, KCl 25 mM y trehalosa 600 mM. Los datos obtenidos en ausencia del dinucleótido 
fueron ajustados a la ecuación de un decaimiento exponencial sencillo y los obtenidos en 
presencia del dinucleótido a la de un doble decaimiento exponencial. En los insertos se 
observa el regráfico de las amplitudes de la primera fase de inactivación contra el tiemno. 
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Se estudió además el efecto del NADP+ sobre la reactividad de la cisteína catalítica en un 

intervalo de pHde 5.5 a 9.0 y se encontró que en presencia de concentraciones saturantes de 
- - - '.·.- _-- - .,- ---. -.-.·"" 

NADP+ liicreactiviC!iia del tio!ato-se encuentraaurrientada significativamente en los valores 
. '·' ' . -_,- ' ·_, 

de pHmenoresa 8.5, en comparaCión con lo que se obtuvo en ausencia del dinucleótido 

(Figura 3 d6! Artículo 1). La constant~ develocidad de inactivación de segundo orden del 

ti o lato en_ eL Pai: iónJ~.º es. tó veces mayor en la holoenzima que en la. apoenzima. Por otra 

parte, la unióll de!]:\J~Dp+ elimina el efecto del tercer resid_uo-qúe afectaba l~-react!~idad de 

la cisteínae~en~ial y elpKa del tiolatolibre, que en este caso es de 7.44,qué:es §ás!de una 

unidad de pHpor debajo del valor de pK0 del grupo tiol de:lll1aci~teína libd.~ .'.\ ,.'.' • 

Estos resultados proveen evidencia de una activaci~n coÜ?·cii~ci~nal ;de;.ia diste¡naes~ncial 
después de que se une el dinucleóticlo, sugiriendo.'qu~;k.;~al~~es;d~;~II{p6r:_d~baj~ de 8.5 

: - --<. ·,:_,_,_:;:: ~--.;~i- .\~"·~·-_:,-,,~::~.; :i;:..~'--·'.:'..: .... :-,'<': :'_".'' ,·. 

esta unión dispara un rearreglo del sitio activo hacfau~a c~rifdnnaC:ión 111ás;~bieÍ1ar lo.' cual 

probablemente lleva a que el tiol se vuelva más ac~e~ibt~-;~1i~b!V~ntey;~~r))~'cial1tó tenga 
.\-~¡~ -. ~'.~-- ~j'. ', ., ,.' .-\.. -"e,; .. , ,, -. : 

~~a p:;~~r ::a~~iv~:;:~dencia del pH del cociente entre< li·c~~stB.nt~F~e v~locidad de 

inactivación de segundo orden en presencia y ausenciade_ NADP+behi,iú6 ~l1contrar un 

grupo ionizable de un residuo de aminoácido con un pKa 1.16, 
1

c~y~ ~~~ta'nación está 

relacionada con el cambio rápido de reactividad de la Cys286 por la unión del dinucleótido. 

Este resultado sugiere que el rearreglo rápido del sitio activo inducido por el dinucleótido, 

el cual proponemos que resulta en una conformación más abierta, requiere que cierto grupo 

se protone. 

En nuestro laboratorio se ha encontrado recientemente que la presencia de los nucleótidos 

oxidados aumenta la velocidad de inactivación de la BADH de P. aeruginosa por 

disulfiram, cuando los ligandos y el reactivo modificador se agregan simultáneamente a la 

enzima (Velasco-García et al., 2003). Esto concuerda con el aumento en reactividad del 

tiolato inducido por los dinucleótidos oxidados encontrados en este trabajo. Sin embargo, 

en contraste con los resultados de esta tesis, los dinucleótidos reducidos produjeron una 

disminución en la inactivación por disulfiram (Velasco-García et al., 2003). Esta 

discrepancia podría deberse a las diferencias de tamaño entre los dos reactivos para tioles. 

Es posible que la unión del NADH y del NADPH, pero no la de NAD+ y el NADP+, 
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disminuya la accesibilidad del tiolato esencial al reactivo voluminoso, lo que produciría una 

protección frente a este reactivo a pesar de que tanto los nucleótidos oxidados como los 

reducidos al1m~ntenla rea~tividad del tiolato, como encontramos con MMTS; ~> • 

En resumen, nÜestros resultados indican que la unión de los dinucleótid~s tienedos efectos . . - . . . -

sobre la re~ctiJid~d deFtiolato hacia el MMTS: 1) un incrementcJ. frah~frori~ en su 

reactividad;apH>p~r debajo de 8.5, resultado de un cambio confo~acional fuJy rápido, y 

. 2) una di.smi~Üclóil~l1reaciividad como resultado de un cambio é:c:lnro~aCio~~Del1t6. 
-. . _,_ ---~ . . - - ., '-

La conformación del sitio activo de la apoenzima produce Ün. tiol·éon baja reactividad, a 

pesar d~ c!~e!~~e /éncuentre en la forma del .tiolat& Esi~·! C:6rif~rmación "cerrada" 

prob~blem,el!;~ :~i6}~J~ a· ... l.a · apoenzima· ·de m1a inactiv~c;:i<)R 'por:~xidación del tiolato 

cata!ítico'':·p~r ~r~~Íg~l}O ambiental O por especfos reac~iV~~. de Ó~Ígeno, ya que hemos 

encontra'cÍ6 ~~e'fkªAQH·d.e P. aeruginosa ~ermanece acti~a.afu124 h después de haberle . ·.:-- ·; ;·, - .. '-· ..... ;. ·. ·· .. ··. . . ' ' . . . 

quitado ~l rdcÍuC:tor>.elcual sélltiliz~ para proteger a· la enzima de oxidación ·por oxígeno 

ambiel1ta:l. E~ 'd~ntraste, la alta reactividad del grupó tiol de ia cisteína esencial en la 

holoenzima podría ser perjudicial, porque puede incrementar el riesgo de oxidación de este 

grupo; 
. . 

La unión de los dinucleótidos aumenta la reactividad de la cisteína esencial, probablemente, 

como ya se ha discutido, porque haya un aumento en la accesibilidad de su grupo tiol al 

solvente. Esto daría como resulta.do un aumento en la velocidad de formación del 

tiohemiacetal con el sustrato •·aldehído, por lo que el. rápido cambio conformacional 

producido por la unión de los dinucleótidos probablemente pfodticiría una holoenzima con 
•• - - ' - - '; • • .. u- : ' ~ .- - • - - ·- - - ---

más alta afinidad por la betaíl1a aldehído que la apoenzima .• El:mecanismo c.inético de la 

BADH de P. aeruginosa es consistente con esta propuesta, ya; ~u~ .. el.dinucleótido es el 
. ·; ·. 

primer sustrato que se une preferentemente (Velasco-García et ti/i; 2óoo); Por el contrario, 

el cambio lento inducido por los dinucleótidos, que resulta en unácoriformación de enzima 

con un tiol esencial muy poco reactivo, se traduciría en una protección de la holoenzima 

contra la inactivación, efecto que podría ser relevante si las concentraciones de aldehído son 

bajas, y por tanto exista una elevada proporción de holoenzima libre. Nuestros resultados 

sugieren que la BADH de P. aeruginosa ha desarrollado un mecanismo complejo, que 
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involucra una serie d.e rearreglos en el sitio activo, para ajustarla reactividad del tiol 

esencial de acuerde> con la disp~l"libllldad de lo~ dirmcleótidos.y del sustrato. 
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VII.2.1. Artículo l. 

"Modulation of thc rcactivity of thc csscntial cystcinc rcsiduc of bctainc aldchydc 

dchydrogcnasc from Pse11domo11as aer11gi11osa" 
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Modulation of the reactivity of the essential cysteine residue of betaine 
aldehyde dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa 
Lilian GONZALEZ-SEGURA ·t. Roberto VELASCO-GARCiAt and Rosario A. MUÑOZ-CLARES•1 

'Departamento de B1oquim1ca. Facultad de Química. Universidad Nacional Autónoma de Mexico. Mex1co D.F., 04510, México, and tlaboratorio de Osmorregulación. 
F.E.S lztacala., Universidad Nacional Autónoma de México, Avenida ae los Barrios. Tlalnepantla, Estado de México, 54090, México 

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) catalyses the irre
versible NAD(P)'-dependent oxidation of betaine aldehyde to 
glycine betaine. In the human opportunistic pathogen Pseudo
munas ª"'"Ki110.w this rcaction is an obligatory stcp in thc 
assimilalion ofcarbon and nitrogen when bacteria are growing in 
choline or choline precursors. As with every aldehyde dehydro
genase studied so far, BADH possesses an essenlial cysteine 
rcsidue involved in the formation or thc intermediale thio
hemiacetal with thc aldehyde substrate. \Ve repon here that the 
chemical modification of this residue is conveniently measured 
by the loss in enzyme activity, which allowed us to explore its 
reactivity in a pH range around neutrality. The pH dependence 
ofthe observed second-order rate consta ni of BADH inactivation 
by methyl methanethiosulphonate (MMTSl suggests thal al low 
pH values the esscntial cystcine residue eXJSlS as thiolate by 
the formation oían ion pair with a positively charged residuc. The 

INTROOUCTION 

Thc human pathogcn Pst•tulomonas aeruginosa is a ble to grow on 
choline as well as choline precursors as the sole carbon, nitrogen 
and energy sourcc [ I ]. One obligatory step in the catabolism 
of these compounds is the irreversible NAD(Pl'-dependent 
oxidation of betaine aldehyde to glycine bctaine. catalysed 
by betaine aldehyde dehydrogenase (BADH. EC 1.2.1.8). Glycine 
betaine is one of the most efTective osmoprotectants in bacteria, 
algae. highcr plants and animals [2.3]. P. aerugi110.w is able to 
thrive under osmotic stress, particularly in the prescnce of the 
osmoproteclanl glycine hctaine orcompounds which can produce 
glycmc betaine. sueh as phosphatidylcholine. acctylcholinc. phos
phorylcholinc or cholrne [4,5]. Bccausc hoth osmotic stress [6] 
and thesc compounds [5.7-9] are prcsent in the llssues 1nfectcd hy 
1hc bacteria. it is conccivahle that BADI-1 is a kcy cnzyme in the 
establishment and growth or the pathogcn. Given thc high 
prcvalcncc of antihiotic-resistant strains of P. a<"rugino.w. it is 
desirablc to design new chemotherapeutic agents againsl this 
opportunistic pathogen. A rational approach should rely on the 
idcntilication of aspects in the biochemistry of the bacteria 
that can he exploitcd. One such targct mighl he thc enzyme 
BADH. 

Although the physicochemical and kinctic propcrtics of BADH 
havc hcen studied [ 10.11). little allention has been devoted to the 
study of the amino acid residues in the active centre of this 
cnzyme and no data are available on its reaction mcchanism. On 
the basis of its likcly analogy with the mcchanism of other 

estimated macroscopic pK values are 8.6 and 4.0 for the free aqd 
ion-pair-forming thiolate respectively. The reactivity towards 
MMTS of both thiolate forms is notably lower than that of 
model compounds ofsimilar pK. suggesting a considerable steric 
inhibition by the structurc of the protein. Binding of the 
dinucleotides rapidly induced a significan! and transitory in
crement of thiolate reactivity, followed by a relatively slow 
change to an almost unreactive form. Thus it seems that to gain 
protection against oxidation without compromising catalytic 
efficiency, BADH from P. aeruginosa has evolved a complex and 
previously undescribed mechanism, involving severa! conforma
tional rearrangements of the active site, to suit the reactivity of 
the essential thiol lo the availability of coenzyme and substrate. 

Key words: chemical modification. NAD(P)H-induced confor
mational changes, thiolate pi\, thiolate reactivity. 

aldehydc dchydrogcnases [12-14] it can be assumed that the first 
step in the BADH-catalysed reaction is the formation of a 
thiohemiacetal betwcen an essential cysteine residue and thc 
substrate bctuine aldehyde. However, this propasa! has not becn 
testcd experimentally. The primary sequence of BADI-1 from P. 
aer11¡:i11osa has already been published as a result of the Pseudo-
111011as Genome Projcct [15]. The BADI-1 subunit has 490 residucs 
and only four cystcine residues. Alignment of the Pse11domo1ws 
BADI-1 sequcnce with ali other known aldehyde dehydrogenase 
sequenccs [16] indicates that Cys'" is the only conserved cysteine 
residue and it is probably the nucleophile involved in the 
thiohemiacetal formation. A study of the site-directed mutan! 
Cys'"' - Ala confirmcd this prediction (R. Vclasco-Garcia and 
R. A. Muñoz-Clares, unpublished work). 

To undcrstand the mechanistic aspects of the BADH reaction 
in l'.H•uciomonas. wc modificd thc cnzymc chcmically in an allempt 
to investiga te thc factors affecting the rcactivity of the essential 
cysteine residuc. The reactivity of a protein's thiol group is 
detcrmincd by severa! factors: ( 1) the fraction of the thiol that is 
prescnt as the thiolate form; (2) the intrinsic reactivity of the 
thiolatc. which is dependen! on the basicity ofthis group; and (3) 
the accessihility ofthe thiolate group to the solvent. \Ve therefore 
dctcrmined the pK of Cys'" becausc this defines the extent of 
ionization and thc intrinsic reactivity of its thiol group al any 
given pH valuc. Chemical modification with melhyl methanethio
sulphonate (MMTS). a small reagent that reacts rapidly and 
specifically with thiol groups and introduces a small group 
(-SCH,) into the protein [17], has been used. In addition, by 

Abbreviatrons used BADH. bclarnc aldcnyde dcnydrogcnasc. Ches. 2-(N-cyclohexylamrno)elhanesulphonic acid; DTI. d1lhiolhreilol: MMTS, melhyt 
mcthanelhiosulphonatc. Nbs2 5,5' ·d1th1ob1s-(2-nitrobcnzo1c ac1d) 

1 To whom corrcspondcncc should be addrcsscd (e-mail clarcs(tl 1serv1dor.unam mx). 
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comparing the observed reactivity of the essential thiol towards 
MMTS with that expected for model alkyl thiols of similar pK 
values, the accessibility of this group to the solvenl can be 
inferred. 

We reporl here that the essential Cys residue in the BADH 
molccule exists mostly as a thiolate ion in the pH range 4.5-9.0 
as a result of the fonnation of an ion pair with a positively 
charged residue. The low reactivity of the apoenzyme thiolate 
suggests that this group is not fully exposed to the solvent. 
However, al pH 8.0 and below, its reactivity increases signifi· 
cantly on binding of the oxidized or reduced coenzymes. This 
incrcasc is transitory because the reactivity progressively de
creases to a fixed low value, mosl probably as a consequence of 
a relatively slow ligand-induced conformalional rearrangement 
of the active site. The possiblc implications of this new complex 
mechanism of modulation of thiolate reactivity are discussed. 

MATERIALS ANO METHDDS 

Chemlcals and blochemlcals 

Betaine aldehyde chloride, glycine betaine (inner salt), NAD(P)., 
NAD(P)H, 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Nbs,), MMTS, 
dilhiothreitol (DTTJ. Mes, Hepes, 2-(N-cyclohexylamino)ethane
sulphonic acid (Ches) and trehalose were obtained from Sigma 
(St Louis. MO. LJ.S.A.). EDTA was from Merck KGaA 
(Darmstadt, Germany). Ali other chemicals of analytical grade 
were from standard suppliers. 

Enzyme purlllcallon and assay 

BADH was purified to homogeneity from P. aerugi11osa PAOI 
strain by the rapid purification procedure reported previously 
[10]. The purity of the enzymc was assessed by SDS/PAGE as 
described previously [10). The enzyme does not contain bound 
NAD(P)' or NAD(PJ!-1 as judged by the A,, 0 /A,.0 of 2.0. The 
measurement of the dehydrogenase activity was performed 
spectrophotometrically hy monitoring thc increase in A,.., 
(•. 6220 M· 1 • cm- 1) in a 0.5 mi reaction mixture containing 
1.0 mM betaine aldehyde and 0.5 mM NADP' in a 50 mM 
potassium phosphale buffer, pH 8.0 (standard assay). A ther· 
mostatically controllcd Philips PU 8710 spectrophotometer 
equipped with a kinetics software package was used for the 
assays. which were conducted al 30 ºC. Assays were started hy 
the addition of the enzyme. Steady-state rates were determined 
from the initial. linear portions of reaclion progrcss curves. 
Each detcrmination was performcd al lcast in duplica te. Differcnt 
enzyme preparations gave essentially the samc results. One unit 
of activity is dcfined as thc amount of cnzymc catalysing the 
formalion of 1 ¡1mol of NADPH per min in our standard 
assay. The specific activity of the enzyme preparation used in this 
work, determined in the standard assay. was 80 units/mg 
of prolcin. Protein concenlrations were determined by the 
Coomassie-G dye binding technique of Bradford [ 18), with 
BSA as a standard. 

Reactlon º' BADH wllh MMTS 
Before treatment of the enzyme with MMTS. the BADH 
preparations were gel·filtered twicc by thc method of Penefsky 
[ 19] to remove 2-mercaptoethanol. Thc gel-filtration buffer, buffer 
A. contained 50 mM potassium phosphate, pH 7.5, 1 mM 
EDTA. 20 "., (v/v) glycerol and 25 mM KCI; it was saturated 
with nitro gen just before use. M MTS and the enzyme ligands 
were dissolved in nitrogen-saturated water. BADH (final con
centration 0.5 ¡1M) was incubated with appropriate concentra-
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tions of MMTS in the absence or presence of ligands in buffer A 
at 30 ºC. At appropriate intervals, aliquots of the reaction 
mixture were removed for the measurement of enzyme activity 
by the standard assay. Activity data were analysed by non-linear 
regression cnlculations with a commcrcial computing program 
formulated with the algorithm of Mnrquardt [20]. First-order 
analyses of time courses of inactivation were perfonned with: 

E,/ E
11 

= e.,,., 
for a monophasic inactivation or 

E,/E0 = E,/E0 e·•11+E,/E11 e·«
1 

(1) 

(2) 

for biphasic inactivation, where E, and E0 are respectively the 
activity of the enzyme at times t and O; k, k 1 and k, are 
thc observcd pseudo-first-order rute constnnts and E 1 and E, 
are the amplitudes of each phase. 

The order of the reaction, n. with respect to MMTS was 
detcrmined by application of thc equation described by Levy et 
al. (21]: 

In k01,. =In k,n.,,+nln [MMTS] (3) 

where k.,,,. is the observed pseudo-first-order rate constan! of 
inactivation, as above, k,

0
.,., is the second-order rate constan! 

of inactivation, and 11 is the reaction order with respect 
to MMTS. 

The inactivation of BADH by MMTS was reversed by the 
addition of excess DTT. Aliquots were assayed for activity al 
the indicated times. First-order analysis of the time courses 
of the reactivation reaction were performed with the fotlowing 
equation: 

E,/E11 = E,/E11 +(l -E,/E,,Je·" (4) 

wherc E,. E,, and E. are respectively the activity of the enzyme 
at times t and zero and at equilibrium (time = co) and k is the 
observed pseudo-first-order ratc constan! of reactivation. 

The effect of dinucleotides on BADH inactivation by MMTS 
was investigated by preincubating the enzyme with thc oxidizcd 
and reduccd cocnzyme for differcnt times, as indicated in the 
Results section, before the addition of MMTS. Residual activity 
data obtained during the course of thc inactivation reaction wcre 
fittcd to eqn (2). 

Thlol lllratlons wllh Nbs1 

Thiol groups were determincd on nativc and MMTS-modilied 
BADH (0.9 ¡1M) by means ofNbs, titration (22], with a 200-fold 
excess ofthe rcagent over the enzyme concentration. Incubations 
11·erc pcrformcd with or without SOS (0.2 ",., w/v), at 30 ºC in 
50 mM phosphate buffer, pH 8.0, containing 1 mM EDTA. 
The numbcr of modified cysteinc rcsiducs was obtaincd from the 
time-dependen! increase in A.,, in a thcrmostatically controllcd 
Philips PU 871 O spcctrophotomcter. Thc absorbancc recorded 
was correctcd for the blank (thc reaction mixture minus thc 
protcin). The number of thiol groups was calculated from of a 
molar absorption cocfficient of 13600 M- 1 ·cm-• [22] for thc 
Nbs'· chromophorc liberated. Thc observed changes in absor
bance, A, were fitted to a singlc-cxponcntial equation: 

A= A 1(l -e-")+c (5) 

wherc A1 is the amplitude of thc absorbance changc, k is the 
observed pseudo-first-ordcr constan! and e is the absorbancc at 
zero time. Excess thiol reagent and ligands were removed by 
passage over a Sephadex G-25 (Phannacia, Uppsala, Sweden) 
column. The samples were then titrnted with Nbs2 under either 
native or denaturing conditions, as described above. 



Reacllvlty of essentlal cystelne resldue of betaine aldehyde dehydrogenase 579 

f' K,, - XH' K,, 

~ ~ 

f'" f: -XH+ K• ----r. 

~ f ~ ~ Ku 

A B e 
1 ke(MMTS) lkc(MMTS) 

Scheme 1 Mechanlsm lor the lonlzatlon oJ an Jon-palr lormlng lhlolate 

K12 and K1:! are the microscop1c d1ssocia11on constants ol lhe proton lrom lhe th1ol group. K2, 

and K12 are !he m1croscopic d1ssocialion constants of the proton lrom !he pos111vely charged 
group. K, and Kp, are tlle macroscop1c d1ssocia11on constants al the prolon trom lhe species 
A and B respect1vely. k8 and kr, are the second·order rale constants lar lhe reactlon ol lhe 
th1ola1e in lhe species B and e wllh MMTS respectively 

pH studles 

Thc pH depcndcncc of thc inactivation ratc was oblaincd by 
incubating thc cnzyme (0.5 ¡1M. final concentration) with 5 ¡1M 
M MTS in a Mcs/1-lcpcs/Ches huffer (cach at 30 mM). containing 
1 mM EDTA ami ~5 mM KCI togethcr with 600 mM trchalose 
or 20"., (v/v) glycerol. adjusted with KOH lo the indicated pH 
values. \Ve attempted to perform the pH studies in the absence 
of co-solutes, but /'. 11eru¡:i11us11 BAD!-1 is rapidly inactivated al 
pl-1 values above 7.5 in thc absencc of thcsc co-solutes. Thc 
cnzyme stability was dctcrmincd by incubating il in lhc same 
buffer al 30 ºC and al the pH of intcrest and taking aliquots for 
assay al pH 8.0 undcr standard conditions. The aliquots were 
taken al diffcrcnt intcrvals. which wcrc as long. at least. as the 
incubalion duralion with thc modifying rcagent. The order of 
effeclivencss of the co-solutes in prevcnting enzyme imtclivation 
al high pl-1was600 mM trehalosc > 20"., (v/v) glycerol > 20"., 
(w/v) sucrosc > 10"., (w/v) poly(elhylenc glycol). Wc therefore 
used lrchalose or glyccrol as lhc stabiliz111g co-solute. The pl-1 
rangc in which the enzymc was stablc f or the incubation durations 
ami al thc temperaturc employed in thcsc experimcnts was 
4.5-9.5 in thc presence oftrehalose or 5.5-9.0 in thc prcsence of 
glycerol. The rate constant of inactivation. k,,,,.. was determined 
o\·cr thcse pi-! ranges and the second-order rale constants, k,., .... 
wcrc calculated by dividing k.,,,. by lhc concentralion of MMTS. 
Rcsulls obtaincd for thc pH dependcnce of k,.,.,., were filted lo: 

k 1"·"' = (k 11 +k1. X 10""-"11 )/(I -i- 101
'"-

1
'
11

) (6) 

which was derivcd for a model with a single ionizablc group, 
wherc k 11 and k1. represen! the second-order rate conslants 
fer the platcau al high and low pH values respectively. Fer 
testing lhe existcncc of an ion pair, lhc data were first fitled to: 

klmtt'I = (k,, X 101'""-''"1• +kl. X 101•H-11"n) 

/(1+101•Kr1•H + IQl•ll-PKn) (7) 

whcre k 11 and k,. are the second-order rale constants for the 
modification of lhe thiotate in the spccics B and C respectivcly 
(Schemc 1 ), pK. and pK11 are the macroscopic pK values of the 
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Scheme 2 Proposed mechanlsm lor the lonlzatlon ol lhe esssenllaJ thlolate 
ol BADH lrom P. aeruglnosa 

K~. K8 and Kr, are the macroscopic d1ssociat10n cons1ants ol lhe spec1es lrom A, B and C 
respect1vely. k6• kc and k0 are lhe second-order rate constanls lar the react1on ol the thiolate 
in lhe species B. C and D w1lh MMTS respeclively. 

thiolale in species B and C respectively. and pK11 is the 
microscopic pK of the thiol group in thc ion pair (scc Seheme 1 ). 
Finally. thc inactivation rcsults werc fitted with: 

k1n"r1 = (ku X IO''*'A-11H +kc +ku X 101•11-111\11) 

/(! + IQPKn•PK,-2011 + !OP"n·Pll + IQPH·PKc) (8) 

which was derived fer the mechanism depicted in Scheme 2; the 
terms are as defined in Scheme :?. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Klnetlcs ol the lnactlvatlon ol BADH by MMTS 

Incubation of P. 11erugi11osa BADH with MMTS in buffer A al 
pi-! 7.5 and 30 ºC resuhed in a time-dependen! inactivation ofthc 
enzymc following pscudo-first-order kinetics (Figure 1 A). In the 
abscncc of MMTS. undcr othcrwise identical incubation condi· 
lions. vinually no changcs in enzymic activity wcre observcd 
during the experiment. Thc complclely inactivated enzyme re
covered 100~ .. of its initial activity when treated with excess 
DTT (Figure 1 A). The reactivation process atso followed first
order kinetics. 

To test for possible non-covalenl binding of MMTS to the 
enzyme befare inactivation, we dclermined the dependencc of 
thc inactivation rate constant on MMTS concentration. As shown 
in Figure 1 (B), the observcd pseudo-lirst-order ratc constan! for 
inactivation increased linearly with MMTS conccntralion. The 
abscnce of curvalure suggests lhat, over thc conccntration range 
used, no signilicant E-MMTS complex accumulales during 
inactivation. Under lhcse experimental conditions, a second
ordcr rate constan! of 1.4 x 10' M- 1 • s· 1 was obtaincd from the 
slope ofthc plot in Figure l(B}. The loss ofcatalylic aclivity was 
first-order with respecl to MMTS (Figure IC). 

The inactivation of P. 11er11gi11us11 BADH by MMTS was 
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Figure 1 lnactlvatlon ol P. aeruglnosa BADH by MMTS 

(Al Time course ol mact1vatmn anel reachva11on by Dn En1yme (0 4 11MJ was mcubated w1lh 
5 ¡1M MMTS al 30 ºCm 50 rnM polassiurn pnospna1e Ouller. pH 7 5. conlam1ng 1 rnM EDTA. 
20~ (v/vl glycerol and 25 mM KCI Al lhe 11mes ml11cated, ahquots were w1thdrawn and 
assayed lor remammg actMty Ttie pseudo·l1rsl·Order rale constan! esllmaled lrom a lil ol lhe 
e1a1a lo eon (1) was O 49 ± O 03 mm- 1 Aher 30 mm ol reacllon. 20 mM on was added to 
1rie mac11vated enlyme and the recovery o! ac11vlly was lollowed lar an add1tional 90 mm The 
best 111 ol lhe reaclrl'atmn data lo eqn (4) g1ves an es11mated re'.'erse hrsl·order rate constan\ 
\A_ 1l ol O 042 ±O 004 mm- 1 lhe pü1nts are the experimental data and the lmes are !he besl 
'11 o! lhese dala Resulls are means ±SE M lar three mdependenl exper1ments (B) 
Dependence of lhe rate constan! tor machvatmn on MMTS concentrahOn BADH was mcubated 
v-.11h lhe mo1cated cancentra110ns al MMTS as m tAl and assayed lor remammg actMty as a 
luncllOn al lime The ohserveo pseudo.11rsl·order rate canslanls lar mac11val10n . .\rw were 
11shma1ed tJy !1t11ng the experimental data 10 eQn (1) Rcsul\s are means ±SE M lar three 
1naepenC1enl exper1ments (C) Determmatton al lhe reac11on moer on MMTS trom the dala m 
(BI ltorn eqn (31 

monilored by assaying both lhe NAOP··dependent und NAO·· 
dcpendent uctivilies under a variety of experimental conditions. 
Thcre was no signilicant difTcrence in the rntc of loss of the lwo 
aclivilies (resulls nol shown). 

Thlol quanllflcallon ol BAOH 

Tilnllion ofpure BAOH with Nbs, demonstrated thc presence of 
two exposed thiol groups per monomcr (Table 1 ). In !he presenee 
of 0.2 "" SOS four thiol groups were titrated. in full agreement 
with the primary structure of the enzyme [ 15]. Previous treatmenl 
of BAOH with 25 ¡iM MMTS for 20 min. which led to a total 
loss of enzyme activily. resulled in the modification of three thiol 
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Table 1 Thlol quantttlcallon ot active and MMTS·lreated BADH 

Na11ve and MMTS·lrealed BADH (0 9 ¡iM) wete mcuoaled w1lh Nos, in 50 mM phosphale 
oullet, pH B.O, conlaining 25 rnM KCI, 1 rnM EDTA and 20% (v/v) g~ce1ol; lh1ol quanlll1ca11on 
was pertormed as described in the Malenals anó methods section. Far MMTS mod1hca11on. lhe 
enzyme was preincubaled with 25 J'M MMTS lar 20 min in lhe absence and the presence al 
lhe indicated ligands. lhen !he mixture was gel-l1Uered tWJce la remove MMTS and ligands and 
used immedialely for lhiol quantihcalion. The changes in A411 were htted to eqn (5). Where 
noled, 20 rnM belaine aldehyde (BA). 5 rnM NAOP' ana 1 B rnM NADPH wete presenl du11ng 
the MMTS inact1val1on bul were absent durmg th1al quant1hcal1on. Resulls are means ± S.E.M. 
lor 1wa independent expenmenls 

No ol tniol groups per monomer 

Adaitton Ac11vi1y (% inilial) -sos +sos 

No ne 100±1 2.1 ±0.3 4.1 ±03 
MMTS 0.0±00 0.0±00 1.0±0.0 
MMTS/OTT 100±2 2.3±00 4.3±0.1 
MMTS+ BA 79±1 0.95±0.1 0.9±00 
MMTS+NAOP' 76±2 0.8±00 1.1±0.1 
MMTS + NADP' + BA 97±3 1.1±01 0.8±0.1 
MMTS + NAOPH + BA 96±1 OB ±0.2 0.9±01 

groups because no cysteine residues could be litrated with Nbs2 
in the absence ofSOS and one was titrated in its presencc. When 
the preincubation duration with MMTS was extended up to 
40 min, no cysteine residue could be litrated by Nbs, in either !he 
abscnce or presence of SOS, suggesting thal the four cysteine 
residues were accessible lo the lhiosulphonale reagent. 

The efTecls of salurating concentralions of the aldehyde 
subslrale and dinucleotidcs on lhe numbcr of accessiblc lhiol 
groups was invcsligalcd by trealing the enzymc with 25 ¡iM 
M MTS for 20 min in the prcsencc of saturaling concentralions 
of NAOP(H} and bclainc aldehydc. alone or in combinalion. 
Underthesecondilions, most oflheenzyme activity was protected 
againsl MMTS inaclivalion. Afler desalting lo eliminale MMTS 
and ligands, Nbs, lilralion of the lrcalcd cnzymc yieldcd only 
onc reactive SH group. bolh in lhc abscncc of SOS and in its 
prcscncc (Table 1 ). Beca use lhc prolecled cnzymc retained most 
of ils inilial aclivily, we concludc that lhis group belongs to the 
csscnlial cysleinc residuc, which was protecled againsl MMTS 
modilicalion by lhe active sile ligands. This result indicalcs lhat 
thc chcmical modilicalion of the cssential cysteinc residue is 
adcqualcly measured by the loss ofcnzymic aclivily. In addilion, 
lhis linding shows thal lhc binding of subslrale, eilher thc 
aldchyde or lhc dinuc\eolides, exposcs an addilional lhiol group. 
This is lhc same group thal did nol reacl wilh MMTS in lhe 
absencc of ligands bul undcr othcrwisc idcnlical conditions. This 
efTect is most probably due to a ligand-induced conformalional 
change. 

pH dependence ol the lnacllvallon ol BADH by MMTS 

Thc S-mcthylalion of cysteine thiol groups wilh a reagent such as 
MMTS is well characlerizcd; il has been shown thal the thiolate 
anion is lhe reaclive specics [ 17). Consequcnlly. thc measurcment 
ofthc reaclion ralc as a funclion ofpH can be used lo determine 
the pK values of lhc lhiol group. 

Thc reaclion of MMTS with BAOH was performed under 
pseudo·firsl-order kinelics in a calionic buffer in the presence of 
600 mM trchalose or 20 ° . ., (v /v) glycerol, as described in the 
Materials and melhods seclion. As shown in Figure 2, lhe pH 
profile oblaincd in lhe presencc of glycerol seems shifled both 
lo the righl and downwards when comparcd with lhat oblained 
in the presence of lrehalose, suggcsling lhat glycerol causes a 
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Figure 2 pH dependence of the second-order rate constant for the 
lnacllvallon of P. aeruglnasa BADH by MMTS 

BAOH 10 5 ¡1MI was mcubaled w1lh 5 ¡1M MMTS at lhc md1caleó pH values. The bullcr used 
was 30 mM Mes/Hepes/Ghcs con1aining 1 mM EOTA and 25 mM KGI logelher w1th 20% (vlv) 
glycerol tOl or 600 mM 1rehalose 1ei Resulls are means lrom two mdependenl expenments; 
SE M. values !less lhan 10\ ol means) are om1tted, grven lhe semiloganlhmic nature ot the 
plot Tne sohd lmes were obtamed lrom a non-hnear leasl-SQuares 111 ol lhe dala lo eQn (8) 
The broken lmes are the besl non·hnear 111 10 eqn (7) 

greater perLUrbation Lhan Lrehalose in Lhe pK of the thiolatc 
group, diminishing its reactivity. Howcver. because we could nol 
determine the pK of Lhis group in the absence of a co-solute. we 
cannot conclude whether these differences are due to solvenl 
pcrturbation or to specilic co-solute efTects. 

In both profiles Lhe second-order rute constan! for thc in
aetivation of P. a«ruginosa BADH by MMTS decreased as the 
pH ofthe incubation medium was lowered. reaching a plateau al 

low pi-! values. Assuming that a protonated thiol is not reactive 
lowards MMTS [23]. the theorelical line for Lhe pH dependencc 
of k.,, .. , of a simple thiol should reach zero at low pi-!. For 
BADl-l. thc pH prolile ofk,

0
,.,, clearly deviates from that expec1ed 

for a simple Lhiol. Howevcr. Lhc experimental data can be lillcd 
to cqn (6). corresponding to a mono-sigmoidal profile in which 
the protonated thiol group is s1ill reactive towards MMTS (fit 
nol shown). The estimated values for the thiol pK in the 
presence of trehalose or glycerol were 8.63 ± 0.05 and 9.04 ± 0.03 
respectively; Lhe limiling second-order rute constants al 
high and low pH values. k 11 and k1. rcspcctively. wcre 3.8 x 101 

and 60 M· 1 · s· 1 when trehalose was present. and 2.9 x 10' and 
95 M- 1 ·s· 1 in thc prescncc of glycerol. Bccau>c al low pH the 
lhiol group is mos1ly protonated. whcreas at high pH ll is 
deprotonated. these results indicate that the protonated thiol 
is approx. 600-300-fold less reactive toward MMTS than thc 
lhiolate. It is therefore highly unlikely thal this represents a 
reaclion of the protona1ed thiol beca use il has becn shown thal 
lhis form is approximatcly ni ne or ten orders of magnitude less 
reactive with M MTS than the Lhiolate form [23]. Moreover. for 
a model compound such as 2-mercaplocthanol, il is known tlrnl 
thc value of lhe second-order rate cons1an1 for rcaction with 
l'vlMTS at pH valucs below pH 5.65 is constan! and less than 
6 x I0-1 M- 1 · s· 1 [23]. The latler value is about fivc orders of 
magnitude lowcr than those found by us for BADH inactivation 
al low pH. 

The most plausible reason for the exislence of the plateau is 
Lhcrcfore that the essential Cys remained ionized in the pH range 
explored and Lhat the change in its rcactivily was due to the 
Litration of another group. as has been found for several other 
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enzymes (24-29]. This could be explained if the essential Cys 
residue exists as a ion pair with a positively charged residue, as 
shown in Se heme l. 1 n this mechanism the macroscopic a cid 
dissoeiation constants for the thiolate in the ion pair. K,. and the 
free thiolate, K11 , are related to the microscopic acid dissociation 
constants by the following relationships: 

K, = K11 +K21 

K 11 = K,, x K,,/(K,, + K,,) 

(9) 

(10) 

Eqn (9) predicts that the microscopic pK of the thiolate in the ion 
pair, pK11 • should be higher than pK,; cqn ( 1 O) predicts tlrnt the 
microscopic pK of the free Lhiolate is lower than pK,,. 

Bccause this is a plausible mechanism, we attempted to lit our 
data to eqn (7), which describes a rcaction involving an ion-pair 
system. Given the impossibilily of obtaining experimental data al 
low pH values beca use ofenzyme instability, we could not obtain 
enough data to determine uncquivocally the macroscopic pK and 
reactivity of the thiolate in the ion pair, pK .. and k 11 respectively. 
in Scheme 1. Moreover, there is a mutual dependcnce betwcen 
parametcrs k 11 and pK11 in cqn (7), so unless the value of pK11 is 
determined by othcr means the value of k 11 cannol be known for 
certain. Given these unccrtainties, we tentatively fitted the values 
ofpK,, pK11 and k 11 manually, considering that the value ofpK11 

should be slightly higher than that of pK,. Otherwise the pK for 
the positivcly charged group. pK21 • would be unreasonably low, 
as deduced from eqn (9). Thcn we kept these parametcrs fixcd to 
obtain. by non-linear rcgression, thc macroscopic pK and the 
reactivity of the free thiolale, pK,, and k,. respectively in Scheme 
I. The broken lines in Figure 2 show the lits when pK11 was set 
al 4.02, pK, al 4.0 and k,, at 500 and 215 M-1 · s- 1• in the 
presence of trehalose and glycerol respectively. The estimated 
values for k,, and pK11 were (3.9±0.14) x 101 M- 1 · s- 1 and 
8.66±0.05 when trehalose was present, and (3.06±0.15) x 101 

M- 1 · s· 1 and 9.07 ± 0.04 in the presence or glyccrol. As can be 
scen in Figure 2 (broken lincs). at low and high pi-! a relatively 
good fil was ob1ained with cqn (7) but severa! experimental data 
in thc pH rangc 5.5-7.5 clearly deviated from the Lheoretical line 
resuhing from lhis lit. The dcviation was consistcnlly prescnt in 
both dala sets, those obtained in the prescnce of trehalose or 
glycerol. Thesc devia ti o ns of the experimental from the cxpected 
values might indica te that the protonation status ofa third group 
was affccting the reactivity of the thiolate, as in the mechanism 
depictcd in Schcme 2. In /'. 1u·rugi11osa BADH. deprolonation of 
this enzyme group seems to restrict sterically the accessibility of 
the essential thiolate lo the solvent. thus decreasing its reactivity, 
whereas deprotonation of Lhe positively charged residue incrcases 
the rcactivity of the essential thiol. hy inereasing its pK (which in 
turn increases its intrinsic reactivity) and/or its exposure to the 
solvent. Accordingly. our data were then bcst fitted to eqn (8), 
which was derived for the modcl in Schemc 2. We set pK, and k 11 
to the values given above, manually fitted pK11 and kr and 
obtained. by non-linear regression, the values of pK,. and k,.,. The 
so lid lines in Figure 2 show the lit to eqn (8); the estimatcd values 
for thc parameters are given in Table 2. 

There ha ve been numcrous reports on thc chemical modifica
tion of the essential thiol group of aldehyde dehydrogenases 
(30--35]. Moreover. the mechanism of the irreversible inhibi1ion 
of aldehyde dehydrogenases by disulfiram. a drug widely used in 
aversion therapy for alcoholism, or its mctabolites has been 
provcd lo involve the modification of this cssential group (36-40]. 
Howcver. there havc been few studies on the factors modulating 
its reactivity. To the best of our knowlcdge these studies have 
been conducted only on phosphorylating [26,29.41,42] and non
phosphorylating (43] glyccraldehyde-3-phosphate dchydro-
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Table 2 Second·order rate constants tor the lnactlvatlon by MMTS 1nd 
macroscoplc pK values ol the essentlal thlolate 

Resulls shown are parameters (means ± S.E.M.) esllmated trom a ht of the inacuvalion dala 
shown in Figure 2 (apoenzyme) 10 eqn (8J and those shown in Figure 3 (holoenzyme) 10 eqn 
(7l Parame1ers htled manually are !hose w11hout SE M 

Enzyme lorm 

Apoen1yme 

Holoenzyme 

ca.salute 

Trehalose 
Glycerol 
Trehalose 

Aale conslants (M- 1 
• s- 1

) 

500 5 (383±013) X 10' 
215 48 (286±003)x10' 

5000 - (1.40±005)x10' 

Macroscop1c pK values 

62 863±0.04 
66 901±001 

744±010 

gcnascs, although possiblc mechanisms for the enhanccd thiol 
reactivity of thc cytoplasmic shecp livcr aldchyde dehydrogenase 
have bcen discussed [44). Chemical activation of thc lhiol of 
the esscntial Cys rcsidue by ion-pair formation with a positively 
chargcd rcsiduc has bcen found in somc cases [26.42]. Our rcsults 
suggcst that thc macroscopic pK of thc esscntial thiol in P. 
C1l'l'llgi11u.w BADH is also lowcrcd by ion·pair formation. Al
though we could nol precisely determine thc extenl of this 
decrcase, owing to experimental difficullics arising from enzyme 
inslability al low pH, we can conclude from our data thal this pK 
should be 4 or lower. \Ve do not vet know the identilv of the 
posilively charged residuc forming Íhc ionic pair with C):s"';. On 
the basis of a three-dimcnsional modcl of /'. lll'ruginosa BADH 
obtaincd from the crystal coordinates of cod livcr BADH [45] 
(modcl not shown). the only possible candidates are Lys"" and 
His""". wl),ich in the model are respecuvel) 10 and 13 Á from 
Cys"" ( IA = 0.1 nm). Thesc rcsidues seem too distan! to he 
in volved in chargc--chargc intcractions with thc csscnlial cystcinc 
n:siduc but wc cannol rule out 1ts particípauon becausc thesc 
mcasurcmcnts wcrc madc on a mo<lcl. Sttc-<l1rcctcd mutagcncsis 
experiments are under way to dclinc whcthcr any or lhese 
rcsiduc-' are involvcd in the ion-pair formal1on. 

ll is known thal the thiolate basicity, i.c. the thiol pK. aITects 
its intrinsic rcactivity. mcasurc<l hcrc as thc ratc constant for 
Ml'vlTS modification. k,. in a way predicted by the Bronsted 
cquation: 

logk, = log G+¡lpl\ (11) 

Considcring the expcrimentally determined values for alkyl thiols 
of 3.54 for logG and of 0.309 for ¡1 [27). the reactivity of a simple 
alkyl thiolate of pK 4.0 should be 5.9 x 101 M· 1 • s·•, whereas 
thal of a thiolate of pK 8.66 or 9.07 should be 1.6 x 10' or 
2.2 x 10" M· 1 • s·• respectively. Thus the reactivity or Cys'" 
towards MMTS seems to be signilicantly lower than expected. 
ahout 110-270-fold when forming an ion pair and aboul 40-70-
fold when it is a free thiolatc. The reactivity of protein thiols 
depcnds not only on the fraction ofthe group in the thiolate form 
or on the basicity of thc thiolate but also on its accessibihty, i.e. 
whcther is on the protcin"s surfacc or buried. lt thcrefore seems 
thal there is signilicant steric inhibition of the rcaction of Cys'" 
with MMTS thal is partly relicved al high pH. 

Ir the thiolate in species B and C wcre fully exposed to the 
solvcnt, the meas u red reactivity of these species would be related 
to the microscopic acid dissociation constants of the thiolate K 11 

and K,, by the relationship [28): 

ku = k, (ICY'1''"•º''" 11 ) (12) 

Howevcr. eqn ( 12) cannot be applied to P. aeruginm11 BADH 
owing to dilTerent steric elTects of the protein environment on thc 
thiolate reactivity al low and high pH values. lt is therefore 
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Figure 3 pH dependence ol the second-order rate consta ni ol lnactlvatlon 
ol BADH by MMTS al saturatlng concentrallons ol NADP" 

BAOH (0 5 ¡1MJ was mcubaled w1lh 5 ¡1M MMTS m lhe p1esence ol 6 mM NADP" (added 
10 the apoenzyme 2 min belore 1reatmenl w1th MMTS) (•) at the indicalecl pH values. Results 
are means trom lwo mclepenclent exper1ments S.E.M. values (less lhan 15\ ol means) are 
om1t1ed. g1ven lhe sem11ogar1thm1c natuie ol thc plot The llne 1s the besl hl ol the dala 10 eqn 
(7) Data lrom Figure 2. obtained in the absence al NADP+ but under otherw1se 1dent1cal 
exper1men1a1 cond111ons. are included tor comparison (0). lnset: pH pro!ile ot 111e ralio ol lhe 
second·Orcler rale cons1an1 otiserved in ttie presence ol NAOP., k,.oc .. 10 lhe second-order rate 
conslanl observed in 1ts absence. k The l1ne in the inset is !he best 11! ol !he points to the 
equation lor a single 10nizable group 

impossible to calculate the pK for the free thiolatc, pK22 , even if 
we assume that thc pK in the ion pair, pK11 , is that estimated by 
LIS. 

Ellect ol dlnucleotldes on the reactlvlty ol the essentlai cysteine 
resldue 
To determine thc pK of the essential thiol group in the binary 
complex enzymc-<linucleotide. we investigatcd the pH depen
dence (in the pH rangc 5.5-9.0) of the pseudo-first-order rute 
constan! of inactivation at saturating concentrations (6 mM) 
of NA or·, which is about 100-fold the corresponding K,1 for 
NADP· over the whole pH range studied. lncubations were 
performed in Mes/Hepes/Ches bulTer plus 600 mM trehalose. as 
described in the Material-' and methods section. We found that 
incubation of the enzyme with MMTS in the presence of NADP' 
resuhed in a biphasic loss of catalytic activity: a first phase with 
a high thiolate rcactivity was followed by a second phase with a 
much lower reactivity (rcsuits nol shown). Thc apparent pseudo· 
lirst-order ra1c constant for inactivation and thc amplitude of the 
two phases werc therefore estimated from a lit of the data to a 
double-exponential equalion [eqn (2)]. Second-order rate con· 
stants for inactivation were then determined by dividing those 
estimates by the M MTS concentration. Figure 3 shows the pH 
prolilc for the reactivity of the essential cysteine residue in the 
enzymc-NADP• complcx, as measured by the second-order rate 
constan! of thc first inactivation phase. This pro file shows clearly 
thal the thiolate in the holoenzyme is still chemically activated by 
forming an ion pair with a positively charged residue, which on 
deprolonation increases the pK of the thiol and consequently its 
rcactivity. In addition, in the prescnce of saturating caneen· 
trations of NADPº the reactivity of the thiolate increases signifi· 
cantly al pH values of 8.0 and lower, in comparison with that 
o btained in the a bsencc of the dinucleotide. The binding of 
NADP' largeiy climinates the elTect of the residue named YH in 
Scheme 2 on thc reac · ·1 of the cssential thiolate, so the 
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Figure 4 Effect of NADH on the fnactlvatlon ol BADH by MMTS 

8ADH 10 5 ¡1MI was maelivaled wllh 5 ¡1M MMTS in lhe absence 1•1 or presence ol 6 mM 
NADH. which had been addeó lo lhc enzyme 1101.15 lel 30 IOJ. 601•1and120101 
min befare lreatmenl w1lh MMTS Thc buUer used was 30 mM Mes/Hepes/Ches. pH 8 O. 
contammg 1 mM EDTA. 25 mM KCI and 600 mM lrehalose Results are means ± S E.M. lor 
1wo mdependent e.-periments The data obtained m lhe absence ol dmucleotule were htted to 
eqn {1) and lhOse oblamcd m the presence ol dmucleoll<le were hl1ed 10 eqn (2) lnsel. a plol 
ol lhe amphlude ol the l1rst macllvalion phase agamsl time 

inactivation data obtained for the hofoenzyme can be fitted to 
cqn (7) by foffowing the sume procedurc as abovc, i.e. by 
manuaffy fitting thc reactivity and thc pK for thc thiolate in the 
ion pair. k 11 and pK,. and estimating by non-fincar regrcssion the 
values of the reactivity and the pK of the free thiolatc. which are 
given in Table 2 as k., and pK,. rcspectively. The resufls of this lit 
are given in Table 2. Thc estimatcd macroscopic pK for the free 
thiolatc is 1.2 pH units lower than that estimatcd in thc absence 
of NADJ>·. Beca use this va fue should he highcr than any of the 
microscopic pK valucs of the two groups invofvcd in ion pairing. 
it sets a highcr limit for thc free thiofate pK. Thc second-ordcr 
ratc constan! for modilication of the thiolatc in thc ion pair is 
10-fold higher in thc holocnzyme than in theapocnzymc, whereas 
that for thc free thiolatc is :!.7-fold smaffcr. Thc later dccrcase in 
thiolatc intrinsic rcactivity is consisten! with that expccted if the 
pK of thc group is l.:! pH units lowcr. in linc with eqn ( 11 ). 
Qualitatively. thc samc activation elfccts wcre observcd with 
NAD· and NAD(J>)l-1 (results not shown); thev are thcrcfore 
not attributablc to chcmical activatton by thc po~itivc charge of 
NADP'. Thcsc lindings providc cvidcncc for a conformational 
activation of thc csscntial Cys"" after dmucfcotidc binding. 
suggcsting that at pH vafucs below 8.0 this binding triggers a 
rcarrangement of thc active sitc, feading to a more ·open' 
conformation. The changcs in thiofatc reactivity wcrc fuffy 
rcvcrscd whcn the nuclcotides were removed from thc enzymc 
preparntion by dcsalting (results not shown). 

Jt is interesting that as thc pH was increascd from 5.5 to 9.0 the 
ratio bctwccn thc sccond-ordcr ratc constanl for inactivation in 
thc prcscncc of NADP•. k,,,,,,. to that in its abscnce, k. pro
grcssivefy diminishcd until it reachcd approx. 0.7 at pH 9.0. The 
pH prolifc of this ratio, shown in the inset of Figure 3. suggcsts 
that thc protonation of a group of pK 7. 16 ± 0.07 is in volved in 
the rapid changc in Cys"" rcactivity promotcd by dinucleotide 
binding. It seems that the rapid dinucleotide-induced rearrangc
ment of the active sitc. which result in a more 'open' con
formation, rcquires that a certain group of the enzyme be 
protonatcd. 

Tibie 3 Effect al dlnucleotides on lhe reactlvHy al the essentlal thlolate 
and klnetlcs ol the slow dlnucleotlde-lnduced conlormational changa 

BADH (0.5 µM) was preincubated w1th 6 mM dinucleolides lor d11leren1 durallOns and then 
treated wilh 5 pM MMTS under tne cond111ons g1ven m lhe legend to Figure 4 The thmlale 
reactivity ol the two holoenzyme lorms E· and E'' 1s e.r.pressed as tne second·order rale constan! 
far lhe hrst and second phase al mac11vatmn respec11vely. Results shown a1e parameters 
eslimated lrom a lit of lhe dala (means ± S E M for two independent expenmenls) to eqn {2) 
The kinetics ol lhe slow dmucleo!lde·mduced conlormal1onal cnange 1s g1ven as the hrst-order 
rale conslant ol lhe two phases. A0m, and *um2• fer lhe cnange in lhe relat1ve concen1ra11on ol 
E' (see the texl lor detailsl Eqn (21 was used lo 111 lhese dala. 

Thiolate reactlvity Conlormalional change 

Nucleolide kll\IC,, (M_, · s-1¡ k1Nt.11 {M-1. s-1¡ koflS1 (S-1) k,,.1 1s-•1 

NAO• 14.3 ± 0.9) X 103 147±30 84±12 1.9±0.2 
NADP' 15.0 ± 1.5) X 103 123 ±43 158 ±44 13±00 
NADH (5.0±0.1) X 103 127±33 85±32 09±0.2 
NADPH (7.3± 1.1) X 103 260 ± 20 183 ±20 1.3±0.2 

fast slow 
E + NAD(P)H = E-NAD(P)H = E'-NAD(P)H ;,¡;:_·::.~ E"-NAD(P)H 

h1gh 1 
reactivity 

low ¡ 
react1vrty 

Scheme 3 Proposed mechanlsm lor lhe changes In the essentfaf lhfolale 
reaclfvlly etlclled by blndfng ol the dlnucleotldes to BADH lrom P. aerug/nosa 

E' and E" are d1Heren1 holoenzyme conlormal1ons w1lh a h1gh- and low-reachve essent1al 
th101a1e respec11vely 

Severa! rcasons coufd account for thc existence of thc two 
distinguishable inactivntion rates in thc wholc pH rangc studied 
when the dinucfeotide-saturated BADH is treated with MMTS. 
The cnzymc preparation is homogencous. so the presence of 
isocnzymes cannot be the cause of this anomalous behaviour. 
Bccause /', '"'"'Killom BADH is dimeric, ncgative co-operativity 
betwecn thc two active sites in the reaction with MMTS coufd 
account for a biphasic inactivation process, i.e. modification of 
the firsl active site by MMTS coufd lcad to a decreascd rcactivity 
of the second active si te in thc snmc BADH mofecufc. Howcver, 
this possibility seems unlikefy becausc such co-operativity was 
not obscrvcd in the absence of the dinucfeotidc. It is afso possibfe 
that binding of NAD(P)' or NAD(P)H triggers an additional, 
nnd relativcly slow. conformational changc that eventuafly makcs 
the thiolate less accessiblc to thc salven!. To test thc taller pos
sibility, reaction of the cnzymc with MMTS was initiatcd after 
dilferent preincubation pcriods with NAD(J>)• or NAD(P)H. 
Figure 4 depicts the time course of inactivation by MMTS at 
pH 8.0, wilh and without preincubation of the enzyme with 
NADH. Similar rcsults werc obtained with the othcr three 
dinuclcotidcs (results not shown). Wc found that for each dinu
cleotidc the whofe set of residual activity data could be fittcd 
to eqn (2), yiefding the vafues of second-ordcr rute con
stants for inactivation given in Table 3. As the prcincubation 
time increascd, the amplitude of the first rapid inactivation phase 
dccrensed, but the rate constants far thc two phascs remaincd 
unchanged. The minimaf mechanism that accounts for these 
results is that in Scheme 3, in which the hofocnzymc, aftcr 
binding the dinucfeotidc, undergoes at feast two conformationaf 
changes, the first leading to a form, E', with a very reactive 

<!:l 2002 B1ochemical Society 

61 n:srs coN 
FALLA DE ORIGEN 



584 L. González-Segura, R. Velasco-García and R. A. Muñoz·Clares 

thiolute followed by another conformational change resulting 
in a form. E". with a thiolate at least 40-fold less reactive 
than the formcr. The rclativc conccntrations of both forms are 
gi\•en by tite amplitudes of tite two pitases. The inset to Figure 4 
shows the time course of the conformntional change elicited by 
NADH. as determined by the changes in tite umplitude of 
thc first inactivation pitase. The best fil ofthese data was obtained 
by using a doublc-exponeniial equation, considcring that al 
zcro time of preincubation 100",, of the holocnzymc is already 
in the conformntion E'. This indica tes that tite conformational 
changc lending to the initial incrcase in thiolatc reactivity is 
so fas! that it cannot be resolved by standard procedures and 
thal the conformational change lcading lo a very unreactive 
thiolate takes place in al least two steps, with the first-order 
rute constants given in Table 3. Thc kinctics of the conform
ational changes triggered by the four dinucleotides tested are 
qualitativcly identical and quantitatively very similar. although 
the conformational changes induccd by NADP(Hl seem to be 
fuster than thosc induccd hy NAD(H). 

Takcn togcther, our results indicate that !he hinding of 
dinucleotides has two cffccts on thc rcactivity of thiolatc towards 
MMTS: (1) a lransitory increasc in its rcactivity al pH values 
below 8.5. rcsulling from a very rapid conformational change, 
and (2) a subscquent largc decrease in reactivity as a result of a 
slow conformational change. Marcha( and Branlunl (43) have 
rcportcd dinuclcotidc-induccd changcs in !he rcactivity of !he 
cssential thiolate of thc non-phosphorylating glyceraldehydc-3-
phosphatc dehydrogcnasc from Streptococc11.1· 1111111111s. Howcvcr, 
their findings dilTcr significantly from ours in that thcy obscrved 
a rapid initial decrease in the reactivity of thc thiolate on binding 
of the dinudcolidc. followcd by a slow incrcase in its reactivity. 

Both dinuclcotidc-induced conformalional changcs are re
\'crscd on removal of the dinucleotidc. Thc slow conformational 
changc is prcsumably rapidly reversed afler binding of thc 
aldehyde to the holocnzyme. because the cnzyme activity at 
saturaling substratc conccntration was no! a!Tccted by prc
incubation or thc cnzvmc with the dinuclcotide (results nol 
shown ). l-lowc\'cr. wc ~\·ere una ble to mcasurc thc rcactivitv oí 
the essemial thiol in the presence or both substratcs, givcn. lhe 
high le\'el of protection a¡minst M MTS inaclivation alforded 
bv the a ldehvdc . 

. \Ve can spcculate about the possible implications that our 
findings on the modulation of thc rcactivity of the esscntial 
thiolate at pH values around neutrality have for BADH activity. 
The active-sitc conformation of the apoenzymc results in a low 
rcactivity of thc csscntial thiol. even though most of it is as 
thiolate. This 'close' conformation most probnbly protects thc 
apocnzymc from inactivation by oxidation. Accordingly, wc 
havc found that P. "''"'Killosa BADH can remain active for a 
long period afler rcmoval of thc rcductanl used to protccl il 
against oxidation by ambient O,. Thc binding of thc dinuclcotide 
rapidly increascs Cys'" reactivity, most probably beca use of an 
incrcasc in thc acccssibilily of its thiol group lo thc sol ven t. This 
in turn results in an enhanccd ratc of thiohcmiacetal formation 
with thc aldehydc substrnlc. Thus thc rapid dinucleotide-induccd 
conformational changc prohably produces a holocnzyme with a 
highcr alllnity than thc apoenzyme for bctaine aldchyde. The 
kinctic mcchanism of /'. C1<'rugi11os<1 BA OH is consisten! with this 
proposal. becausc the dinucleotidc is tbc prcferred lirst substrate 
l 11 ]. In contrnst. the high reactivity of thc csscntial thiol group in 
thc holocnzyme might be deleterious beca use it increases !he risk 
or oxidation or this group. Therefore the slow dinuclcotide
induccd change. resulting in un enzymc conformation with an 
almost unrcactive csscntial thiol. would givc substantial pro
tcction against holocnzymc inactivation. This protL'Ctive c!Tcct 
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might be relevant ifthe aldehyde conccntrntions are bclow those 
required for cnzyme saturation. Thus it secms that, to gain 
protection aguinst thiolute ollidation without compromising 
catalytic efficiency, BADH from P. aeruginosa has evolved a 
complex mechanism, involving severa! confonnationnl reurr.rnge
ments of tite active si te. to suit the reactivity of the esscntial thiol 
to tite availability of dinucleotide and substrale. 
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El segundo artículo se. titula "Ligand-induced conformatiol1al chariges of betaine aldehyde 

dehydrogenase Jroni f .!'eudomorías aeruginosa arid. A.marmithus hypochondriacus lea ves 

affecting the reactivity of the catalytic thiol" y fue publicado en la revista Chemico

Biological Interactions. En este artículo se preseiita'·~ii~ 6on'lparación de los cambios 

conformacional~~ frtdúcidos por los ligandos, no sól~·~b'rdbs dinucleótidos sino también 

por la betaína aldehído, de las enzimas BADHcle~P,~~~l·Ílgi~sdy de A. hypochondriacus 
··-r ;.o·(!' .• ~=·-' 

que afectan Ja reactividad de la cisteína esenciaL El· estúdié> se hizo a valores de pH 
, , - , ... ·:·; . ','/" . :.:·--~", ~·:;.·.o,, , ,-_¡ ·~ • , 

cercanos a los fisiológicos, 7.0 para la enzima·b~hte~fF~:y1 8.0 para la de la planta. Mi 

contribución en este trabajo fue el estudio cl(!. l~~r~~dti'~id~~ fi'~rite a MMTS. de la cisteína 

esencial de la enzima BADH de P, .. aerugin;;;,:j\.;~1-f 1 .. o;· ~n ausencia ele ligaÍldos, 

~:::~:::~::.~i:::r:~t~~:~:s~:~1t:~~1~~~111:~~d~~~!~~: 
enzima, que difieren en la reactividad del tiolato ca~ªlítfotj ;y qúe :se ~nriJ'~í'lt~ah en un 

equilibrio ~uepu~de ser desplazado por los ligandos. }· ;;,., ., · 2 . '/ " .····. 
La modifié:aeión química de la BADH por MMTS, ~l'l'B~~~,J~cÍa, de fa b~taíll~ alclehído 

también fue bifásica, como la que se observó. cori las cC>erizirnas.,Esta inactivación bifásica 

se convirtió en monofásica después de 30 min d~p.reincubiciÓri, perdiéndose la forma más 
·-~~ . ..:::~< 

reactiva. Inesperadamente, la betaína aldehído ofreció menos protección que las coenzimas 
'. -, ··:;·;_ ;-~-;.: :·· . --· ..... . 

contra la inactivación química de la cisteína· es~n~ial;'lo que sugiere que su unión a la 

enzima libre no involucra ul1a Ínteril.ccióÓ C:óti (el ,-iioláto catalítico. Esta interacción 

probablemente se dé después .de que se haya unido el nucleótido. 

El comportamiento bifásic() del proceso de inactivación de la enzima en presencia de los 

dinucleótidos y de la betaína aldehído no se debe a la existencia de isoenzimas, ya que la 

preparación de la enzima es homogénea de acuerdo con los siguientes criterios: 1) los 

perfiles de elución de las cromatografías de afinidad (2',5'-ADP-sefarosa) y de exclusión 

molecular revelan un solo pico de proteína simétrico con una actividad específica de BADH 

constante; 2) la electroforesis en geles de acrilamida bajo condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE) de la preparación de la enzima BADH pura muestran sólo una banda de 

proteína; 3) los geles de isoelectroenfoque de la preparación de la enzima BADH pura 

64 



mostraron una sola banda de proteína con un pl de 5.1. (Velasco-García et al., 1999) y 4) 

sólo se obtuvo una secuencia para la región amino terminal de la enzima (Velasco~García et 

al., 1999). Otra posible explicación a esta cinética bifásica de inactivación es c¡ue la;eniima 

BADH presentara cooperatividad negativa entre sus sitios activos en la reacción con 

MMTS. En otras palabras, la inactivación del primer o primeros sitio(s). a6tivÓ(s)por 
.. ' '¡', 

MMTS pudiera producir una disminución en la reactividad de los otros sitio.s .. activos. no 

modificados de la misma molécula de BADH. Sin embargo, este mecanismo páre~e.poco 

probable porc¡ue la amplitud de las dos fases cambia a medida que s~ proÍonga la 

incubación c~n:e1 Ügátido, lo qüe ~ugiere más bien o un cambiocohfo~aci~~~l i~nto 
inducido por sú uniÓn(cof11o s~·l11uestra en la Figura 16A), o iln cle~~Iai!itrii~ntÓ de un 

equilibrio existente entre d()~ rorih~s'de la enzima, que difieren en la reactividad del tiolato, 
. ' +< . ·, .. -.. 

(como se muestra en la Figura I6B). Los resultados a pH 7.0, en los que se observó la 

cinética bifásica de inactivación en ausencia de ligando, parecen apoyar el segundo de estos 

dos mecanismos (Figura l 6B). Las dos formas de la enzima, E' con un tiolato muy reactivo 

o más accesible y E", con un tiolato menos reactivo o menos accesible, podrían estar 

presentes in vivo, y cuando se lleva a cabo la preincubación con cualquier ligando se 

produciría un desplazamiento lento del equilibrio hacia la. forma E". Ambas formas serían 

capaces de unir a los ligandos .• aunque . la forma E''·. los~n;iría preferentemente. La 

proporción de estas dos formas en.~I ~quiÚbrig ~.n aµsep.~i¡{~e'.Ú~~~dos parece depender d~l 
-- ' ··· .. /. -- > ... - . --· . -~-:.: -.~..: '.. -- - .. , .. -:- '.. .. .. -. -- ~· --· 

pH al que se encuentran. ~{'' ·~~:.>A;; j~·i•> ~~1 /'.~c: t':~~.· ;:? ;: .\ 

::c~,:,:::.':.d:u~0:1~:.~tf r t~:J~~~~~~I:~1t~~~f~ ~~~~ .:0 : :.:;:n~·. ~: 
valores de pH estudiados, pero si sólo Üno de los suslrátos se urie y la reacción no se lleva a 

cabo, el equilibrio se desplazaría hacia la forma no reactiva "protegida". Por ello los 

cambios conformacionales propuestos para la BADH podrían ser importantes no sólo para 

el funcionamiento de la enzima sino también para su protección contra la oxidación. 

En experimentos de modificación química de la BADH de amaranto por iodoacetamida 

(Muñoz-Clares et al., 2003) y disulfiram (Velasco-García et al., 2003) y de la enzima de 

riñón de cerdo por disulfiram (Velasco-García et al., 2003) también se observaron cinéticas 
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de inactivación bifásicas en au.sencia de ligandos, tal y.como se .observa en la BADH de P. 

aeruginosa, lo cual sugiere que éste es un fenómeno que pudiéra ser general en las BADHs. 

A 

E+ NAD(P)H 

B 

rápido lento 
4===:!" E-NAD(P)H E'-NAD(P)H ;.·.-::::~ E"-NAD(P)H 

alta 
reactividad 
del tiolato 

E' CºSE" 
alta 
reactividad 
del tiolato 

baja 
reactividad 
del tiolato 

baja 
reactividad 
del tiolato 

Figura 16. Mecanismos propuestos para explicar la cinética bifásica y los cambios en 
reactividad de la cisteína catalítica de la enzima BADH de P. aer11gitwsa inducidos por 
la unión de los ligandos 

Los resultados de estos dos trabajos en conjunto, sugieren que la BADH de P. aeruginosa 

ha desarrollado un mecanismo por el que los ligandos inducen ya sea cambios 

conformacionales o el desplazamiento de un equilibrio preexistente entre dos formas de la 

enzima. Este mecanismo podría ser importante para conferir a Ja enzima protección contra 

una posible inactivación por oxidación del tiolato catalítico en un ambiente con oxígeno y/o 

especies reactivas de oxígeno, como se discutió anteriormente. 
""'":•"'·•~ ("(}1>.J 

•. .J •' L 
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VIl.2.2. Artículo U. 

"Ligand-induccd conformational changcs of bctainc aldchydc dchydrogcnasc from 

Pse1ulomo11as aer11gi11osa and A marallt/111s hypoc/1011driac11s lea ves affecting thc 

rcactivity of thc catalytic thiol" 
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Abstrae! 

Thc rcaction catalyzed by betaine aldehyde dchydrogenase (BAOH) involves the nucleophilic attack of a catalytic 
cystcinyl residuc on the aldchyde substratc. As a possible mechanism of regulation, wc have studied thc modulation by 
ligands of thc rcactivity and/or acccssibility of thc csscntial thiol of the cnzyme from the human pathogen Pseudomonas 
t1eruginost1 and thc lea ves of thc plan! A1111m1111/111s ilypoclwndriacu.1· (amaranth). In thc abscncc of ligands, thc kinctics 
of inactivation by thiol modifying rcagents of both cnzymcs wcrc biphasic, suggesting thc cxistcncc of two cnzyme 
conformcrs diffcring in thc rcactivity of thcir catalytic thiolatc. Preincubation of P. aerugino.m BAOH with the 
cocnzymcs or the aldehydc prior to the chcmical modilication brought about active site rearrangements that resulted in 
an importan! dccrease in thc inactivation rate. Amaranth BAOH responded similarly to the preincubation with NAOH 
or betaine aldehyde but NAO - elicited opposite changes, increasing the rute of inactivation after prolongcd 
preineubation. In amaranth BAOH. thc difTerent behavior of both cocnzymcs, and the observcd biphasic inactivation 
kinctics are consisten! with thc previously proposed iso kinetic mechanism. characterized by the existence of two 
intcrconvcrtible apocnzyme fonns. one ablc to bind NAO- and thc other NAOH. Taken togethcr. our results suggcst 
that ligand-induccd conformational changes in BAOH from the two sources studied might be importan! for both 
propcr cnzymc function and protection againsl oxidation. 
:e, 2002 Elsevier Sciencc lrcland Ltd. Ali rights reserved. 

A'ey11·orils: !letame aldchydc dchydrogenasc; Pse11domo11as aer11¡¡i11osa; A111arant/111s hypochotulriacus L.; Confonnationnl chnnges; 
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E-mail culdress: clares@servidor.unam.mx (R.A. Muñoz
Clares). 

1. lntroduction 

Bctainc aldehyde dehydrogenase (BADH, E.C. 
1.2.1.8) catalyzcs thc irreversible oxidation of 
betaine aldehyde to glycine betaine with the 
concomitant rcduction of NAD(P) + to 

0009-2797/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science lreland Ltd. Ali rights reservcd. 
Pll:S0009-2797(02)00197-7 ~SIS CON 
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NADP(H). In bacteria, algac, fungi, higher plants, 
and animals this rcaction is thc final stcp in the 
biosynthcsis of the very efficicnt osmoprotectant 
glycine betaine [1-6]. In most organisms, glycinc 
bctaine is a non-mctabolizablc osmolite, which 
accumulates to high conccntrations to prevent 
water Ioss and protect cellular components against 
dchydration or high ionic concentrations [7]. In 
contrast, glycinc betaine is a mctabolic intermedi
atc in thc catabolism of cholinc or choline 
prccursors in microorganisms such as Pseudomo
nas aer11gi11osa [8] whcn thcy are grown in these 
compounds as thcir sale carbon, nitrogen and 
cncrgy sourcc. Thc BADH catalyzed rcaction in 
thcsc bacteria fulfills an amphibolic function 
providing both NADH and NADPH (9]. Since 
osmotic stress (10] and choline or cholinc prccur
sors [ 11, 12] are both prcsent in thc tissucs infectcd 
by thc bacteria, it is conccivablc that BADH is a 
kcy cnzymc in thc establishment and growth of the 
pathogcn. 

Although thc physicochcmical and kinctic prop
ertics of P. aer11gi11osa (9, 13] and amaranth !caves 
[5,14] BADHs havc becn studicd, littlc attention 
has becn dcvotcd to thc study of their possiblc 
rcgulatory mcchanisms, othcr than thosc involving 
gene cxprcssion control by cholinc in P. aer11gi-
11osa [8] and osmotic stress in amaranth (5, 15]. So 
far no mcchanism for a short-tcrm rcgulation of 
thcsc two BADHs, or of any other, has been 
described. Thcrc are no known cffcctors of their 
activity and both cnzymes follow Michaelis Men
ten kinctics for thc aldehyde and thc coenzyme 
(5,9, l 3, 14]. To investiga te if BADH activity is 
modulated in a medium- or short-term, we havc 
testcd a possiblc mechanism of regulation invol
ving ligand-induced conformational changes. 

The reaction catalyzcd by most aldehyde dehy
drogcnases known to date involvcs the nuclcophi
lic attack of a catalytic cysteinyl residuc 011 thc 
aldehyde substrate (16]. This cysteine is a con
scrved residue in ali aldehyde dehydrogcnascs so 
far scq uenccd [ 16]. Alignment of the Pse11domo11as 
(17] and amaranth (15] BADH scquences with the 
othcr aldehydc dehydrogcnasc sequenccs [ 18) in
dica tes that Cys286 and Cys294 are thc conscrvcd 
cystcinyl rcsiduc in thc bacteria! and plant cnzyme, 
rcspcctively, and likcly to be thc nuclcophile 
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involved in thiohemiacetal formation. Site-direc
ted mutagenesis confirmed this supposition in the 
case of the Pseudomonas enzyme Cys286 (Velasco
García and Muñoz-Clarcs, unpublished work). 
The chemical modification of the catalytic cystei
nyl residue is convcniently measured by the loss in 
cnzymic activity, which allowcd us to invcstigate 
the modulation of its rcactivity by thc binding of 
ligands to the cnzyme. 

The reactivity of a protcin thiol group is 
dctermincd mainly by thrce factors: (i) thc fraction 
of the thiol that is prcscnt as thc thiolate form, 
which dcpends on its pK; (ii) thc intrinsic reactivity 
of the thiolate, which is depcndent on the basicity 
of this group; and (iii) thc accessibility of the 
thiolatc group to the solvent. lt is then clcar that 
protein thiol groups are cxccllcnt rcportcrs of their 
protcin cnvironmcnt and bccausc of that wc havc 
used thc reactivity of the BADH csscntial thiol 
group, mcasurcd as thc ratc constant of the 
cnzymc inactivation by chcmical modification, to 
asses ligand-induccd conformational changcs that 
might be important in thesc cnzymcs activity. 

By means of chemical modification with thc 
spccific thiol rcagent mcthyl mcthancthiosulpho
natc (MMTS), it has becn rccently found that the 
rcactivity and/or acccssibility of thc thiol group of 
the esscntial cystcinc residuc of P. aer11gi11osa 
BADH changcd upan binding of thc cocnzymcs 
(19]. Hcrc wc report that in both cnzymcs, at 
physiological ar ncar physiological pH values, ali 
binary cnzymc-ligand complcxcs undcrgo similar 
changes, which might be important far both 
propcr cnzymc function and protection against 
oxidation. 

2. Matcrials and methods 

2.1. En=.l'lne purijication and assay 

BADH was purified to homogcncity from P. 
aeruginosa PAOI strain and from amaranth leaves 
by thc rapid purification procedures reported 
earlicr (5, 13). In thc case of thc plant enzyme a 
final step of purification through a Mono Q HR5 
column (Pharmacia) connected to a HPLC systcm 
(Waters) was included. The measurement of the 
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dehydrogenase activity was performed spectro
photometrically as reported elsewhere (5,13). 

2.2. Chemical modijication 

Chemical modification of BADH by thiol-mod
ifying reagents was carried out in the absence or 
presence of ligands at 30 ºC, under pseudofirst
order conditions in the absence of low molecular 
weight thiol compounds and under anaerobic 
conditions. P. aerugi11osa BADH, 0.5 µM mono
mer, was modified with 5 µM MMTS, while 4 mM 
iodoacetamide (IAM) was used with the amaranth 
enzyme, 2.6 µM monomer. The inactivation med
ium consisted of MES-HEPES-CHES buffer, 30 
mM each. containing 1 mM EDTA, 25 mM KCI, 
and 600 mM trehalose (Pseudomo11as enzyme) or 
10% (v/v) glycerol (amaranth enzymc). The effect 
of ligands on BADH inactivation was investigated 
by preincubating the cnzymcs with the coenzymes 
or betaine aldehyde for l or 30 min beforc addition 
of the modifying rcagent. At appropriate intervals, 
aliquots of thc rcaction mixture were removed for 
thc mcasurcment of cnzymc activity by thc stan
dard assay. First-order analysis of the time courscs 
of inactivation werc pcrformed by nonlinear 
fitting, using single or doublc exponential decay 
cquations for monophasic or biphasic inactivation, 
rcspcctivcly. 

3. Results and discussion 

3.1. Reactii>ity of the catalytic thiol 

The rcactivity of thc catalytic thiol was mca
sured at physiological or near physiological pH 
values, 7.0 and 8.0 for the Pse11domo11as and 
amaranth enzymes, respectively, using as specific 
thiol modifying reagents MMTS for the bacterial 
and IAM for the plant enzyme. At pH 8.0, the pH 
valuc prevalen! in chloroplast undcr illumination 
[20]. chcmical modification ofthc catalytic thiolate 
by MMTS was too rapid for the kinetics of 
inactivation to be observed by standard proce
dures. Therefore we used IAM, a less reactive thiol 
reagent, which, as MMTS, reacts only with the 
thiolate form of the sulfhydryl group (Scheme 1 ). 
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The inactivation kinetics of both BADHs were 
biphasic (Figs. 1 and 2). About 20-30% of the 
total enzyme activity was lost during the first rapid 
phase, which exhibited a pseudofirst-order rate 
constan! about 10 times higher than that of the 
second, slow phase (Tables 1 and 2). Biphasic 
kinetics of inactivation of the amaranth enzyme 
have been also observed using other thiol specific 
reagents (21), but those of the bacteria! enzyme 
were not detected in the absence of ligands in a 
previous study [ 19) for reasons not yet fully 
understood. Severa! mechanisms may be respon
sible for the existence of two inactivation rates. 
Because both BADHs are oligomeric, tetrameric 
that from P. aeruginosa [22) and dimeric that from 
amaranth [5], negative cooperativity between the 
subunits of an enzyme molecule could account for 
a biphasic inactivation process. The extent of both 
phases, however. rules out this possibility, at least 
in the case of the dimeric amaranth BADH. If this 
were the case the amplitude of the fast phase 
would be SO'Y.1, or higher if the chemical modifica
tion were faster than the conformational change 
underlying the negativc cooperative between the 
two sites. Rather, this finding suggests that, under 
the experimental conditions of inactivation, P. 
aerugi11osa and amaranth BADHs exist as two 
forms greatly differing in the reactivity and/or 
accessibility of their cysteine(s) susceptible(s) to 
chemical modification. Since both enzymes appear 
to be highly homogeneous in SDS-PAGE, and 
there is no evidence as yet of isoenzymes, these two 
forms may represent different enzyme conformers. 
Their relative concentration would be given by the 
amplitude of the two phases. The two putative 
forms might be present in vivo, or be the result of 
sorne unknown and unwanted modification during 
the extraction or purification procedures. 

3.2. Coe11=yme-i11d11ced conformational changes 
affecti11g reactivity a11dlor solvent accessibility of 
the esse11tia/ thio/ate 

Active site rearrangements induced in both 
BADHs by binding of their ligands were assessed 
by determining the changes in the rates of inacti
vation by the specific thiol reagents after preincu
bation ofthe enzymes with the ligands for 1 and 30 
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Enz-s" + CH!t-ff-S-CH:i 
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Methyl methanethlosulphonate 
(MMTS) 

Enz-s" + CH!t-CH?-1 

lodoacetamlde 
(IAM) 

IT 
... Enz-S-S-CH3 + CHr"-H 

o 

Enz - S - CH? - CH!t + ( 

Schcmc 1. Rcaclion of MMTS and IAM wilh protein lhiols. 

min. We have used small thiol reagents in ordcr to 
avoid as much as possiblc steric effccts, and high 
concentrations of ligands rclativc to thcir Km 
values to assure saturating or almost saturating 
conditions. 
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F1g. l. Effccl of cocnzymcs on thc rcactivity of lhc catalylic 
lhiolalc of /'. acruginosu llADH. Thc cnzymc. 0.5 ¡1M 
monomcrs. \\.'as inact1vatcd with 5 ~1~1 MtvtTS tn thc abscncc 
1•> or prcscncc of 6 mM NAD • (AJ or 6 mM NADH (ll). 
wh1ch havc bccn addcd lo thc cnzymc J (e J and 30 (.o. J min 
prior lo thc M MTS trcatment. Thc buffer uscd was 30 mM 
MES-llEPES-CHES, pll 8.0. containing 1 mM EDTA. 25 
mM KCI and 600 mM trchalosc. The lines are the best fit of the 
inactivation data to the cquation for a single or double 
exponcntial decay by nonlinear regression. 
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Prcincubation of P. aeruginosa BADH for 1 min 
with cither 6 mM NAD+ or 6 mM NADH, prior 
to the chemical modification by MMTS, resulted 
in an important reduction in the amplitudc of the 
first rapid phase of inactivation, which completely 
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o 
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Time (mln) 

Fig. 2. Effecl of coenzymcs on thc rcactivily of lhc calalylic 
lhiolale of amarnnth llADI l. Thc cnzyme. 2.6 ¡1M monomcrs. 
was inacllvalcd with 4 mM IAM in thc absencc 1•> or prescncc 
of 4 mM NAO• (AJ or 4 mM NADI 1 (ll). which havc bcen 
added to thc enzyme 1 1eJ and 30 (.o.) min prior to the IAM 
lreatment. The buffer uscd was 30 mM MES-HEPES-Cl·IES, 
pl-1 8.0, containing 1 mM EDTA, 25 mM KCI and 10% (v:v) 
glycerol. The lines are the best lit of thc inactivation dala to the 
equation for a doublc exponential decay by nonlinear regres
sion. 

1'~3IS CON 
F Al.LA DE ORIGEN 



R.A. Mwlo:-C/arcs et al. / Clrcmico-Bio/ogica/ /ntcractions 143-144 (2003) 129-137 133 

Table 1 
Effect of ligands on the reactivity' of the catalytic thiolate of P. acruginosa BADH 

Ligandb kobslc (min- 1) kob-.,2c (min- 1) Amplitude1• (%) Amplitude,C (%) 

Nonc 3.5±1.2 0.44±0.00 32.9±5.7 67.1 ±5.5 
NAO+ (1 min) 2.4" 0.05±0.0 4.7±1.6 95.4± 1.0 
NAD~ (30 min) 0.05±0.0 98.4 ±0.9 
NADll (1 min) 2.4" 0.08±0.0 6.1 ±2.6 94.1±1.6 
NADll (30 min) 0.06±0.0 99.8 ± ).1 

BA (1 min) 2.4d 0.26±0.2 17.5±4.8 82.5±4.0 
BA (30 min) 0.21 ±O.O 101.5±1.3 

" Reactivity towards 5 µM MMTS undcr the conditions dcscribcd in Scction 2. 
" Ligands concentration was 6 mM for the coenzymes and 10 mM for betainc aldehyde. Within parenthesis are given the periods of 

preincubation of thc cnzymc with thc ligand prior to thc chemical moditication. 
" Valucs ±S.E. wcrc cstimatcd by a lit of the data shown in Fig. 1 and Fig. 3A to the equation for a single ar double exponential 

dccay. 
J Thesc valucs werc tixed during thc fitting proccdurc. BA, bctainc aldehydc. 

disappcared after a 30 min preincubation period 
when only the second phasc was observed (Fig. 1 ). 
The rate constan! of thc first phase was not 
significantly affected by this treatment, while that 
of the second phase was dccreascd 5-10 times in 
the prcscncc of the coenzymes (Table 1 ). Both 
cffects of thc prcincubation with thc nuclcotidcs, 
i.c. monophasic inactivation kinctics and a vcry 
slow ratc constan!, rcsult in an cffcctive protcction 
of thc bacteria! cnzymc against inactivation by 
MMTS-modification of its catalytic thiolatc. This 
rcsult contrasts with thc NAO+ and NAOH
clicitcd incrcasc in enzyme inactivation by a 
bulkicr rcagcnt, disulfiram, obscrved in studics in 
which thc ligand and thc modifying reagcnt wcrc 
addcd simultancously to the cnzyme [21). lt is 
likcly, thcn, that binding of thc cocnzymc brings 
about a rapid conformational changc lcading to a 
highcr cxposurc of thc catalytic thiolatc to thc 
solvcnt, even though its reactivity is very much 
diminished. 

In the case of thc amaranth BAOH, prcincuba
tion with thc oxidized or rcduced coenzymes had 
opposite effccts on thc kinctics of inactivation. 
Prcincubation with 4 mM NAO+ progrcssivcly 
incrcascd the extent of the first phasc of inactiva
tion, which exhibited a rate constant 10 times 
smaller that in the absence of the dinucleotidc. Thc 
ratc constan! of the second phase was reduccd to 
zero; in fact, negative valucs were obtained during 
the fitting procedure, so wc fixed this value to zero 

.~ --------------
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(Fig. 2A and Table 2). Thus, NAD + afforded the 
amaranth enzyme a highcr degree of protection 
against inactivation at short times after its binding 
than at longcr times. In contras!, NAOH pro
tected the enzyme against inactivation mainly after 
prolonged preincubation (Fig. 28 and Table 2). 
Thc more important changes elicited by 4 mM 
NAOH in amaranth BAOH inactivation by IAM 
were an increase in thc amplitude of the first rapid 
phasc after 1 min of preincubation, followcd by an 
important dccrease when the rcaction of chemical 
modification of the enzyme was initiatcd after a 
longer prcincubation pcriod with the coenzymc (30 
min). Thc rate constant of thc first phase was 
dccrcascd by preincubation with NADH, although 
to a lcsser cxtent than by preincubation with 
NAO+, whilc that of the sccond phase was small 
but clcarly distinct from zero. 

3.3. Betaine aldehyde-i11d11ced conformational 
clwnges affecting reactivity andlor solvelll 
accessibility of the essentia/ thiolate 

The kinctics of P. aernginosa BADH inactiva
tion in thc prcscncc of betainc aldehydc werc also 
biphasic aftcr short times of preincubation, as in 
the case of the coenzymes, but they become 
monophasic aftcr a 30 min preincubation period, 
with a pseudofirst-order rate constant character
istic of the second slow phasc (Fig. 3A and Table 
1 ). This rate constant was about 2 times lowcr than 
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Table 2 
Efl'ecl of ligands on the reuctivity• of the catalytic thiolale of A. hypochonilriac11s 8ADH 

Ligandb kob•l( x JO-"¡' (min- 1) kobd X IO-')c (min- 1) Amplitude1' (%) Amplitude,' (%) 

Nonc 294± 13 12±1 22.0±4.3 78.0±3.8 
NAD+ (1 min) 28±3 od 32.3±1.3 66.8±1.2 
NAD+ (30 mio) 27±4 O'' 43.5±2.6 56.5±2.6 
NADll (1 mio) 130±32 2±1 49.1 ±6.2 49.9±5.8 
NADH (30 min) 95±72 2±0 6.1 ±2.4 94.0±2.3 
8A (1 mio) 44±31 2±2 30.2±16.2 70.3±17.0 
BA (30 mio) 37±36 3±1 14.4±12. I 84.8±12.4 

• Reaclivily towards 4 mM IAM under the conditions dcscribcd in Section 2. 
b Ligands conccntrution was 4 mM in ali cases. Within parenthesis are given the periods of preineubation of the enzyme with the 

ligand prior to thc chcmical modification. 
' Values±S.E. wcre cslimated by a lit of thc data shown in Figs. 2 and 38 to the cquation far a single or double exponential deeay. 
" Thcse valucs werc fixed during the fitting procedurc. 8A, betaine aldehyde. 

that obtained in the absence of ligands but 3 times 
higher than that obtained after preincubation with 
the coenzymes. Surprisingly, betaine aldehyde 
afforded less protection against inactivation by 
chemical modification of the essential cysteine that 
the coenzymes, suggesting that its binding to the 
free enzyme is mostly nonproductive and does not 
involve interaction with the catalytic thiolate. A 
similar conclusion has been reached elsewhere to 
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F1g. 3. Effcct of bctaine aldchyde on tite rcactivity of the 
c:italytic thiolatc of llADI l. P. am1gi11om BADii (A) or 
amaranth 8ADH (8) werc inactivatcd under thc conditions 
described in Fig. 1 or 2. rcspcctively, in thc absencc <•l or 
prescnce of betaine aldchydc, which has been addcd to thc 
cnzymc 1 (e) and 30 ( .. ) mio prior to thc chemical modifica· 
tion. The lincs are thc bcst fil of the inactivation dntu to the 
cquation far a single or double exponential decay by nonlinear 
rcgrcss1on. 
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explain the increased enzyme inactivation by 
disulfiram in the presence of betaine aldehyde 
(21]. Alternatively, enzyme inactivation in the 
presence of the aldehyde might be caused by 
modification of a cysteine residue other than the 
catalytic one, but whose modification blocks the 
access to the active site or destabilizes the active 
enzyme conformation. 

Betaine aldehyde, at a concentration of 4 mM, 
increased the extent of the fast phase of inactiva
tion of the amaranth BADH when the inactivation 
kinetics were determined 1 min after mixing the 
enzyme and the aldehyde. After a 30 min pre
incubation period, the extent of this phase was 
importantly decreased as compared to that exhib
ited by the enzyme in the absence of ligands (Fig. 
3B and Table 2). The rate constants of both phases 
were about 3 times smaller in the presence of the 
aldehyde than in its abscnce and their values did 
not change with thc lcngth of thc prcincubation 
period (Table 2). Although thc transitory increase 
in the fast rapid phase of inactivation of amaranth 
BADH elicited by bctaine aldchyde and NADH is 
not yet understood, cventually both ligands 
brought about an cnzyme conformation more 
resistan! to inactivation by chcmical modification. 
Again, betaine aldchydc did not afford the total 
protection expected from its intcraction with the 
catalytic thiolate to form the thiohemiacetal dur
ing the first step of the catalytic cycle. Thus, as 
discussed above for the bacteria! enzyme, it seems 
that betaine aldehydc in the absence of coenzyme 

TI:SJS CON 
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binds to the enzyme in a nonproductive manner 
that does not prevent chemical modilication of the 
thiolate. This conclusion agrees with the ordered 
kinctic mechanism of amaranth BAOH in which 
betaine aldehyde is the second substrate (5], 
indicating that it does not productively bind to 
the free enzymc. However, high concentrations of 
thc aldchyde produce partial substrate inhibition, 
which has been shown by classical kinetic studies 
to be caused by the forma tion of a ternary enzyme
NA O H-betaine aldehyde complex, from which the 
coenzyme can be relcased giving rise to an alter
native, slower, reaction route (23]. According to 
this kinetic mechanism, betaine aldchyde at high 
concentration would be able to bind to the same 
enzyme form as NAOH, and therefore produce 
similar effects on the enzyme. 

3.4. General disc11ssio11 

lt is interesting that in both BAOHs the extent 
of the two phases of inactivation observed after 
preincubation with any ligand changed not only 
with respect to that observed in the enzyme in the 
absence of ligands but also as the preincubation 
period increased. On the contrary. thc rate con
stants, although diffcrent to thosc observed in the 
free enzyme, rcmained the same regardless of the 
length of the preincubation period. These findings 
suggest that the two putative enzymc conformers, 
which we postulate give rise to the biphasic 
inactivation kinetics because of thcir diffcring 
reactivity towards thiol modifying reagent, are at 
cquilibrium and that thc ligands slowly shift this 
equilibrium towards the conform to which they 
prcferentially bind. In the case of the P. aerugilwsa 
BAOH, both the coenzymes ami the aldehyde 
appear to bind to the same form, the onc with the 
lcss reactive thiolatc, while in thc case of the 
amaranth enzyme NAO+ seems to bind to a 
different form than NAOH and betaine aldehyde. 
The diffcrent behavior of both coenzymes might 
be related to the proposed iso nature of the kinetic 
mechanism of amaranth BAOH [14] depicted in 
Schcme 2. According to this mechanism, the free 
enzymc exists in two inter-convertible forms, one 
that binds and releases NAOH, and another that 
binds NAO+. It may be speculated that both 
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forms differ in the reactivity of their thiolate and/ 
or in their response to the binding of the coen
zyme. The equilibrium constant of the free enzyme 
isomerization step is as yet unknown so the 
observed reactivity of the free enzyme cannot be 
assigned to a particular isoform. It is conceivable, 
however, that under the high concentrations of 
coenzyme used in these experiments the isoform to 
which a particular coenzyme binds and stabilizes 
would predominate in the holoenzyme. Thus, if 
our speculation is correct, about 25% of the free 
enzyme would be in the form stabilized by NAO+ 
and 75% in that stabilized by NADH or high 
betaine aldehyde concentrations. Under catalytic 
conditions the isomerization step is, at least 
partially, rate-limiting, otherwise it would have 
not be observed in steady-state kinetics. Under 
non-catalytic conditions, as those of the experi
ments described here, this isomerization step might 
be much slower. lndeed, if it is the one we are 
observing in the present experiments, our results 
indicate that reaching the new equilibrium position 
after binding the ligands requires more than 30 
min, a huge amount of time compared with that of 
a single catalytic turnover. 

3.5. Possib/e physiological implications of the 
/igand-induced co1iformational changes 

The reaction catalyzed by Pseudomonas and 
amaranth BADHs involves the nucleophilic attack 
of a catalytic cysteinyl residue on the aldehyde 
substrate. Possessing such a highly reactive thiol 
group poses a great risk for an enzyme that works 
under aerobic conditions. Our results suggest that 
BADH has cvolvcd a mechanism, involving either 
ligand-induced conformational changes or a li
gand-induced shift of a prccxisting equilibrium 
between two enzymc conformers, which confcrs 
protcction against a possible enzyme inactivation 
by oxidation of the catalytic thiolate by environ
mental oxygen and/or reactive oxygen species. 
Thus, at physiological pH values, the free enzyme 
seems to exist in two conformations differing in 
the reactivity and/or accessibility of their thiolate, 
being the less reactive the most abundan! one. If 
only one substrate is bound, and thus no reaction 
takes place, the equilibrium is shifted towards the 
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Scheme 2. !so ordercd bi bimechanism of amaranth BADH. BA, betainc aldehydc. GB, glycine betaine. 

unrcactivc, 'protcctcd' form. Our findings indicatc, 
howevcr, that this proposcd mcchanism of protcc
tion against oxidation docs not apply for the 
cnzymc-NAD + complcx of thc amaranth 
BADH. This complcx is, likcly, the most abundant 
cnzymc form in vivo, givcn the intrachloroplastic 
levels of NAD +, which are 10 times higher than 
those of NADH (24), and thc rclativc affinity of 
thc cnzymc for thcir ligands (14.25). In thc short 
term, thc lower rcactivity or accessibility of the 
thiolate in this complcx would be importan! for 
protection against inactivation by oxidation, but if 
the holocnzyme remains inactive far a longer 
period, due for instance to a drop in the levels of 
the substrate bctaine aldehydc once the strcssful 
conditions are ovcr, an increascd oxidation would 
be cxpected. Thc modification of the enzymc by 
oxidation might be an importan! signa! for degra
dation of the BADH protein. In this way. amar
anth BADH could adjust its activity to the 
availability of the substrate. 

In summary, we propose that the ligand-induced 
conformational changes in BADH might be im
portan! not only for propcr enzyme function but 
also for protection against oxidation. 

Aeknowledgements 

This work was supported by thc Dirección 
General de Apoyo al Personal Académico, 
UNAM (DGAPA-IN 221001 grant). L.G.S. is a 
recipient of a scholarship from Dirección General 
de Estudios de Posgrado, UNAM, and L.C.D. 
from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 
(CONACYT). 

75 

Refercnccs 

[I] P. Falkenbcrg, A.R. Strom, Purification and characteriza
tion of osmoregulatory betaine aldehydc dchydrogcnasc of 
Esclrerichi11 co/i, Biochim. Biophys. Acta 1034 (1990) 253-
259. 

[2] J. Boch, B. Kempf, E. Bremcr, Osmorcgulation in Baci//us 
subtilis: synthcsis of thc osmoprotectant glycinc betaine 
from cxogcnous provided cholinc, J. Bactcriol. 176 (1994) 
5364-5371. 

[3] N. Mori. B. Kawakami, K. Hyakutome, Y. Tani. H. 
Yamada, Charactcrization of betainc aldchydc dchydro
gcnase from Cylindrornrpon di<~1·11111111 M-1, Agric. Biol. 
Chem. 44 (1980) 3015-3016. 

(4] E.A. Weretilnyk, A.O. Hanson. Betaine aldchydc dchy
drogcnasc from spinach leaves. Purilication, in vivo 
translation of thc mRNA, and rcgulation by salinity, 
Arch. Biochcm. Biophys. 271 ( 1989) 56-63. 

(5] E.M. Valenzucla-Soto, R.A. Muñoz-Clares, Purilication 
and propcrtics of betainc aldchydc dchydrogcnase cx
lractcd from dctachcd )caves of Amarantlm.\· hypoclwnclria· 
cus L. subjccted to water delicit, J. Plant Physiol. 143 
(1994) 145-152. 

(61 A.M. Guzmán-Partida, E.M. Valcnzuela-Soto, Porcine 
kidncy betainc aldchyde dchydrogenasc: purilication and 
propcrties. Comp. Biochcm. Biophys. Part B 119 (1998) 
485-491. 

[7] T. Arakawa. S.N. Timasheff, Thc stabilization of proteins 
by osmolytcs. Biophys. J. 47 ( 1985) 411-414. 

(8] T. Nagasawa, Y. Kawabata, Y. Tani, K. Ogata, Purifica
tion and charactcrization of betainc aldchyde dehydrogen
asc from Pse111/omo11as aeruginosa A-16, Agric. Biol. 
Chcm. 40 (1976) 1743-1749. 

(91 R. Vclasco-Garcia, L. Gonzálcz-Segura, R.A. Mui\oz
Clarcs, Steady-state kinctic mcchanism of thc NADP+ -
and NAD+ -dependen! reactions catalysed by betaine 
aldchydc dchydrogcnase from Pse11domonas aeruginosa, 
Biochcm. J. 352 (2000) 675-683. 

(10] J.P. Kilbournc. Bactcrial content and ionic composition of 
sputum in cystic fibrosis, Lancet i (1978) 334. 

(11] S.R. Pcpsin, O.A. Candia, Acctylcholinc conccntration 
and its role in ionic transport by the corneal epithelium, 
lnvest. Ophthalmol. Vis. Sci. 22 (1982) 651-659. 

-~---------------------------



R.A. M111loz-Clares et al. / Clremico-Biologica/ lnteractions 143-144 (2003) 129-137 137 

[12] J.R. Wright, J.A. Clements, Motabolism and tumover oí 
lung suríactant, Am. Rov. Respir. Dis. 136 (1987) 426-
444. 

(13] R. Volasco-Garcia, C. Mlijica-Jiménoz, G. Mendoza
llcmándoz, R.A. Muiloz-Claros, Rapid purification and 
proporties oí betaine aldehydo dohydrogonaso from Pse11-
domo11as aem¡:inosa. J. Bacteriol. 181 (1999) 1292-1300. 

(14] E.M. ValonzuelaSoto. R.A. Muñoz-Clares, Betaine alde
hydc dehydrogcnasc from )caves of AmaranrJms lrypoclwn
driacwi L. cxhibits an iso ordcrcd bi bi stcady statc 
mechanism. J. Biol. Chom. 268 (1993) 23818-23824 
(addition and correction, J. lliol. Chem. 269 (1994) 4692). 

[15) J. Logaria, R. Rajsbaum. R.A. Mui\oz-Clares, M. Ville
gasScplilveda, N.J. Simpson. G. ltumaga. Molecular 
charactcrizat1on of two genes cncodmg bctainc aldchydc 
dchydrogcnasc from amaranth. Exprcssion in )caves undcr 
short-tcrm cxposurc to osmotic stress or abscisic acid, 
Gene 218 (1998) 69-76. 

( 16] J. llompcl. 11. Nicholas, R. Lindhal, Aldehydo dehydro
genases: widesproad structural and íunctional diversity 
within a slrnred framowork, Protein Sci. 2 (1993) 1890-
1900. 

[17] C.K. Stovor, X.Q. Pham. A.L. Erwin, S.D. Mizoguchi, et 
al .. Complete gcnomc scqucncc of Pst'udomonas twru¡:i
"""" l'AOI. an opportunistic pathogon. Naturc (London) 
406 (2000) 959-964. 

[18] J. l'erozich. 11. Nicholas, ll.C. Wang, R. Lindahl, J. 
l lompel. Rolationships within tho aldehydo dehydrogonuso 
extended íamily. Protein Sci. 8 (1999) 137-146. 

[19] L. Gonzáloz-Segura. R. Velasco-Garcia. R.A. Mui\oz
Clarcs. Modulation oí thc reactivity oí the essontial 

76 

cysteine residue oí betaino aldehyde dehydrogenase from 
Pseudomonas aeruginosa, Biochem. J. 361 (2002) 577-585. 

(20] M. Hauser, H. Eichelmann, V. Oja, U. Hebor. A. Laisk, 
Stimulation by light oí rapid pH regulation in tho 
chloroplast stroma in vivo as indicated by ca~ solubiliza
tion in leavos, Plan! Physiol. 108 (1995) 1059-1066. 

(21] R. Velasco-Garcia, V.M. Chacón-Aguilar. D. Horvert
Hormindez, R.A. Muñoz-Claros. lnactivation oí betainc 
aldehyde dehydrogonase írom Pse1u/0111onas aem¡:inosa 
and Amarantlrus lrypoclwndriacus leaves by disulfiram. 
Chom. Bici. lntoract., this special issue. 

[22] E. Valonzuola-Soto, R. Volasco-Garcia, C. Mlijica-Jimé
ncz, L. Gaviria-Gonzálcz, R.A. Muñoz-Clarcs, Monovu
lent cations roquiromonts for thc stability oí botaino 
aldehydc dchydrogcnasc from Pst•tulomorras m.'ruginos<1. 
porcino kidncys and amaranth lcaves, Chom. Biol. lnter
act., this special issue. 

[23] M. Vojtechova, R. Rodriguoz-Sotros, E.M. Valenzuela
Soto, R.A. Muñoz-Clares, Substrato inhibition by botaino 
aldohydo oí betaino aldehydc dohydrogenaso from leaves 
oí Amaranrlrus lrypoclrnmlriarns L. Biochim. Biophys. Acta 
1341 (1997) 49-57. 

(24] P. Raymond. X. Gidrol, C. Salan, A. Pradet, Control 
involving adeninc and pyridino nucleotides, in: Tho 
Biochomistry oí Plants. vol. 11. Acadomic Pross, New 
York, 1987. pp. 129-176. 

(25] R.A. Muñoz-Claros, C. Mlijica-Jiménez, Comploxos oí 
NADH with botaine aldehyde dohydrogenase from leaves 
oí tho plant ;fmara111/ws lrypoclwndriacus L, Chom. Bici. 
Internet. 130-132 (2001) 71-80. 



VII. 3. PAPEL DE LAS CISTEÍNAS NO ESENCIALES DE LA BADH DE P. 

aer11gi11osa 

La mutagénesis sitio-dirigida ha sido de gran utilidad en esta parte de la investigación, ya 

que nos ha permitido complementar e interpretar los resultados que habíamos obtenido 

previamente en experimentos de modificación química durante la realización de mi tesis de 

maestría y conocer el papel de lascisteínas no esenciales. 

De los tres residuos de·. cistéínas .·que ~osee la BADH y que ~o son c;:s~nciªÍl!s para la 

actividad, la Cys439 (nú~er~ci~l1 :'Cle J:: (ieruginosa) sólo sé (:hR\leEi,r~iW~séryada en 

algunas BADHs que sori 'í~~;a~éri~ás ~oni'ó l~s de animales y b~l-:tfi;¡~~'.'%:~ elcaso de 

plantas, en esta posición se e'~c~~~tiari i~~iduo~·de aminoácidós ~po1W:á~~omo la Val, lle y 

Leu. En las ALDHs la Cys439 sÓYo ~e ~AcÜentra conservada en un 11.t5o/o, ya que, al igual 

que ocurre en las BADHs, en esta posición se encuentra mayoritariamente una valina 

(77.2%). 

En lo que se refiere a las Cys377 y Cys353, esta última se encuentra conservada en un 

58.5% en las BADHs y 44.8% en las ALDHs, mientras que, la C377 sólo se conserva en un 

36.5 yl2.4% en las BADHs y ALDHs, respectivamente. La C353 parece ser la más 

conservada de las tres cisteínas no esenciales tanto en las BADHs como en las ALDHs. 

Con el propósito de investigar si las cisteínas no esenciales juegan algún papel en la 

actividad y/o estabilidad de nuestra en:dma se obtuvieron las mutantes sencillas C353A, 

C3 77 A, C439A y C4~.9S uti)i~atldÓ_,:;:!~ técnica de mutagénesis sitio-dirigida. Cada una de 
\ ,,_. ' ': . ..:·~ - : .. _,, ,. :·;·' :.'.:. ' . . : ... ' . 

las mutantes fue expresada'~ri':·E.f;"ciiii eri.forina activa, lo que indica que ninguna de estas 
;. .·_ ·-. \._'.\'.:¡-, <~(;.:.;::i'."'.·)::.:::f::o::,._':.:.·; 

cisteínas es crítica~ para' ,c¡Ue: cic\irrª el plegamiento correcto de la proteína. Todas se 

purificaron siguiery~9·.,~l mf1:~o prodediÍniento que el usado para la enzima silvestre. En 

breve, se somete ~( ~xtra6'tc{Úbr~ de células a una cromatografia de intercambio iónico 
-·'·""·:.//·. 

usando sefarosa de 'tlujó1
' tápidb (Q-fast Sepharose, Phamrncia, Uppsala, Sweden) y 

posteriom1ente las,fi.~C::C:i~~e~2coÜa~tividad de BADH se someten a una cromatografia de 

afinidad 2'5'ADP,..s~firrós~'cPhairiia~ia, Uppsala, Sweden). Las enzimas mutantes se unen a 

la columna de afinidad /se ~luyen de ésta con el mismo gradiente de pH que la enzima 

silvestre, lo cual no~ iridic~ que l~s cisteínas no están participando en el proceso de unión 
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del nucleótido. Sin embargo, encontramos que la actividad de las mutantes C439Ay C439S 

se aumenta entre 3 y U veces cuando estas enzinms son el.1:1ídas .de ~a cro111~t~grafia de 

intercambio·. iónico . (Tabla .. V) con una concentración~de·K.ó . 250clllM; .AJriii.<ló'i·'a~ esto; 
' • • - • • '..-C • - ., ", •• •''-._.· •• ,, ;;:.:·,."t/'-:_• .. : .. t_:· - "·· • 

encontramos que estas dosmutaii.tes··disminuyen ¡¡uac:tiyida4 dth-lfü~e :¡¡ii ªlfüii:c:e11Ellliiento 

:::::.::~~~::0:'.:;;:~~~::t::~li~Jt~l;J!;f~Jt~1?ftl: 
Al modificar este ·amortig;~do·; ;J~entaJdo5•¡~~t.¿~ril~ntraciÓ~ ·~i'e 'K.c1.•-al~25o mM; 

- - - • -- ••• - - ··: - - - ' ··: ;- - > ' - • ~ ' .'~~ - -'···. ;·· ••• ,. '. - :.;,' - •• -.- • >··.-- . ·. - - -. - -. ' - . : . - -.--- - : ._ ;_. ·:-; ~ - -

encontramos que mantenían su actividad durarlt~ ·~q a!ma'de11átnientÓ; Est~s result~dos nos 

indican que las mutantes de la Cys439 requi~r~ri d6,lll1a miiycir ~oncentración de potasio o 

de una fuerza iónica mayor para mantener su coÚoffua~ión activa. 

VII.3.1. Papel en la catálisis 

Los valores de los parámetros cinéticos obtenidos para cada una de las mutantes son muy 

parecidos a los de la enzima silvestre, como se puede observar en la Tabla I del Artículo llI, 

lo que nos indica que ninguna de las cisteínas está involucrada en catálisis o en la unión de 

los sustratos. 

VII.3.2. Papel en la regulación de la actividad 

Los resultados de la modificación química por compuestos comúnmente usados para 

reaccionar con residuos de cisteínas vecinales obtenidos durante mi tesis de maestría, nos 

hicieron pensar en la existencia de una pareja de cisteínas vecinales en la BADH de P. 

aeruginosa. Por ejemplo, el tratamiento de la enzima con un reactivo que se ha usado 

repetidamente como específico para ditiólés, el arsenito-2, 3-dimercaptopropanol (As

BAL), producía una inactivación parcial l"ev_ersible de la enzima. Una de las cisteínas de la 

pareja parecía ser la esencial, puesto que los sustratos protegían totalmente frente a esta 

inactivación. De existir estas cisteínas vecinales podrían estar jugando algún papel en la 

regulación de la actividad de la enzima, como es frecuentemente el caso de estos ditioles, 
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por Jo que en este trabajo creímos interesante investigar más a fondo esta posibilidad por 

medio de mutagénesis sitio~dirigida. 

Tabla V. Purificaciónª de las enzimas BADH silvestre y de las mutantes de P. 
aerugi11osa 

Paso de Proteína total Actividad Actividad Rendí-
purificación total total específica miento 

(mg) (U) (U/mg) (%) 

Enzima silvestre 
Extracto crudo 769 23513 30.5 100 
Sefarosa-Q de flujo rápido 369 21404 58.0 91 
2'. 5'-ADP-sefarosa 69 13526 196.0 57 

C353A 
Extracto crudo 435 6500 14.9 100 
Sefarosa-Q de flujo rápido 210 6921 32.9 106 
2', 5'-ADP-sefarosa 29 4008 138.2 61 

C377Ab :z; 
c:x:I 

Extracto crudo 600 15763 26.2 100 e> 
sefarosa-Q de flujo rápido 288 11847 41.1 75 ~~ o 
2', 5'-ADP-sefarosa 43 7119 1655 45 uº 

~~ 
C439A t'.3< ·- .~ Extracto crudo 312 6608 2L2 100 ·:~ 
Sefarosa-Q de flujo rápido 169 17748 105.0 268 ¡;s... 

2', 5'-ADP-sefarosa 34 6440 189.4 97 

C439S 

Extracto crudo 374 464 1.2 100 
Sefarosa-Q de flujo rápido 153 5168 33.8 1114 
2'. 5'-ADP-sefarosa 24 2443 101.8 526 

ªResultado de una purificación típica partiendo de 2.4 litros de cultivo bacteriano y usando 
KCI 250 mM en el amortiguador de la cromatografia de afinidad. 
b Resultado de una purificación usando KCI 25 mM en todos los amortiguadores. 



Al tratar a las enzimas mutantes de las cisteínas no esenciales, C353A, C377A y C439A, 

con As-BAL encontramos que todas ellas seguían inactivándose y presentaban la misma 

cinética de inactivación que la enzima silvestre (Fig. 17). La actividad ~n todas las enzimas 

disminuyó hasta alcanzar una meseta después de 15 min de. incub.aci.ón~ quedándose con 

una actividad residual entre el 65 y el 75% de la inl~ial: El ~jÜst~ de !Os datos 
• • • ••• • 1 • ,. - ~" ·' ••• 

experimentales a la ecuación de una inactivación reversible de ptjrrief orden, descrita en 

Materiales y Métodos, permitió estimar los siguient~s vlil~f~¡p;tf~cl~~c~*~t~t6--cle--~elocidad 
:· ··-. - . ,-,----- - .-·· .·.· . 

de inactivación aparente: 0.61±0.13 miéparala e~ima ~ilvestr~~0;85'±0.14 min-1 para 

la mutante C353A, 1.83 ± 0.50 min-1 para la C377A y 1.12 ± 0.18 min-1 para la C439A. 

100 
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Figura 17. Inaetivaeión de la enzima silvestre y las enzimas mutantes de la BADH de 
P. aemginosa por As-BAL. Las enzimas (0.14 µM) se incubaron con As-BAL 250 µM. A 
los tiempos indicados, se tomaron alícuotas para determinar la actividad residual de las 
enzimas. Los datos experimentales de inactivación se ajustaron por regresión no lineal a la 
ecuación de una inactivación reversible de primer orden, descrita en Materiales y Métodos. 
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Estos resultados nos indicaron que no existe una pareja de cisteínas vecirtales en la BADH y 

que los reactivos para ditioles como el Cu(OP)i o el As~BAL qúe inactiván a_ nuestra 
- - . - -~ - . . - .,. -·' - . - . 

enzima no son tan específicos como se ha estado maneja.Jldo ant~rioryn6I'lte,-Aqé~cíS;-con la 

ayuda del modelo tridimensional de Ja BADH de P. aeruginosa (Figurá. 8 ci~J.i\J.fj(:ulo HI), 

encontramos que las cisteínas se encuentran a una distal1~iacl~}Saiér.N~ri~ié:~B~s,'1o'cu~J 
no es compatible con la formación de un puente disulfuro, cuya;cii~tfil¡ciadci~ril~~e· es.de 

-· -- . O;'-o_=o;·o.:~'-:C- ~~~~~i~-:~~~~=.:;'.:_:'.~~:_.,:-o_~·~;:.::~-;;o·-_ -- . -- -· 

1.5 a 2 Á. -•-' '/- e• ;;:: --

Otra sugerencia derivada de los experimentos realizados d~art~~ :·1~ \ha~~t~í-a era la 

existencia Cie una tercera cisfoíri~ rio esencial, -reactiva sólo en presencia ;~e '1~8 ~'ustratos, 
que ál s:eriii;odific~d~ ~vit~ba Ja posterior modificación de la cisteíná: ~~~n6ial. Esta 

conclusión~e·b~s¡b~ ~·~:qúe después del tratamiento de la enzima con NEM.en'.presencia de 
'. . ;· "-' ,,; -.: " ' '.. . . . ~ 

Jos ligandos¡ para proteger a Ja cisteína esencial, un tratamiento posterior con MMTS, ahora 

en ausencia 'd~ los ligandos, producía una inactivación parcial con una constante de 

inactivación rrienor que la encontrada cuando la enzima se inactivaba con MMTS sin el 

tratamiento previo arriba mencionado. Cinéticas similares se observaron cuando Ja 

modificación con MMTS se hacía en presencia de los ligandos. Al tratar a las enzimas 

mutadas con MMTS en ausencia de ligandos se encontró en todos los casos una cinética de 

inactivación. monofásica (Fig. 18) con constantes de inactivación de seudo-primer orden 

muy parecidas a las de Ja enzima silvestre. Los valo_res para estas constantes de inactivación 

de seudo-primer fueron: 3.20 ± 0.05 min'.1 para Ja enzima silvestre, 5.44 ± 0.05 min·1 para la 

mutante C353A, 4.88 ± O.Olmin"1 para.Ja C377A y 2.55 ± 0.23 min"1 para la C439S. En 

presencia del NADH, las enzimas mutadas en las cisteínas no esenciales presentaron la 

misma reactividad de la cisteína catalítica hacia MMTS que la enzima silvestre con una 

cinética de inactivación bifásica (Fig. 19), a excepción de la C3 77 A que presentó una 

cinética de inactivación monofásica. El valor de Ja constante de inactivación de Ja primera 

fase fue de 2.24 min"1 para las enzimas silvestre, C353A y C439A, mientras que el de Ja 

constante de inactivación de Ja segunda fase fue de 0.31 min"1 para la enzima silvestre, de 

0.41 min"1 para la mutante C353A y de 0.83 min"1 para la mutante C439S. La mutante 

C377A se inactivó con una constante de inactivación de seudo-primer orden de 1.20 min-1• 

Estos resultados nos indican que Ja disminución de reactividad de la cisteína esencial que 
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encontramos en el trabajo de tesis de maestría no sede~e al efec_to protect()rde una cisteína 

no esencial, sino que muy probablemente sea el·. resultado del·. cambio coiiformacional o del 
. "'" _,-__ . -· - '-· - _,_ •... :-·-'···-= _,, _____ -;, _;_/_ ·-···"- - - ·-----'-:-- '. 

desplazamiento del equilibrio~entre dos-'--fC>rrÍias :;de'''0 la"~,'ertiirria '.~rodtlcJdos por la 
- ' .. • .- - • ! - , •• - - • :_ .: ; :· \· •• - -. • - .-. ,_ ~ - -: : , ·; ., • ·:.; • ·' --. 

preincubación de ésta en presencia de los ligandos, cotilo se disC:iitióantérionneÍlte'. 
- - :... - . . . - - .- . - ' ' . ' ' ' . - - _._ ~. , . . , . , 
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Figura 18. Inactivación de las enzimas silvestre y mutantes de BADH de P. aerugi11osa 
por MMTS. Las enzimas (0.5 µM) fueron dializadas en un amortiguador de fosfato de 
potasio 50 mM, pH 8.0, con EDT A l mM, sacarosa 20% y KCI 250 mM, e incubadas con 
MMTS 5 µM. A los tiempos indicados, se tomaron alícuotas para determinar la actividad 
residual de las enzimas. Los datos experimentales de inactivación se ajustaron por regresión 
no lineal a la ecuación de un decaimiento exponencial sencillo. 
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Figura 19. Efecto del NADH sobre la inactivación de la enzima silvestre y la mutante 
C439S de BADH de P. aer11gi11osa por MMTS. """'"s enzimas (0.5 µM) fueron dializadas 
en un amortiguador de fosfato de potasio 50 mM. pH 8.0, con EDTA J mM, sacarosa 20% 
y KCI 250 mM. e incubadas con MMTS 5 µM en ausencia C•) o en presencia (0) de 6 mM 
de NADH, el cual fue agregado a la enzima 30 min antes del tratamiento con MMTS. A los 
tiempos indicados, se tomaron alícuotas para determinar la actividad residual de las 
enzimas. Los datos experimentales de inactivación en ausencia del dinucleótido se ajustaron 
por regresión no lineal a la ecuación de un decaimiento exponencial sencillo y los obtenidos 
en presencia del dinucleótido a la de un doble decaimiento exponencial. 
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VII.3.3. Papel en la estabilidad 

Al sobreexpresar a las enzimas mutantes de BADH de P. aeruginosa a una temperatura de 

37 ºC, todas ellas se obtuvieron activas con excepción de la mutante C439S, que no mostró 

actividad. La electroforesis en gelesde ac~iÍiJriÍd~bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) d~.~~J~T.usa~~;=~C:brei~p~r_:~i~f;_~~}z. 0c nos mostró que parte de la enzima se 

encontraba;fonnandÓcuerp6~ cle\nclusión·yotraparte se encontraba en el sobrenadante de 

forma ina~~ivk;cJ16iri~~t~~<la):si16~ua'~aÓ~e ~obreexpresó a 28 ºC se pudo obtener enzima 
- ••• -... - f _,·>- ·:: ::-::.''· •j __ -·•._:'.I•'.• ·-.·e:/¿".:.,..•:,···_:·,·' ¡:·:: ··.-:· -. ·i.;"·. . ' 

activa, aunqll,~ su-:··aªiivi<lM·i~silecf fic~· füe .mucho más baja que las otras mutantes º la 

silvestre (Tabla-V). Este'.l'esliltado indi¿aba que la mutación en esta posición está afectando 

el plegamiento coirectó o l¡{ l!st~biÚdacl de la enzima plegada. 

El dicroismo circular y la cromatografía de exclusión molecular mostraron que no existen 

diferencias en cuanto a la estructura secundaria y cuaternaria de las mutantes con respecto a 

la enzima silvestre (Figuras 2A y C _del Artículo III). Sin embargo, en los espectros de 

fluorescencia intrínseca de los triptofanos.sí se observaron diferencias importantes, ya que 

las mutantes C439A y C439S presentaron.unaumento del 35% y 59%, respectivamente, en 

la intensidad .de fluo.rescencia a la•longitlid de onda de máxima emisión, con respecto a la 

enzima silvestre (Figura 2B.delA~ículo III), indicando de nuevo un papel estructural de 

este residuo de cisteí~~.; El atim~n~o en la intensidad de fluorescencia en las mutantes 

C439A y C439S ;¿sible~~nte ~e deba a un distanciamiento de los apagadores de 

fluorescencia del o lostriptofanos responsables de la emisión. A este respecto es interesante 

que existe un residuo triptofano, el W440, inmediato·a ¡a c439.~Este residuo podría alterar 

su posición en las mutantes y ser el responsable dd aumento en la intensidad de 
-,, '·' ,~:<> ' . 

fluorescencia. 

Por otra parte, no se observaron diferenciasimportantes entre la enzima silvestre y las 

mutantes en el centro espectral de masas (346.62 nin), lo que indica que no hay un cambio 

en la polaridad del ambiente que rodea al triptofano o triptofanos responsable(s) de la 

fluorescencia. 

Para estudiar a fondo el papel de las cisteínas no esenciales en la estabilidad de la enzima se 

determinó la sensibilidad de las enzimas silvestre y mutantes a las altas temperaturas, 
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(Figura 3 del Artículo III), a Ja dilución (Figura 5A del Artículo III), a la exposición a bajas 

concentraciones de K+ (Figura 5B del artículo III) y a agentes desnaturªlizantfES como Ja 

urea (Figura 4 del artículo III). Los resultados mostraron umivez más qlle fas"rriúfaiite~r 
' ; '• 

C439A y C439S son mucho menos estables que Ja enzima silvestre. 
.. 

La mutante C439S se inactiva a 37 ºC, una temperatura a Ja que tanto la eiü:iíl1a silvestre 

como las demás mutantes son estables. Ello explica el que no hubi~;amos logrado 

sobreexpresarla activa a esa temperatura. La inactivacióri sigue un proceso claramente 

bifásico con una fase inicial rápida seguida de una fase Jeritá. Este efecto de inactivación se 

revierte totalmente por Ja incubación a 20 ºC de Ja enzima previamente inactivada (Fig. 20). 
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Figura 20. Cinética de inactivación a 37 ºC y de reactivación a 20 ºC de la mutante 
C439S de BADH de P. aer11gi11osa. La enzima (1 mg/ml) se incubó a 37 ºC en un 
amortiguador de fosfato de potasio 1 O mM, pH 6. 9 con P-mercaptoetanol 1 O mM, sacarosa 
20% (p/v), EDT A 0.1 mM y KCI 250 mM. A los tiempos indicados, se tomaron alícuotas 
para determinar Ja actividad residual de las enzimas. Los datos experimentales de 
inactivación se ajustaron por regresión no lineal a la ecuación de un doble decaimiento 
exponencial y los datos de reactivación a la ecuación de crecimiento exponencial. 
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La incubación de las enzimas silvestre y mutantes a bajas concentraciones de K+ (25 mM) 

mostró que las mutantes de Ja C439 se inactivan. c(>mo~ era de esperarse, ya que Jos 

resultados de Ja purificación usando amortiguadores~co~~bajas'concentraciones de K+ nos 

sugerían una mayor dependencia de estas dos. mutan;:s el~ Íos iones K+ o de Ja fuerza 

iónica. La enzima más inestable fue de nuevo aquella en la que Ja C439 se había mutado 

por una serina (Figura 5B del Artículo III). 

Como se describió en antecedentes, estudios previos en nuestro grupo de trabajo habían 

mostrado que Ja enzima BADH de P. aeruginosa tierie un requerimiento estricto por Jos 

iones K+ para mantener su conformación :activa (Velasco-García et al., 1999). 

Posteriormente, se comprobó que en ausencia de K+ la enzima se disocia a monómeros 

inactivos, que se reasocian a tetrámeros totalmente activos si se les añade de regreso iones 

K+ a una concentración cercana a la fisiológica (Velasco-García et al., 1999; Valenzuela

Soto el al., 2003). Como esperabamos, en ausencia de iones K+ y en un amortiguador de 

baja fuerza iónica la enzima C439S se disoció más rápidamente hasta monómeros, en 

comparación con la C439A, y ésta a su vez más rápidamente que la silvestre (Figura 6 del 

Artículo III). 

Cuando las enzimas se disociaron e inactivaron totalmente en ausencia de potasio y después 

se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con KCl 250 ~~.~'..1~' enzima silvestre 
. --. - . - ---. <-- --__ .. , 

recuperó su estructura tetrámerica en un 80% y su actividad .sólo en un 45%, la mutante 

C439A recuperó su estructura tetrámerica en un 38% y su actividad en un 22% y la C439S 

sólo recuperó ~114%. de su estructura tetramérica y ninguna actividad (Figura 7 del Artículo 

III). Esto nos rpuestrá la existencia de tetrámeros inactivos en las mutantes de la C439 y en 

la enzima silvestre. Posiblemente, se podría obtener una mayor recuperación de la 

estructura tetramérica, así como de la actividad enzimática, si se incubara durante más 

tiempo a las enzimas en presencia de potasio. Sin embargo, con estos resultados podemos 

decir que la Cys439 no tiene un papel crítico pero sí importante para obtener Ja 

conformación tetrámerica, ya que las mutantes carentes de esta cisteína pueden seguir 

asociándose de igual forma que Ja enzima silvestre, aunque con mayor lentitud, y el 

rendimiento de la enzima asociáda correctamente es mucho más bajo. 
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Igualmente, la incubación de la enzima con urea mostró que las mutantes de laC439 son 

menos estables que la ellZima sil~~stre, Y{l q~e la mut~nte C4J9Á requif¡ó d~ º'.4~ M y la 

mutante C439S de 0.57 M cle\fr~~~páraperder la mitad de sti actividad,midnt.ras~Cjue la 

enzima silvestre requirió de,1.1b ~d~ urea (Figura 4, Artículo III). 

En el modelo tridimensiori'~l <lri1a BADH de P. aeruginosa, la C439 de una,subunidad se 

encuentra en contacto ~orif ~l do~inio de oligomerización de la otra subunidad en una 

unidad dimérica y podrí,a ~~t!U',formando un puente de hidrógeno con la K477, un residuo 
t '• >; . 

altamente conserya.do ei1lasALDHs y en las BADHs. La distancia entre el átomo de azufre 

de la C439 y;el_Nz'áeláK47i.es de 2.83 A. Sin embargo, contrario a lo que esperábamos 

basados en l'lÜesfro modelo, la m~tante C439S, que teóricamente podría reestablecer este 

puente de hidrógeno con la K477, aunque la distancia entre estos residuos se incrementa 0.3 

A, resultó en una enzima aún más inestable que la C439A. Explorando el modelo, 

encontramos que en una conformación alternativa existe la posibilidad de que la C439 

pudiera participar en una serie de interacciones hidrofóbicas con otros residuos que la 

rodean, lo que sería congruente con el hecho de que en el caso de la mayoría de las ALDHs, 

incluidas las BADHs, no existe cisteína en esta posición, sino que usualmente se encuentra 

un residuo hidrofóbico. 

Los resultados de esta segunda parte de la tesis se presentan en el manuscrito " Analysis by 

chemical modification and site-directed mutagenesis of the role of non-essential cysteine 

residue of betaine aldehyde dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa. C439 is an 

important resid.ue for enzyme stability'' que será sometido en breve a la revista 

Biochemistry paiá su posible publicación. 

En resumen, nuestros resultados muestran que la C439 es importante para la estabilidad de 

la enzima, ya que podría estar formando un puente de hidrógeno con la K477 de la otra 

subunidad en una unidad dimérica, o bien participar en una serie de interacciones 

hidrofóbicas entre las subunidades. 
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VIl.3.4. Artículo III. 

(Manuscrito en preparación) 

"Analysis by chcmical modification and site-directed mutagenesis of the role of non

esscntial cystcine residue of betaine aldehydc dehydrogenase from Pse11domo11as 

aer11gi11osa. C439 is an important residue for enzyme stability " 
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Analysis by chcmical modification and sitc-dircctcd mutagcncsis of thc role of non-

csscntial cystcincs in bctainc aldchydc dchydrogcnasc from Pse11domo11as 

aer11gi11osa. Cys439 is an important rcsiduc for cnzyme stability. 

L. Gonzálcz-Scgura*\ R. Vclasco-Garcia*, E. Rudiño-Piñcratt, and R. A. Muñoz-

·Laboratorio de Osmorregulación, FES lztacala, ttoepto. de Medicina Molecular y 

Bioprocesos, IBT, toepartamento de Bioquímica, Facultad de Química, Universidad 

Nacional Autónoma de Méxi60,kékÍcob}., o4SIO,Mé~ico. 
: Author to whom corresponden ce should be addressed. 

Short title: Role of Cysteincs in BADH from P. aerugi11osa 

Abbreviations used: BADH, betaine aldehyde dehydrogenase; DTT, dithiothreitol; 

MMTS, methylmethanethiosulphonate. 
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Abstract 

Betaine aldeh)'de dehydrogenase (BADH, EC J .2. 1.8) from the human pathogen 

Pseudomonas aeruginosa is a tetrameric enzyme' w.hich confains four< cysteine residues 

per subunit;one of the.m (C286) being. essential for;cii~aI§sii. In::hi~~t~dy,;~h~~r()!¿. of the 
. ' : ., ... - ',.. .. "" ··:,:· ¡_:, .. --.·, ,-.-... ". - . 

otherthree cysteine residues (C353,.C3 77, ~nd,_G439) in frizyiil~:ac.Úvify:iifld stiibility_has 

been investigated by chemical modificat;~J::,~~{ ~;t~-qir:~te~,~-Jtt;~~~;sig~:;\JL three 
. ' :-.:_:._· -~~··"·)<!:·.<=, ,;_; __ .- '\ :~:. ·:-.:~. ·¡. ';..;y ::; -'.:\. . . >: -} ; .:_:::~'~:~ .:~~(.~t,~·.:::3~,?- -::~.:-'J:' --~.-/-!' ' -: ' 

cysteines were individually mutated . to 'ai[11ihe'~;';7and' C4'.,39 ·'11.J~q • tÓ-;s6:idétflib ·iftutants 
' ' ·-· . . ' -- :. ~ '"". •. !; . ·.' . : : ' .• .. '-'~' , .,, .• ~:, - ·, - ; 2: .; ". :,. - } - ·- - : 

were enzymatically active with.Km.an'd k~at values.very siÍllilar to.tho~e .. of wild~type 
/ - •. ' '··. 1' - . .- - . -:-· .• \-~·.•." . ". - . '·.·' 

BADH. The kinetics of inactivati~n .by a thiol speciflc r~agén( in the absence and 
. ·. ,,--.. ' .. --·. -·.·--·-··. -. . ' 

presence of coenzyme, were ~lso similar inm~tants ~d:wild~type BADH~, sliowing the 
.· :- -_,, <-.- '. ... ·· ·:: 

same reactivity of the.catal)rÍl_c'_byst~ine in aU'ofthem.The results of circular dicroism 

(CD)· spectropolaritn~try ~nd siie ÚcJl!sion c~romafography indicated that there were no 
.. · -·-=. ···:; '.:':. . ' ,_;, ;,, ; .. ~: 

majar changes in ~h~··secoridary/~~;~u~lernary' s~;.úcture ·ofalL the mutant enzymes, but . .... .. .... . . - . - ~i ' - . . . . . 

protein intrinsic fli.íor(!sc'e"nce sho\\led tJ1at:thefe \\iere differences. ilf the · tertiar)i structure 
_ ;:, ;c·i·: .·: '' • .. ~·' _ ·:· ·::.: ....• ' ~'.· 

between the 9M9 nit1til1is'al1d'the/wi1ci-trpe·eri~~:~.-,§~ifn1iit~nts were significan11y 

Jess stable thatj tqe \\!ild.~fype eil_zyme_and 9;,~3E~ricf,·<?ª}iÚ11~!a~t~, as judged by their 
' .> ~:¡'.:., :·;-:: .. ' ;-:.- . 

sensitivity to dihitiofi:¡~;higÍi a:nci 1~,v} k+,,f6-h;~ori~en'tr~Üons, a~ well ~s by thermal and 
,, .:··.-.· .. : .. :·-:--,.~ }':'.~:i''· .. ,:'.c··.c:_:·:::~::/::;·:.: .. ':~.:-.. r:.<.:::.·.-::c~f:;-·\;~J":·-~'.''~~·:,·.,~:·...: .. ···;:.·:. ;,,..-... :-.<::' ':' - . 

:::::~:1;i~~l~~hiti~ti:f ~~~1~~~~i~~~~;;~º~~;sd:;::d.:~:'.c::; 
well cons~~~d B'Y<l~ophobih ·;~gi611. ~t ·iJie SubuniÚ'iAf~)race:between the monomers 

"·•''" >>.•: .·,··.· .. .,;·.,:·;o·--~ .. ,·;. 'f'.·',' ~~::~~·~:<:.' 

forming a dh11.~r. Th~s. the decreased • stability.ofth~<rríÜta~ts C439A and C439S can be 
-- . - : - --- - - ' -

explained by the perturbation of interactions between subunits. 
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INTRODUCTION 

In a wide variety of organisms, ranging from bacteria to mammals, betaine 

aldehyde dehydrogenase (BADH, betaine aldehyde: NAD oxidoreductase, EC 1.2.1.8) 

catalyzes the irreversible oxidation of betaine aldehyde to glycine betaine with the 

concomitant reduction. of..NAD(P)~ to. NADP(H) (1-6). In most organisms,,.glycine 

betaine is a non-metabólJ~a?le C>S.molit~, which accumulates up to high conce~ir~tions to 
-',',:··!>~=-:~>: -:··;.., -~':· .. ,·:·.:: :~.··· 

prevent water/ioss' and .ilfrqiecf;-ce!l!il~, components against dehydra'Hori:oi~?high.•· fonic 
e,·,·:.,, .. ·,~,~·-=-··-\'.:~·:'":.:.~ ,.;;~~_!··,,_, 

choline or choline precursors when these compounds af,e their 8_61~'.c~boil~ nifrogen and 

energy source (8). The BADH catalyzed reaction. in these bÍÍct~ria'fuiflÚs,"an' amphibolic 
..... ~ . -- :·.·., ... ~::·~·'--: -;:ir-,· :-.J:~:>-,_,_ ."' 

function, providing both NADH and NADPH (9)~ Since d10Ji~e ·~r ~holine precursors 

(10,1 !) and osmotic stress (12) ~e p!ese11t il1 the tissues infected by the bacteria, it is 

conceivablé that BADHis akey enzyrri~·ifi'.the establishment and growth of the pathogen 
:- : ' ' , -- ' -: -' : : ; .·. "·: ·, > ~·' - :'·' :·, ·.-; . . . 

Every;{~ldehyde 'dehydroge_nase (ÁLDH) known to date have an essential Cys 
- ;·" , ·.·- ... , _,. 

residue that i;' involved in the forriiation ~Íthe reaction intermediate thiohemiacetal with 

the aldehyde substrate (13). Although tllis i~ the only conserved Cys residue in the ALDH 
'"' ::,'/.-~'<-.--; 

superfamily, there are severa! othe;Cy~;J~idués in these enzymes. In the past, it has been 
. -, ' ~ f": ~ :\~;:-:: 

proposed (14-16) that sorne AEDHs._n~~e a thiol vicinal to the essential one. This 

propasa! was made on the basis of the il1hibitory effects of arsenite and arsenite-thiol 
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combinations, which are known to re.act W.ith enzymes possess~~g vicinal sulfhydryl 

groups~(J i'~{B)'.· ~hr91:1~P~!~~lr.r~~é~si~]z ~.i~~J~r • t.~~~.~is~lfi~e, ~ic_i~al.•Jchi61s re~l1late 
the activity:of-~e~errl··~·~~·~~·(J~; ~d~fr·i~··~Zsi~·Í:;:¡~:fctll;;··~1rj1.•a·~i=~1:Trol:··i·n 
ALDHS.·· H,t~~v;;; t~~-i~~:~W~é'.:bri~JFkk~41~~~~.i~: his -~ot 'be~q·· ·i~v~sti~~tecí· so far 

7\'.;~ ... :;;-~. ··""'' •'':'>' '. -.~,-~"-' ::>~"· ,:~··-.'~~. 

whethernol1~ciiial~icfCys.r~~id~~s.havea·role,on.activitY,.regulation,·enz)'itie .. stability or 
'..:.::~.-:. --d.",:;_:; 'L·.;:t~:·r~.-_0)-

fo f d ing of~~r~~!?~:~? ,~. ' . ' 

•.•84J:?~Jf~W~t)J.· .•. ~;erJgi~9sb;.is·•a .h61Tiote1famer•(20)···that .. ·6ont:ins.•four cysteine 

residues pe~ ·~·t~J~¡(iui~ ali C>r them. fil'.~ ieducedjn the native enzyme (21,22), in 
_:·~;/,.·_¡::··:--· .. , __ ~: :_;·:_•''•·;'•' :• .'.- ,·.:· >·' .. ;- ... :. ,·'·' ~-,,_:-,·~--. ;_,"·,_:,':'.:'- ···:. '.·· 

codes IBXS, IEZO, IEUH, 1AG8',:.;iqÍÍ,_f~p3'}.·¡cW3 and 1BI9) and one BADH(30, 
:~~-: :r, :~:-:=-, 

PDB codes 1 A4S and · 1 BP\V),;.:\VI},Í911J'~h~\Y)ha1)he cysteines exist as free thiols. Si te-
,. ,.··· - ',;):~~-·';,;: .,: ··''.,'.,:':~;\··,-~ ,.. .. ,.·. 

directed mutagenesis oft~~. ~~n~~;.\16ci"Ói86 (Pseudomonas aeruginosa numbering) 

prnvod that fui• ¡, th~ ¿¡~;~•¡WfíJ~dTIY(~elasco'Gareía, R. and Muñoz-Clare•, R A., 

unpubfühed z~·~ic;f~kí~r\1~(~~·g;'.i(22cJ,~ reported fue charncterization of fue 

:·:~,:~ p:~,~Jcf ~~j~;;*~~;!I~J~~n:•:Y :~::;e:: ::d::::º:·::·::: 
directed muúfgéne.'sis;'ihe'• iniportance .of the remaining, non-conserved, three cysteines: 

:·, ;·~,;)~,,:::: ,\'i. ·,.' 

C353, C377¡ áiiée439. Ofthe ALDH seqtierices known to date, these three Cys residues 
,···,- .·· ' ' 

are present in·~Abi-is from Pseudomonas genus (P. aeruginosa, P. pulida, P. jluorescens 

and P. syringae) (31-33), E. coli (34), Xanthomonas axonopodis (35), as well as in the 

yeast Schizosaccharomyces pombe (36) and the only three animal BADHs sequenced so 

far, cod (30), zebrafish (37) and human, which has been named asan ALDH but shares 

55% of its amino acid sequence with proved BADHs (38) and has BADH activity (39). 
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Ali three cysteines are also present in the trimetilaminobutyraldehyde dehydrogenase 
- . . " - - - - -- - ._ ---~ - - - ·-

from mouse (38); r~t (38),. and cliuman (38) and C439 is conserved in human ALDH 7 
--- ==~ o .-;;.,; __ --oo-.;-oo_·: __ r~.o-'~-:-o;.,,>'~_ó.~-- -_':-;o -=;-4-;o-:O ~;,o,-oo.--=.;~--'C'~--= ~--- -=--- · __ ._. . ~ · . ,- ·c:=-=-·co~~ -~~~--~-~~·-~.,---_·!".:.:;,;;_-~-·.O.o..-- --" ~-- -

(Table 1) .• Ínt~iest~ngly,J.d~isco'rlserved in BADHs known to bet~tf~~ficJ.~sbacterial 
and animal enzy~bsl blit ¡('is a.bsent in those known to be ·diriféri~~ JJ~~~;;s •1Badillus 

._ . ·.· •. -· ' >,;-:· ,. ·:·>_~:-~;- -~::_~h: .. ·:··~.::,\ ·,i:·; 

subt i lis.~ and planf~ BÁ.D 1-Is?"A ~non~catalytic .residue con.se8'ed : thl'ough;Zéy~.Juticm ,from 

h•ot•ri•;;'i~~1\~~~:lt:~;1¡;,:.¡1:~¡r~i~8~f ~~i1~íJ;:;:, 
stabilitY (~~!4.fü;~1W,<?fBif~l~ing (41) of altlehy~e ;deh~di~·g~riases in general and of 

BADHs i~;~~id3i~:. In previous works we have shown that P. aeruginosa BADH 

requires K;.iJhsf~rthe maintenance of its tetrarileric active conformation (20,21). In the 
. -· ' ,. . 

. ' -. 

absence ofthese ions, the enzyme dissociates ihto.il1active monomers. Na+ cannotrnplace 

K+ in restoring enzyme activity, although it induces re-association of the mo~brner~into 
inactive tefrafuers (20). The mechanism of K+ stabilization and the aIT1i1lo, asid{residues 

involved in this process are not yet known. 
~'<'·~. 

;··.:·,~,-<;!- .,,_ -·-,,-
. '\ ,\'"·.- Y..:~.· c<;~c> 

As part of our efforts to characterize the BADH~from,p jc'aJH1~tríd~io'ttÚnctionally 
. <~ . - , ----·-... -: ; ;::\: ; .. : ~",>~ ·::~ 'L ?/~:-:·{t:·::·'.>t::·~z,_ ... -·~·;/'--:~, -:,:~f:~ ~- ·'.:-'f;;_- )~~'t::·:: -:·;_:·! -_,-, :; ,. 

cnzyme activity and stability . by . using .. site'-dir~c~ecl inutage~e'sis ~d.· ~ertsiiivity. to 

sulfhydryl reagents. We conclude t~at";~ftBese·three Cys residues, C439 is important for 
•. ·-,•·.«o,:.·,..,,.··,; • •, 

enzyme stability, most likely dtfe -1~ ft~ (dcatlon in a very well conserved region at the 
.:_ • _., .•:-\-;'. ,j.. . " . . - ·, '::;·:;, _,;,._:_~~ ._:..'_-•,'- . -~<-.-

monomer-monomer interfa~fofclifn~rib u?its in ALDH proteins in general. 

93 



MATERIALS AND METHODS 

Reagents. Betaine aldehyde chloride, glycine betaine (inner salt), NAD(Pt, 

NAD(P)H, DTNB, DTT, and MMTS were obtained from Sigma-Aldrich (Toluca, 

Mexico). EDTA was fromMerck-México (Naucalpan, Mexico). All other chemicals of 

analytical grade werejfrom.standard .. suppliers . 
. ·1~,,:.,,.· ~;~:~;;:/~{j;. :;·S:'. __ e :~·,;.'.-

Sif<i-dfreCt~d};,i'Í'iÍagen~sis: and transforma/ion. Site-directed mutagenesis was 
· < ·.t);{i,';' 'l~F~F:'t,;'.t ~:> , . ·· < ··.·. ··.· .·· 

performed withr'.the7\.Q~jl{(fi1~geT~ ;XL·.· site~directed kit (Stratagene, La Jolla, CA) 
~.- -:,~~~:(,ó~~G¿'.'·~!~~7:;t'.·~~f~;~1;t{~:;~ ·-1~~~~-~~.· ::~;;;.;_ :·;~.~~:~:.:.<~.:·:::; -:·:~-.~.:~--- --;~:_.:: .. _- < ·::~ ---_ · -. 

following the'manuf~etÜter~'s':instruCtions!;,Plasrriid pCALn that contains the full-length P. 
>•.•·•· · ·r·;;gK:·:;'.r·~~t~lz*)'!~~r·¡,·}.;.":;~;~·. ¡:~:t5'{•.>; ·.··.· 

aeruginosa, BADH~énéódmg)!gene" '(Velasco~García, R. and Muñoz-Clares, R. A., 
.. •·; •·;• .~[/§~i't;iJ.'· '1~~:J$1~' ·¡g;;·~·i',···x:::·.•I:'.~·¡~· ¡:,··. ·., 

unpubhshé<:I ~ºff}'Wª.~'.;us~p :' a,s ~!empl~l~> Followmg subcloning in to the XL 10-Gold 
• ,fe),): ';!:. '.;-':, "_ ·::, ., <( ,· • f ',·, 

strain; positi~5 tr,an~fo~ar!t~ '\ye~¿: then l.Ísed to transform the protein expression strain 

BL2 l (~E3)~Lys~ · , '~ (~traiagene). The oligonucleotides used: 
. , .-.·-r /· .. · '· -. ; .. : :.. . . ~. -~...... .'·-. 

S'CTCCGGCCAGGTCQCQACCAA CGGCACC3' 

5'CGTGTT6J\c6aiTddC1cocGACGACATG3' 

(Cys353A); 

(Cys377A); 

. _,,. -: •. :.;;-.: >>.: ... -: • :-- : . __ 
(Cys439A) and 

S'GGAAGC~Ó~C.:\TCICGTGGATCAA T ACC3' (Cys1p9~) were prepared by 
.. , '·'-"::' 

lnvitrogen (ACC$SÓLAB, Mexico ). The nucleotides r,~P!.ef~ecI from t.he wild-type gene 

are underlined. M.utf1tions were confirmed by DNÁseq~~ncliig), . 
; '~.: ~ ·:i' :-.;:. -, .l.".?i ,,,. ,:·:-,~""'· . _;·.' ' 

coli BL2l(DE3) .. pLysS (Stratagene) ·contai~fog the full~length P. aeruginosa wild-type 

BADH-encoding gene o.r mutated BADH genes were selected for carbenicilin resistance 

in LB broth containing50 µg/mL carbenicilin. The medium (2,400 mL) was inoculated 

with a seed culture (60 mL) and grown overnight in a giratory shaker (150 rpm) at 37 ºC 
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until an O.D. of 0.6 was reached. Then O. LmM of isopropyl P-D-thiogalactopyranoside 

(IPTG)_~a~ag~regated to the culture. J~e,5e}¡s were grown for an additional 4 h period, 
. . '· ... ·-. ·"-. ' 

harvested by centrifugation at 3,000 .~ gfoé:io min and then resuspended in 180 mL of 50 

mM ~otassium . phosphate buffer ~HC~.st'.containing 20 mM ~-mercaptoethanol. The 

resuspended cells were desinteg;at~·~~by'~s:nic oscillation (90 s at 60 W) in a Branson 
e :_-_ - -·'' ·-:·';':-.':o-<.':±';:,-"·,_c,;c_ .. \. _ _o:·:-','. 

·"·:;.·.· 

(Danbury, Conn.) · sonifier. cell <l(si'Gptc)E ~~H wild-type and mutants were purified to 
. ' •;._ "'º"> _ .. _, ... 

homogeneity.by the rapiq'~11;\tid_~ii~~'#;c'~durereported earlier (21), except that the KCI 

concentration.· 6r th~ ,Jfa~;~~,~~ed,}J~~rn~. ¡¡¡t :b~rificátiorit step,. affinity chromatography, 

was 1 o~time~ ~ig~~.,i~~;:·¡hJi~~i:ri~~JJd?~i:~;'~0s1;;;(2~~~ ~M ~nstead of 25 mM). Pure 

enzyme;,Jf ~lt~~~~~!~~~\~t~~f~~~i~f~~lh¡~ buffec, pH 6.9, contWnIDg 
0.1 mM · EDT Ai'250 iriM;Kci¡ 2Q%,(\V/;v):súcrose and :! 01mM ~-mercaptoethanol (buffer 

' .. • ...... ;~;;; '.! ." -:.·· ... : -~:~/:';,<_ ;'- . ' .. ;. . ".' .. ,.., .,, ""~··;<-~ ··c/:o .. ,,.;_ ·~-; ~-~·~, ., •. •·.~-(·,:·. :;:· .. -_ '. ~-_:-;,S'. '"•, J :<~J .. !,'.\~. , ·:.- . . 

:~S~;¡j}jjl1~1~~11tJit~~~l*;l~~~~e:«:~:: ~=::·:~ n: 
contain N;\D(f!) :ófNAl)P(l:!.)i.ll,énu}d"áSjudgéd by the ratio A2sof A260 which was -2.0. 

·~~~~·::_ .. ¡:·:,~~~:: .t~f;Y~-: ::·~·; > tX;~·~~.~-~~~~/'.;:~ ~ ·~ ~:.;~~-.:~~.~·~-.-~~·º-·:. ·-. , .. · .. -:··· ~--_.,··e 
• . ¡:·.· ... é,-;· .• ,-_·,~F;~,-.:,;~:'<'0'-;·:·L> .·:1'•.:-.:-.:i.~':<z --~·,,;;- :'-;. · .- .~ .. --·- - 1- ,.e~:-: · ::- . • • 

Protem co11centrat1qn!;1o';Yere cicit~rm111eci'by th~. Coomass1e-G dye bindmg technique of 

Bradford ( 42):J~'.if~:f~~~i~~~·igk~j~fkii~-~r/as•·~\~rotein standard. 
'.' ·< .. ··:· __ '.·.<~< _·,_ .. ?;:_,,__ :-:~{~.)".- __ .;?:~--,~.\~-- .. !.?··. ·:·:<'· .. : 

Westernb/Ót a~~/fi~ts. .•· ct~f ~(i· identify the migration of the BADH proteins band 
::·- ·.··-· ;_~--~1·:: ... ';~\':;: ~.;.~~/>_ \_~;.;:~-::.-~ .. ; _·:_·~z?··.'. ;\,... . :.. .. :-·0.: :·· .. ~. 

after SDS-PAGE·dr§f:ül·~~~:~~'Ífac{~ ~nd the integrity of the recombinant wild-type and 

mutants enz)rllles; the proteins were electrophoretically transferred to nitrocellulose paper 

with a BioRad transblot apparatus and Western blot analysis were performed as described 

(21). A polyclonal antibody raised against P. aeruginosa BADH at a dilution of 1 :500 

was used as the primary antibody. Anti-rabbit goat IgG (conjugated to horseradish 

peroxidase) ata dilution of 1: 1,000 was used as the secondary antibody. 
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Enzymatic assay and kinetic studies. BADH · activity was assayed 

spectrophotometrically at 30 ºC and pJ! 8.=0 by mo~~t~~~p~~t~~C: ~~~oi~~::~aL340 =llJl1 

(NADPH fonriation) as described previously (21); O~e'Ühit."o(activitY .. is:deflneci. as the 

amount of enzyffie that catalyzes the formatión:·9r{1:µfü~1ror;~~~ti ~~f:'..~in' in our 
.,_-.:. . ~·, ~--·:- '. ,\;·;·\'; .'" '-

standard assay. Steady-state initial velocity·studies~wf!re ~~rfO:~~d ~t 30 ºC as it has been = 
,._. -·--:~.\._',·.:._·,v. ·_ ,'-. . . 

described in a previous study (21). Kinetic data were'analyzed by non-linear using a 

commercial computing program formulated with·the algorithm of Marquardt (43). The 

data set was globally fit to the initial velocity equation for a sequential mechanism 

V= V[A][B]/(K¡8Kb + Kb[A] + K 8 [B] + [A][B]) (1), 

where A is NAD(Pt an~ B is_ betain~ aldehyde; Ka and Kb are the Michaelis-Menten 
__ --_- -- -- + . --- _-_ ' : ¡;~ < : --

constants for NAD(P) apd bet!lin~- fll~épyde; respectively, and K¡8 is the dissociation 

- ' -- - ····+ ,;--:-, '- -~·:-. -> -'-- -'; --- --
constant of E-NAD(:Jl) (99menclature of Clela11d (4_4)). 

~·~--,>; -·-_:·:_~:··-. -:;~:> :~':::':, .. · :·?:~~ -~:~~~~-~:--;fr,\ . ;,/.::': ·. ::- ~--~- _-- .· ·:_,~> :) ·:-.- -.::·,: :: :~~:::. . 

cl1'e11iii:'l-li~;~dif;bhliá~. Reáé:tions with.MMTS•'atpH 8.0 and 5.5 were carried out ·-:, :·< .. :··_·¡:·.· .,\,,,, \.\·::.- _-, ,.· ·-. .-·_ .- . - ., ·:·.-'.<, ·. 

in Mes/Hepes/th~i:~Gffer (~ach at 30 mM), cont¡inlng'f mM EDTA, 250 mM KCI and 

600 mM Trehalose, in the absence and presence ofNADH, as described in an earlier 
~.. ' . -, ' . -- "". - . . : 

-· - .,, " 

work (21). :AC:tivity: data were analyzed by 11on'7Jinear regression calculations using a 
,--,., __ .-._-. ... ' •':· :·:· 

commercial cqmP,~ting progra!Tl formulated ~ith the algorithm of Marquardt ( 43). First-

order analysis·$f~imee,;oµrses ofMMTS~iriduéed inactivation were performed with: 
- ,;._:·" . \": ::· ,,_.:-~·- z '· '. 

Ei/Eo = exp(-N~r:'S ;,,. ,_, 
,· -~">~~;·.'-· 1 ' ,· -;--:::,ú---'·· 

for a monoph~sic[f~adÜv~tioh, or with 

E1IE0 = (E1/Ed)ex~(~~1t)+ (E2/EO)exp(-k2t) 
-.- ·-· ·- _·_ - - - - ~-- - - - -- " - - -' 

(2) 

(3) 
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for biphasic inactivation. E1 and Eo are, respectively, the activity ofthe enzyme at times t 

and O; k, k1 and k2 are the observed pseudo-first:.order rate cÓnstants andE1'.and E2 are the 
'·:_:, --';~'; .,:~:_·-'--'"""º"'.=;-o-'' 7--; 

.... f .,,; 

amplitudes of each phase. /;,. '' · '" , .. 
. • ¡;,,/ ... .1¿ Lf· : . , ;· ,.;;: ;:2 

Circular dichroism. The. ~;ilc~i~~~!~~TI¡~~¿:~~[c~~~ o~ me ·~ild-tYPe. and. the 

mutant enzymes were o btaine'd···by_scaiilii~gjhe_~alllple!s.ol&tiolls• i°:'a'.0.2.mmilight. path 

cuvotte, ovo. tho fa<;~]8"f illf tif ~~f i~irii!;~§i~~i ~f J~§cd_;;s cfrcula< 

dichroism .· spectropolarimetei:~ co,füain!fig · a\Cin:iulátirig;w.a,~e_riba1hfA1Lproteins at a final 
-· ' ·--::;: _.-.·: ::.:_-, ---·.;~··:/ ::'!'.~-;~ :-··;;;. . -'-.--..J'}:.' ;::?~:?_ :;-; ... ::~ .... :l''' 

concentl'ati<>n,~9r'2?o;'µw~B,;.~~~6c"iUkg~~:-¡fü{QrbM;P~t~ssil1m;I>hosphate buffer, pH 

6.9, co~laifudi,2.~~.íf i'l~ji~&;~tf~f ¡,~¡~~!~¡~ colloctod at 1 nm into.vals 

with a bá.nd;33 widüi'of,,1/nm anCI. aélwell 'time.-of~2 s:A fotál of four scans were collected 

for each pr~t~·fki~1ü·i~J~~~tiJ~'~}~~i1~~s~~;:~CeJ~f~d; The data are expressed in terms of 
,· ,>:dº< .. • -,,,.¡ • '''.:'-'-, ~:~::: '. ;,;·::- - ;:~;' '; ' {:"; • 

molar eHipÚci~ '[8]'.·'fli~·' bb~enred. eÚipticities were con verted to molar ellipticity by 
-.·· ;-:r_; :;¡::>~.:~-,"~~)-,· - .. -~::º:).~ ;< .. -, . ··- • , 

using th~ equatfon: 

(8] = 8obs(~r&~;l·~c/•• · (4), 
' ·; '..··,, .. -\, - --

were 8obs is th~ o~se~ed ~llipticity in degrees, mrw is the mean residue molecular weight 

based on 490;amirio acids, d is the protein concentration in grams per milliliter, and lis 

the path length of the cell in centimeters ( 45). 

Intrinsic jluorescence. The protein intrinsic fluorescence was determined at 30 ºC on a 

LS50B luminescence spectrophotometer (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) from emission 

spectra (5 nm bandwidth) recorded overa range of 300 to 400 nm after excitation at 296 

nm (2.5 nm bandwidth). All proteins were prepared at a final concentration of 82 µg/mL 

in buffer A. To minimize the inner filter effects, we used a microcell with a 2 mm path 
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length placed· eccentrically in the cell compaJ1ment ( 46). · The wavelength maxima for the 

differellt proteins were determined by taking .the first derivative of the individual spectra. 
-- - ... -~~ ----~-=;~.-= ~;~~-,-:~-~~_;O;;-. ___ ~,~-,-o:=o- ---~. . ~-·--- -

Size-exclusion chromatograpy .. T~~ q~~t¿riia& structure of the wild~type ·ano· the 
,. _ -->- ::-::·-_;_ ;--.:~ .""':~---:1,_i:-->_:·{:->+~f{-~-~~~------ ·__; ~._._.:s:-:~-- :-<-~-·- ~: 

mutant enzymes was estimated by size~exchisión\chromatography (SEC) on a Superdex 
¡·-·.,· ., ·. _._. _;·:~·: '.·.-·'."' ~'<;::" 

200 HR 10/30 column;(Pharmacia,,~Upp~~fa; S.weden), connected .to a H~LC~;system 
•''.' - '·-· ;-"~-~ :,f.c.::·::/·:·. ·_:_:·-., -- .· ,_; .· •i·:: -<«·-·' _·.· 

-.:;;.2,. }L:i- !--~:,-.-~ :---"':'..,:-~->::-

(Waters). The colúrnn \Vas (!quführaí~c:!:a!Íc:i el\lted.at room temperature with buffer Aat a . 

flux of OS mL/miil<~r ~it~'i}d 1~~\~~~i~* p~osphate buffer, pH 6.9, confai~Ín~·().1 ·mM 
.. :~:~~·- -· - \ :;:.·, .. ·,· .:r-· ~- ·' ~-:;~ ~ 

EDT A: 20%/(\r(v). gly¿eroJar{d 1 O mM •· 13-mercaptoethanol (buffer B) at a flux of 0.4 . ,_ •' _, ___ ,,,i,, .... ,_ 

:·-

mL/mil1: (:yto~hrome c (12;5 kDa); chymotrypsinogen A (25 kDa), ovalbumin (45 kDa), 

bovine serum.albumin (68 kDa), aldolase (158 kDa), catalase (240 kDa) and ferritin (450 

kDa) (Boehringer Ingelheim Promeco, Mexico) were used as molecular weight standards. 

Peak · deconvolution was achieved with Jandel PeakFit program. Summation of the 

deconvoluted components agreed very well with the observed .elution profiles. 

ºC was m~a~.ureif¡J.btiffer A 6~iI1g ~ p;~tefü·:,4~~~Utf~Ú~~;·~f~Yf~i;mL. Samples were 

incubated · · fdr varlous time periods 'and ·ti~~' •.. ~gAf~hf,~~T21dt~~ity was determined 
(,~-~·- o>J __ ;·'_;:.¡-:.·;_ 

immediately áiter the treatment by the standard assay. ina~tiv~Üon data were fitted to the 

equation for.a double exponential decay (equation 3). After 60 min ofincubation at 37 ºC 

the partially inactivated enzyme was cooled to 20 ºC and reactivation was followed for an 

additional 90 min period. First-order analysis of the time-courses of reactivation were 

performed using the following equation: 

E11Eo = Ecr!Eo + (1- Ecr!Eo)exp(-kt) (5), 
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where Ei. Eo, and Ecc are respectively the activity of the enzyme at tii:ne t, zero and at 

equilipri!J}ll(ti111e = oc) and k is .the observed ~pseudo~first ;ordecrate-:ccmstant of 
-·- -·--·--· -~ : .. ·- ._'.____ -- -~-~-<--:.~~~:-:-00~':~·--.--~7~,- ~~f~:~~·'.(:~'.~"-<'~'C-'-'· --4 ... 

' '. -e '.<<::: •'" 

·." --.-._:_· '.:·:;r-reactivation .. 
.• , .. -::>" "-e''! - . "'. •-+.' ,. ' - . 

Thern,a'. sta~;/ity. }h)}~~~,L·i~])!!.~2~~~;f ~~f~f~~~~);~~H ,and 

mutants was'_tested" by~incubating:.thééellZ)'Il1e'samplei(l;i-mg/mD) ,in\buffer"A at vanous e 

temperaturesfor••-· __ .;-·~--;~i~~i~·}s~~~e~f;j~ist\~.~:fJ~/J~~~f~¡F~,i~~~{~":f~~fitity .was 

measured at3o''.f_c~~yf~e ~i~JJhici-is~~Y¡i.·: ~;~. :L :+:.'. ':: -··.··-····· " ··· ;;; ~F · · 
;'_:1_-._ ~---.:.. ;~·-.- _,___ -. _:_ .. ~.'.:~-"-·:,\"~--;;',.~c.."·;: :p;-.\~_·: ·,.·, ---··., ;,.:::.~·-.:-.,;'.~;:_:_ ::~;{· .. "•' 

>;,_:;; --~:-.... >e ;:~:;~~- >::::. '.: ;<":· · .. ·:,"( J''' >~ ;~/-~:_;·. ?'.'.:~::~ .. ~:)::;·<·. ,-·{~, __ ··~=<·'.~.;~; <:~<\)··\/-'.:!~~ii~~:.-:~?~:b··:· ;~;~t-:,.>.:(i:;,-~.'.): .i·::., -~~:;.",,,. 
0 
c .. __ ., ~ 

Ur,eq'. <i,~riatu,ration .· · Ure~ ·_ ~enat~~t1qn •- wás ·µer~qrmed .:by' 1ncúqat111g;;the:;wlld7type 
· ... :¡,-,: · Fi;'.:,~·:; ·~-:, ~,:·: .. ·~.:2 ~'" .. ·- - · - · -. · · .:·.. .- -·· · · ~1\· ., :·.-~~ .. ~ · .. ,:.~~;-,-- :_'. _ ~ · :: .:.1 ·"- ~~<-~~ ·-~~{:~~-: ::_'.-__;_._~-~ :.~:1 . ;:, · _: ·.:·.: -. .-:.- ~~_.,.-;:: :.:" -.; :_· .: ...... ~. - : .. - . 

. . ;;_,.-,~ 5·~.:<·.'' "-'"' '.' ' .-· . .. . . ::-y):.: ',•;·<·l.· " - ,. . .·'::{- .:' . :··'·.::\:'i~.;·¡:·< -_~:.::.i.;~>~ ~·-~'..·:> :.<'~:;: .. 
and C439rriútruits {OAmg/mL each)for,J l:i:át 25 .'.'Cafthede.sired;urea'coífoentration (O-

.. L ¡::.;· )i'. L'..:. :·,~:i:·:o €.;; :.;;¿;·.\; "j:,i,; -;:;~. 'Tt i .. ~l .W[: ····;::.~. ;{f. 7:·;',~ 1~·'.f f\'' ;!J';;··¡'Y ,_ ... -
8 M} in buffer, A,; '11:1in~s sucrpse;a11~/"1ás follc)wed;by défotjnifüng\the; Jóss · of enzyme 

activity :· Ali~¿ot~t~~·~the.ini~b~ii~~i~rdii·J¿;~ diJttelú 06~t¿1~·•i~-t~e assay mediurn. 
'· . ·'. ·;:t:_:. ·: ·· · ·'"··.--!·"'-'·. ··.,~·.·"'1~,/~' i.~t·,,,.,·.:.-._. -'··· ._·.·_ ,_: ' -... :;:-·-,:.:.:e,···"· · - ··-

Controls. shf)~~d that'ari ul'~a C:oil~e~traÚón ()f 8() Íi1M ·intiie: assay medium had no effect 

on enzyme activity. 

The remainihg activity data of the th:érmal or ureá denaturation experiments were fitted to 

the following equation,: 

(6), 

where C is the Tm or Cm,the te~perat~re or urea concentration at which the enzyme is 
. ' ' . 

inactivated by 50%, r~speftively. Ao is the activity observed at 20 ºC oí: O M urea; and A; 

is that measUreg aÍ~~:g;ven temperature or nonzero concentration of urea. X is the urea 

concentratio9 oí: temperature; and n is an adjustable parameter related to the cooperativity 

of denaturatiorí with no physical meaning. 
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Stabilil)! of dil~ted enzymes. The recombinant wild-type and mutant BADHs were 

-''"o-."'· 

Inmediatei~t)~aft~r, the samples were subjected to SEC:~iri~~.Sup_er<léx:}20p column 
.j'~·;t \~~; ·;J~:;·.o·c::~ :~:~·-

equilibrated ~no eluted with the same buffer. The enzym~tid\~~tiy~tY. r~Il1aining after the 

whole procedure was measured. The totally or parti~lly~Íri~cti'~~j~~~~'..~~re allowedto 
•• ' •• • • > •• • •• > s~j;::·)w;;~~;,{~<[i•j }~J L~L >: > > •• •••• .. 

reactiváte and reassociate by adding back 250 mM:KCl and''iriéubating them for an 
. . . . . .. ·· .. ··· ..... . .. ... .·.·· .. . ... . ·.¡1iJt.~K;t~;¿~"};. . ... 

additional 2 h period. The · samples were ttj~i,lI~µbje9~~cfftO a· second SEC to. determine 
.. . , . . • . ··---~·· ''>F.- C·~'.:; . , . , 

, . .,, ::-- ';: '.\ 

their oligomer.ic:. stEite/:fi!e kineiics'ofrécov~fy .of ~Ílzyme activity were followed by 
:, < _,_ i.r~~-:~ , ___ ::r:·.~~:~:t~-,:,_~-::;/-~-.- =-· -__ ,·, :'.-·.:- -· .. ; ... , .. - ·--'-~ - '- ---~-·,. -- -·::<, - ,. • 

measuring fhe egi~i'p~.~iicti~ify at~ppropriate tiilie intervals. 
' .' ·'··-:·<'){'~•> . . . . 

Sti·zJdizi',;~¡}~i~~el constniction. To analyze the possible interactions of the Cys 

residues· in.thé'PO:cieruginosa BADH tetrameric .structure, thl:ee~ditnensional models of 

the wild-type and mutant enzymes were prepared on the basis of the coordinates of cod 

liver BADH (PDB code 1 BPW), which is the only BADH whose crystal coordinates are 

known to date (30). The P. aeruginosa BADH sequence shows a 50.8% identity with that 

of cod liver BADH and both enzymes are tetrameric. An initial three-dimensional model 

was constructed using a combined automatic (swiss-model) (47) and manual 

methodology (module homology from Insight 11 ACCELRYS, Tokyo, Japan). 

Subsequently, .th~ tétramer was constructed using the program O ( 48) and the energy of 

the model was minimized using the program CNS (49). Further mutations and structural 
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analysis were performed using. O and. Gr~g· The structures analyzed contained a single 

subunit ófthe. protein with the exception of C439A and C439S mutants, for which a 
- -- -· -~;-= -·' ---• - - • ,~o.-;i·,;07"".~=;=:_,,-_-;"-.:-::..·::c:_·!·:::""."'c·':_.r--o¡-,O,--o-oo:_.:C.-'~'"" ,-"'i""_~-- - • 

whole tetdfue;id iriodeLJ'as us~d, because the changes made involve a residue at the 

inter-subtiriii. interface. ·.· 

Expression andpurijication of recombinan/ wild-type and mutan/ BADHs. The 

expression•~[ the wild-type. and n1l1tallts •·. enzymes was performed at 3 7 ºC, with the 

exception cífthe mutllJlLC:439(which was expressed at 28 ºC, since no activity was 

obtained at.37 ºe;;. T~e füt1t~t ¡:>:fc,t~ins were catalytically active andshowed complete 
', .. ~ ,::~·,;-:'. ·(;-:·;:: 

cross-reactiyitY~.ith.pÓly~JtjriMilntiserum raised against the wild-type.enzyme (21). Ali 
: _ ... -_,:/'.··.· .'.·::-~~-.:_· /'.:~~;~:(_t;:1~}:<X~~_:\'.~\~;;:,~--(~-'.~-. '.::· ;_ .· ~ .. 

of mutant ~ere;~xpre~~.~~@;.a: Jevel approximately equivalent to thé_.wild-type enzyme, as 
, "-:;. ,,,·.;-t.->z'.';::;.c· ·t,:·;r.:~2~~-·-;~<~':'~;:'.,~:;-. ·> · .. ,.-_, ,· ·. _ · 

assessed· by/~ps.~~/{g~~;Md Western blot analysis of cell-fiect extracts (Figure 1). 
~ ~\:::_'.· ;·-n~:~·:_:_ ¡'f~l~'.:~~I~~f\'.:_'.:~i/~r:r;::t~t1~~!t··J?-. . .y;·::-:::_'~~-<:·'.:·,. 

However, the ll)µt,ifüt'.L9432S'exhibited a much lower specific activity in cell-free extracts 

than did th~\o;~e~f~~l~I~'{J~thf witd-type, júst(4%/()tNh~·wild-type specific activity), 

suggesting ~:sig~f'iillintrria~iiori~· otiriacti\te ,éfizyiri~~.: 1F~as noted that mutant C439S 
r· . ,,,,.,~~ ·. ._,¡ :-;': :: · ·,:~"' -.:1.: ·:.-~ : ·: .'' ·: ., :..:·: :· _,, :! . ,. ::·:. -~ ':·<:.'\. _, ·._, " .. >' _ .. :::-; .-: ;-.,-": ~ -,;"":~ . .---. ·;:-·· -

when expr¿ss~d ~{·37 ºt~ ~~a~'~pr~se~t;a~0 a:''.&iixtureof inclusion bodies and inactive 
"~~- ;'::.:· _;¿ ·- .' .·. :!'.;-: -· .. -

Ali BADHmÜtarlts ~ere successfully purified to homogeneity, as judged by SDS-

PAGE, following the procedure used with the wild~type enzyme, which consisted of only 

two steps: an ion exchange chromatography followed by an affinity chromatography in 2', 

5'-ADP-Sepharose (21). To our surprise, the activity of the C439A and C439S mutants 

increased around 3 and 11-fold, respectively, after elution from the ion exchange 

chromatography column, which is achieved with 250 mM KCI. lt was also noted that the 
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activity of the two mutants decreased during storage. in a modified buffer A with a low 
' - .. > ~ -. ' - -. ' . -' ·, . 

(25 mM) KCÍ concentration,;Both observations:suggest that the Gys439 mutants require a 
- - -o~ ·--;-- --r • -;;:-.-;· - ¡.-o;·~-=-'-.';'- ,e;;-.=-- =-,c.~.~~;- ;o-~ =--~·c"f·'.:f;·-,-:;~~.-¿-'-_::-;-:?;-e-~, -ic·7'-'-c,70-o;·::~.-;:~- '-~;oo=--.co":¿-__ .¿-cc'.;.-oo~.=. oo--='- '---' • .;o· - _ -- '· 

high conceritratiórfó(K_f/ibndola'}tisKió~ic ~treiigí~:rórstability. Therefore, we raised 
- • ; "JI. '< ' ""-;;,__,_., : ;>";_'~ . ~;_.;.-;,:-· '.'_;_~' ' - ::.:- • ~;-.,:,- '.. '. ,. -

the original 1«3G~~~~~,~~~ii~~\i~~·r!i.Mr6r.1h1?b'utt~r ·ü~~ci· in the amnity chromatography 
•1;, ,_';.:'.\~·> •' -~'~>;.,• ',· . .,,; -~·.;-:·· '¡;.,:::in <'"~" 

step to 25o:fütvt'and got;llÍgher~)'ield~ofpÍ.Xrifiedcenzymes. Thereafter all buffers used in 
.. . , __ "'"' ·':·:·._ ... ,: . . ·' -"'' . . ·.-·: ·, 

'-;~¡'~ > 

this w~~k f~r,/e~~~ ~tJ;~~¿~dT'c~~r~6terization. contained 250 mM KCl, unless 

otherwise mentÍoned}:we als\l observe'a ti{~t mutant enzymes bound to the 2', 5'-ADP

Sepharose affinity,coiimk~2d Jer~ehi~e~iwith t~e same linear pH-gradient as the wild-
. - •. ' .'"·'' .· .. - ·.- ·,·; "'>: _ _ .:.;, - " "» 

type, thus. indic~ting i:ion7participati0n ~f th~ ribn: essential -SH groups in the nucleotide 

binding process. ··::<l:':>-;<: \';., -· 1 

·:.'.~>).··: .. -: 
Kineticpróper,ties of:'mútáfltfBAbHs: 'T~ef;steady-state kinetics of wild-type and 

murant BADHs.:~ j~~j~~i~ ~'l~f &~~d·t.ho•.~Á~· -do~endent~~tiohs. The 

kinetic parameterst• estimatéd)'assürriingiancórdered;cineéháriism far" both' reáctions, are 

given in Table ···2 ..•. Eath ~t{~[{g~t,t,~!~f K~~i't~~(i~~~[~~~~{i¿~~~~ú~f ját~etic parameters. 
· · <''· :c{fr _¡:,;~:,, ;h:':c:;jé\ ii:.:j:•; C:iC: •. !':°'. ·' :jL ::'.·;¡Y':", (C:c'.c:• /C. 

The K¡a value f6r NA~P,,;C)fit!:fe~il'rL1fünt~;~~s;~ijnilarJc)Jtfüít ()fthe wild~type, while the K¡a 
~:,·"·,' -!' ;·> :.,·:'.;;. , :: ,t_''••>"~.'o. e~·;·:;;~;:~~,!:·'··\::;:.~.·. -·;;··:::- ··>' i<: . '.'.';, ·• • .•·.·~! .; • i'-'.·· >- ;;:. ·-,· · ?': 

+ . ',·:·-:::•.":e>.''''·'•··'''.:'"•::;::; .. :·:/.:·::;.'.;.:.:::•-,.,.,,.,.,.,.,,,;;.;·, 
for NAD was;Iower:fin':füe)C353k;and 8377Aimufants~ However, the kcat and kca11Km 

•·· •:.1 ~r0'l·i~~t1I';}].h:,'*¿g,Jj'.:DE:JZ ;~v fs'·.,)rc·:r:~-,~; · · · + 
values were ro~ghly,ffüe·;saaje1as tlí,os<;: c>f, tne wild~type for both the NADP - and the 

·, ':,.»-. }'"':'-·--,·-;:~';•:. <1>:-" "\.'' . .'. ·;':(',: -:,';" 
+ ... ···.·, ;;:.,,;o:,; .. ,:.:<· :;,;.·;,: .·:,;/:·· .<::·~ .• :. 

NAD -depeñdeíif;act!vitjes;~W~;th§refore.:.conC:luded that the non essential Cys residues 
_,-';, ','.·~'','"··.~:·:»_~;;, • . .'·. ·,:'.·¡·' .:'o•'·>:;.'··/~.:/;,,'-

are not involJ~d in fui~ 26Aiical iÍüerkctldn; necessary for either catalysis or substrate 

binding. 

Chemical modifica/ion of 1J1ulanl BADHs. The chemical modification of the 
,e_,.:_'.", 

essential Cys residue of P,' aerugihosa l3ADH is conveniently measured by the loss in 
. : -:::'·:::. :-:··.· -:: __ > 

enzymic activity, ás previously. reported (22). We have found that the thiol group of this 
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residue exists as.a reactive thiolate ata pHvalue as low as 5;5 (22) andth11t its reactivity 

is modulated byligands ofthe enzyme (22,50). To test whether any,of,the non-essential 
- ~ - - ;"-=~--o---~~""ó;cco~~;~·:,c;o¿"-!'o_!_~ '.-:c--=-co-:.-~.o.=-;-.=-!~~.f:;. ·.o;.._;_~:;=:'-¡"-

Cys residues affects the · reactivity of the essenti~I o~~ •. we 6fu.ried out ch~mical 

modification of the mutant enzymes with methylmethan~t~~~ulpl:Ío~at~,F~~if~ºsfat high 
- • • - ' •' ' • ,. • '··~, ' - - >"•: '" •,.,_ " ".~ ~,." • ;;:'• _,, ••• 

1, respectively,fofihe')wild-ty~e BADH:~Vktues for the mutant enzyril~~~;Fe'~~ry similar 
,,,. ·." ¡,,·:, ·- _,.,_.,, - \>>. , .. -· r··-

(results ~of(~h6%). 'M~r~óy~~.d)reincubation of the enzymes with saturating NADH 
· ·:·· · ·c;·;,,--:_,c·\::'J, .·.·~·.: ,-r,:;':"··: -~~-,~_,";.:...-:·:,_.·,_·_ ·, -

before MMTS:'.if~~g~i~~Úgh'hlfaJticed the same changes in thiol reactivity towards this 

reagci~ti~~AJf~P<::·at1 -~~t~tenzymes (results not shown). Therefore, by these criteria, 

the reactivi~-qrJ11~~~l~t~ic:~ys residue was found not to be affected by mutation of any 

of the nbn'-~ss~'riti~(tys ;esidues. It was, however, affected either by the high ionic 
_:.'.- ·.·-:·--· .. L''·_"_:·- __ : .. -,_- : --. - . -

'r _,,. 

strength or. tliii high KCI concentrations at which the chemical modification was 

performed, for the changes in reactivity triggered by incubation with the coenzyme were 

much Jess pronounced than those previouslyfo~pc!'.~t@:5 J11.MKCI concentration (22). 

Structural properties of mutant .. BADHs.~.The conformational integrity of the 
~-~-~~-~;-;,' ~~1f~-~-i~i~t·~~~:~,~- ::> ';T -~' • : - • • 

mutant enzymes was probed by circulardichroisni:spectroscopy. The CD spectra of ali of 
' '-',./ ,::, .. ~···.~"-:~{:·:·,:;.-.;~-;,:\\•' . 

them was alínost ideíitical ~ith;thafióÍ t~~'Wild~typ:e ~nzyme (Figure 2A), indicating ' "'" -, "·., -- ··~:/<,\/~~:>;;>,;;J:;.:· .. ;):~~-·,>.,',,'..~~·~-'·.:.~\~~·', _.-: .. 

correct folding. B)/.si~e~exclu~io~~J#óriefatoi~~~~hy)tsEC)we found that the wild-type and 
· · ·- · ... ,_-. · - .. ,_~~~ -\)~'.--i'~,r('.?\:f::'.X?~:," 

mutant enzymes. eluted a~ a siñgl~· shID,iJ.i>~'~ (Figure 2C), which corresponds to a 
' ··-'.:~~ :' l: '· 

tetramer. However, thé protein intrinsié!;fluorescence showed differences in the tertiary 

structure between Cys439 mut!lJ1tS and the wild-type enzyme, particularly in the case of 

the C439S mutant. The observed increased in tryptophan fluorescence without any shift in 
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emission Amax. 336nm, (Figure 2B) suggests that these mutants have alterations in the 

environmentofthdr tryptophan residues; 
- ---- c==---"----0-·~~-=o ·-- ---------•- - --·· --•'·- -··' '--·-~----cc_:_._oo~ 

ThermÚ stabi«ty of enzymes. The initial. observation that C439S cruinot be 
j .. _. _, ,; ; -;;_. ~ • 

:, __ 

obtained in the expressio~ systJiÚ¡Íl''an a~tivé'. form at 37 ºC suggest~él thatit was. less 

stabie than··th,e.\Vilci-type qrt.9e 'ºthei,~n.l~ta~~_'ip~otéini,;,Jfü~ \Vas c.onfirtned. byincubating 

the purified enzymes at 3;~~6.J~ e~ b~ ¡¿~rgn ~ig~e :j:A~ the C43 9S mutant lost. 60% 

of ;IB orig;nal +u;:~ ,.;1€~1~,~~~ ~t,,z;~*)~~~rea;~e C439A mutan! >yas al~o't 
stable and the wild-type enzjrtjle r~tiíine,_ci itú1ctiyity in a 60 min incubation period~. 

We esti~at~ci th,ei!Üe*d~~~fotiof~lhb fiv"e enzjrmes, as shown in Fig~;~·JB. f'\11 

:::~::;?3i~~~~i9~~~~r~~m~J;í¿~' ~pr~::::;:~r~~~~~:c; 
the enzymeis:I~at)iiite~;:~Y,fso:Vo~f;r·~:r~·~.{Ii '.I~c:~J?¡ifüíri period Tm, is 7 and 14 ºC, 

~--':•-·.:~·.o,; ;\.:· ,.,;::.r <t :'(:::_ . ._.,,_ r. ·--~·~-j~·:~.-,.· ..._,:; 
:· ·--'.'_".. ~-/·~--~·.,_-'_-._~ _,-, .... '.:''·"-,.-·····. ·.'.?."'. -':~ .. -.'.·-:.-~.: ... <~·"·- '.,".0.1, _·_ .;'·. -> 

respectively, \)~l()~{tpaf{ot ~ne :,~il~'-iYP,~::ie#Ym¡;:. the cooperativity of thermal 
.';.' ·-;:,~;' ;/t r··' .. <>" ">.: ·.' •e;:',_' .:,:.~,; .;~:,-,-"- - ,., . _.,_,, 

inactivation, .· méasurediby,th¿~P~iliÜ&·t~i:'..friH-i ~ql!~iioff 6, decreased in the same order as 
,., ., ·- ;1.;~ .. ~ -~- :. -· .. 

the stability. Denaturation of'the C439 ·fü-~i:fut~,'.~~~ much Jess cooperative than the wild-
_-, «''"•:- :\~:~~'J .. ; 

type, suggesting that signiflcantJy t'ewer iiriteractions are involved in maintaining the 
·:,;.,_ '.;',.::o· - < 

native structure ofthese mutants. · 

Urea denaturation .. The stability of the wild-type and of the two C439 mutant 

BADHs was also deteimined by measuring the dependence of enzyme activity on urea 

concentration. For the wild-type enzyme and the C439 mutants the exponential Joss in 

activity at 2 M urea is complete in less than 1 h (results not shown). Therefore, the urea 

unfolding values shown in Figure 4 were obtained by incubating the enzyme with the 

indicated urea concentration for 1 h. The concentration of urea that results in 50% loss of 
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activity, CM, was 1.4 M for the wild-type enzyme, and 0.4 M and 0.5 M for C439A and 
- - ·-- -- ~:_ - - . -. - , -~ ·. . -- - '--.- - . , - - - ' 

C439S mutants; respbctively ('Í'able 3). The cooperativity olunfolding by urea of the 
- _-e-- --·- ----'--" '---·"",;";~0--'---- -~_'°;":o-'.~-"'..~7=:-'.=---0-..0 __ -o-;;..c.- --,;,·-_,. 

mutant enzyin~s ~as d~creased to ~ similar· extent as· that of thermal denaturation, about 
--~- Y{;:7:.- -·."-!i'., /-.~~-/ ., 't.' 

35% of the\vÚd-tYP~val\.lé for the C439A mutantand 25% for the C439S. Renaturation .. -.-:~ <~:- ·- .. _ ' .. , " . . 

was attem~t~d·;~y;~¡¡~tingthe 8 M ürea-treated samples J 00-fold or by extensive dialysis 

of the sarrÍple~,· No recoxery. oLa~tivity \VªS followed. Controls showed that an urea 
· Ji;J/ :r~_tc:j)t~/;~~;:/L.~:~;::.~·~<,~j~'._~,:- . .;:~/;.:. >.-~;-_;_ :-} __ {;}~ :·>,;s·. _:_. · . . . : _ 

con.centrat1on °'fo•~(), ltlM' •. m .the .fi.ssay mi::d!uin hacl. no effect on enzyme actlVlty~ As urea 

donaiU¡ati~~ oi(i}lí~r~¡~~s ¡~f ~h\';¡~J' ~n~or ;~~ ~x~:,¡~Oll\~I 'º~itions, 
we .did notatteriiptfo obtain'.tliermodynainiC parameters ·.froin· these .datá.· . 

. ·· •.. · ... ·:·. :· .. ~ ::ir' t::~~::;:~¡;rJJff .::.: :· ::;:, ;: 0~ :·,:t::1~1~n:.:\·;: j_~, ·~-~~ '.~L : . -~ . .·····•· . 
St abUity···'º"dilut i(Jn:····Ata. ~rotein .. ~()~cerifrationTof·3.••.µg/mL, .a. concentration at 

which the ~iljl,~f~~~e'.~~{c~:~3,~~d;f1!ijJ~Jf~ts,we;e::table, C439 mutants lost 

activity; bo.th ~t250 ~M KCl(Figll}~ 5f\.y··~i is mM Kb. (Figure 5B). In accordance with 
, . . :"'·:.-·, :<-:_;_,.-·:::·;::::· ;:_:._-<< .-·>_;. ;-:._:_:' ;: :::'·'-~:.·~,_-;._"1).{~·:-::'<''.~;:,._,; /-/~_/.-_::~-.e-·>- -.... ·' ' ,•' .. :;;_. 

our ol:íservati8h 'dÜring'the/pudtf6atÍón procedure thatC439 rriutants required high ' ,.:·:·., ·>"·'' -'~'~·:.: ...... --, ' ;·--=:_, 

. . . .:'·· ·•·'' +·•'·;·:· ..• :,. :i: .. · :•.{ :./. ,.., •• ·. ' . . . ·, ·.·. ·····' 
concentratións óf.K fons for stability; both mutants were. inactivated much faster at low 

-: . .;:.' .:'.',':~.·,c.'.--~~-·~¿~~--~-· . .. -.-·-~, eº-'··· :_-;· ,;...;:_. 

than at high.K:T: G43§s,Wa's':;,ú¿fi·;hore s.ensitive to diluÜof1t~fui C439A, particularly at 
- '. " ··-; .. •:, '' - -:: •!'-' -. ',',,\·,-.' ... ¡ " ,• ~. •. ·' ., - ' - • : .. - . ; ' : ' :-, . -

Effect of~bt~s~iJth Jn fhe·:~c1;:Jit; and oligomeric states. Previous works in our 
·. ., __ ,· ,. ',-i·, :.•··. ,. :." .;.e•.•.,. 

group showed that P. aeruginosa BADH is quickly inactivated (21) and dissociated (20) 
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into monomers in the absence ofmonovalent cations, such asK+ or NH.t, in a reversible 

process. In an attempt to correlate the lósses in eriZyjl:1e•activity obsérved in diluted 
- . -"""'-~~:-_:_b~,~~;'·~'-- ~.~~-""~-l--#::: _. ~~~-='-_'.-;~~:-p..o~ :;,-j#_--o..,-;-:"'-~º~-';o.?-~"--.0 '-:;.-.:.~:~·<=::;;_;<e- ;o--~-- --

enzyme prepa<ation• at low K' '.onceritrí.tÍÓn)r:th l~~[Óf th~ ~UatJrn&.y:i('ucture, wild-
type and C439 mutants (2 mgf~ie~h)~~~6~~bJ~~i~{~f·s~61~:-¡·~~~~~¿ex 200 column 

- ',,_::;.;,·,;· .>;: ·: .. .. ~-,:.- ~ ' /;:.,;:' .;\.~~;' ·, ·h~} .·, ·;:,~ '.. :: --;.'.· ,~-:~} 
immediately after K+. io.11s .hacLb~ei!.'.coh{J:i!~te~fe~oyid of~by·g~!;fÚtratÍon of the.samples 

. . . · · ~ . s:. ~1~:~0,+::1~1·~; ~':;;;1~;. •;;~;:, :~,: .: ::.~·~. ±t"~ ?~~r :·.:.· .. :< -· ... · .... ·. · .. 
in buffer B .. The whole procédurefresulted 1ifr,adosf.fofi:77% ali.d ',J 00% ofo the original 

octi~i~ ofthe ~l~~~\~~;11~11~~~{tl:~·~~,~~f ~~~f~~li~l,~: é\SEc 
elution _profiles ~h~~~;··.• tha.t• ·-t~e;~~11~~t:ype;;BApg . -wa~~}Pr~d()I'lllri~tly, ~~ ·'.tetramer 

.••. •··. .. . .. ·.· •.•. >'. .y· Y-'CT& .. :.~;;; ¡'¡ir.;:·;'.··.·. ;).:.;::t?'.L:n:·,~/ .. ~iu'.:r,t~~.\A~< [¡:: .. ·>··· .. ··• .• 
(75.36%), the C439A mutant as/dJg}c;:ú (7.~)3%)'.·aii'd :tjle.t;C439§hn~tariiias, rriónomer 

·-.°':- "_:; c'.\ \':-~.'.~-~'~/~·;_'.. ·~~·.';/,:"• .. l:·f-t;,":·'~.''::.-~ .. ·.: \~~~:-. -'.~;~i-'.:,··};)c,;o-·;'-.. '-<~"'-.:-' 1: .• -:~::·-~;'./;,'.~,_:,.·¡~-':'..: .. ··.:<:;T·.' )'_;;.o·.,,;;<'·.·· '•' ' 

(68. 73%) (Figure 6 .Ild T~bl~ ~~~~~~ht~ ~~~ff Í~~;;{to'gÍY~?j~~~ll;'~~~f~tion 
of 250 mM) to the K+-depletedfa'aniplés}whicn had. been tofally.;inaétiyated (C439 

· ..... ·. :., · .. !~: '~lrFF·~··' .:ir:: ;_~ i'S~· .> •. ) · : :: /_ú ')J{~ /l;~?~·.:. ,/ ·. ·· .. 
mutants) or inactivated to 25%:'oCdtsiodgirfal activity (wild~typé); thé\thiée .érizymes 

•··. : •.y:~'.i·c ''.Jé•i;;~J:~·~.·t¡,~:.·,~'.'_.x;-.··••·. ··:'. ,,·y ,,, :¡;.;·:;.:• t}~ ~;;.¿ f··•·.· 
exhibited a differen.t degrc;:e'pfr~c9yery)'pf~ctiyity; reachi!Jg after a 2 h:incubatiori period 

~- __ . . ~-~?i~:_-:::~t-_~;::t.··,t~i:-~::~'._t~J;:~-~-;-~;-Y'.;-:,:·~~~;r>_ r:.~.'.-:_-,_ :·.t.;::·.·-· ... /.;<·. ~.·~··.: ·: t~- ~·, ~:/._·- . < · > ::~ 
57% of the initial .~ct.fyitY;1th&.~Hd:type énzYme,i50%. füe C439A mutant, and 10% the 

-'.' . _,._,. ·A·, • <;,;.;··;, ;,-~·,;,_ ·i--¡~.'--.: ~-\~'. <·; ---. ··i·. -';· ,- L <' '' -... ' 

C439S muia~f· .• iBi·~Mi~~ú~~:;~·:?,~~~{i~~tf~h·~r~·shown in Figure 7A. In a similar 

:::::::';~ti~1~~~~~~~tt1r~:1r ~::'::,::~:~::d~~:.~::: 
recovered 45%''.of~it~·~·oágih~i ;-~~Ü~ity;~nd was predominantly as tetramer (80%), the 

C439A reco~~~~j~~~I;~~·'.$a1~1ti~1'.'.a mixture of tetramers, dimers and monomers, and 
I i?1'f~~·1~1~rtn~i!;: ... s,r ·> 

C439S did ~iof~~~étv~r\i~ny activity and was predominantly as dimers (41%) and 

monomers (4~~;w·i~~~J~;·;Bi 7C and 7D and Table 4). 
_:\' ~-,::;:;'.~~~~; ~::.;':=-:/~~--~ .. ·· -. ' . 

The re~tlt~'bf'th~se experiments summarized in Table 4, clearly show the greater 
:.· - . :·, ;, ... ) -~' . 

propensity óf the C439 mutants to be dissociated at low ionic strength. Also, it is clear 
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that a portion ofthe tetramersofthese enzymes were inactive, which suggests that the 

dissociation and, ~eas~ociatiém processes are independent of K+ activation. These findings 
.·:'....- =;-;o=---=--~~,.==-~·'=--:-~~- ,:;~·~-"ª':-~-,,¡'~~~; ~ 

agree with pre'~¡~\'.¡~ bri~s whlch showed that the enzyme reassociated in to .tetramers when 
. ; 

the ionic '~tre~~J#~~ riised by adding NaCI, but that the recovery of enzyrnatic activity 
,_,,_. ::>(;.:, r--: .. ·' 

. :··." "'.·'~··: '-.\·)' " ... «:·_ . . + 
required the ])réserice_ofK _ions (20). 

- --, ·•· • :-:;--- - ~_,· .. -:-. :--:;;c;---c - ,,,_-_-- - - -

A4iidelÍi~2;Lst~dies: A P. aeruginosa BADH three-dimensional structure model 

(Figure8A) ~ás:ciori~tiu~ted·. based on the sequence homOiogy anci the.tliree~airhensfonal 
:_~e,.· '}~!~' . ~:~/ ·._· -~:-.,_:, ·::· ¡· ·' ~ . - . , . • . • 

structure 0Kc§~.Ü~~f{~~tl,.(39)·ib-c.corgin~ tothis 1119;del,,the'enzyme can be·described 

::º::J~º~f ;;tr~~~it~~::::':.~;~::::1 ·:::~': ::: 1:::. 
~-.-_ .. _::.;.,-.. :;-\;~~·r>,:·;.-_~-;~.:!:·_,--~=- .. ;··_).- . -... -_ . 

23-29); Fr~rrith.i~~rÍ19ciel; we conclude that none of the cysteine residues is in a favorable 
- -: ~,· ,;-,.' '-: ,.-.' - - • .,,,.," .. ,~ >'. - ••• '. -' - - -

--~\'.;-.··~~-·::;:;,;{' -

position to-·fürm Ya disüifide bond. C353 (Figure;8B) and C377 (Figure 8C) appear to be .. 
located ,at~theproteiJisurface with their-sulfurat6~sburied, and C439 at the inter-subunit 

interface betw:en;tl1¿~tw~;m9n~rn~;s f~nlli~i~~\"~~fieunit; The possible formation of a 

hydrogen oC>nª o~Me~~~$~]~~~-~,:~~-z:l;'.,;MrJ~~~~t~l~;tJk~~ffis observed in the model 

(figure s:)· rn1~1·~~~t~~~]~~,?~~~i~W;~,~81~? ~d the hydrogon ª'ºm of 

K477 is shcnt~r thafi{2;S3 ;,!/ári<l;,ihei,'á(;~ririiá~26pt6f !lrigie is below 20°. Interestingly, 

······•·.····. "./' J/," '/Li'·'.{;; ~-L (':;···:~' <*\,'/;,¡; ... 
K477 is a consefV.f!d\resi_~ue.1in;1nOst ;\.LDHsisequenced to date. The K477 residue also 

behaves in a partÍ~~1~'.~~},r~;tW~]4:·á~~d2~~~~·st~ctures (apo and holo forms) already 
··. : .. r~;'.:¿;,\ :;¡;: \.•~·····•rw.ii;,k: ?:',A ·;? ~xv · .····•- · .. · · 

deterrnined (30); When•NA.D. is Í:iourid; die analysis of the electron density map shows ... :;:;_:·"'- -~/t:·- .. >·- ·-;:".· ''-.,· .. ~,·,;.·'.u~. ·, 

two possible c6nfd~·~ti-~~fa'.bf.lhe~z~id,ue K477, being one of them exactly the one we 
,- -~----- 7,-, - -.-

found in the modelfor P,setdornorias>BADH, i.e. K477 is forming two hydrogen bonds 

with a water molecule and residue E154. In the proposed model K477 may also be 

107 



estabilized by two more hydrogen bonds, in adition to the proposed withC439, both of 

them between the Nz atom and the main.chain O atom from residuesl431and L434. 

DISCUSSION 

This study has focused o~ the)mporta.~ce, .. ()fJhe· cysteine, thioLgroups of P. 

aeruginosa BADH , excluding th~ es~entlal t:Y~ in~())v~d ¡Ji there~cti~n ~echanism. -·. -· . . . ' -.. ,•, ·,-'·.- .. - .·. -· . 

Single mutations ~f theséüesidt~~ '.~~ ~it~~clire.:ct~d thufagellesis prodhced fully 

active enzymes with kinetics and·~~~C:~ivit/of theires;en~ial thi~I group very similar to 

the wild-type enzyme. 

Among ali BADHs whose amino acid sequence is known, C353 is the most 

conserved non. e~se~tiaL cysteine residue (Table· 1 ). However, substitutions atthis position 
-·~ ·-, ' > _, .. _ . ... . . -

are very diverse~Cys377, on the contrary,.is s.ubstituted only by,th.e.hy~r9phobic aliphatic 

residues I and eyeri ri1ore fr¡;:quently by V; which suggests ·niuch mor~ stdngent structural 
. ¡;:: --.. ,':-: ~ '-:.=_::-_: . \·-' i'; 

constrainÜiri'po~itÍÓnfo7i,thifh irl.·353(Thi~ ~é.mhiüsiÓn·i~ consistent ·with our model, 
--~e~-.'::--~:- ~ .;""'·-· ".:~:-~'._ ·~--~·~ .;~::-'-- '. ':·· · ·:/··o.·'-'"'-

Which snóws'~tli~f G57t:~~~Y!J'.~fl~~jii}S,id~úih~~-~!ftíst~i'~ in a~ bydrophobic environment, 
;;-.--: .: · ::·.;.;:: -.-: ·;·;~-~--~r·:. ..!7"~ ·--~: ;!·:- : ~-- ';~,;, :i .. , . 

:::~:dc~~:j.~~tt~~i~~f jj~t~~~~r1~it::di::~:::::¡:;:º:
3

::i~::: 
residues (such a's':f;~Y;or I-1) might:be,exposé(:hJo.the solvent. In regardwith C439, V is 

:;::·.': · '..:~!·:;:-~ ::,"'.~\' · >:·~~'·: ?2:.:· : Jy})';\ (.17:.:(>c::-r:::~~?.- :r~·'. ~-~'.-:2{(~ ._:;,f-·.:-:· \~"<" :_ ··: ... :,: 
;._;-· __ ·,,_.;.~ < '.·::·--,;,:q_. <~i'.'·:·.-.; ,~~t~;::):~-};;_:~\-:?_'----'.;~''_ ',<:.:_ ._:;:, '.::._-:_ . i. . : 

also the most frequent·residüe1preseritát'tfüs pósition; followed by L and I (table 1), 
- · ·_. · --- -.. >~·:_ ·:~-~~!~~-:·-~·{;~~~-;~:- _:;~r¡-·:,:/;;;,~~ /-~:,\:~-~- >·\'.~-- · ·_·· - , -·- " j :·: _, : -

which suggest that hydr~ph'.c'>bi~Í~ié,;adtionsare important in this protein region. 

Sequence alignment{cii.A.Lm-Is, including BADHs, showed that residues which 

in the P. aeruginosa BADH modelare three dimensionally close to 5 A from the residue 

C439 are highly conserved. This includes four residues, W440, W444, F280 and F281, 
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which keep its aromatic character in ali ALDHs, and may be related with electronic 

movements thr~IJgh-the protein structure. The .global integrity of the sequence of this 

region migh,t be essential for proper folding and thus has been largely maintained through 

the course'oiev~lution, although the identity of individual residues, such as c439; is not 
. -· «':_ · ... - .· 

so criticaLasJong as_the mutation is_conservative. The most common residuein.ALDHs 

at the eq~ivalentposition of C439 is valine (77.2% of the ALDHs). The possÍh1e'-single 

base pair 111utations ~f Vwould Iéad fo IiL, 'M, F, A,.D, E or G. ofti"}~s~;-.~~ly:L/1,'F and 
~-- -· - ,\:.,,( '-S_;¡.·.·¡f,~c; 

M would b~co11sidered. conservative: A~_¿<:>f4ingly~,L,jindyJ,a,f~;fe>~ci:~tl<2.6 kd .6.0%, 

respect.iyely,_?r't.~e·_sequen~e? 'ALJ?tls,· ;;i1~\~-~~\~-~;;i()~~~J-il1jb.~'~,:··~~---the other 

residUes afe noffourld áfaÚ: .. , .. )?' ;:?_ ~:;:,·. '.;,:?_ ·:;" ~~~/:}; 
- -.. · ·,_ ."'. -~,,T·'.:.: ·.:(" 

. The residues conta¿ted by.C4~9are:;~ore ¿on~~l"Vecl th'.111those contacted by the 

othec non:córis~rye~ ~Y' cfo~u~. irne~: ~J~iaf ~~/t higWy consecved and 

hydrophobi¿ :iesfclu~~ súrrC>ü11ciJl1g-'~4~9fJi¡igfit h~ _Ct{icill.Vi~1llaintaining-both the in vivo 
·_,. :, ; ..... ,. >;(·: .. -. ;-.t;.:>- F~i~ . ·~,.f:- ·\\; -~~- ,"<. :.(·····~- ~~:·: . .-:;.·;~~:fi'·: ·(:.,~;-.:.,,';~'fi_,··>--'.~\'.:- ·>· ~. -::·.·: ··:. ·. 

and in vi11·0,~tr~~tu~~1}"~~~w~fºt·'n\,~e~{j!§;f8~~;~t~g·)~o\Vever,.we.· obserVed• in the 

wild-type mádelthat:the'thiol groüp of,th(!;s@!chaino(C:439 is in a position favorable to 
;....·_ ... ~; ".--- F:/· : :·':-_,- . ,_,-'_.; ~-- ~;¡,'.".::~-:.;~-:·-¡;:. ,1_ >•/: <::/.~; ·_i'.°?:}\' ·'.,~iq,;; ·-·,:·(·', ;.· ~::., .· :-·;:~-

make a good hydrogen bond ~hfr·\~ri~'~Jtfti~W1x~r6~ens from the Nz atoro of Lys477 of 
- - . - - - . - --.- - -- -e::::- ;-·~ ,., --.. --- --:' ---,;o - -- --~-- -

the neighboring subunit. In the C¡39S~'~'ifü~f[th~ distance between donor and acceptor is 
'';:: .:--;.:~--' -,~.;;~\J:_:;'_~ ' 

increased by 0.3 A, which mighf~x~f~f~·:íhe CÍifferences in stability found between the 

wild-type and C439S ptoteins:.In)~dditÍ~rt, th_ e bydrogen bonding properties of Ser and 
' . • -·v ·' . ~~· ., . _.. . 

Cys are sufficiently differerit to expíain the instability of C439 mutants. As shown in 

severa! site-directed mutagenesis studies (51-55), S and C are not conservative 

replacements for each other as hydrogen bond donors. 

109 



It requires two putative mutations to change aC to aVcodon via either F, or G. 

Two mutationsare,also.required for a change ofGtó L, viaForR, and to 1 via F and S. 

None of the simple substitutions which·:~()~lcÚ~iv~'~ise t'.o th~se amino acid residues is 
-,'·:o_-· ~~X~ --~:~.-~-,-~- )~'.7o·,, :._._ 

found in thekno'wnALDHs séquencés aCpositiOn'J77 or 439. Therefore it appears that 
.. · .. ;,~· . ·-.·~- . /~~·---.;·· .. ~·,. :·,; .... -. f.'.'.:.·",:'. : •' 

there .. are_ no one . base . non-sil~nt fr1u~aiio:1ú ava_ilable_ from C3 77 __ or C439 .to these 
-"-" :)_.~:.'.~;I. ~.::,-" 

hydrophobic residues. \Vether Ú1~~6 i~ /~eut;~V~~tiition pathVváy:fromth~ hydrophobic 

residues V or L to C in BADH remains to be investigated. 
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Table l: Sequence conservation in the pósitions of cysteine at P. aeruginosa through 

BADH sequences from differe,ntsources.-With as~erisk are marked those BADHs 
-•-----='.=--=co,~------=- -,------,----,- -e:--;;--_- -:.:---=::- --o·o--

possessing the four Cys residues present in P. aerüginosa BADH. 

Organism 

*BADH Pseudomonas aeruginosa 
*BADH Pseudomonas putida 
*BADH Escherichia coli 

BADH Yersinia pes tis 
*BADH Xanthomonas axonopodis 

BADH Xanthomonas campestris 
BADH Putative Halomonas elongata 
BADH Sinorhizobium meliloti 
BADH Agrobacterium tumefaciens 
BADH Brucella melitensis 
BADH Brucella suis 
BADH Mesorhizobium loti 
BADH Sinorhizobium meliloti 
BADH Bacillus subtilis 
BADH Streptomyces coelicolor 
BADH Schizosaccharomyces pombe 
BADH Thermoplasma volcanium 
BADH Ralstonia solanacearum 

'BADH Gadus callarías (Baltic cod) 
BADH Caenorhabditis elegans 

'BADH Takifugu rubripes (pufferf ishl 
*BADH Homo sapiens 
'BADH 9A Mus musculus 
'BADH Rattus norvegicus 

BADH Bradyrhizobium japonicum 
BADH Beta vulgaris 
BADH Atriplex hortensis 
BADH Atr iplex cen tralasia ti ca 
BADH Atriplex prostrata 
BADH Atriplex centralasiatica 
BADH Spinacia oleracea 
BADH Suaeda liaotungensis 
BADH Amaranthus hypochondriacus 
BADH Avicennia marina 
BADH .~rabidopsis thaliana 
BADH Triticum aestivum (Wheat) 
BADH Hordeum vulgare 
BADH Oryza sa ti va !Rice 1 
BADH Sorghum bicolor (Sorghum) 

Occurrence of Cys residues 

Cys 286 

QV+C+TN 
QV+C+TN 
QV+C+TN 
QV+C+TN 
QV+C+TN 
QV+C+TN 
QI+C+TN 
QV+C+SN 
QV+C+SN 
QV+C+SN 
QV+C+SN 
QI+C+SN 
QI+C+SN 
QV+C+SA 
QV+C+SA 
EA+C+TA 
QL+C+ES 
QT+C+SA 
QV+C+TN 
QV+C+SN 
QV+C+TN 
QV+C+CN 
QV+C+CN 
QV+C+CN 
QV+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QI+C+SA 
QV+C+SA 
QV+C+SA 
QV+C+SA 

100% 

115 

Cys 353 

LL+C+GG 
VL+C+GG 
VL+C+GG 
LL I GG 
LL+C+GG 
LL F GG 
VL A GG 
LV T GG 
LI T GG 
LA+C+GG 
LA+C+GG 
LA+C+GG 
QM A PP 
LE T GG 
LR+C+GG 
CV V GG 
Ir Y QK 
LI A GG 
VL+C+GG 
KL+C+GG 
VL+C+GG 
VL+C+GG 
VL+C+GG 
VL+C+GG 
LV T GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
IL Y GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
IL+C+GG 
VL+C+GG 
IL T GG 
IL H GG 
IL Y GG 
IL Y GG 

58.5% 

Cys 377 

TD+C+RD 
TD+C+TD 
TD+C+SD 
TH+C+RD 
SD+C+TD 
SD+C+TD 
TD+C+TD 
AD V TD 
AD V TD 
AD V TD 
AD V TD 
TG V TD 
TN V TD 
SN+C+NS 
DH+C+HR 
TN V QT 
DK V SE 
GN V KP 
DN+C+RD 
TG I TP 
DN+C+RD 
TN+C+RD 
TN+C+RD 
TN+C+TD 
AN V EH 
SD I ST 
TD I TT 
TD I TT 
TD I TT 
TD I TT 
TD I ST 
TD I TT 
SO V ST 
TD V KT 
SN V TT 
TD I NT 
TG V ST 
TN V ST 
TD V ST 

36.5% 

Cys 439 

GI+C+WI 
GI+C+WI 
GI+C+WI 
GI+C+WI 
GI+C+WV 
GI+C+WI 
GI+C+WI 
GT L WI 
GT L WI 
GT+C+WI 
GT+C+WI 
GT+C+WI 
GT V WI 
GT V WI 
GT V WI 
GM+C+SL 
GT V WI 
GQ V DI 
GT+C+YI 
GN V YV 
GT+C+YI 
GT+C+FI 
GT+C+YI 
GT+C+YI 
GT V WM 
GA V WV 
GA V WV 
GA V WV 
GA V WV 
GA V WV 
GA V WV 
GA V WV 
GI V WV 
GA V WV 
GI V WV 
GC I WV 
GI V WI 
GI V WI 
AI D --
41.4% 
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Table 2: Kinetic parametersª of P. aeruginosa BADH wild type and mutants 

Ki(NADP) 

(µM) 

NADP+ -dependent reaction 

wild type 

C353A 

C377A 

C439A 

C439S 

48±8 

58± 12 

48 ± 11 

70± 12 

77± 16 

'"r:I 

¡:-_ 
f;:~ 
t::I ~ 
ts:i Ul 

oº 
ESº o~ 
ts:I z 

Km (NADP) Km (BA) kcat 

(µM) (µfy1) (s-1) 

107 ± 10 434± 33 648 ±24 

67±8· 313 ± 30 394± 16 

165 ±21 576 ± 62 435 ±26 

70±8 296±25 511 ± 17 

60± 10 372±42 347± 17 

kcai!Km (NADP) kcatf Km (BA) 

(M-1 s-1) (M-1 s-1) 

3.0 X 106 7.5 X 105 

2.9 X 106 6J X 105 

lJ X 106 3.8 X 105 

3.6 X 106 8.6 X 105 

2.9 X 106 4.7. X 105 



-_J) 

Table 2 (continuation) 

NAO+ -dependent reaction 

wild type 262 ±40 315 ±31 355 ±42 754±41 1.0 X 106 1.0 X 106 

C353A 74± 10 157 ± 16 419 ±42 514±30 1.6 X 106 6.1 X 105 

C377A 91 ±33 411±89 567±118 402± 50 4.9 X 105 3.5 X 105 

C439A 256±62 310±46 311±55 675 ± 51 . 1.1X106 1.1 X 106 

C439S 372 ± 86 254±36 243±44 393±44 7.7x 105 8.1 X 105 

ªInitial velocities were obtained in potassium phosphate buffer at 30 ºC, pH 8.0, under the conditiÓns desc~bed in the Mateñals and 
-- ·. ; ·' . - ,, ' ·¡ ·~.' ·-- " 

Methods. Results shown the estimated parameters ± the standard error and were estimated by a fifof ¿e initial velocity data to 

equation l. 

"'Od 

~ 
~~ 
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Table 3: Thermal and chemical stabilityª of P. aeruginosa BADH wild-type and mutants 

Enzymes Tm (ºC) n Cm(M) 

n 

Wild-type 50.7 ± 0.3 54.9 ± 23.2 1.4 ±o.o 6.2 ± 0.2 

C353A 49.6 ± 0.1 53.8 ±.15.3 

C377A 46.0 ± 0.5. 51.1 ±24.8 

C439A 43.7 ± 0.3. 20.7± 2.3 0.4 ±o.o 2.2 ± 0.1 

C439S 373.± 0.3 12.2 ± 1.2 0.5 ±O.O 1.6±0.1 

ªResul ts shown are~ the esÚth~t~'df~'.and;C~ ~~füci~ ± thi 'standllrd. erroé Óf the. ésti~ates, 

::::: 6~b~ni~t~~1~~~,{~i~~~itf 1~fr;~j~~~t,i!t.:0: 
respectively, atii~icl!Út~~·J~~t~i~:'¡:~t~lris··50%ofits••original ·activity;··n·represents the 

:~.:~,-, L':~;~:;·,~~;f;;_._)'~'.,~~:;: __ ,.~f;>,x~:{: ___ ~~-~:~~ ··"'::;:::··._,:; ... -- ;:._::: , .···e- ·_. __ · _;_"~. ' ··.;~_-·. __ .. -·-- · -

cooperativity ofdi~iÓs~ 'órd6tívity .. 
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Table 4: Effect of~otassium on the activityª and the quaternruy structure of P. aeruginosa 

wild-type and mutá:nfBADHs 

Enzymes 

····. (%). 

Inactivation by removalb of K+ 

Wild-type 

C439A 

C439S 

16(10) 

12 (O) 

Reactivationd by 250 mM KCl 

WiJd.:.type 

C439A 

C439S 

80 (45) 

39 (22) 

15 (O) 

Dimer Monomer 

(%) (%) 

16 9 

74 10 

20 68 

14 6 

29 32 

41 44 

ªThe enzymes were fully active and tetrameric. before removal of K+ by quick gel 

filtration. bRemoval ofK+ ions was achieved as described in Materials and Methods. cThe 
' .. ,·,.\ 

percentage of the initial activity as~oé.iat~~ \vith. tetrarner is given within parenthesis. 

Dimers and monomers were devoidedof~ctivity. dThe enzymes were fully inactivated by 

prolonged incubation in the absence ofK+. The oligomeric state and enzyme activity were 

determined after - 2 h incubation with 250 mM KCI. 
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LEGENDS TO FIGURES 

FIGURE 1: (A) SDS-PAGE (8% gel) of the purified wild-type and BADH mutants (0.44 

µg ofprotein). Lanes: 1, Mrstandards; 2; wild-type; 3, C353A; 4, C377A; 5, C439A; and 

6, C439S. The following protein.s ,F~re.iused as Mr standards: rabbit muscle myosin 
- -··~~)' ~.o..-·· 

(205,000):. E. co!Í p;gal~c:tosidasé-.(Ü'6,boo){rabbit • muscle phosphorylase b (97,400), " ... ~ ·.~:~.--;:·· ,-.-~.,,. ·--~.:-; .. ¡;~~> .. _, .. :---~i~, :;·L/<~·-,·-.;- .... ,e - " 

bovine pla~ili.i,a'fb~~iR'.;(~6,oOo),}6v~Il:íuftiiri'(4~~000), and bovine erythrocyte carbonic 
.t;_c:_ - :<·:;,'~:·)·_~:f~'.>~~-~.;:~~~::~~~:'.:·('}-\~_ .. -<i~~:'.'.-:. :·i-~~·'/_ ' ,~;~-~- •, ·:; :·.' ~ .:·',: : 

anhydrase'(2¿;960); cªY,w~~tetiLbT~ts:ofpurited P. aeruginosa BADH (Jane 1) and cell 
. . ;· .. • ~'< ·,·'t·1/.·:,,<;:·.~ t;"l"j.> '_¡ ··. -:}~''.·';·;-... ~:· -.¡·.•¡·,: ... -··\. ··-,<: :, ·. , 

free ext~a'é;s &;o~~;l·.:co/i·!~L2'1 (~~3) pLysS containing the full-length P. aeruginosa 
- • .-~ _' ~;'.= '. >.;e '. - : -~~.¡;"'::·- ,: " ' .•-.; .-.• _ '. '• ,:··; .. ' ·· ":"'·· , \; ;.-· . '.-·:e,· · · .'· . ' • 

wild-tYpe cir riíut~i~d"~Ánti:.:ehcocling genes expressed at 37 ºC. Lanes: 2, wild-type; 3, 
·. ' --.-~··. ., '.:,"- ~-.· ''< - ··:·' ,·, : ¡" • 

. C353A;4,t~i7~; 5, C4~9A; 6,· C43~S; and 7, C439S expressed at 28 ºC. Samples were 

subjectecl to. sps:PAQE (8o/ci gel), transferred to a nitrocellulose membrane, ancl probed 

with anti-P,a~fukino~a BAbHantibody . 
. -:··~-,,<X~ > .. ·:~: .¡·~·--· 

_;-._(~- ~;~ .. /.. >:-~ - ~ 
. ,;:,z_;:.: --:1.:~1/ .'.·:,:;. 

FIGURE 2: f füt}f~~!j~ll;f~}~~~\~r,t•::>concen1raii&n:; 27Ó ¡igJn,L); (B) 

intrinsic fltiorescf!.¡.i_c:e,~;enfü~i(}J1\ispe.~traJ(prpfojn ~oricentration; 82 ¡J.g/mL) arid (C) and 
· . NM'··~;¡i~~~t~l;i.·~1t;·:t:~~iétí~l':'/$:"·};¡;:; ::{2'fW'> ··' , ··· · . , · ••· 

size exclusióff 6liroriiatdgíáJ)hy;i{p~oieiíFc6ncentration, 2.0 mg/mL) of pure wild-type and 
': -'' : ~-~_'.: '':_._,~:~-'.~::'-f;~:-~-,'-·\{;'.\;t: --~·~\i:5 >>.-{:".':~?.;.}··.: .. · .. ·,:/<~:· :·~>_,;. ·.;-',', ' , 

'j' . ., .... ~-;.~·-.. ·¡_ :_ ;' .;; -

mutant BAbá·:wilci-t)rp~·(spliCifúñe),'C353A (dashed line), C377A (dotted line), C439A 
. -.:~···;::<.:::.'._~::. ·:_\-·; ·:>;,:,:O':··:;::·<~'.'.):·,·:/.'.~:-.. ~· .. :_ ·· .. ·- -

(dashed and dotted lirie); c439s•(sh()rtdashed line). 

FIGURE 3: T~eirt1al ~tabili!Y, ?f:P. aeruginosa wild-type and mutant BADHs. (A) The 
. , . - .· ;; ,·' ,· . 

enzymes (200µg/mL) Were~incÜb~ted in buffer A at 37 ºC in buffer A and the remaining 

activity was detennined as a function of time by the standard assay. (B) The enzymes (1 
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mg/mL) were incub.ated in buffer A at the indicated temperatures for 15 min. Data are the 

mean value ± S.E.M:oftwo differentexperiments. In B, S.E.M. values have.beén omitted 
• ---· - _. _ _¡__.:::,,__ .:._ ~-'---

for claritY.b~t \V~re ai\\'aysle~s tllan 8% of the mean value. Wild.:.type (salid square), 
- -

C353A (open square), C377A (solid circle), C439A (open circle) and C439S (solid 

triangle). 

FIGURE 4: .Dependence of enzyme activity on urea. Samples containing 0.4 mg/mL 

enzyme we.r~ incub~t~din buff~r A minus. sl1~ro~~ ~t.25 ºS,with Ó-7•:tyl lll;ea and enzyme 

activit)' deterciined ~ft~~fr h iri~ub~tiod'.: t~e ~cti~it581~~·k liiie~)~ei~ tti~d to equation the 

6

. WUd-~·l~1~f jf ;;it~f lliff ldil!t:f !tf ;~¡~¡¡rif );:;;'- . 
FIGURE 5: Effecti()fidilut1on on tliestabihty ofBADH1wild"type ,(sohd.square), C439A ·.,: ... :- -~}'.::~~-: .. ft).:1tti.· ~--~}f ·:i-~:~·-_·- ,-~-.:~·- -· · · · ·· ·-\:-> · , -~"' ·,·:~, ·- · ,-~\- -~~,: .. :." :~~:)::,,::~~f;(~'.~.i>~~r·-~-~ .. ~- · · 

(open circle)li!1~(c43~s\solid :triangle): (A) Thé-enzyrii.eiC~e.f~ tliluted: to 3 · µg/mL with 
, .. _:: ... ;:.'. :''} ··-·; ~-'·-·: ; ,. . . ' ·_: .:, . ·: .;}_;:< i;:-"._ -~'.\·.·-··:. '. ' 

buffer A, or CFÜ :irw~ ·-is mM potassium phosphaté búff~~; RH. ~ho, and incubated at 20 ºC 
..... . -

for the indic~ie~Ciengtb; oftiine. The remaining ~nzyme~ctivity as a function oftime was 

measured bythestartdard assay. Results are means ± S.E.M. oftwo different experiments. 

FIGURE 6: Effe~t of.K+ ions ón BADHoligomeric state of wild-type and C439 mutant 

proteins (2 m~/mL é~ch):w~re subject~d to.SECin a Superdex 200 column immediately 

after removat~fR+~()ns b~.q~ic~· geLri1tf~tfon in Sephadex G25. Both kind of columns 

were equilibrate~ with ~~ffer ~·.The skc'.~h1tion profiles were monitored for protein and 
, :... -· -- - ---._ ,, -- . ·_: __ ,.,-,,. '-·~--·'---

far BADH activity. (A) Protein elutiol1:~;rbtÚes; (B), (C), and (D) Peak deconvolution of 
-. ..·. ;.-. <~,-.,.- .-

the elution profiles of wild-type, C439A and C439S, respectively. The dashed lines, the 
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dotted lines and. the dashed and dotted lines showed the tetrameric, dimeric and 

monomeric struetures, respectiyely. 

:.:.) .··;< 
"" .... ·. ...,::_ ... ~. ; .·:• ;-:_ :· . ' 

. -< : .·-··' ~;¡,; ... :·:-/ -•c::·:·:-:•o•-•:. ·:•.·c:·:·o •..• : :-··. -•:. _, .• ,_ . ': ... > • - ': , . ·+· ": :-. -... : .. .. 
FIGURE. 7: e (A)- ~~~cti_yatip11,by 250 mfyt potassi~m ·. of .the • K ~depleted, wild~type and 

• . '>\ ~.','' r_··:, :Í ~;: :'•"' ;• ~.-;;' - <: '. : ,,e' - . ¡ 

·:··-·. :··.-·'> . . ;-.:··: <"<···:;-~(r·;·.<-~: !::.".·;·.-.· :',' ::.· ···::·· ' .. ·. \;,·· ··. ._:· r .. ::, -:·:'_ 
BADHcrríutánts:LThe~enzyJl1es~(200"µg/mL)"..wei:e._·gel~filtered.\twiCeJo_corripleteremo:ve 

K'. ~.c~1~~~fi\cl!~~~¡i~c~~i~f f ~~~,~~lii~~~f~i~¡i~Ó,~ 1fd~i;io~~I 
2 h. The rec(i'vefr 9P1a:stiyify ¡~as:::ro~l(>WeciYii~ ~jfu:ifct~Q_i:i ;of.ti.me' by ihe -standard assay. 

'. ---~-~h_-~- ·-y~~Vf..: ;ff~f ~ :7,'.~y~j·:,}~'.t~":; ~F~~;~- ;f~~-:_F:~~~t:~<-~;:~?~'.·: :; ~~;;::z.,/:-\~~::/>t~~~~?: :S: ;?--:/ ·::-: . -
Wild~type (solici_ Cir~le), ;G439A (6j:>e1Y;,citcle);;ajld C439S (solid triangle). (B) Gel 

-. :·~;·-:· \J~ '"~:;::·' -··;:~~:,. :~~~~t·?:?·'i:'"··· ,,.·" '":·-,:~--·i:.:>--·-• .. "'. ·<:·" . 

filtration of'.the treated :,enZYílles wÍth ·:2;0 niM KCl was perfonned as indicated in 

Materials áncl Meth~ds:'Tll~ dashed, ih~;dottéd and the dashed and dotted showed the 

tetrameric, dimeric and monomeric structure, respectively. Peak deconvolution was 

achievedwith Jandel Peak Fit program. 

FIGURE 8: Three dimensional model ofBADH tetramer. The model was constructed on 

the basis of the crystal coordinates of BADH from cod liver. In the panel A the spheres 

show the fol!r cysteinyl residues (red C286, glue ~353, green C377 and magenta C439). 

Stereo views show the environment of C353-(p~el;B), C377 (panel C) and C439 (panel 

D). 

122 



-

\C 

lf) 

"" 
~ 

M -

t 

' 1 

1 

' 1 
r 

1 
1 
1 
1 
1 

H 1\ I 11 1 

t 23 

N~DIHO ~a V1'N~ 
NOO SISfil 



\ 

40 
1 

A 
1 

30 

20 

~ ·¡; a 10 

Qj ... 
ca o o 
:E 

-10 ~ 

-20 

-· N 200 ¡,¡:;,. 

,.~ 

220 240 

Wavelength (nm) 

500 

~ 
400 

UI e: ...... 
Q) .!!l -·-e: e: 
·- ::l 300 
~ ~ 
e: ca 
Q) ... 
u~ 
UI .C 

l!! :; 200 o
::l 
ü: 

100 

B 

····· 

:1 ' \ •• 

/ "\> ..... 
' ' ·. 
'~'. ·· .. 

'~·,·· ... 
':.'..; 

320 340 360 380 400 

Wavelength (nm) 

0.4 

0.3 

E 
e 0.2 
CI 

"' N 

<( 

0.1 

o.o 

21 

e 

24 27 30 33 

Retention time (min) 



o 

...a. 
o 

-f N 

-· o 
3 w C'D o -3 .¡::.,. 

::::s o - UI 
o 

O'> 
o 

o 
-f ...a. 
C'D o 
3 

N "'C 
C'D o 
""" S» w ..... o e 
""" .¡::.,. 
C'D o -o UI o o - O'> 

o 

o 

)> 

o 

m 

Residual activity (%) 

N ~ O'> co 
o o o o 

Residual activity (ºlo) 

N 
o 

O'> 
o 

co 
o 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 125 

• 

....a. 
o 
o 

....a. 
o 
o 



Residual activity (0/o) 

Residual activity (º/o) 
~ 

N .¡:::.. en co o 
o o o o o o 

o 

en 

::f 
~ 

o 
3 ~ 
CD en -3 N 

:::J 
o - N en 
w 
o 

126 



TE,SlS CON 
f Al.LA DE ORIGEN 

120 

- 100 
~ o -~ 80 
~ ·-> ·-~ 60 (J 
cu 
cu 40 :::s 

"'C ·-"' C1) 20 
o::: 

o 
o 4 6 8 

Urea (M) 

127 



"""'"~:CON 
FALLA DE ORIGEN 

0.35 0.35 
wild-type 

A B 0.30 t 0.30 
wild-type 

0.25 0.25 

E 
0.20 0.20 

E e: e: 
o 0.15 o 0.15 co 

C439S co 
N N 

~ <( 
0.10 0.10 

0.05 0.05 

0.00 0.00 
25 30 35 40 25 30 35 40 

Retention time (min) Retention time (min) 

0.20 ----------- 0.20 ....------------. 

C439A e C439S D 

0.15 0.15 

E 0.10 E 0.10 e: e: 
o o 
co 00 
N N 

<( <( 

0.05 0.05 

25 30 35 40 25 30 35 40 

Retention time (min) Retention time (min) 

128 



TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

100 
A 0.05 

wild-type 
B 

- 80 
~ o 0.04 -
~ - 60 > 0.03 

+:i E 
(.) e: 
co e 

40 
OQ 0.02 co N 

::::s <( 
"'C ·- 0.01 tn 
Q) 20 a:::: 

0.00 
o 

o 40 80 120 20 25 30 35 40 

Time (min) Retention time (min) 

0.05 C439A e 0.05 C439S D 

0.04 0.04 

E 
0.03 

E 
0.03 

e: e: 
e e 
co 0.02 co 0.02 N N 

<C <( 

0.01 0.01 

0.00 0.00 

20 25 30 35 40 20 25 30 35 40 

Retention time (min) Retention time (min) 

129 



TESIS CON 
L FALLA DE ORIGEN 

130 



VIII. CONCLUSIONES 

En base a losresultados obtenidos, las conclusiones de este trabajo son: _ 

1) La cisteína esencial de la BADH de P. aeruginosa es reactiva en un intervalo de pH 

muy amplio, lo cual posiblemente pueda deberse a la formación de un par iónico con un 

residuo cargado positivamente; 
+·~: 

3) Las cisteínas C353, C377y C439.:no están involucradas en catálisis o en.la unión de los 
;J· . 

sustratos. 
~ ' ~ 

4) No existe una par~ja d~cisteínasvecinales en la }3ADHdeP. aeruginosa. 
'..'.:; '.:. -. ¡ .• ••. ··:.,_ • ",• .. ·-~-~· '. . :'. . . ' <·'·. '• 

5) Las cisteínas no, ¿~enaialés ··no, ~fectan la. reactividad. dé · 1~ cisteíria • esencial, 

cambios en~~adtiyí~d~·pri~ocadbs por la incubación c~n losnucl~ótidos. 
ni los 

6) La C439 se~ncuentra en la interfase monómero-monómero de una unidad dimérica y es 

un residuo importante para la estabilidad de la BADH de P. aeruginosa. 
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IX. PERSPECTIVAS 

En este trabajo se_ ha_determinado la elevada reactividad del grupo tiol del residuo de 

cisteína esencial y su existencia como tiolato en un amplio intervalo de pH, pero queda por 

entender el mecanistho por el que se estabiliza el ión tiolato, lo que arrojaría información 

sobre el mecanismo químico de la reacción catalizada por esta enzima. Con este fin sería 

interesante obtener l.as mutantes de; los residuos de la K96 y de la H333, alguno de los 

cuales podría estar involucrado en la formación de este par iónico, y del E252, propuesto en 

la activación de la cisteína esencial de otra ALDH, y determinar el efecto de estas 

mutaciones sobre la reactividad de la cisteína esencial. 

Es también muy interesante determinar el mecanismo por el que se produce la modulación 

de la reactividad de la cisteína esencial por los ligandos, y determinar si existen o no dos 

formas en equilibrio de la enzima. Si este es el caso, conocer en que se diferencian. 

Queda abierta la pregunta dé por qué los reactivos para ditioles producen una inactivación 

en nuestra enzima que no posee cisteínas vecinales. 
'>·,· ,, .. 

En un futuro deberá hacerse un estudio por mutagénesis sitio-dirigida del papel de los 

residuos de aminoácidos que pueden ser importantes para la estabilidad de la estructura 

cuaternaria, como es el caso de la K477, un residuo altamente conservado tanto en las 

ALDHs como en las BADHs y que se encuentra en la interfase monómero-monómero de 

una unidad dimérica. 

Finalmente, un objetivo que pretendemos abordar en forma inmediata es obtener la 

estructura tridimensional de la BADH de P. aeruginosa, la cual nos permitirá conocer la 

posición real de las cisteínas y de lo.s residuos de aminoácidos que participan en la catálisis 

y en la estabilidad, así como las interacciones que se dan entre ellos. 
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EL PAPEL DE LOS RESIDUOS DE CISTEÍNA EN LA 
ESTRUCTURA \' FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS* 

LILIAfll GOfl/ZÁLEZ·SEGURA u Y ROSARIO A. MLIÑOZ-CL\RES2 

RESUMEN ABSTRACT 
La cisteína es uno de los residuos de aminoácidos menos 
abundante en la~ proteína~. A pesar de ello, la gran capaci
dad del grupo tiol de su cadena lateral de pasar del estado 
reducido a diferentes estados oxidados, le permite a este 
residuo participar en muchos aspectos de la estructura y 
función de las proteínas. Así, los residuos de cisteína jue
gan un papel importante en la estabilidad, en el plegamien
to, en la unión de metales, en la catálisis enzimática y en la 
regulación de la actividad proteica. Esta revisión presenta 
un panorama general de estos papeles y de las diferentes 
fonnas en las cuales se pueden encontrar los residuos de 
cisteína de acuerdo a la función que estén llevando a cabo. 

Cysteine is among the least abundant amino acid 
residues found in proteins. In spite of this, their great 
capacity for being oxidized to different states allows 
these residues to participate in many aspects of protein 
structure and function. Cysteine residues thus play 
importan! roles in protein stability, folding, metal bind
ing, enzymatic catalysis and regulation of protein activ
ity. This review presents a general view of the roles and 
different form of these residues in proteins, according to 
the funclion carried out. 

KEY WORDS: Thiol, thiolate, disulfide bridge, sulfenic 
acid, S-nitrosylation, S-thiolation. 

PALABRAS CLAVE: Tío!, tiolato, puente disulfuro, 
<ícido sulfénico, S-nitrosilación, S-tiolación. 

INTRODUCCIÓN 
Se ha observado que la cisteína (Fig. 
1) es uno de los residuos de aminoá
cidos menos abundantes en las pro
teínas. con un porcentaje menor al 3 
%. Sin embargo, a pesar de su abun
dancia relativamente baja, la capaci
dad del grupo tiol para donar electro
nes y para oscilar entre un estado re
ducido (-SH) y diversos estados oxi
dados, le permite a este residuo par
ticipar en muchos aspectos de la es
tructura y función de las proteínas. 
Así, los residuos de cisteína juegan 
un papel importante en la estabili
dad, en el plegamiento, en la unión 

de metales, en la catálisis enzimática 
y en la regulación de la actividad 
proteica. 

Los diferentes estados de oxida
ción del grupo tiol de los residuos de 
cisteína son el ácido sulfénico (
SOH), el ácido sulfínico (-SO,H), el 
ácido sulfónico (-SOlH) y el puente 
disulfuro (-S-S-). Tarito la oxidación 
a ácido sulfénico como la que con
lleva la formación de un puente di
sulfuro entre dos residuos de cisteí
na, son reversibles por agentes re
ductores, mientras que los otros dos 
estados de oxidación, ácidos sulfíni
co y sulfónico, no pueden ser reduci-

* Recibido: 1 O de diciembre de 2002. Aceptado: 11 de marzo de 2003 

dos a cisteína (Fig. 2). El ácido sul
fénico es muy inestable y, si no se 
encuentra en un ambiente apropiado 
que lo proteja de la oxidación poste
rior, fácilmente se oxida irreversible
mente a sulfínico o sulfónico, o for
ma un puente disulfuro si está cerca
no a otro tiol ( 1 ). 

PARTICIPACIÓN DE LOS RESIDUOS 
DE CISTEÍNA EN LA ESTABILIDAD \' 
EL PLEGAMIENTO DE LAS PROlEÍ~ 
La cisteína es un aminoácido que 
posee un grupo tiol muy reactivo, 
que no se ioniza a pH fisiológico y 
que forma puentes de hidrógeno re-

' Laboratorio de Osmorregulación. F. E. S. Iztacala .. Universidad Nacional Autónoma de México, Avenida de los Barrios No. J. 
Tlalnepantla. Estado de México. 54090. México y 'Departamento de Bioquímica. Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma 
de México. México D. F .. 04510. México. Tel. 5622-52-76, Fax 5622-53-29. Correo E:liliang@servidor.unam.mx. 
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Jativamente débiles, por Jo que no 
contribuye significativamente a la 
estabilidad de las proteínas por me
dio de enlaces salinos o de puentes 
de hidrógeno. No obstante, si los 
grupos tiol de dos residuos de cis
teína de la misma cadena o de cade
nas polipeptídicas diferentes están 
próximos y en la orientación ade
cuada, pueden unirse por oxidación 
formando un puente disulfuro, que 
es un enlace covalente fuerte. Estos 
enlaces estabilizan la estructura na
tiva de la proteína, haciéndola me
nos susceptible a la degradación por 
proteasas y disminuyendo el núme
ro de las conformaciones desplega
das posibles características del esta
do desnaturalizado, el cual al dismi
nuir de esta forma su entropía con
formacional resulta energéticamen
te más difícil de alcanzar. 

El papel de los residuos de cisteí
na en la estabilización de la estruc
tura nativa de una proteína depende 
de la localización de esta última. 
Puesto que bajo condiciones nor
males el ambiente en el interior de 
las células es altamente reductor, las 
proteínas intracelulares no depen
den de puentes disulfuro para esta
bilizar su conformación nativa. Por 
el contrario, si éstos llegan a for
marse bajo una condición de estrés 
oxidativo, generalmente se altera la 
estructura nativa de tal forma que se 
pierde la función de la proteína. El 
mantenimiento de Jos grupos -SH 
de las proteínas intracelulares en su 
forma reducida se lleva a cabo por 
tiorredoxinas y glutatión, de los que 
hablaremos más adelante. En el ca
so de las proteínas extracelulares, 
sin embargo, algunos residuos de 
cisteína forman frecuentemente 
puentes disulfuro, confiriendo una 
estabilidad adicional a la proteína 
en cuestión que le permite enfrentar 
ambientes con condiciones más ex
tremas que las intracelulares. 

En las células eucariontes, la for-

A) 

coo-
1 

H-C-CH -SH 
1 2 

+ 
NH2 

B) C) 

o 

s~ 
N 

Figura l. Esrructllra quimica (A) y modelo de la cisreína ( BJ y (C). En C) los carbonos es· 
tán represe/l/ados por esferas blancas, el oxígeno por la esfera negra, el azufre por la gris 
clara y el nitrógeno por la gris oscura. 

mación de un puente disulfuro en 
las proteínas nacientes que van a ser 
exportadas ocurre en el retículo en
doplásmico (RE), proceso que es si
multáneo a la traducción y que tie
ne un impacto importante en el ple
gamiento correcto de la proteína. El 
plegamiento incorrecto de las pro
teínas produce· su retención en el 
RE y su posterior degradación. En 
el lumen del RE, todas las células 
poseen la enzima llamada proteína 
disulfuro isomerasa (PDI), pertene
ciente a la superfamilia de las tio
rredoxinas, que ayuda al plega
miento correcto de los polipéptidos 
que poseen puentes disulfuro. La 
PDI cataliza reacciones de inter
cambio tioldisulfuro, que incluyen 
la formación, reducción e isomeri
zación de puentes disulfuro (2). La 
actividad de oxidorreductasa de la 
PDI, por la cual realiza el rearreglo 
de los puentes disulfuro, depende 
de un par de residuos de cisteína de 
su sitio activo, en el motivo CXXC 
característico de toda la familia de 
tioldisulfuro oxidorreductasas (3), 

que forman un puente disulfuro y 
que participan en la oxidación de 
las proteínas que se pliegan, como 
se muestra en la figura 3. El proce
so de isomerización involucra ci
clos sucesivos de oxidación y re
ducción hasta que, por ensayo y 
error, se llega a la formación de los 
disulfuros nativos, que son resisten
tes a una posterior isomerización 
por ser inaccesibles. La PDI discri
mina entre los puentes disulfuro na
tivos y no nativos, de manera que 
isomeriza sólo los últimos. La for
mación de puentes disulfuro en cé
lulas eucarióticas requiere, además, 
de otra proteína denominada Ero 1 p. 
Ésta es una glicoproteína asociada a 
la membrana del RE que introduce, 
en el lumen de este último, los equi
valentes de oxidación necesarios 
para la formación de un puente di
sulfuro. La PDI se oxida a través de 
un intercambio ditiol-disulfuro con 
Ja Ero 1 p, que queda reducida. Se 
desconoce la proteína que lleva a 
cabo la regeneración del estado oxi
dado al reducido de la Erolp (4). 
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Figura 2. Estados de oxidación del grupo riol de la cisreína. 

En procariontes, la formación de 
los puentes disulfuro ocurre en el 
periplasma, mediante un proceso 
semejante al descrito en eucariontes 
(5). La contraparte de la PDI es el 
sistema Dsb (el sistema de forma
ción de puentes disulfuro), el cual 
consiste de por lo menos seis pro
teínas redox pertenecientes también 
a la superfamilia de las tiorredoxi
nas: DsbA, DsbB, DsbC, DsbD, 
DsbE y DsbG. De ellas, la DsbA y 
la DsbB son las equivalentes a la 
PDI y la Erolp, respectivamente, 
sólo que en el caso de la DsbA su 
única función es la formación de 
puentes disulfuro, por lo que re
quiere de otra proteína que actúe 
como disulfuro isomerasa, que es la 
DsbC. La DsbD mantiene el estado 
reducido de la DsbC La DsbE pro
bablemente está involucrada en la 
transferencia de electrones para la 
maduración del citocromo e en el 
periplasma de Escherichia coli, 
aunque su función biológica perma
nece ambigua y su estructura no ha 
sido resuelta, y la DsbG funciona 
predominantemente como reducto
ra o como catalizadora de la isome
rización de disulfuros. 

PARTICIPACIÓN DE LOS RESIDUOS 
DE CISITÍNA EN MECANISMOS 
DE REGULACIÓN 
Corno ya hemos mencionado, la oxi
dación de los residuos de cisteína ge
neralmente produce pérdida de la 
función de las proteínas intracelula
res. Sin embargo, existe un impor
tante mecanismo de regulación de 
numerosos procesos celulares que se 
basa en modificación reversible por 
oxidación-reducción específica de 
residuos de cisteína de proteínas in
volucradas en la catálisis, Ja expre
sión génica, la transducción de seña
les, el plegamiento (chaperonas), 
etc. Estas modificaciones incluyen la 
formación y ruptura de puentes di
sulfuro, -ya sea de la misma proteína 
o de disulfuros mixtos con otro tiol 
como el glutation-, la formación de 
ácido sulfénico, o la S-nitrosilación. 
Actualmente, este mecanismo de re
gulación por modificación covalente 
reversible se considera equiparable, 
en cuanto a su relevancia en el con
trol biológico, a aquellos que impli
can otras modificaciones post-tra
duccionales como fosforilación, gli
cosilación o metilación. 

Existen principalmente tres siste-

González-Seguro L. y Muñoz-Ctnres R.A. 

mas de regulación que involucran 
formación-ruptura de puentes disul
furo en las proteínas blanco: el sis
tema ferredoxina/tiorredoxina, el 
sistema NADp+/tiorredoxina y el 
sistema glutarredoxina. En estos 
sistemas las tiorredoxinas juegan un 
papel central. 

Las tiorredoxinas son proteínas 
con una masa molecular de 12 kDa 
que se encuentran ampliamente dis
tribuidas en animales, plantas y bac
terias. El sitio activo de la tiorredo
xina tiene dos residuos de cisteína 
en una secuencia altamente conser
vada [-Tyr-Cys-Gl y/ Al a-Pro-Cys-]. 
La forma oxidada de la tiorredoxina 
contiene un puente disulfuro que 
puede ser reducido a dos tioles por 
el sistema ferredoxina o por el siste
ma NADp+. Las tiorredoxinas redu
cidas son excelentes reductores de 
puentes disulfuro de proteínas, lle
vando a cabo esta reacción mucho 
más rápidamente, por varios órde
nes de magnitud, que el glutation 
(GSH), o que el ditiotreitol (DTT), 
un agente no fisiológico reductor de 
tioles y disulfuros (6). El potencial 
de reducción estándar de la familia 
de las tiorredoxinas se encuentra en 
un intervalo de -0.124 a -0.270 V, 
siendo la tiorredoxina de Escheri
chia co/i el miembro más reductor (-
0.270 V). Por otra parte, los poten
ciales de reducción estándar del glu
tation y del DTT son de -0.205 V y 
de -0.330 mV, respectivamente. 

SISTEMA FERREDOXINA/ 
TIORREDOXINA 
El sistema ferredoxina/tiorredoxina 
consiste de tres componentes: la fe
rredoxina (Fd), la ferredoxina-tio
rredoxina reductasa (FfR), que es 
una proteína hierro-azufre, y la tio
rredoxina. Este sistema funciona 
corno un mecanismo general de re
gulación de enzimas mediado por 
luz en la fotosíntesis oxigénica, que 
está presente en cianobacterias, al-
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gas eucaróticas y plantas superio
res. Las enzimas blanco poseen un 
par de residuos de cisteína vecina
les a la distancia y orientación co
rrectas para formar un puente disul
furo. Durante el día, Jos electrones 
provenientes de la excitación de Ja 
clorofila se transfieren, vía Fd y una 
enzima hierro-azufre (la FfR), a 
una tiorredoxina, la que una vez re
ducida funciona en la reducción de 
la forma oxidada de la enzima blan
co, llevándola de su forma inactiva 
con un puente disulfuro (-S-S-) a su 
forma activa con dos tioles (-SH), 
(Fig. 4 A). Posteriormente, las enzi: 
mas activas son oxidadas y regresa
das a su estado inactivo en la obscu
ridad (8). 

SISTEMA NADP+ /TIORREDOXINA 
En el sistema NAD(>+/tiorredoxina la 
reducción de la tiorredoxina oxidada 
no se lleva a cabo por la ferredoxina 
sino por el NADPH. en una reacción 
catalizada por la NAD(>+-tiorredoxi
na reductasa (NTR), Ja cual contiene 
como grupo prostético el tlavín ade
nín dinucleótido (FAD) (Fig. 4 B). 

El sistema NAD(>+/tiorredoxina es
tá presente en múltiples compartimen
tos celulares de una gran variedad de 
organismos, estando involucrado en 
procesos tales como el control de la 
división y proliferación celular, la ac
ción hormonal, la replicación del 
ADN, la meiosis, el desarrollo em
brionario temprano, la reparación y 
ensamble de proteínas y la gem1ina
ción de semillas (9). La regulación por 
oxidación-reducción es un mecanis
mo general de control de los factores 
de transcripción como Fos, Jun y 
OxyR, los cuales requieren residuos 
de cisteínas libres para unirse al ADN. 

El sistema NAD(>+/tiorredoxina re
duce además específicamente una va
riedad de proteínas blanco que tienen 
puentes disulfuro intramoleculares, 
como es el caso de los inhibidores de 
a-ami lasas y de tripsina, y de neuroto-

s-s s-s 
Ero1p [PLtei'na 1 

X 
(DsbB) 

X X H SH SH SH 

1PLtel!a1 Ero1p 

(DsbB) 

Figura 3. Modelo del mecanismo de acción de las proteínas disulfuro isomerasa (PDI) y 
Erolp prese111es en el retículo endoplásmico de eucariollles y de sus co111rapartes de pro· 
cario111es DsbA y DsbB (ell/re paré111esis). 

xinas de diferentes venenos de víbo
ra, escorpión y abeja. La reducción de 
Jos puentes disulfuro produce la inac
tivación de estas proteínas. 

SISTEMA GLUTARREDOXINA 
El sistema glutarredoxina consiste 
de las glutarredoxinas (Grx), la glu
tation reductasa (GR) y el y-gluta
mil-cisteinil-glicina, un tripéptido 
llamado comúnmente glutation 
(GSH) (Fig. 4 C) (9). Las Grx son 
proteínas pequeñas que pertenecen a 
la superfamilia de las tiorredoxinas 
y que tienen la secuencia del par de 
residuos de cisteína del sitio activo 
característica de esta familia. Las 
Grx son el componente clave de es
te sistema, ya que pueden reducir di
sulfuros de proteínas directamente 
vía sus dos tioles del sitio activo, los 
cuales son convertidos a disulfuro 
(9). La regeneración de la Grx oxi
dada se lleva a cabo por el GSH. 

El GSH está distribuido univer
salmente en bacterias, plantas y ani
males, y probablemente es el péptido 
simple más abundante. Su forma re
ducida (GSH) contiene un tiol fun
cional aportado por un residuo de 
cisteína. El GSH funciona como un 
agente reductor y su concentración 
en las células está en el intervalo de 
1 a 1 O mM. La forma oxidada 
(GSSG) consiste de dos moléculas 
de glutation unidas por un puente di
sulfuro. La GR cataliza la reducción, 
dependiente de NADPH, de GSSG a 

GSH. Para la transferencia de elec
trones, la GR usa FAD como grupo 
prostético, al igual que la NTR. Esta 
reacción es muy importante en los 
procesos metabólicos y normalmen
te produce una proporción de 
GSH:GSSG de más de 100: 1, lo que 
permite al GSH funcionar como un 
agente reductor intracelular. 

S.TIOUCIÓN 
Las cisteínas son los residuos de las 
proteínas más facilmente oxidados. 
Su oxidación puede resultar en entre
cruzamiento intra o intermolecular, 
por formación de puentes disulfuro, e 
inactivación de proteínas, lo que fi
nalmente conduce a la muerte celu
lar. La oxidación irreversible de resi
duos de cisteína en las proteínas pue
de evitarse mediante una S-tiolación, 
un proceso mediante el cual los gru
pos tiol de la proteína forman disul
furos mixtos con tioles de bajo peso 
molecular como el GSH. La S-tiola
ción es una respuesta al estrés oxida
tivo que está fuenemente regulada 
por factores celulares aún desconoci
dos. Prueba de ello es que el trata
miento de las células con diferentes 
agentes oxidantes produce diferentes 
patrones de proteínas S-tioladas, a 
pesar de que las proteínas muestran 
la misma sensibilidad a estos agentes 
in virro. La destiolación se lleva a ca
bo in vivo una vez que se supera el 
estrés oxidativo, por la acción de una 
glutarredoxina monotiol, que a dife-
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rencia de las glutarredoxinas clásicas 
ya descritas contiene sólo un residuo 
de cisteína en su sitio activo (JO). 

S-NITROSILACIÓN 
El óxido nítrico (NO) es una molécu
la señal que regula muchos procesos 
biológicos a través de modular la ac
tividad de una gran variedad de pro
teínas por medio de una reacción de 
S-nitrosilación de los residuos de cis
teína de sus blancos. Los compuestos 
que llevan a cabo esta reacción son 
los productos de la oxidación del NO 
por el oxígeno molecular. el N02 y el 
N,O~. Otros mecanismos por el que 
los residuos de cisteína pueden nitro
silarse es por transferencia directa de 
un grupo NO desde otra proteína S
nitrosilada o de un nitrosotiol como 
el. S-nitroglutation (GSNO). Existen 
motivos consenso para la nitrosila
ción de residuos de cisteínas especí
ficos. Tanto la nitrosilación como la 
desnitrosilación son reacciones no 
catalizadas por enzimas. La nitrosila
ción se favorece si el grupo tiol está 
en forn1a de tiolato o situado en un 
ambiente hidrofóbico. La desnitrosi
lación puede llevarse a cabo por re
ductores celulares, cambios en el pH 
o en la concentración de O,, o por 
translocación de una proteína de un 
compartimento celular que permita 
un S-NO estable a otro que, por sus 
condiciones redox, favorezca la des
nitrosilación. Por ejemplo, ciertas 
caspasas mitocondriales están nor
malmente inactivas por S-nitrosila
ción de su residuo catalítico de cistef
na, pero se activan cuando se liberan 
al citoplasma, en respuesta a una se
ñal apoptótica, y son desnitrosiladas, 
contribuyendo así al proceso de 
apoptosis ( 11 ). 

PARTICIPACIÓN DE LOS RESIDUOS 
DE CISTEÍNA EN LA FUNCIÓN DE 
LAS PROTEÍNAS 
En el ambiente intracelular Jos resi
duos de cisteína de las proteínas jue-
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gan un papel funcional mas que es
tructural, participando en la unión 
de metales, en la catálisis enzimáti
ca y en la regulación de la actividad 
de enzimas o de otras proteínas in
volucradas en diversos procesos (ta
les como el ciclo celular, la acción 
hormonal, la replicación del ADN, 
la transcripción, la meiosis, el desa
rrollo embrionario temprano, la re
paración y el ensamble de proteínas, 
la germinación de semillas, etc.), 
como acabamos de ver. 

UNIÓN DE METALES 
El grupo tiol de la cadena lateral de 
las cisteínas es excelente para unir 
metales, -particularmente el zinc-, 
por lo que estos residuos forman 
parte tanto de motivos estructurales 
conocidos como los dedos de zinc 
como del sitio activo de enzimas 
que usan este metal en su mecanis
mo catalítico. 

Los dedos de zinc, cuya función es 
unir ADN y ARN, se encuentran en 
factores de transcripción de euca-
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riontes, en receptores hormonales 
nucleares, en enzimas del metabolis
mo de los ácidos nucleicos, como to
poisomerasas, en otras enzimas co
mo la proteína cinasa C, en la subu
nidad reguladora de la aspartato 
transcarbamilasa y en proteínas anti
virales. Existen diferentes tipos de 
dedos de zinc, agrupados de acuerdo 
al residuo de cisteína o histidina y al 
número de estos residuos que inter
vienen en la unión del ion zinc ( 12). 

Entre las enzimas que poseen re
siduos de cisteína en su sitio activo 
para unir un átomo de zinc se en
cuentran las metaloproteinasas de 
la matriz extracelular, que juegan 
un papel importante en la degrada
ción tanto fisiológica como patoló
gica de esta matriz. Una actividad 
incrementada de estas enzimas se 
produce en enfermedades como ar
tritis, cáncer y esclerosis múltiple, 
por lo que son un blanco para el di
seño de fármacos frente a estas en
fermedades. 

Residuos de cisteína también 
participan en la unión de las agru
paciones hierro-azufre (Fe-S), que 
son cofactores de proteínas que jue
gan importantes papeles en el meta
bolismo, la transferencia de electro
nes y la regulación de la expresión 
génica ( 13 ). 

Finalmente, otro ejemplo de có-

mo los residuos de cisteína pueden 
participar en la unión de metales es 
el de las metalotioneínas, proteínas 
pequeñas ricas en residuos de cisteí
na cuya biosíntesis está regulada por 
los niveles de exposición de un orga
nismo a zinc, cobre, cadmio y otros 
metales pesados y cuya posible fun
ción es la desintoxicación de estos 
metales (14). 

CATÁLISIS El\IZIMÁTICA 
En el sitio activo de algunas enzi
mas se encuentra un residuo de cis
teína altamente reactivo responsa
ble de la catálisis nucleofílica, en la 
que el sustrato es modificado por la 
formación de un enlace covalente 
con la enzima para dar un interme
diario reactivo. 

Los grupos nucleofílicos de las 
enzimas que comúnmente funcionan 
en la catálisis covalente son el grupo 
imidazol de los residuos de histidina, 
el grupo hidroxilo de los residuos de 
serina y el grupo tiol de los residuos 
de cisteína, que es el nucleófilo más 
potente de los tres. Enzimas conoci
das que usan el grupo tiol de un resi
duo de cisteína en catálisis nucleofí
lica son: 1) las aldehído deshidroge
nasas, que catalizan la oxidación 
irreversible de los aldehídos depen
diente de NAD(P>+; 2) las tiol pro
teasas como la papaína y la brome-

TABLA 1 

laína, que prehidrolizan las proteínas 
y favorecen la digestión de las mis
mas: las caspasas, proteasas que jue
gan un papel fundamental en la 
apoptosis, y las catepsinas, proteasas 
funcionales en la respuesta inmune; 
3) las carbamil fosfato sintetasas, 
que producen el carbamil fosfato uti
lizado en la síntesis de arginina y pi
rimidinas en los organismos superio
res; 4) las peroxirredoxinas, enzimas 
que destruyen el peróxido de hidró
geno u otros peróxidos orgánicos re
duciéndolos a agua o a su correspon
diente alcohol, respectivamente, y 
que por tanto juegan un papel impor
tante en la respuesta de las células a 
la estrés oxidativo; 5) las proteín ti
rosín fosfatasas, que están involucra
das en los mecanismos de transduc
ción de señales; 6) las poliquétido 
sintasas, que producen una serie de 
productos naturales que son usados 
como antibióticos, agentes antican
cerígenos, etc.; y 7) las tiol:disulfuro 
oxidorreductasas, como las tiorredo
xinas, glutarredoxina, la FfR, la 
NTR, la GR, que. como hemos visto, 
participan en la regulación de la ac
tividad de muchas proteínas intrace
lulares manteniendo o recuperando 
el estado reducido de sus cisteínas 
(Tabla 1). 

El mecanismo de catálisis de las 
aldehído deshidrogenasas, de las tiol 

PROTEÍNAS QUE UTILIZAN AL TIOL DE UN RESIDUO DE CISTEÍNA COMO GRUPO NUCLEOFÍLJCO 

PROTEÍNAS 

Aldehído dcshidrogenasas 
Tiol protcasas 
Carhmnil fosfato sintctasas 
Pcroxirrcdoxinas ( 1 Cys) 
Pcroxirrcdoxinas (2 Cys) 
NADH pcroxidasas 
Protcín tirosín fosfatasas 
Poliquétido sintnsas 
Tiol:disulfuro oxidorrcductasas* 

Tiohcmiacctal 
Tioéstcr 
Tioéstcr 
Ácido sulfénico 

INTERMEDIARIO 

Ácido sulfénico y disulfuro 
Ácido sulfénico y disulfuro mixto 
Tiol-fosfato 
Tioéster 
Disulfuro mixto 

• Incluyen: Fcrrcdoxina-tiorredoxina rcductasa. NADf>+-tiorrcdoxina rcductasa. glutation 
rcduclasa. PDI. DsbA, tiorrcdoxinas y glutarrcdoxinas. ,-··· ---------.... 
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proteasas y de las carbamil fosfato 
sintetasas consiste en la formación 
de un intermediario covalente, deno
minado acil enzima, que es resultado 
del ataque nucleofílico del grupo tiol 
del sitio activo sobre el carbono car
bonilo del enlace susceptible -ya sea 
aldehído, amida o éster- del sustrato. 
El enlace covalente formado entre la 
enzima-sustrato (tioéster) es poste
riormente hidrolizado para liberar 
los productos de la reacción, como 
se muestra esquemáticamente en las 
figuras 5 A y 5 B ( 15). 

En realidad es el ion tiolato (S·), 
no la forma tiol (-SH), la especie 
que es reactiva como nucleófilo, 
por lo que la reactividad del residuo 
de cisteína catalítico está determi
nada, además de por su accesibili
dad al solvente, por la fracción del 
tiol que está presente en la forma de 
tiolato y por la reactividad intrínse
ca de este tiolato. Los dos últimos 
factores dependen de la basicidad 
del grupo tiol, es decir de su pKa. El 
valor de pKa del tiol del residuo de 
cisteína libre es de 8.9, y de ser és
te el del residuo de cisteína catalíti
co, las enzimas mencionadas ante
riormente no serían activas a valo
res de pH fisiológicos. Se requiere 
por lo tanto que el grupo tiol del re
siduo de cisteína del sitio activo su
fra una activación inicial para que 
esté presente en la forma de tiolato. 
Esto implica que el ambiente del si
tio activo esté diseñado de tal ma
nera que la cisteína catalítica sea ac
cesible y que su pKa esté considera
blemente disminuido. Los estudios 
de modificación química realizados 
con la papaína ( 16), revelaron que 
una forma de activación química 
del tiol del residuo de cisteína esen
cial es la formación de un par ióni
co con un residuo de un aminoácido 
cargado positivamente (histidina en 
este caso). Este mecanismo de acti
vación del tiol catalítico se ha en
contrado posteriormente en otras 
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enzimas, como la betaína aldehído 
deshidrogenasa ( 17). La formación 
de pares iónicos provoca así una 
disminución de varias unidades de 
pH en el pKa del tiol y, por lo tanto, 
a los valores de pH del medio intra
celular y extracelular el residuo de 
cisteína catalítica está mayoritaria
mente en forma de tiolato. La loca
lización del residuo de cisteína nu
cleofílica en el extremo amino ter-

minal de una alfa hélice es otro me
canismo usado por las enzimas para 
disminuir su pKa, ya que las cargas 
parciales positivas del dipolo-hélice 
estabilizan al tiolato. Otro mecanis
mo de activación de los residuos de 
cisteína catalítica, descrito en una 
aldehído deshidrogenasa, utiliza a 
un grupo carboxilo de un residuo de 
glutúmico que toma el protón del 
tiol convirtiéndolo en tiolato ( 18). 
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En el caso de las peroxirredoxi
nas de una cisteína, el tiolato cata
lítico realiza un ataque nucleofílico 
sobre el peróxido, lo que resulta en 
la formación de ácido sulfénico (
SOH) en el sitio activo. El ácido 
sulfénico es muy inestable y ha de 
ser estabilizado, o de lo contrario se 
oxida rápida e irreversiblemente a 
sulfínico o sulfónico, lo que lleva
ría a la inactivación de la enzima. 
La estabilización del sulfénico den
tro de la cavidad del sitio activo de 
esias enzimas puede llevarse a cabo 
por un puente de hidrógeno intra
molecular, por una accesibilidad al 
solvente limitada, por la asociación 
con elementos apolares de la es
tructura de la proteína, o por la 
transferencia de carga del sulfenato 
con el anillo del FAD deficiente en 
electrones. El ácido sulfénico pos
leriormente reacciona con el GSH 
para regenerar la enzima activa 
(Fig. 5 C). Existen otras peroxirre
doxinas que poseen dos residuos de 
cisteína en su sitio activo, por los 
que se las conoce como peroxirre
doxinas de dos cisteínas. En estas 
enzimas, el tiolato de una de las 
cisteínas forma el sulfénico al reac
cionar con el peróxido y, posterior
mente, un disulfuro con el otro tiol. 
La enzima recupera su estado redu
cido al reaccionar con la tiorredoxi
na o el GSH. Otras enzimas, como 
la NADH peroxidasa y la NADH 
oxidasa, tienen mecanismos de ca
tálisis similares, con formación de 
un intermediario sulfénico estable 
en su sitio activo ( 19). 

Las proteín tirosín fosfatasas ca
ta) izan la hidrólisis de fosfotirosina 
liberando fosfato y el residuo de ti
rosina. Su mecanismo de acción in
volucra la formación de un interme
diario transitorio fosfoenzima, re-

sultado del ataque nucleofílico del 
tiolato del sitio activo sobre el gru
po fosfato del sustrato, la fosfotiro
sina de la proteína blanco. 

En el caso de las poliquétido sin
tasas el ataque nucleofílico del tio
lato del residuo de cisteína catalíti
co es sobre la coenzima A, formán
dose un intermediario acil-enzima. 

En cuanto a las tiol:disulfuro oxi
dorreductasas, su mecanismo de 
reacción consiste en un ataque nu
cleofílico del tiolato de una de las 
dos residuos de cisteína que forman 
parte de su sitio activo sobre el di
sulfuro que se va a reducir. Como 
resultado de este ataque nucleofíli
co, se forma un disulfuro mixto con 
un residuo de cisteína del sustrato. 
Posteriormente, el otro residuo de 
cisteína del sitio activo ataca este 
disulfuro mixto liberando el tiol del 
sustrato y formando el disulfuro en 
el sitio activo. 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
El estudio del papel de los residuos 
de cisteína presentes en muchas 
proteínas ha cobrado gran impor
tancia debido a que, como se ha 
descrito anteriormente, éstos parti
cipan en muchos aspectos de la es
tructura y función de las proteínas. 
En forma paralela, la modificación 
de las cistcínas con fines biotecno
lógicos o farmacológicos está sien
do abordada por numeroso labora
torios. 

La facilidad con que Jos residuos 
de cisteína pueden formar puentes 
disulfuro inter o intramoleculares 
en ambientes oxidantes como es el 
aire, y el papel que juegan al formar 
puentes disulfuro en el manteni
miento de la estructura nativa de 
muchas proteínas, ya sea estabili
zándolas o inactivándolas, ha propi-

ciado el que proteínas con aplica
ciones biotecnológicas, -particular
mente en biocatálisis-, sean mani
puladas por mutagénesis sitio-diri
gida. En este tipo de estudios se in
troducen residuos de cisteína que 
formen puentes disulfuros donde no 
los había, y de esta manera se busca 
incrementar la estabilidad de la pro
teína, o bien se reemplazan residuos 
de cisteína no esenciales, evitando 
así inactivación por formación de 
puentes disulfuro no deseados. 

Como ejemplos de los estudios en 
los que los residuos de cisteína han 
sido considerados como un blanco 
atractivo para compuestos con ac
ción farmacológica, son aquellos 
realizados con las aldehído deshidro
genasas y la triosa fosfato isomerasa. 
En el primer caso, el compuesto usa
do es el disulfiram (bis(dietilditio
carbamoil) disulfuro), que inhibe la 
aldehído deshidrogenasa hepática 
(ALDH2) modificando covalente
mente su residuo de cisteína catalíti
co. La inhibición de esta enzima pro
duce una elevación de acetaldehído 
después de una ingestión de alcohol, 
lo que provoca nauseas, vómito, ta
quicardia e hipotensión, por lo que 
este fármaco se ha utilizado clínica
mente desde hace 50 años como tra
tamiento del alcoholismo. En el se
gundo caso, recientemente se ha en
contrado que la modificación quími
ca de un residuo de cisteína que se 
encuentra en la interfase de la triosa 
fosfato isomerasa de ciertos parási
tos produce la inactivación de la en
zima por pérdida de su estructura 
cuaternaria. Por esta razón, se está 
explorando la posibilidad de que es
ta enzima sea un blanco para el dise
ño de compuestos con acción farma
cológica contra enfermedades para
sitarias (20). 
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