0057/

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA POQGMM@
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIiMICA

“ESTUDIO DE LA FUNCION DE LOS RESIDUOS DE CISTETNA DE LA BETAINA
ALDEHIDO DESHIDROGENASA DE Pseudomonas aerugmosa POR MEDIO DE
MODIFICACION QUIMICA Y MUTAGENESIS SlTI_O-DIRIGIDA’?

T E S | S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
g DOCTORA EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

pP R E S E N T A

M.enC. LlLlAN{ GONZALEZ SEGURA

7“'{’* MEXICO, D. F. '- FALEESIDSE CL)OgGEN 2003

o




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Presidente:

Vocal:
Vocal:

Vocal:,

Secretario:

Suplente:

Suplente:

JURADO ASIGNADO:

Dra, Estela Sanchez de Jiménez
Dr. Armando Gémez Péyou

Dr. Marlo ‘uls_;C,al’c‘:%éghc') Montans

.. .Dr. Marina Gayilanes Ruiz

Dr. Eduardo Baifiana Garcia

: Dfa. Adela ROdrfguez Romero

- SUSTENTANTE

M. en C. Lilian Gonzalez Segura

TUTORA

Dra. Rosario A. Muifioz Clares

COMITE TUTORAL
Dr. Mario L. Calcagno Montans
Dr. Guillermo Mendoza Hernandez

Dra. Rosario A. Muifioz Clares

=




TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTORA EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

El trabajo expenmental fue reahzado en el laboratorlo de Osmorregulaciéon, Unidad de
Morfologxa y Funcmn, FES Iztacala, UNAM y en el laboratorio 102 del Departamento de
Bioquimica, Facultad de Qulmlca, UNAM con la asesoria-de la Dra. Rosario A. Muiioz

Clares. - -

Este proyecto contd con los siguientes apoyos:-

e Becade eStudios,do‘c:t,or‘éies’.,"'dé:l:f»Coﬁ‘s»ejyé‘Nécidnal de Ciénéia y,'TéchIQgig, CONACYT
e Complemento de’beca: doctoral de la Direccién de Estudic

UNAM.

‘de 'Posé}ad6,': DGEP,

Apoyo al. Pétsona -
21001).




A DIOS, por ser tan generoso




A mis padres RAMON y EMELIA

A ATALO

A mis hermanas IVONNE, MARIA CRUZ a mi cufiado FELIPE
A mis sobrinos TANIA, FRANCISCO y MONTSERRAT




AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Rosario A. Muiioz Clares, por su esmero y dedicacion tanto en mi formacion
académica como en la direccion de esta tesis.

A las Dras. Estela Sanchez de Jiménez, Marina Gavilanes Ruiz y Adela Rodriguez Romero;
y a los Dres. Armando Goémez Poyou, Mario Luis Calcagno Montans, Juan Pablo -Pardo
Vazquez y Eduardo Bdrzana Garcia, sinodales del presente trabajo, por sus valiosos
comentarios.

A los miembros del Comité Tutoral Ampliado: Dra. Rosario A. Mufioz Clares, Dr. Mario L.
Calcagno Montans, Dr. Guillermo Mendoza Herndndez, Dr. Daniel A. Ferndndez Velasco y
Dr. Juan Luis Rendén Gomez.

Al Dr. Roberto Velasco Garcia, por haberme mxcL

jo de esta interesante
enzima. o

Al Dr. Sergio Gonzélez Moreno,“‘ ‘para llevar a cabo los
experimentos de fluorescencia.: ‘ « o
Al Dr. Enrique Rudifio Piﬁera, por,s’iﬁ époyo en el modelaje de la estructura de la enzima.

A los Dres. Alejandro Sosa Peinado, Samuel Lara Gonzalez y Gabriela Montero Morén, por
las facilidades que me otorgaron para realizar los experimentos de dicrosimo circular,

AlIBB. Lenin Dominguei Ramirez, por facilitarme su programa de deconvolucion.
Al Bidl. Carlos Ml'xjica Jiménez, por brindarme siempre su ayuda.

A Leticia Garcxa Gutlerrez por estar siempre dispuesta a ayudar a: todos los alumnos del
posgrado, por ser. muy atenta y paciente con nosotros.

A AdelmaGonzale;, por su cooperacion.

A la Biol. Llaral, por su amistad sincera.
A Adelaida Diaz, por su amistad y su apoyo.

A mis compaiieros del posgrado: José, Gloria, Horacio, Hugo, Nora, Irma, Miriam y Omar.

’F




A mi familia. De forma muy espec1al ‘a
mi papd, por darme un ejemplo de valentx

Al CONACYT y a la DGEP, por haberme otorg do la - becas para la reallzacwn de mis
estudlos de: Doctorado :




BA
BAL

BADH. -+
DTNB

DTT

EDTA

MMTS
NEM
SDS

Abreviaturas

Arsenito

- Betaina aldehido

2, 3-dimercaptopropanol

r:~Betama aldehldo deshldrogenasa

Amdo 5; 5 -dlthblS (2 mtrobenzoxco)

Dmotreltol Ca

Ac1do etllen-dlammo tetracetlco
Ac1do metllmetanotlosulfonato
N-etllmalelmlda ,

Dodecxlsulfato de SOle




CONTENIDO

RESUMEN.... coecessarrrene ‘ e
ABSTRACT ....coueeeeeeeen cersessanerens - . 6
1. INTRODUCCION........ cersarseessssmmsnnsssssssessnsens]
1. ANTECEDENTES........... veeveresmssrssasassnes . ETREE R
IL.1. LA ENZIMA BETAINA ALDEHIDO DESHIDROGENASA .....coviicsesiiunisiitinn 9.
11.1.1. Funcién biolégica reniresiesssiiaiensiannsoisosenaris 10
11.1.1.1. Funcion biologica de la BADH en P. aeruginosa ............. vevrsrsasvinicosesinsiieriens 107
11.1.2. Regulacién de la expresion génica y de la actividad de BADH cessissaseasereiterers .14
11.1.3. Estructura primaria : ‘ RESNIR £-1
I1.1.4. Estructura terciaria y cuaternaria . 17
I1.1.5, Estabilidad . . .19
11.1.6. Propiedades cinéticas : 20
11.1.6.1. Especificidad por 10S SUSITAtOS.......ccovirrmmimmirisinicsnerecinsens B A PR PP 20
11.1.6.2. MECANISINO CINELICO cvivvivviriciiiiincrienisssrtssessisssiossesas siasnssssssninessessasasostessanssesssnsonnesseraesessssans 21
I1.1.7. Mecanismo quimico de la reaccion catalizada 23
11.1.7.1. Formas de activacion de la cisteina catalitica .......cvivcnivisiiinnsmnsiveinnnnns e 25
I1.2. PAPEL DE LAS CISTEINAS EN LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS
PROTEINAS......ccouvrenne. SR SO . _ 27
11.3. LA MODIFICACION QUIMICA Y LA MUTAGENESIS SITIO-DIRIGIDA
............................................................... 30
11.3.1. Modificacién quimica de cisteinas . o 31
[1.3.2. Modificacion quimica de las cisteinas de las aldehido deshidrogenasas. ........ ersreanesteasienesanes 35
III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.......cccceuvuues veierensurneseese39
IV. HIPOTESIS ...coreornnaeseressnsssasnsanns rresesnesennnasseneis i essereneees39
V. OBJETIVOS....cvvvicnrrereniicnccnanns veeensd0
V.1. OBJETIVO GENERAL....... ‘ 40
V.2. OBJETIVOS PARTICULARES 40
VI. MATERIALES Y METODOS.............. SRR § |
VI.1. MODIFICACION QUIMICA DE LAS ENZIMAS BADH SILVESTRE Y MUTANTES DE
P. aeruginosa POR As-BAL .... 41
VII. RESULTADOS Y DISCUSION.....cccvruesersensenns SRR v
VIL 1. REACTIVIDAD DE LA CISTEINA ESENCIAL DE LA BADH DE P.
AERUGINOS Auevsresnssrnsscsssisssinssssssnsssiisssssssmissssssssssiassetsessasisssissasssssssssasssssssssss 42
VIL.2. MODULACION DE LA REACTIVIDAD DE LA CISTEINA ESENCIAL
POR LOS LIGANDOS....... - 48
VIL2.1. Articulo I. 54
“Modulation of the reactivity of the essential cysteine residue of betaine aldehyde dehydrogenase
from Pseudomonas aeruginosa™ 54




VIL2.2. Articulo 11. 67
“Ligand-induced conformational changes of betaine aldehyde dehydrogenase from Pseudomonas
aeruginosa and Amaranthus hypochondriacus leaves affecting the reactivity of the catalytic thiol”

67

VII. 3. PAPEL DE LAS CISTEINAS NO ESENCIALES DE LA BADH DE P.
AERUGINOSA... . 77
VI1.3.1. Papel en la catilisis 78
VI11.3.2. Papel en la regulacién de la actividad 78
VIL3.3. Papel en la estabilidad 84
VIL3.4. Articulo 1L 88
(Manuscrito en preparacién) 88

"*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 residue for enzyme stability " 88

VIII. CONCLUSIONES ....ccceririiccrsecsessencens crevereernnansnnennnnc 131

IX. PERSPECTIVAS.........cueereee. . 132

X. REFERENCIAS............. oees coveenenesc 133

APENDICE A (ARTICULO DE REVISTON) «e.vovereeeverosssomessseessessssmsssess 148

PAPEL DE LOS RESIDUOS DE CISTEiNA EN LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS
PROTEINAS.....u 148




RESUMEN

La betaina aldehido deshidrogenasa (BADH, EC 1.2.1.8) cataliza la oxidacion irreversible
dependiente de NAD(P)" de betaina aldehido a glicina betaina. En Pseudomonas
aeruginosa esta reaccidn participa en la asimilacion de carbono y nitrégeno cuando la
bacteria esta creciendo en colina o sus precursores. La BADH de P. aeruginosa es un
homotetramero, dimero de dimeros, con 4 residuos de cisteina por subunidad, uno de los
cuales, C286, es un residuo esencial para la catdlisis, que realiza un ataque nucleofilico
sobre el sustrato aldehido formando un tiohemiacetal como intermediario covalente. El
objetivo de nuestro trabajo fue investigar el papel gue juegan las cisteinas en la actividad y
estabilidad de esta enzima mediante la modificacion quimica y la mutagénesis sitio-
dirigida. En la primera parte de la tesis abordamos el estudio de la reactividad de la cisteina
esencial. La dependencia del pH de los valores de la constante de velocidad de segundo
orden de la inactivacion de la BADH por el metil metanotiosulfonato (MMTS) indico que a
bajos valores de pH esta cisteina existe como tiolato, lo cual puede deberse a la formacién
de un par ionico con un residuo cargado positivamente Si se supone que este es el caso, los
dos valores de pKy macroscopicos estimados fueron de 8.6 y de 4.0 para el tiolato libre y
para el tiolato cuando forma el par idnico, respectivamente. La baja reactividad hacia el
MMTS de estas dos formas del tiolato sugiere que existe una inhibicion estérica por la
estructura de la proteina. La union de los dinucledtidos induce un aumento rdpido en la
reactividad del tiolato. seguida de un cambio lento hasta una forma poco reactiva. El
sustrato betaina aldehido también induce un cambio lento hacia una forma de la enzima con
un tiol menos reactivo. Parece ser que para ganar proteccién contra la oxidacion sin
comprometer la eficiencia catalitica, 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 dinucledtidos y del
sustrato. En la segunda parte de la tesis estudiamos el papel de las cisteinas 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 kca y
kea/ Ky semejantes a los de la enzima silvestre, lo que indica que ninguna de estas cisteinas
esta participando ni en la unidn de los sustratos ni en la catalisis, ni estdn involucradas en la
modulacion de esta reactividad por los dinucledtidos. Sin embargo, los estudios de
sensibilidad a altas temperaturas, a la dilucion, a la exposicion a bajas concentraciones de
K" y a la urea de las BADHs 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 basandonos en la secuencia de aminoacidos de la BADH de P. aeruginosa 'y
en la estructura tridimensional obtenida por difraccion de rayos X de la BADH de higado de
bacalao, la C439 esta situada en un region muy conservada en la interfase entre mondémeros
en una unidad dimérica y podria estar formando un puente de hidrogeno con la K477 de la
otra subunidad, o bien participando en una serie de .nteracciones hidrofébicas entre los dos
mondomeros.




ABSTRACT

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH, EC 1.2.1.8) catalyzes the irreversible, NAD(P)'-
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 of which, 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
(MMTYS) 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
forms suggests a considerable steric inhibition by the structure of the protein. Binding of the
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 conformational change to a form possessing a less reactive
thiolate. Thus, it seems that in order 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 essential 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. All
of them were purified by the same procedure used for the wild type BADH. The mutants
were fully active with kca and kg/Kn, values similar to those of wild-type BADH. These
results indicated that the 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 low 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 form either a hydrogen bond with K477 from the other subunit, or participate in a
series of hydrophobic interactions between the two monomers.




L. INTRODUCCION

Enla mayorla de los orgamsmos en los que se ha estudiado, la funcién de ]a en21ma betaina

aldehido’ deshxdrogenasa (BADH) es catalizar el ultimo paso en ~la smte51s del
osmoprotector gllcma betama En el patégeno humano, la bacterla Pseudomonas
aeruginosa, esta reaccxon es requerlda para el catabolismo de la colma o de sus precursores

(fosfatidilcolina;- fosforilcolina y acetilcolina) cuando la bacterla crece en estos compuestos i

como tnica fuente de carbono y nitrégeno.

La actividad de la BADH parece ser crucial para el crecxmlento de la bact

condiciones ex15tentes en los tejidos que infecta: la abundancxa de colm sus r ursores !

y el estrés osmotlco Por lo tanto, parece ser. un smo de accion adecuado para“ agentes

antimicrobianos. El hallazgo de una mutante de P. aerugmosa deﬁcwnte en | a act1v1dad de

BADH que no es capaz de crecer en colma ni en colma mas gllcma betama debldo al efecto

toxico de la betama aldehldo qu‘ jse ' cumula en la mutante cuando la colma esta presente,

n m BADH podna tener un doble efecto

poya esta sugerenma La ‘mh1b1c10n de
‘ ' nsas de colina o de sus precursores, ya
» , ; dria al lmpedlrsele la obtencnon de carbono,
mtrogeno y energla s por otro, la bacterlavacumularla un compuesto sumamente téxico,
como la betama aldehido. : ' : ‘
Dada la alta resistencia de P. aerugmosa a los antibiéticos, es de desear el disefio de nuevos
agentes terapéuticos contra. este patégeno oportunista. Sm embargo, el desarrollo de
inhibidores de la BADH, potenciales agentes antlmlcroblanos, requ1ere de un conocxmlento

lo mas completo p031ble de la enzima. Este trabajo forma parte de los esfuerzos de nuestro

grupo en este sentldo

La BADH pertenec ’ §dp¢ffamilia de las aldé;hfdd deshidrog éés’, eﬁzimas que poseen

por subunidad y todos ellos se encuentran reductdos en'la enzima nativa.




Debxdo al. mteres por mcrementar el conoclrmento sobre el funcmnamlento de - esta
interesante enzimay alai 1mportanc:a que tnene la 1dent1ﬁcac16n de ammoacxdos claves para
la” funcxon 0 la estabilidad en la’ busqueda 0 dlseno de mhxbldores espec1ﬁcos de- BADH
que pudleran utlhzarse para el desarrollo de farmacos contra P. aerugmosa, decxdlmos
llevar a cabo un estudlo a fondo sobre el papel que juegan las c1stemas en esta enzima. Por
esto, estudxamos los factores que modulan la react1v1dad de la cisteina esencial e
mvestlgamos el papel de las clstemas no esenciales en la acthdad y la estabilidad de la

BADI—l:de P, ae_)_ugmosa. :




II. ANTECEDENTES

I1.1. LA ENZIMA BETAINA ALDEHIDO DESHIDROGENASA

La enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH, betaina aldehido: NAD
oxidorreductasa EC 1.2.1.8) pertenece a la superfamilia de las aldehido deshldrogenasas
Cataliza la oxidacion, irreversible bajo las condiciones experimentales, de la betaina

aldehido, de acuerdo conla siguiente reaccién:

+
Sy H o NAD(P)'  NAD(PH oy, ||-|
\ + l / + - +
CH3—N—c¢c—¢ + H20 CH3—N™—c— Cc—O +2H
a1 o
BETAINA ALDEHIDO GLICINA BETAINA

Figura 1. Reaccion catalizada por la BADH

LLa BADH se encuentra ampliamente distribuida en dwersos orgamsmos Ha SldO purlﬁcada

parcialmente a partir de las mitocondrias del tejido cardlaco del‘ cangrejo"Ltmulus
de: hxgado de“ k
humano (Kurys et aI 1989) de rifién de cerdo (Guzman- Partlda y,Valenzuela Soto,"1998),~,
ca:(Arak waﬂ tal, 1987,
Mui’ioz-Clares,

polyphemus (Dragolovxch y Pierce, 1994) y hasta homogeneldad p

de higado de rata (Chem y Pietruszko, 1999), de hOJaS de espl;

Wereulnyk y Hanson, 1989). de hojas de amaranto (Valenzuela-Sot
1994), del: hongo Cylindrocarpon didymum (Mori et al., 1980) y 'de ‘las bacterias
Pseudomonas aeruginosa (Nagasawa et al., 1976; Velasco Garcxa et al 1999), Escherichia
coli (Falkenberg y Strom, 1990), Xanthomonas translucens (Morl et al., 1992), Bacillus
subtilis (Boch et al., 1997) y Arthrobacter globiformis (Mori et'al., 2002).

Troi CON
o FALLA DE ORIGEN




I1.1.1. Funcién biolégica

La funcion mas ampliamente conocxda de la® BADH es la smte515 de ghcma betama ‘En”
mamiferos se ha reportado que la gllcma betama puede servlr como donador de metllos en. .
la biosintesis de metionina (Du Vigneaud et al 1946) y como osmoprotector (Petromm et
al., 1992; Biggers ef al., 1993). Ademas, se ha propuesto que la BADH esta mvolucrada en
el metabolismo de los aminoaldehidos (Kurys etal., 1989) y de las polxammas (Ambromak?
y Pietruszko, 1991). : o

En algunas plantas superiores, bajo condxclones de estres osmético, la BADH partxcxpa en‘

la sintesis y acumulacién de gllcma betama, uno de los mas eficientes osmoprot

osmolllos compatibles conocidos, (Wyn Jones y Storey, 1981; Rhodes y H

En algunas bacterias, como E. coli y B. subtilis, la BADH partxc1pa"en la smlesxs y
acumulacién del osmoprotector glicina betaina bajo estrés’ osménco, la cua] no es
metabolizada posteriormente (Imhoff y Rodriguez-Valera, 1984 Le Ruduller y Boulllard .
1983; Yancey et al.,, 1982; Bemard et al., 1986; Landfald y Strom, 1986 S ithie

1988). En otras, como Sinor hzzobmm meliloti, X. lranslucens y. P aei ugi la; ‘liciinau

betaina es un intermediario metabollco ya que esta enzxma partlmpa en el cataboh mo de la-
colina cuando las bactenas crecen en co]ma o sus precursores como um

carbono, mtrogeno y energxa (Nagasawa er al., 1976 Smlth eI al 1988 MOI‘I el aIA ‘ 1992)
I1.1.1.1. Funcion bioldgica de la BADH en 'P, '&‘e}'ug'/in‘osya_

P. aeruginosa es un bacilo gram negatwo,v patogeno oportumsta, que provoca infecciones
en personas inmunodeprimidas, en- pac1entes con  fibrosis quistica, cancer o SIDA y en
personas que han sufrido quemaduras muy severas (Bergen y Shelhamer, 1996; Govan y
Deretic, 1996; Bradley, 1997; 'Todar, 19.9"7). 'Evsle pafégeno invade principalmente el
pulmén (Reynolds y Fick, 1980; Pier, 1985), lae vias urinarias y el ojo (Geddes, 1980), asi




como las hendas causadas por quemaduras (Prultt 1980) En pamentesr_con ﬁbr051s

Pacheco, 1988) - ; :
P. aer ugmosa es capaz de crecer en colma o precursores de colma como umca fueme der
carbono, mtrogeno y energia (Nagasawa et al., 1976) Un paso obligado en e] metabollsmo ,
de estos compuestos es la reaccion catallzada por 1a BADH como se muestra en la Flgura

2

FOSFATIDILCOLINA
MEDIO EXTERNO

Fosfolipasa C

NAD(P)H
FOSFORIL
BETAINA U GLICINA
COLINA — COLINA-/-# COLINA — g B et
Fosfatasa Colina ALDEHIDO Betaina BETAllNA
dcida deshidrogenasa aldehido )
deshidrogenasa |
Acetilcolinesterasa *
P. aeruginosa PIRUVATO

ACETILCOLINA

Figura 2. Sintesis y metabolismo de la glicina betaina en P. aeruginosa

En esta bacteria no se conoce aun la ruta por la que se degrada la glicina betaina hasta
piruvato, pero ésta podria ser semejante a la que se ha encontrado en S. meliloti (Fig. 3)
(Smith er al., 1988).

TESIS CON
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{CHa)s"NCH.CH,OH. colina

(CH3)s*NCH,CHO betaina aldehido
NAD™Y
RERET ) IS 2
NADH + H'=
: (CH;)s‘N:CHQCOO’ glicina betaina
- ;
-CH3 ¢
(CH3)2"NHCH,COO" dimetil glicina
) 4
-CH3 1
| ’CHJ;NI-”I}C;HszOO' monometil glicina
-CHa -8
. Hs'NCH,.COO" glicina
Hs*NCH(CHa)COO serina
NH3 <’ l T
CH;*COCOO 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, betaina aldehido deshidrogenasa; 3, glicina betaina transmetilasa; 4,
dimetil glicina deshidrogenasa; 5, monometil glicina deshidrogenasa; 6, serina
transhidroximetilasa; 7, serina deshidratasa.

Esta ruta metabdlica es equivalente a la de la via de Entner-Duodoroff de la degradacion de
la glucosa (Hunt y Phibbs, 1983) que tiene lugar cuando la bacteria crece en glucosa, ya que

no posee la enzima 6ffosfofmctocinasa (Lessic y Phibbs, 1983) y usa la glucosa-6-fosfato




deshndrogenasa para metabohzar a la glucosa. Al 1gua1 que la glucosa 6- fosfato

deshldrogen“ ;a, P aerugmosa juega un papel anﬁbollco, produmendo NADH '
‘ des metabollcas de la bacteria (Velasco Garc1a el aI 1000)
‘crecer ba_|o estrés osmatico, partlcularmente en la presenma de
: compuestos que la producen fosfatldllcolma, acetxlcolma

;(D‘Souza-Ault ei aI 1993 Llsa et aI 1994) Po tanto la gllcma

apel doble en P. aerugmasa, como osmoprotector y como

7 c1on de P, aer uginosa estan presentes condlcmnes de estres osmouco

generado por el cloruro de sodio y otros elé’é‘t‘rgzjl‘ 0s
1987). .
Resulta interesante que la virulencia de P. aeruginosa §é haya rélacionada con su capacidad
de adaptarse al estrés osmético (Shortridge et al., 19921),')' ébn l%\ expresion de la fosfolipasa
C (Ostroff et al., 1990), enzima que se induce por la presencia de fosforilcolina, de colina o
de glicina betaina en el medio (Lucchesi et al., 1989; Ostroff et al., 1990). También se ha
encontradd, que Ia‘éc_etilcolina y la colina producen un ‘aumento en la actividad de la
fosfatasa éci?ia de fosforilcolina, de la acetilcolinesterasa y de la BADH (Domenech e al.,
1991; Shortridge ef ‘al., 1992; Lisa e al., 1994, Nagasawa et al., 1976) Por otra parte,
experimentos reallzados con cepas mutames de P.. aer ugmosa deficientes en el gen que
codifica para la BADH demostraron que el agente inductor de la fosfolipasa C es la glicina
betaina o algun producto de su- degradac1on (Sage et al., 1997). Estos hallazgos sugieren
que bajo las cond1c1ones de mfeccmn la bacterla requiere de la actividad de la BADH para
sobreviviry colomzar los tejldQS que infecta. Sage ef 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 mas ghcma betalna, debxdo al efecto tox1co de la. betalna aldehldo que se acumula :

en la mutante cuando la. colma esta presente Por tanto, la mhlblcmn d la enzima BADH

podria tener un doble efecto deletereo sobre 1a bacteria si ésta esta c
colina o precursores de colina, ya que por un lado el crecnmxento se detendriaal mped1rsele(
la obtencién de carbono, nitrégeno y energia y, por otro :

compuesto sumamente téxico, como la betaina aldehido.

La actividad de la BADH parece ser crucial para el crec1mxen

condiciones de infeccion, es decir, bajo estrés osmotico aunado auna ab ndancxa de colma

o de sus precursores. Por lo" tanto, parece ser un,. blanco 7-adecuado para agentes
antimicrobianos que pudieran usarse como farmacos. Sin embargo, el desarrollo racional de
agentes antimicrobianos especificos contra esta enzima requiere de un conocimiento de ella

lo méas completo posible.
I1.1.2. Regulacién de la expresion 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 productds;' El
producto acido de la reaccion, la glicina betaina, es un inhibidor muy pobre (Velasco-
Garcia et al., 2000; Valenzuela-Soto - y Munoz-C]ares, 1993) Su actividad parece ser, por
tanto, regulada principalmente a traves de la modulacxon de la expresion génica.

En diversas plantas se ha observado na e\presmn basa] del transcrito que se mduce bajo

condiciones de estres osmotlcd, provocado éste por deﬁc1t hxdrlco o por alta concentracion
de sales (Weretllnyk y Hanson 1‘ ‘ 9: ,Wereu]nyl\ y Hanson, 1990 McCue y Hanson, 1992;
es 1994 Ishnam et al., 1995, ‘Wood er al.; 1996; Legaria et

Valenzuela-Soto'y M}un ‘
al,1998). |
En E. coli, lé:"bi‘os tesis'd :glicina betaina estd controlada por los genes betd y betB que
codiﬁcanpa‘@ larc de niarogenésa y para la BADH, respectivamente (Lamark ef al.,

nes _bet esté controlada por la fuerza osmética del ambiente y
en forma menos A mportante por la disponibilidad de colina (Landfald y Strom, 1986;

Styrvold’ et a1 1986 Eshoo, 1988)

expensas de" ]



El producto de la reaccion de la BADH la g]lcma betama actua umcamente como. una

sustancla osmoprotectora, ya que no e metabohzada i por E, colz n1 por Vlas plantas

de gllcma betaina y favorece su acumu]ac1on (B >

I1.1.3. Estructura primaria

Todas las BADHSs poseen un niimero de aminoacidos muy similar, en un intervalo de 486 a
511. La BADH de P. aeruginosa tiene 490 aminoacidos y su secuencia se presenta en la
Figura 4. : »
Hasta el momento se conoce la secuencia de aminodcidos de las siguientes BADHs (32): P.
aeruginosa, Pseudomonas putida E. coli, Yersinia. “pesns, Xanthomonas axonopodis,
mthomona.s campestrzs, S melzlon, B subnlzs, Agz obactertum tumefaciens, Brucella
melitensis, . Br ucella T suls, ' Mesorhuobmm lott, Bradyrhizobium  japonicum,
Schizosaccharomyces pombe, ‘Slreptomyces coelzcolor, Thermoplasma volcanium, Beta
vulgaris, Atriplex horlensi@ Alripléx cehlralasialica, Atriplex prostata, Spinacia oleracea,
Suaeda liaotungensis, Am’a)*dnthus hypochondriacus, Avicennia marina, Arabidopsis
thaliana, Triticum aestivum, Hordeum vulgare Oryza sativa, Sorghum bicolor,

Cacnorhabitis elegans, Gadus caIIa) ias y Homo sapiens.
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Figura 4. Sccuencia de aminodcidos de ia BADH de P. aeruginosa (Stover et al.,
2000). Los residuos conservados en todas las BADHSs se encuentran marcados con
asteriscos. los residuos conservados en todas las ALDHs se encuentran en azul y las
cisteinas ¢n rojo.

2! alincamiento de la sccuencia de aminodcidos de la BADH de P. aeruginosa con las
secuencias de las BADHs que se conocen hasta la fecha nos muestra que aquella con la que
ticne una mayor identidad es con la de la bacteria P. putida, 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 BADH de P. aeruginosa presenta una identidad relativamente alta, del




50. 8%, con la de hlgado de bacalao (G caIIarzas) que es la umca BADH de la que se.
conoce su estructura trldlmensxonal (Johansson et al 71998 . L
Ex1sten 40+ resnduos conservados entre las BADHS (m

secuenc1a de am1noac1dos de la BADH de P aerugmosa_;

Marchal et al., 2001; Cobessi etal 2000 Ahva21 etal 2000 Marchal et al, 2001)

De. los residuos conservados que son xmportantes para la unién de los sustratos se

enquentran la Lys176 y el Glu386, que estin involucrados en la unién al anillo de la nbosa
del NAD™ (Sheikh et al., 1997; Ni y Weiner 1997), y la Gly229, que es la primera glici‘nz’i,f
perteneciente a la region conservada GXXXXG de las aldehido deshidroge‘n'asa's,v
importante también para la unién de la coenzima (Vedadi ef al., 1997; Hempel et al 1993)

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

de ninguna de las ALDHs.

11.1.4. Estructura terciaria y cuaternaria

Las BADHs de diferentes origenes presentan varios estados de agregacmn, pero siempre
como homodimeros u homotetrameros. Las BADHs de ammales estudladas hasta la fecha
son tetramericas (Chern y Pietruszko, 1995; Guzman-Paxtlda y “Valenzuela-Soto, 1998;
Johansson et al., 1998), las de plantas diméricas (Pan et ia'I.,'1981; Arakawa ef al., 1987,
Weretilnyk y Hanson, 1989; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994) y las de bacterias son
tetramericas (Mori et al., 1980; Falkenberg y Stroru, 1990,‘ Mori et al., 1992; Mori et al.,
2002; Valenzuela-Soto ef al., 2003), excepto la de B. ;_i(btilis que es dimérica (Boch et al.,
1997). g

A la fecha se conocen las estructuras t"r‘idi’méhsiqnavles de las siguientes ALDHs: la ALDH2

de bovino (Steinmetz et al., 199‘7),‘_la‘ ALDVHBV‘de rata (Liu et al., 1997), la ALDH citosdlica




de higado de oveja (Moore et al., 1998), la de Streptococcus mutans (Cobessi et al., 1999),
la retinal deshidrogenasa tipo Il (Lamb y Newcomer, 1999), la de Vibrio harveyi (Ah‘vuzi
efal.,2000) y la BADH de higado de bacalao (Johansson er al., 1998).

La estructura de la BADH de higado de bacalao es similar a las de las otras ALDHS' )
conocidas. Estas enzimas posecn tres dominios distintos en cada subunid‘ad' un dbniiﬁio de
union a la coenzima que tiene una estructura o/B con un plegmmento de tnpo Rossmann ;

un dominio catalitico que une al sustrato "lldchldo elicua lu_nu ’m plugamlunto snmllar al:

de la parte central del dominio de union a la co»n/.lvma,y un dommlo de ohgomerlzacnon
que puede ser considerado como una extension del dominio de unioén a la coenzima (Fig.

3).

dominio de unién a la coenzin;a/

dominio de
oligomerizacion

dominio catalitico

Figura 5. Organizacion de los dominios de un mondmero de la BADH de higado de
bacalao (Jolmnsson et al., 1998).

Las subunidades se asocian en dimeros de manera que las ultimas hebras del dominio de
oligomerizacion estan formando puentes de hidrégeno con las altimas hebras del dominio

catalitico de la segunda subunidad. El tetramero.estd formado por dos dimeros que
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interactian a través de la reglon postenor del dommlo donde se une la coen21ma Ambos

dominios de ollgomenzamon del dlmero forman puentes de hxdrogeno con la parte

correspondiente del otro dimero (Johansson et al 1998) S

11.1.5. Estabilidad

Se han realizado muy pocos estudlos sobre la estabxlldad de las -‘ALDHs. Recxentemente, se

han llevado a cabo estudlos de stabllldad, termlca y ente a. agentes desnaturalizantes

BADH de P. aeruginosa. En estos se encontro que la mcubacmn de la enzxma a 40 °C

produce una mactlvacwn par01al hasta un 60%, que puede ser revertlda completamente si-

1999). Tamblen
BADI—I de P. aeruginosa es altamente mestable en nmortlguad es
(Velasco -Garcia ef al., 1999, Valenzuela- Solo et al., 2003)

de rifién de cerdo se disocian respectlvamente en moném

concemracxon a pH 6.5 (Velasco- Garcxa el al

de P qerﬁginbsa y

eros inactivos a bajas

fuerzas idnicas, mientras que ambas enzimas son tetramerlca fuerzas i6nicas cercanas a

las fisiolégicas. Sin embargo, la BADH de P. aerugz osa'e ‘inactiva aun como tetramero a
menos que existan iones K* en el medio. Estos re Itado demuestran que la enzima BADH

de P. aeruginosa tiene un requerimiento cto por: los iones K* para mantener su

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

otra BADH con este requerimiento. Sibfb'ievn', ‘se ha reportado que la enzima de E. coli




(Falkenberg y: Strom, 1990) de hOJas de amaranto‘(Valenzuela-Soto y Munoz—Clares,
' Boch et al 1997) Y de

998) ,son;actlvadas por K ‘no'se ha™

1994), de’ cangrejo (Dra :

rmon de’ cerdo (Guzman-Partlday alenzu oto,

encontrado que este i6n sea necesarlo para_man nformacxon actlva En lo que se

refiere a las ALDHS, sélo se ha reportado que la ALL Hrmltondrlal de Saccharomyces'
cer evzsae requxere de iones K* para su ac v1dad‘(D'ckmson y Hywood 1987) y que la
ALDH mitocondrial de hxgado de caballo; disociarse en un par de dimeros en la

presencia de iones Mg®* (Takahashi y Wemer, 1980)
I1.1.6. Propiedades cinéticas
I1.1.6.1. Especificidad por los sustratos:

Las BADHs pueden utilizar NAD™ 0 NADP" como coenzimas, aunquéy existen aiféfgncias
entre las enzimas‘ de diferentes origenes en la preferencia por la coenzima. La rriéyaffa de
las enzxmas estudiadas utilizan preferentemente al NAD", como la de C. dzdymum (Mor1 et
al., 1980), de espinaca (Weretilnyk y: Hanson 1989), de E. coli (Falkenberg y Strom, 1990),
de cangrejo (Dragolovich y Pierce, ]994), de hoja de amaranto (Valenzuela-Soto y Muiioz-
Clares, 1994; Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto 2001), de humano (Chern y Pxetruszko, ’
1995), de B. subtilis (Boch et al’y 1996), de rifién de cerdo (Guzman-Pamda y Valenzuela-
Soto, 1998). Sélo las BADHS de P aer ugmosa (Nagasawa et al 1976 Vel s c’:ojGa.rc1a et

al., 1999, 2000), de X nanslucens (Mori et al.; 1992) y de A, gIobzfo;,m{s;;(M‘(’)ne! al,
2002) usan indistintamente al NAD" o al NADP", La doble especiﬁcidéd ‘qule tiene la

BADH de P. aeruginosa por los nuclestidos es consistente con su- papel ‘anfibélico ya
mecionado; ya que puede servir en el anabolismo o catabolismo dependiendo de la
coenzima qﬁe utilice, ya sea NADP" o NAD".

El grado de especificidad por el sustrato aldehido también es diferente entre las BADHs de
diferentes origenes. Las enzimas de higado de humano (Kurys-er al,, 1989; Ambroziak y
Pietruszko, 1991) y de rata (Chern y Pletruszko, 1999) pueden catahzar la oxidacion de

varios w-aminoaldehidos y otros aldehxdos ahfatlcos Otras en21mas como la de amaranto
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(Vojtechova et al, 1997) y la de: remolacha (Trossat et al., 1997) ademas de la betama

aldehldo pueden utlllzar el 3-ammoproplonal hldO, el 3- dlmetllsulfomoproplon dehldo y

el 4 ammoproplonaldehldo La enzxma plantas‘de amaranto silvestres’ puede c ahza.r la S

rg"y Strom, 1990), de la \

.,:A,s:azsfm:szcséch‘
;S_(Morx"et al 2002) e

‘Todas’ las BA, Hs estudladas hasta la fecha presentan una cinética de saturacidn hiperbodlica
por el aldehldo y la coen21ma El mecanismo cinético sélo se ha estudiado en las enzimas
de C. Aq’ldymwn (Mori er al., 1980), de E. coli (Falkenberg y Strom, 1990), de hoja de
amaranto (Va‘]enzue].a-Soto y Muiioz-Clares, 1993), de B. subtilis (Boch et al., 1997), de
rifién de cérdb (Figueroa-Soto y Valenzuela-Soto, 2000) y de P. aeruginosa (Velasco-
Garéx’a etal, ‘2000). Se ha propuesto que las enzimas de C. didymum, de E. coli y de B.
subtilis sigue’ﬁv‘un mecanismo cinético de tipo ping-pong, aunque este mecanismo no-es
consistente. con la quxmlca de las aldehido deshldrogenasas y contrasta con el mecamsmor
secuencial que se ha descrlto en las aldehido ‘deshidrogenasas (Bradbury y Jakoby, 1971
Rivett y Tipton, 198] Ryzewskl y chtruszko, 1980). Las BADHSs de hoja de amaranto y de
rifion de cerdo tienen un mecanismo cinético de tipo Iso Bi Bi ordenado en estado
estacionario en el que el nucleétido oxidado es el primer sustrato en unirse a la enzima y el
nucledtido reducido es el ultimo 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 ;,la,u'nién; del: nucledtido oxidado antes de la unién - del
aldehido (Fig. 6). G |
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E-NAD(P)* E-NAD(P)H

E E-NAD(P)"-BA ===p E-NAD(P)H-GB
/
\\k\ /’/’ \\k\ / ’
-3
BA™ \\\ /,( \ \ ’, , 4
L ) ’/ \ . NAD(P)H A’ g\ , GB
E-BA * NAD(P) E-GB

Figura 6. Meccanismo cinético propucsto para la BADH de P. aeruginosa de tipo Bi Bi
al azar (Velasco-Garcia et al., 2000). La ruta preferente de adicién de sustratos y de
liberacion de productos a bajas concentraciones de sustratos se muestra en lineas sélidas.
BA, betaina aldehido; GB, glicina betaina.

En la Tabla II se incluyen los parametros cinéticos de la BADH de P. aeruginosa en las
reacciones dependientes de NADP* y de NAD"(Velasco-Garcia et al., 2000). A partir de los
valores de la relacion kcy /Ky, podemos decir que la enzima BADH de P. aeruginosa es
+

més eficiente en la reaccion depéndienie de NADP" (1.6 x 106 M's") que en la de NAD

(3.6 x10° M'l ") Los valores de ]afrelaclon keai /K nos mdlcan ue esta enzima es bastante
q

eficiente, aunque r o ha alcanz , o ! perfeccnon catalmca Enlo que se refiere a los valores
de la relac1on kcm /Kni para betama aldehldo son sxmllares en las reacciones dependientes de

NADP* yNAD
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Tabla II. Paréﬁletros cinéticos de la BADH de P. aeruginosa'i

Coenzima
Parametros o NADP* "~ NAD'
k(8 261.0£11.1 276.5 + 14.2
K dmuclcoudo (HM) T 47.7+7.7 ' 1856 i35] .
K Sttt (uM) 83.4%8.38 38524427
K betine sldehido (pM) 289.6£55.7 o 2092+ 41.4. '
K belnina nldehido (HM) 506 8 + 43 1 : . . 434 5 + 44 5
Ko K 0100 (T 16x10° 36x10° |
kcm /Km,betnlnu aldehido (M-ls-l) . 2.6 'x 1 05 ‘ n . : ‘ 3.1 X 105

"Datos tomados de Velasco-Garcia ef al., 2000.

11.1.7. Mecanismo quimico de Ia reaccion catalizada

Remover un ion hidruro de un aldehido es energéticamente muy costoso: debldo al caracter

dipolar del grupo carbonilo, por lo que la oxidacién requiere de la conversmn’de un carbono

planar a un carbono tetrahédrico (Fersht, 1999) Por tal razon, las aldehido

deshidrogenasas usan una catdlisis covalente con 6n ‘de un intermediario

tetrahédrico para oxidar el aldehido a: un 4ci ]a%aldehldo deshidrogenasas

estudiadas hasta la fecha el nucleoﬁlo par/' 'la
al., 1982, 1991, 1993; Von Bahr-Lmdstrb
al., 19915 Blatter et al

s esiun residuo de cisteina (Hempel e/
uy Wemer, 1988 a/b; Kitson et

Farres etal., 1995) El mecanismo de
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como -intermediario covalente un tlohemlacetal (Hempel et al., 1982 1991 1993 Von
Bahr-Lindstrém et al,, 1985 Tu y Wemer, 1988 a/b; Kltson et. aI 1991 Blatter et al.,
1992; Wang 'y Weiner, 1995; Farrés et al., 1995; Weiner et al., 1995, Vedgdl et al., 1995).

) I
S C= O —C— q S — C =0
| Acllacl(m | *e Asn=dsyidacion Asn
H H
Glu: NAD(P)’ Glu: k— NAD(P)" Glu: NAD(P)H
Intermediario tichemiacetal Intermediario tioéster
tetrahédrico
NAD(P) [./;ho
+ RCOH
T R
c — OH § —C=0
O Asn :b Asn
GluH Gl gt A
RCOO . uH NAD(P)H cilaclén \lu/ NAD(P)H

NAD(P)H

Figura 7. Esquema simplificado del mecanismo de reaccion de las aldehido
deshidrogenasas
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La’ formacion del mtermedlarlo tetrahedrlco produce una distorsion conformacmnal que
causa que el d&tomo de ox1geno del sustrato se mueva para ocupar el hoyo del oxianion del
sitio actlvo, similar al que ‘se encuentra ‘en ‘las serin-proteasas (Robertus er al 1972) "En~
esta posicion el oxianion forma’ un puente de hidrogeno con el grupo amida de la asparagma
conservada, que ayuda asi a la establllzamon del oxianidn, lo que permite una eficiente
transferencia del hidruro hacia la posicién C4 de la coenzima (Cobessx et.al., 2000 Ahvazi
et al., 2000; Marchal et al., 2001). Este mtermedlano covalente se ox1da a tloester cuando ‘

se lleva a cabo la transferencia del hidruro a la coenzxma Por otra parte, una base general'

el glutamlco conservado realiza la desprotonacmn de una molecula de agua la cual ataca al

tidester llberando al acido. Para la BADH se ha pro
(Valenzu:'l' Soto y Munoz-Clares 1993)

el mlsmo mecamsmo de reaccwn

estructuras de ALDHs conoc1das ha

En tpdas,l
1998; ‘Mo‘ore et al., 1998; Cobessi ef al.; 1999 Lamb y Ne

(Velasco-Garcia y Muiioz-Clares, datos no publlcados)

En el modelo de la estructura tridimensional de la BADH

conservada, Ia Asn166 (Johansson et al., 1998).

I1.1.7.1. Formas de activacién de la cisteina catalitica

El grupo txol del re51duo de cxstema del sitio activ ‘requlere de una act1vac10n inicial para

que esté presente enla forma de uolato‘ (S ) ; S la espeme ‘reactiva que funciona

como nucleoﬁlo El pK; del tiol de la cnste 9 Vs de ser, este el del residuo de

la cisteina catalitica, las enzimas que utlllzan un’ l.como nucleoﬁlo no serian activas a

valores de pH fisioldgicos. Esto 1mplxca que e amblente del sitio activo esté disefiado de
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manera que: la cxstema catalltlca :sea accesxble y que su pKa este consxderablementer

dlsmmuldo

esenc1al 51endo uno de ello

(Polgar, 1973" Lew1s ei 976 Sarkany et al 2000)
En la’ famxha de ]as uorredoxmas se ha encontrado que la localizacién del resnduo de

cnstema nucleof'hc }en el extremo amino terminal de una alfa hélice disminuye el pK del

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

y Crelghton, 1995) Sin embargo, muy recientemente en los experimentos de mutagenems
sitio- dmglda que se: han reallzado en una proteina modelo para investigar el efeclo dlpolo-

hélice sobre la 1omza010n del tiolato se ha mostrado que la magnitud y la naturaleza de este

efecto- son dependlentes de la posicion en la hélice del residuo de mstema En este estudio

se encontro que ebl' efecto electrostatico del dipolo de la hélice alfa no puede explicar el gran

desplazamle to de plx{1 de una cisteina catalitica, pero los puentes de hidrégeno que forma

el tiol con Ia cadena principal si pueden ser suficientes para causar una perturbacion de la
magmtud esperada en el pK, de la cisteina (Miranda, 2003).

La estructura cristalografica de la creatin cinasa de musculo sugiere que la formacion de
puentes de hidrégeno con el grupo hidroxilo de una serina podria ser la causa de la
disminucién del pK, del tiol. Sin embargo, la mutagénesis sitio-dirigida de esta serina,

demostré que este puente de hidrégeno no es capaz de producir un efecto significativo
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sobre el pK, de ]a mstema, por lo que: a] menos en este caso deben emstlr otros factores que

contribuyan al grado de 1omzac1on del tlol (Wang et al 2001)

Otro mecanismo d actlvacw s a.través de la utlllzacmn de un grupo carbox1lo de un”’

residuo de glutamxco'que toma el proton'del tiol convxrtxendo]o en tiolato (Wang y Wemer,
1995). De hecho, se ha) pro ue o] que en. la aldehxdo deshidrogenasa mitocondrial de higado

tamxco conservado (Glu252 en la secuencia de la BADH de P.

de humano el res
wando a la cxstema esencnal y a la molécula de agua involucrada en el

paso de desacﬂamon (Wang y Wemer, 1995).

Enla alde do deshldrogenasa de.V, harveyl se ha sugerido que la Asn169 que estabiliza al

mtermedxano 'tetrahednco tlohemxacetal también puede estabilizar al tiolato en ausencia

del sustrato, ya que existe una conformac1on altema de la cisteina esencial que sitta al
azufre dentro de una distancia de un puente de hldrogeno con la amida de la cadena lateral

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

[1.2. PAPEL DE LAS CISTEINAS EN LA ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS
PROTEINAS

Las cisteinas son de los residuos de aminoacidos menos abundantes en las proteinas. La
presencia de las cisteinas parece estar correlacionada positivamente con la complejidad de
los organismos; su abundanc1a va desde 2 26 % del total de aminodcidos en promedio en las
proteinas de los mamlferos n Iz

(Miseta y Csutora, _OQO)

protemas de especies del orden Archeabacteria

La cisteina es un"amind' osee un grupo nol muy react ,o que no ‘'se ioniza a pH

ﬁsxologxco y que fo' s de hldrogeno re]atlvamentek _ebiles, por lo que no
contrlbuye 51gn1ﬁcat1vamente a la establlldad de las protemas por medlo de enlaces salinos
y su contrlbuclon por ‘formacion de puentes de hxdrogeno no es, en términos generales,
51gmﬁcat1va. La ﬁfecuencxa con la que una cisteina puede funcionar como un aceptor en un
puente de hidrégeho es.del 7%.- Si bien es extrafio que una cisteina forme puentes de
hidrogeno, cuando éstos se forman usualmente las distancias son mayores a las distancias

promedio de los puentes de hidrégeno O---H 6 OH---O, debido al tamafio del 4tomo de




azufre, La distancia promedxo al hldrogeno del . donador es de 234 A con ‘un angulo

los atomos mvolucrados

promedio de 122°, En cuanto ala fuérza relatwa'de lain

numero ~ de - las posxbles conformac1ones desplegadas

desnaturalxzado, lo que al. dlsmmulr la entropla conformac1onal de est :

bajo condiciones normales es altamente reductor, las ‘proteiha"

puentes disulfuro para estabilizar su estructura nativa. Por el co

formarse bajo una condicién de estrés oxidativo, generalmente se Jaltera la estructura _‘atwa
de tal forma que conlleva la pérdida de la funcién de la protema. Sln emBargo x1ste un
importante mecanismo de regulaciéon de numerosos procesos celulares que se basa en la
modificacion reversible por oxidacion-reduccién especifica de remduos .de c1steina de
proteinas involucradas en la catdlisis, la expresion génica, la transduccxoh de sefiales, el
plegamiento (chaperonas), etc. Estas modificaciones incluyen la fbrmacién y ruptura de
puentes disulfuro, -ya sea de la misma proteina o de disulfuros mixtos con otro tiol como el
del glutation-, la formacion de acido sulfénico, o la S-nitrosilacién. Actualmente,. “este
mecanismo de regulac1on por modificacién covalente rever51ble se considera equ1parable,‘
en cuanto a su relevancia en el control blOlOglCO a aquellos que 1mpllcan otras'

modlf'cacxones post- -traduccionales como la fosfonlacnon, la gllcosﬂacxon o la metllacmn

Por tanto, en el ambiente intracelular los r651duo: ‘d Tc15tema de las. protem uegan un

papel funcxonal mas que estructural, pammpando en etales, en la- catalisis

enzimadtica y en la regulacion de la act1v1dad de en21 P otemas involucradas

en diversos procesos tales como el ciclo celular,: la ccnon,hormonal la replicacion del

ADN, la transcripcion, la meiosis, el desarrollo embrlonarlo temprano, la reparacién y el

ensamble de proteinas, la germinacién de semillas, ete.
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El grupo txol de la cadena laleral de las cxstemas es. excelente :para‘umr metales,

son: 1) las aldelndo deshxdrogenasas (Weiner et al 1995), entre_‘f llas la'BADH objeto‘ de
este estudlo 2) las tiol proteasas como la papaina (Polgar, 1973) y la bromelalna (Maurer
2001), que hidrolizan las proteinas y favorecen la dlgestlon de las mismas; las caspasas,
proteasas que juegan un papel fundamental en la apopt051s (Watt et al., 1999), y las
catepsinas, proteasas funcionales en la respuesta inmune; 3) las carbamil fosfato sintethas;
que producen el carbamil fosfato utilizado enla sintesis de arginina y pirimidinas en lds ,.

organismos superiores (Chaparian y Evans, 1991); 4) las peroxirredoxinas, enzxmas que' k

destruyen el peroxndo de hldrogeno u otros peroxxdos organicos reducxendolos a agu o'a su

fosfatasas, que estdn involucradas en los mecamsmos'de ran; de’ Senal s (Denu et

e de pro uctos\ naturales que
Jez y Noel, 2000); y 7) las

as, glutarredoxina, la ferredoxina-

al., 1996); 6) las poliquétido sintasas, que pro,

son usados como antibidticos, agentes antlcanc rigenos, et

tiol:disulfuro oxidorreductasas, como las ’tnorr do;

tiorredoxina: reductasa. (FTR), la NADP -tlorredomna reductasa (NTR), la glutation
reductasa’ (GR), que partlcxpan en la regulacnon de Ia actividad de muchas proteinas
intracelulares manteniendo o recuperando el estado reducido de sus cisteinas (Kortemme y

Creighton, 1995).




I1.3. LA MODIFICACION QUIMICA Y LA MUTAGENESIS SITIO-DIRIGIDA

La modificacion quimica es uno de los métodos mas usados para identificar a los grupos
funcionales de una proteina. Por tanto, el éxito de la modiﬁcacién qul’mica es llegar a

producir un cambxo en alguna propledad de la en21ma que pueda correlamonarse con el

pape] funcxonal de un residuo’ espemﬁco (Montero et al. 2001) ”Este metodo requiere

e am1noac1do.

modxﬁcacnon q mlca de un restduo que part1c1pa en unién de los

quimicos de la reaccxon nos ayuda a conocer algunas caracterlstlcas de amblente que rodea

al sitio activo. i

Por su parte, la mutagene51s sitio-dirigida tlene la ventaja de alterar 'la estructura de la
proteina de una forma mucho mas especifica que la modlficacwn qulmlca debido a que se
cambian Unicamente ciertos aminoacidos sin mtroduc1r grupos extrafios a la proteina. En
muchas ocasiones ambas técnicas son complementanas. La modificacién quimica puede
identificar y determmar la reactividad de los resxduos q e estan mvolucrados en la unién de
los sustratos o en los pasos quimicos de la reaccxon y la mutagene51s sitio-dirigida puede ser

usada para identificar a los res:duos que estan mvolucrados en la unioén de los sustratos o
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que- forman parte de ‘sitios- catalltlcos Y anahzar su funcxon, a51 ‘como para establecer el
papel de las cadenas laterales de los ammoac1dos en cl ‘legamlento de las proteinas (Imoto :
y Yamada, 1989) ' ' - St

La modlﬁcacmn quimica y la mutagenesxs smo-dmglda son enfoques experlmentales

dlferentes, que exploran aspectos complementarlos de las propledades de un sitio activo.
Por este motivo su uso combmado y si.es posnble, apoyado con buenos datos
crlstalograﬁcos, puede ser la forma mas completa de encarar el estudio func1onal de una -

enzima (Montero et al., 2001).

I1.3.1. Modificacion quimica de cisteinas

Los residuos de cisteina pueden oxidarse facilmente alcanzando diferentes estados de
oxidacion como son el acide sulfénico (-SOH), el acido sulfinico (-SO3H), el écido‘
sulfénico o cisteico (-SO;H) y el puente disulfuro (-S-S-). La oxidacion a acido sulfénico y
la que conlleva la formacién de un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina es
reversible por agentes reductores, mientras que los otros dos estados de oxidacion, dcidos'
sulfinico y sulfonico, no pueden ser reducidos a cisteina (Kice, 1980) (Fig. 8). El acido-

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

la omdacnon posterlor, famlmente se oxida. 1rreversxblemente a sulfinico o sulfénico, o

se]ectlvos que reaccmnan rapldamente Dado que el grupo tiol es el nucleéfilo mas fuerte de
los grupos funcnonales de los aminodcidos, la especificidad de muchos reactivos para los
grupos tioles es generalmente alta. El nimero de los reactivos especificos para monotioles
es muy grande y estan disefiados de acuerdo a algunas de las reacciones que los grupos
tioles pueden llevar a cabo como la alquilacién y la formacién de un disulfuro mixto. Entre
los reactivos que producen alquilacién de forma irreversible se encuentran la N-
etilmaleimida (NEM). (Lundbland, 1995), el iodoacetato y la iodoacetamida (Lundbland,
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1995) (Fxg 9) y- entre. los que producen la formaclon de un- dlsulfuro mixto el &cido
' lth el al 1975) amdo 5 5 -dmobxs(Z-

met:lmetanotlosulfonato (MMTS) (S
mtrobenzowo) (DTNB) (Ellman, 1959) y el dxsulﬁram (Vallarl y Pletruszko, 1982) (Fig.

10).

oxidantes oxidantes oxidantes
SOH —» SOH ——» SOH

tlol tnolato dcido sulfénico acido sulfinico dcido sulfénico
rcductores
2H*
‘ . oxidantes T
SH ; 2 S ey SOH ?
SH IR B S reductores S S
aH* H,0
ditiol ditiolato acido sulfénico disulfuro
reductores

Figura 8. Estados de oxidacion de las cisteinas

El MMTS es un reactivo muy interesante porque actiia ’répildamente y especificamente con
grupos monotioles introduciendo un grupo pequleﬁo’ (LSCng dentro de la proteina. Su
efecto puede ser revertido por ditiotreitol (DTT) o B-metééptbetanol (Smith et al., 1975).

El DTNB es uno de los reactivos mas utilizados para determinar el nimero de grupos tioles

de una proteina. Es un disulfuro aromatico que reacciona con tioles alifaticos haciendo un
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mtercamblo para. formar un dlsulfuro mlxto con ]a protema producxendo un mo] de 2-nitro,

5- tlobenzoato por mo] de grupo sulﬂudrllo de protelna (Flg 10) El anién 2-n1tro, 5-

uobenzoato tlene un mtenso color amarxllo co “"una absorbanc1a molarde 13,600 M'em! a

412 nm (Ellman, 1959 Habeeb, 1972)

A . S -Enz

Enz-S «+ (0) YT \o N 0] fIl o)
CH,CHj CH,CHj

Enz-S + |-CHz - COO" Enz-S-CHz - COO™ + I’

0] O
Hie fl
Enz-8 + |-CHz -C-NHy ——— & Enz—S-CHz-C-NH2+|‘

Figura 9. Esquema de reacciéon de la NEM (A), del acido iodoacético (B) y de la
iodoacetamida (C) con residuos de cisteina
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Figura 10. Esquema de reaccion del MMTS (A), del DTNB (B) y del disulfiram (C)
con residuos de cisteina
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Existen ademads reactivos que se han usado pafa ditioles es decir, para grupos tiol cercanos
con capacidad de formar puentes dlsulfuro como el As-BAL (Fluharty y Sanadi, 1961), el
complejo cobre-(o-fenantrolina)s’ (Cu(OP)z) (Koba51, 1968) y la diamida (Kosower, 1969).

El arsenito forma dernvados dltloarsemcales ciclicos con compuestos que posean. grupos

tioles vecinales, como el 2 3 dlmercaptopropanol (BAL) o el DTT, Debldo a su

establhzamon por la formacmn ‘ un anlllo, estos denvados poseen constantes de

acceso a smos muy hldl‘OfOblCOS ‘como pueden ser s.tlos actlvosde ‘las’enzimas (Fluharty y

Sanadl, _1961) Una vez alli, si encuentra una pareJa de sulfhldrllos \ ecméles en la
geometria adecuada para formar un comple_]o ditioarsenito mas esta_ble‘que el formado con

el BAL, el arsenito es cedido por el As-BAL a la enzima, de acuerdo ala Figura 11,

AsQ-
SH SH

ENZ + ENZ” DAsO +

_SH S T s
N SH H,C CH - CH, OH N\s 7 H,C — CH- CH; OH

As-BAL BAL

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

I1.3.2. Modificacion quimica de las cisteinas de las aldehido deshidrogenasas

Debido a la importancia que tienen las cisteinas en las aldehido deshidrogenasas se ha

realizado la modificacion quimica de estos residuos en enzimas de esta familia como la de
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hlgado humano (Hempel y Pletruszko, 1981 Hempel et al 1982), de higado de caballo (TU‘

sugerldo la presencna en el smo acuvo de estas enzimas de resxduos de,
de la cxstema esencial (Jakoby, 1968 Iglesms etal., 1987 Iglesnas y Los
Debido a su interés en el tratamiento del alcohollsmo (Hald er: al 1948 Gr
ha estudiado a fondo la modificacion irreversible de la forma m1tocondr1
hepatica (ALDH2) por el disulfiram. Este compuesto forma puentes dxsulf 0. mi?
los grupos sulfhidrilos esenciales de la proteina, como se mostré en la Flgura 10 (Vallan y
Pietruszko, 1982), o provoca la formacion de un disulfuro intrasubunidad (Llpsky, 2001).
La inhibiciéon de la ALDH2 produce una elevacion de acetaldehido después de una
ingestiéon de alcohol, lo que a'su vez produce nauseas, vomito, taquicardia e hipotension,
por lo que este farmaco se ha utlhzado clinicamente desde hace 50 aiios como tratamlento
del alcoholismo . (Kltson“ 1977*
que los metabolltos ; mo e] S-metll N, N-dietilditiocarbamato (MeDTC)

hre et al 2001; Lipsky et al., 2001). In vivo, se piensa

nactwantes de la aldehido deshldrogenasa
T‘c{l,, 1995, Lam et al., 1997) y/o citos6lica de

, €stos compuestos son potentes inactivadores

sulféxido y- Ia “sulfo
mltocondrlal (MacK {
higado de humano (Lam
de estas enzxmas :
Otro fammco cuyo ‘§e‘ri‘ltéis ALDHS es el dinitrato de isosorbide. Este
compuesto. se : - mé -un re]ajante del musculo liso en el tratamiento de
angina'de‘péé l que el dlsulﬁram en el tratamiento del alcoholismo. El
mecanisrﬁo de acci ‘n del dlmtrato de 1sosorb1de involucra la formacién de un enlace
covalente con Ia cisteina nucleofilica de algunas ALDHs (Fig. 12) (Mukerjee y Pietruszko,

1994) .
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Enz-§ + ~——— Enz-S-NO; +

Figura 12. Esquema de reaccion del dinitrato de isosorbide con residuos de cisteina

Los primeros trabajos de modificacién quimica realizados con la BADH de P. aeruginosa

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

dcido iodoacético y el acetato de mercurio producen una perdlda aprec1able de la actmdad

NAD(P)" a la enzima aumenta esta inactivacién (Velasco-Garc1a et al 2003)

A pesar de su interés, se han realizado muy pocos estudios acerca de-la react1v1dad del t101
de la cisteina esencial de las ALDHs en general y de los factores que puedanmodular esta
reactividad. Los tnicos estudios de este tipo se han llevado cabo reéientexﬁente sobre la
enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa fosforilante (Talfournier et al., 1998;
Talfournier et al., 1999) y no fosforilante (Marchal y Branlant, 1999) de diferentes
organismos. Hasta la fecha no se han realizado con ninguna BADH, por lo que
consideramos que seria muy interesante realizar este estudio, con el fin de incrementar
nuestro conocimiento sobre el funcionamiento de esta importante enzima, que, como
mencionamos; pgéde_'sef un blanco para el desarrollo de farmacos contra P. aeruginosa.

Como un prime'x‘? paéb p’ara caracterizar a las cisteinas de la BADH de P. aeruginosa, en mi

trabajo de tesis: de maestria realizamos la modificacion quimica de estos residuos con

reactlvos espe01ﬁcos para monotioles y ditioles. La inactivacion de la enzima con los

reactivos para monotioles yla proteccvnoni,que‘ofrecen los sustratos frente a esta inactivacion

DO Ay
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sugerxan la- ex1stenc1a de una cisteina esencial para la actlvxdad de- la«BADH de P.

aerugmosa. El tratamxento de la enzima con reactlvos para‘dmoles como eers BAL

a actwacnon reversxble, lo que indicaba la’ ex1stenc1 ade c1stemas

vecma]es. Una de estas cisteinas parecia ser la esenmal puesto que los sustratos proteglan

totalmente frente a esta inactivacién. Por otra parte, los resul ) W;ﬁcaclon quimica

en presenc1a de‘alguno de los sustratos parec1an mdlcar ue:bajo e’stés condiciones una

cnstema no esencxal se modlﬁcaba en forma 51multanea a. encxal y que esta cisteina al
ser modlﬁcada evxtaba la posterlor modlﬁcacmn de.la mstema esenc1al (Gonzalez-Segura,

1999)
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II1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

P. aeruginosa esta.expuesta a una gran variedad de especies reactivas de oxigeno y de:
nitrogeno - que = incluyen superoxidos, radicales hidroxilo, peréxido de hidrégeno,
-peroxinitrito e hidroperéxidos. organicos. Todos estos. productos son - generados _por. el

metabolismo aerdbico de las bacterias y como 1ntermed1a.nos de las reacciones de respuesta

de defensa del hospedero. Tener un thl altamente eactlvo como se requiere para que la

catdlisis nucleofilica por un resnduo, e- ga Vugar a valores de pH ﬂswloglcos,

bajo estas condiciones aeroblas serla In gran rlesgo para la enzima BADH, ya que estarla
expuesta continuamente a la ox1dac10n. Por esto, pensamos que esta enzima deberd tener
algin mecanismo que le permlta regu]ar la reactividad del residuo de cxstema catalmco.
Conocer este mecamsmo‘ es de interés tanto tedrico como practico. '

Por otra parte, la enZIma BADH tiene otras tres cisteinas y alguna de estas podrla tener una

funcion 1mportante, ya sea en la regulacion de la actividad, como parecxan sugerlr los

resultados obtemdos en mi trabajo de tesis de maestria, o en la estabilidad de la enzima,

IV. HIPOTESIS

Como se menciona anteriormente, la P. aeruginosa estd expuesta a una gran variedad de
especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, por lo que la. BADH debera tener algin
mecanismo que le permita regular la reactividad del residuo de cisteina catalitico,
confiriéndole proteccién contra una posible oxidacidn sin comprometer su eficiencia
catalitica, Una pésib]e forma de modular la-reactividad- de la cisteina esencial de esta
enzima podria ser mediante cambios confo‘rmaci’on'ales inducidos por los ligandos.

Por otra parte, las cisteinas no esenciales de esta enzima podrian estar involucradas en

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

V. 1. OBJETIVO GENERAL

Investigar el papél quejuegan las cisteinas en la actividad y/o estabilidad de la BADH de P.

aeruginosa myed‘i‘é‘r‘xt’é,la“modiﬁcacic'm quimica y la mutagénesis sitio-dirigida.
V. 2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determir_lar‘cl pK, de la cisteina catalitica midiendo su reactividad frente a un reactivo

especiﬁcb 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 cisteina

esencial.

3. Investigar el papel de las c15temas no esencxales enla act1v1dad y/o en 1a estabilidad de
la BADH. Para ello, en las en21mas mutadas en estas?élstemés por mutagenesxs sitio-
dirigida se estudiaran: eHe ‘

a) Sus propiedades cinéticas, determmando Ixm para.lo

b) Lareactividad de su cisteina catalmca

¢) Sus propiedades estructurales, mvestxgando posnbl mbios en estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria. Thd '
d) Su estabilidad bajo diferentes condncxones (altas temperaturas, d11uc1on bajas

concentraciénes de K* y agentes desnaturalxzames como la urea)
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VI. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos que se emplearon en este trabajo se describen en los articulos'I, II
y III. La técnica empleada para la modificacion de las cisteinas por As-BAL, no contenida

en esos articulos, se describe a continuacion.

V1.1. MODIFICACION QUIMICA DE LAS ENZIMAS BADH SILVESTRE Y
MUTANTES DE P. aeruginosa POR As-BAL

Las enzimas puras, BADH silvestre y mutantes (20-30 pg/mL), se incubaron con As- BAL
250 pM en un amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.5, que contiene -mercaptoetanol 5
mM, sacarosa 10% (p/y), EDTA 0.05 mM y KCl 125 mM. Se tomaron all'vc'uotasr de 5 },l}Lia
difergntesiﬁ;@ry los d§ tiempo y se determiné en ellas la actividad enzimétigé:fcmaﬁéhte.
La solumon gAs_-,BA:I;se prepar6 inmediatamente antes de su uso, mezbclalxlf’doi solucwnes
equim‘,dl'arés‘aé As y BAL en agua destilada en una proporcion 1:1 (Bagui ef a‘l.,';vl 996). ‘

Loé datos zexperimentales de inactivacién se analizaron utilizando un programa de regresién

no lineal y la ecuacion de decaimiento exponencial sencillo parcial (ecuacioén 1):
E/Eo=e™ + E/Ey '¢))
en donde E;, Eg y Ex son la actividad de la enzima BADH al tiempo ¢, al tiempo cero, y al

tiempo de equilibrio (tiempo <), respectivamente, y & es la constante de velocidad de

inactivacion de seudo-primer orden.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

La tesis se encuentra dividida en dos partes, la primera se refiere al estudio de la reactividad
de la cisteina esencial y la segunda al estudio del papel de las cisteinas no esenciales en la

actividad y estabilidad de la BADH de P. aeruginosa.

VIL. 1. REACTIVIDAD DE LA CISTEINA ESENCIAL DE LA BADH DE P.

aeruginosa

Los experimentos de modificacién quimica realizados durante la maestria nos mostraron la
existencia de una cisteina 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 aldehido deshidrogenasas indicé que la Cy5286 es la tinica cisteina conservada Y, k

por tanto, es el nucle6filo involucrado en'la formacmn del t10hem1acetal con. el sustrato

aldehldo, lo que se confirmé en un estudlo recnente de mutagene51s sitio- dmglda (Velascq-

"Modulation of the reactivity of the essentla] cysteme resxdue of. i ) hyde
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa" y publicado en la revista Biochemical
Journal, se agrupan los resultados del estudio de modificacion quimica de la cisteina
esencial usando MMTS y la modulacién de su reactividad por la unién de los nucleétidos
oxidados y reducidos.

La S-metilacidn del grupo tiol de las cisteinas con MMTS ha sido bien caracterizada en
numerosas enzimas, comprobandose que la especie reactiva hacia el MMTS es el ion tiolato
(Lewis et al., 1>9'76 Rdberts et al., 1986). Se ha encontrado lo mismo para la reaccién con
otros reactlvos espemﬁcos del grupo tiol, como la N-etilmaleimida (NEM) (Bednar, 1990) y
la 1odoacetam1da (Talfoumler et al., 1998; Marchal y Branlant, 1999), y para las reacciones

con espemes reactlvas de- ox1geno como el radical superéxido (Barret et al., 1999) y el

42




perox1do de hldrogeno (Poole y Clalbome 19897 Denu y Tanner, 1998 Grlfﬁths et al

et al., 1976; Roberts et al., 1986; Polgarst‘

La desprotonacion del residuo carg 'do

iénico con e] tlolato,_aumenta

a_humana (Lo Bello et al., 1993), la arsenato

la‘ chalcona sintasa (Jez y Noel, 2000), la

gliceraldehido 3 fosfato deéhxdrqgenasa: no fosforilante (Marchal y Branlant, 1999) y
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fosforllante (Polgar, 1973 Soukn et al 1989 Talfournler et al 1998) Todas estas

enzimas que se conoce‘forman un par 10mco, o se supone que lo hacen, como el caso de la

BADH de P aerugmosa ;

[ \
S-,
Kt XH* Kiz
SH
XH+ Ka Kb X
\ SH =
K21 K22
X
\ J
A B C
kg[MMTS] Ke[MMTS]

Figura 13. Mecanismo de ionizaciéon de un grupo tiol de un residuo de cisteina
formando un par iénico. Ky, y K>» son las constantes microscopicas de disociacion del
proton del grupo tiol. K>, y K2 son las constantes microscopicas de discociacion del protén
del grupo cargado positivamente. K, y K son las constantes macroscopicas de disociacion
del proton de las especies A y B, respectivamente, y kg y k¢ son las constantes de segundo
orden de la reaccion del tiolato en las especies B y C con MMTS, respectivamente
(Gonzaélez-Segura er al., 2002)
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Tabla IV, Constantes de velocidad de segundo orden para la reacciéon de los residuos
de cisteinas cataliticas con los reactivos especificos y valores de pK macroscépicos de

sus grupos tiol

Enzima Reactivo kn pKa ke pKb
™' s™ s
GraP-DH de E. coli (") EE
Iodoacetamida
Apoenzima a2 4.45 38.5 8.87
Holoenzima 12 5.75 234 835
GraP-DH no fosforilante
de S. mutans ®
Iodoacetamida
Holoenzima 64 6.78 164 7.53
Glutation transferasa
de placenta humana ©) ’
,vBromopiruvato .20 3.9 1.3x10* 9.2

Proteinasa del . | : ,
Rinovirus 72A~(‘4‘) - lodoacetamida 2.1 7.06 19.5 : 916

~ lodoacetato 0.5 5.68- 31 893
Papaina® . MMTS 2.1 x 10° 4.0 5.1x%x10° 8.6
BADH de '
P. aeruginosa © , ;
Apoenzima MMTS 5%10° 4.0 3.9x10°  8.66
Holoenzima 5% 10° 4.0 1.4 x10* 7.44

De acuerdo a la Figura 13, k3 y kc son los valores de las constantes de inactivacion del
tiolato en las especies B y C. pK, y pK, son los valores de pK macroscopicos del tiolato en
las especies B y C. GraP-DH, D-gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; 2PDS, 2,2°-
dipiridil disulfuro. Estos valores fueron tomados de ‘" Talfournier er al., 1998; ® Marchal y
Branlant, 1999; @ Lo Bello er al., 1993; ) Sarkany et al., 2000; ) Roberts et al., 1986 y ©

Gonzélez-Segura et al., 2002.

45

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Como se puede observar en esta tabla, los valores de pK, son-muy parec1dos entre todas

ellas para las dos espemes de'tlolatos Sin embargo, en los valores de las constantes de

1nact1vac10n de segundo‘ orden sx existen diferencias.” Por’ eJemplo, los valores de ‘las

constantes de segundo rden de la reaccnon del tiolato formando el par 1omco (kB) y del

tlolato llbre (kc) de'la ADH con el reactivo modlﬁcador son de casi tres ordenes de

magmtud y “d

n orden de magmtud respectxvamente, menores que los~ valores

correspondlente ' os:con ]a papama Ademas, la comparacxon de nuest'

react1v1dad de la cisteina esencla' con el MMTS cuando esta formando e' par: 1omco y

cuando esta en formad tlolat"A,llbre,' con’ ‘el valor que se obtiene'a partlr de la ycuacmn de

ansted nos. mdlca que la reactividad de la cisteina esencial es baja. Esto'p )
deba a que la cnstema no esta completamente accesible al solveme, es. declr, Que exista una
mlnbxcnon estenca de la reaccion producida por la estructura de la protema :

Los resultados del ajuste de nuestros datos a la ecuacién derivada del modelo de un par
ionico con dos grupos ionizables, indicaban que podria estar 1nvolucrado un_tercer grupo
que disminuia la reactividad del tiolato. de acuerdo con la Figura 14. Esto tarribiéh se ha
planteado en otras enzimas como la papaina (Roberts e/ al., 1986)“y”l_é1: Ch'alt::ona‘ isdr_nefasa
(Bednar, 1990), £ s

Hasta la fecha no hemos identificado a los re51duos de ammoamdos que ‘pudleran estar ’

afectando‘la react1v1dad de la cisteina esenc1al “Sin embargo conila yuda de modelo

trldlmensmnal de nuestra enzima, reahzado en este rabaj

Dr. Enrlque Rudmo Pmera del Instituto de Blotecnologla de'laiUNAM basandonos en lasi_
coordenadas cnstalograﬁcas de la Unica BADH uya k,_s.tructura tridimensional se conoce,
que es la de higado de bacalao, pensamds QUe',lbs posibles candidatos son la Lys96'y la
His333, aunque en el modelo se encuentran a una distancia de 10 y 13 A de la cisteina
esencial, que es demasiado lejos para formar un par i6nico. Para poder concluir a este
respecto nos falta tener las distancias reales, las cuales se podran conocer cuando se obtenga
la estructura tridimensional de nuestra enzima a partir de cristalografia y difraccion de rayos
X. Aun cuando_se encontraran a una distancia de la cisteina esencial no adecuada para
formar un par iénico, pudieran tener efectos sobre la ionizacién 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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o1 -antitripsina, el efecto electrostatxco de las cargas posmvas en el arnbxente que. rodea ala
cisteina esencial de estas enzunas es la base de su 10mzacxon Y. de su react1v1dad (Grlfﬁths

et al,, 2002).

X

SH SH. -

XH

v-J

SH SH s : 8

XH+ /= < X - : ~-——— X
Ka Ks : Ke &

YH YH YH: SR v-

. v

A B C D
lka[MMTS] l kc [MMTS] lko

Figura 14. Mecanismo propuesto para la ionizacion de un grupo tiol de un residuo de
cisteina esencial de la BADH de P. aeruginosa. Ko, Kgp y K¢ son las constantes de
disociacion macroscopicas de las especies A, B y C, respectivamente. kg, kc y kp son las
constantes de segundo orden de la reaccion del tiolato en las especies B, C y D con MMTS,
respectivamente (Gonzalez-Segura et al., 2002). La especie C es menos reactiva que las
especies By D.
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al-antltrlpsma, el efecto electrostanco de las cargas posmvas en el amblente que rodea ala

y de su reactlvxdad (erfﬁths

cxstema esenc1al de estas enZImas es la base de su 10mzac1"

et al.,~2002).

———
R m—

Ks
YH

SH
XH

v-J

A ) B
lks[MMTS]

o x
“Ke -
Y.
D

l kc [MMTS]

J1s

Figura 14, Mecanismo propuesto para la ionizacion de un grupo tiol de un residuo de
cisteina esencial de la BADH de P. aeruginosa. Ko, Kg y Kc son las constantes de
disociacién macroscépicas de las especies A, B y C, respectivamente. kg, kc vy kp son las
constantes de segundo orden de la reaccion del tiolato en las especies B, C y D con MMTS,
respectivamente (Gonzalez-Segura er al., 2002). La especie C es menos reactiva que las

especies By D.
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En otras en21mas se han encontrado interacciones diferentes capaces de actlvar al grupo tiol

como se ha descrlto en la seccién de antecedentes de esta tesis.

de la molecu]a hacia este re51duo Existe la p051b111dad de que

general que se ha propuesto que partncxpa en la actlvacmn de lat

higado de humano (Wang y Wemer, 19 S
probada en nuestra enzima, por lo que‘ seria conveniente realizar una mutante de este

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

VIL2. MODULACION DE LA REACTIVIDAD DE LA CISTEINA ESENCIAL POR
LOS LIGANDOS

Para determinar el pK, del grupo tiol de la cisteina esencial en el complejo binario enzima-
dinucledtido, investigamos la dependenma de] pH de la constante de velocidad de

inactivacion de segundo orden de BADH por MMTS a concentracwnes saturantes (6 mM)

p051b1]1dad se 1mclo la reaccion de la en21ma con MMTS después de diferentes periodos de

premcubac1on con NAD(P) o NAD(P)H
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En la Flgura 15 se presentan los resultados dellefecto del NAD(P) y NAD(P)H sobre la

observa que el efecto de estos dos dmucleotldosﬂ s muy s1m11ar (Flg‘ura’ 15C y D). En los

de ’premcubacxon en 15' amplltud de la

insertos mostramos el cambio con respecto al‘tn

primera fase, es decir de la proporcxon de act id d enZImatlca perdxda en la prlmera fase de

inactivacion. Estos datos se ajustaron a u" a ecuacmn de un doble decalmlento exponencxal

considerando que al tlempo cero de premcubac1on temamos el 100% de holoenzxma enla

conformacién E', que es. la en21ma con el tlolato de alta reactmdad y conforme va

aumentando el txempo de prel", ubacnon va dxsmmuyendo la conformacién E' y va

apareciendo la conformaci n E" que es la en21ma con el tlolato de baja reactlvxdad De esta
forma se,thgV' ] : antes de- ve]omdad para el cambxo de E' a E" que se muestran
en la Tabla 3 r_tncul‘o I Junto.con los resultados de la reactividad del tiolato en estas
En ‘un estudlo reallzado con la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa no
fosforilante de Sneptococcus mutans se reportaron cambios de reactividad del tiolato
esencial 1nduc1dos por dinucleétidos (Marchal y. Branlant, 1999). Sin embargo, estos
hallazgos son dlferentes a los nuestros, - ya que ellos encuentran una disminucion rapida
inicial en la react1v1dad del tiolato producxda por la unién del dinucleétido, seguida de un

lento aumento en la reacthdad
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Figura 15. Efecto de los dinucledtidos sobre la inactivacion de BADH por MMTS. La
enzima (0.5 pM) se incubd con 5 uM de MMTS en ausencia (l) o en presencia de 6 mM
de NAD" (A), NADH (B), NADP" (C) y NADPH (D), los cuales fueron agregados a la
enzimaal (Q), 3 (@), 5 (O), 15 (@), 30 (A), 60 (<*) y 120 (A) min antes del tratamiento
con MMTS. El amortiguador usado fue MES/HEPES/CHES 30 mM, pH 8.0, con EDTA 1
mM, KCI 25 mM vy trehalosa 600 mM. Los datos obtenidos en ausencia del dinucledtido
fueron ajustados a la ecuacion de un decaimiento exponencial sencillo y los obtenidos en
presencia del dinucledtido a la de un doble decaimiento exponencial. En los insertos se
observa el regrafico de las amplitudes de la primera fase de inactivacion contra el tiempo.
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Se CStUle ademas el efecto del NADP sobre la reacthdad de la c1stema ‘catalitica en un

mtervalo de pH de 5 5 a 9, 0 y se encontro que en ] resenma de concentracmnes saturantes de

NADP la reactmdad del tlolato se e cuéntra aumentada sxgmﬁcatlvamente en los valores

de pH menores a 8.5, en comparacmn con lo que se obtuvo en ausenc1a del dmucleotldo

(F 1gura 3 dek_ Artxculo I) La constante de veloc1dad de 1nact1vac1on de segundo orden del

una mayor reactividad.

El perfil de la dependencia del pH del cociente entre a

mactlvacmn de segundo orden en presencia y ausenma de NAD 0 encdntrar un

grupo ionizable de un residuo de aminoacido con un pKn 7 16, cuya protonacmn estd
relacionada:con el camblo rapido de reactividad de la Cy5286 por la; umon del dmuclcétldo
Este resultado suglere que el rearreglo rdpido del sitio activo mducxdo por el dmucleot]do,
el cual proponemos que resulta en una conformacién més ablerta, requlere que cierto grupo
se protone. ' ) : -

En nuestro laboratorio se ' ha encontrado recientemente que: la presencia de. los nucleédtidos
oxidados aumenta la velocidad de inactivacion de la BADH de P. aeruginosa por
disulfiram, cuando los ligandos y el reactivo modificador se agregan simultaneamente a la
enzima (Velasco-Garcia et al., 2003). Esto concuerda con el aumento en reactividad del
tiolato inducido por los dinucledtidos oxidados encontrados en este trabajo. Sin embargo,
en contraste con los resultados de esta tesis, los dinucleétidos reducidos produjeron una
disminucidn en la inactivacién por disulfiram (Velasco-Garcia er al., 2003). Esta
discrepancia podria deberse a las diferencias de tamafio entre los dos reactivos para tioles.
Es posible que la unién del NADH vy dei NADPH, pero no la de NAD" y el NADP",
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dlsmmuya la accesxbllldad del txolato esenc1a] al reactivo volummoso lo que producma una

proteccmn frente a este reactlvo a pesar de que tanto los nucleotldos ox1dados como los

- reduudos aumenten la'reactmdad del tiolato, como encontramos con MMT

En resumen uestros resultados indican que la unién de los dmucleotldos tiene dos efectos

sobre la Aactxvxdad del tlolato hacia el MMTS: 1) un mcremento tran

,ncuentre en la forma del{tlol

holoenzxma podrla ser perjudlmal porque puede mcrementar el rlesgo de oxidacién de este

: grupo.

La unién. de los dmucleotxdos aumenta la reactxvndad de la cxstema esencial, probablemente,

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

solvente, Esto darla como resultado un aumento en la velocndad de formacion del

txohemlacetal con el sustrato aldehxdo por lo que el rapldo camblo conformacional

producido por la umon de ,,°5 dmucleoudos probablemente pf

mas alta afinidad por la betama aldehido que la apoenzxma El mecanismo cmetlco de la

BADH de P. ager ugmosa es consistente con esta propuesta, mucleotldo es el
primer sustrato que se une preferemementc (Velasco- Garcxa e a :2000). Por el contrario,
el cambio lento inducido por los dinucledtidos, que resulta en una confbrmamon de enzima
con un tiol esencial muy poco reactivo, se traduciria en una proteccmn de la holoenzima
contra la inactivacion, efecto que podria ser relevante si las concentraciones de aldehido son
bajas, y por tanto exista una elevada proporcion de holoenzima libre. Nuestros resultados

sugieren que la BADH de P. aeruginosa ha desarrollado un mecanismo complejo, que




involucra una serle de rearreglos en el smo actlvo para ajustar la reactlwdad del tiol

esenmal de acuerdo cdn la dlspomblhdad de los dmucleotldos y del sustrato.
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VIL.2.1. Articulo 1.

“Modulation of the reactivity of the essential cysteine residue of betaine aldechyde

dehydrogenase from Pscudomonas aeruginosa”
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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. MUNOZ-GLARES™'

*Departamento de Bioguimica, Facultad de Quimica. Universidad Nacional Autdnoma de Mexico. México D.F., 04510, México, and tLaboratorio de Osmorreguiacion,
FES. Intacala, Universigad Nacional Autdnoma de México, Avenida de los Barnos. Tlainepantia, Estado de México, 54080, 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-
monas acruginosa this reaction is an obligatory step in the
assimilation of carbon and nitrogen when bacteria are growing in
choline or choline precursors, As with every aldehyde dehydro-
genase studied so far, BADH possesses an essential cystcine
residue involved in the formation of the intermediate thio-
hemiacctal with the aldehyde substrate. We report 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
of the observed second-order rate constant of BADH inactivation
by methyl methancthiosulphonate (MMTS) suggests that at low
pH values the essential cysteine residue exists as thiolate by
the formation of an ion pair with a positively charged residue. The

estimated macroscopic pK values are 8.6 and 4.0 for the frec agd
ion-pair-forming thiolate respectively. The reactivity towards
MMTS of both thiolate forms is notably lower than that of
model compounds of similar pX, suggesting a considerable steric
inhibition by the structure of the protein. Binding of the
dinuclcotides rapidly induced a significant and transitory in-
crement of thiolate reactivity, followed by a relatively slow
change to an almost unrcactive 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 several conforma-
tional rearrangements of the active site, to suit the reactivity of
the essential thiol to the availability of coenzyme and substrate.

Key words: chemical modification. NAD(P)H-induced confor-
mational changes, thiolate pX, thiolate reactivity.

INTRODUCTION

The human pathogen Pseudomaonas acruginosa is able to grow on
choline as well as choline precursors as the sole carbon, nitrogen
and cnergy source [1]. Onc obligatory step in the catabolism
of these compounds is the irreversible NAD(P)'-dependent
oxidation of betaine aldehyde to glycine betaine, catalysed
by betaine aldehyde dehydrogenase (BADH, EC 1.2.1.8). Glycine
betaine is one of the most effective osmoprotectants in bacteria,
algae, higher plants and animals [2.3]. P. aeruginosa is able to
thrive under osmotic stress, particularly in the presence of the
osmoprotectant glycine betaine or compounds which can produce
glycine betaine, such as phosphatidylcholine, acetylcholine. phos-
phorylcholine or choline [4.5]. Because both osmotic stress [6]
and these compounds [5.7-9] are present in the tissues infected by
the bacteria. it is conceivable that BADH is a key enzyme in the
establishment and growth of the pathogen. Given the high
prevalence of antibiotic-resistant strains of P. aeruginosa. it is
desirable to design new chemotherapeutic agents against this
opportunistic pathogen. A rational approach should rely on the
identification of aspects in the biochemistry of the bacteria
that can be exploited. One such target might be the enzyme
BADH.

Although the physicochemical and kinetic propertics of BADH
have been studied [10.11], little attention has been devoted to the
study of the amino acid residucs in the active centre of this
enzyme iand no data arc available on its reaction mechanism. On
the basis of its likely analogy with the mechanism of other

aldehydc dehydrogenases {12-14] it can be assumed that the first
step in the BADH-catalysed reaction is the formation of a
thiohemiacetal between an essential cysteine residue and the
substrate betaine aldehyde. However, this proposal has not been
tested experimentally. The primary sequence of BADH from P.
aeruginosa has aiready been published as a result of the Pseudo-
monas Genome Project {15]. The BADH subunit has 490 residues
and only four cysteine residucs. Alignment of the Pseudomonas
BADH sequence with all other known aldehyde dehydrogenase
sequences [16] indicates that Cys®*® is the only conserved cysteine
residue and it is probably the nucleophile involved in the
thiohemiaceta] formation. A study of the site-directed mutant
Cys®" — Ala confirmed this prediction (R. Velasco-Garcia and
R. A. Mufioz-Clares, unpublished work).

To understand the mechanistic aspects of the BADH reaction
in Pyeudomonas. we modified the enzyme chemically in an attempt
to investigate the factors affecting the reactivity of the essential
cysteine residuc. The reactivity of a protein’s thiol group is
determined by several factors: (1) the fraction of the thiol that is
present as the thiolate form; (2) the intrinsic reactivity of the
thiolate. which is dependent on the basicity of this group; and (3)
the accessibility of the thiolate group to the solvent. We thercefore
determined the pK of Cys**® because this defines the extent of
ionization and the intrinsic reactivity of its thiol group at any
given pH value. Chemical modification with methyl 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

Abbreviations used BADH. betaine aldehyde dehydrogenase. Ches, 2-{N-cyclohexylamino)ethangsulphonic acid; DTT, dithiothreitol; MMTS, methy!

methanethiosulphonale: Nbs,. 5,5°-dithiobis-({2-nitrobenzoic acid).

' To whom correspondence should be addressed (e-mail clares(@ servidor.unam.mx).
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comparing the observed reactivity of the essential thiol towards
MMTS with that expected for model alky! thiols of similar pX
values, the accessibility of this group to the solvent can be
inferred.

We report here that the essential Cys residue in the BADH
molecule exists mostly as a thiolate ion in the pH range 4.5-9.0
as a result of the formation of an ion pair with a positively
charged residuc. The low reactivity of the apoenzyme thiolate
suggests that this group is not fully exposed to the solvent.
However, at pH 8.0 and below, its reactivity increases signifi-
cantly on binding of the oxidized or reduced coenzymes. This
increase is transitory because the recactivity progressively de-
creases to a fixed low value, most probably as a consequence of
u relatively slow ligand-induced conformational rearrangement
of the active site. The possible implications of this new complex
mechanism of modulation of thiolate reactivity are discussed.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and biochemicals

Betaine aldehyde chloride, glycine betaine (inner salt), NAD(P)*,
NAD(P)H, 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (Nbs,), MMTS,
dithiothreitol (DTT), Mes, Hepes, 2-(¥-cyclohexylamino)ethane-
sulphonic acid (Ches) and trchalose were obtained from Sigma
(St Louis. MO, US.A). EDTA was from Merck KGaA
(Darmstadt, Germany). All other chemicals of analytical grade
were from standard suppliers.

Enzyme purification and assay

BADH waus purified to homogencity from P. acruginosa PAO]
strain by the rapid purification procedure reported previously
[10]. The purity of the enzyme was assessed by SDS/PAGE as
described previously [10]. The enzyme docs not contain bound
NAD(P)' or NAD(P)H as judged by the A,,,/A,,, of 2.0. The
meusurement of the dehydrogenase activity was performed
spectrophotometrically by monitoring the increase in Ay,
(¢ 6220 M~'-em™) in a 0.5 ml reaction mixture containing
1.0 mM betaine aldehyde and 0.5 mM NADP® in a 50 mM
potassium phosphate buffer, pH 8.0 (standard assay). A ther-
mostatically controlled Philips PU 8710 spectrophotometer
equipped with a kinctics software package was used for the
assays, which were conducted at 30 °C. Assays were started by
the addition of the enzyme. Steady-state rates were determined
from the initial. lincar portions of reaction progress curves.
Each determination was performed at least in duplicate. Different
enzyme preparations gave essentially the same results. One unit
of activity is defined as the amount of enzyme catalysing the
formation of 1 pmol 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 protein. Protein concentrations were determined by the
Coomassie-G dye binding technique of Bradford {18]. with
BSA as a standard.

Reaction of BADH with MMTS

Before treatment of the enzyme with MMTS. the BADH
preparations were gel-filtered twice by the method of Penefsky
[19} to remove 2-mercaptocthanol. The gel-filtration buffer, buffer
A. contained S0 mM potassium phosphate, pH 7.5, | mM
EDTA. 20", (v/v) glycerol and 25 mM KCIl; it was saturated
with nitrogen just before use. MMTS and the enzyme ligands
were dissolved in nitrogen-saturated water., BADH (final con-
centration 0.5 #M) was incubated with appropriate concentra-
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tions of MMTS in the absence or presence of ligands in buffer A
at 30 °C. 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 calculations with a commercial computing program
formulated with the algorithm of Marquardt {20). First-order
analyses ol time courses of inactivation were performed with:

El/Eu =c* [¢)]
for a monophasic inactivation or
E/E, = E\/E,e™ + E/E et )

for biphasic inactivation, where E, and E, are respectively the
activity of the enzyme at times ¢ and 0; 4, &, and &, arc
the observed pseudo-first-order rate constants and E, and E,
are the amplitudes of each phase.

The order of the reaction, n, with respect to MMTS was
determined by application of the equation described by Levy et
al. [21]:

10 K yuy = 10 Ky + 1l [MMTS)

where &, is the observed pseudo-first-order rate constant of
inactivation, as above, &, is the sccond-order rate constant
of inactivation, and »n 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 at
the indicated times. First-order analysis of the time courses
of the reactivation reaction were performed with the following
cquation:

E/E,=E [E,+(—E /E)e™ @4

where E,, E, and E, are respectively the activity of the enzyme
at times ¢ and zero and at equilibrium (time = o) and & is the
observed pscudo-first-order rate constant of reactivation.

The cffect of dinucleotides on BADH inactivation by MMTS
was investigated by preincubating the cnzyme with the oxidized
and reduced coenzyme for different times, as indicated in the
Results section, before the addition of MMTS. Residual activity
data obtained during the course of the inactivation reaction were
fitted to egn (2).

3)

Thiol titrations with Nbs,

Thiol groups were determined on native and MMTS-modified
BADH (0.9 #M) by means of Nbs, titration {22], with a 200-fold
excess of the reagent over the enzyme concentration. Incubations
were performed with or without SDS (0.2°,, w/v), at 30°C in
50 mM phosphate buffer, pH 8.0, containing 1 mM EDTA.
The number of modified cysteine residues was obtained from the
time-dependent increase in A,,, in a thermostatically controlled
Philips PU 8710 spectrophotometer. The absorbance recorded
was corrected for the blank (the reaction mixture minus the
protein). The number of thiol groups was calculated from of a
molar absorption coefficient of 13600 M~ - em™ [22] for the
Nbs?*- chromophore liberated. The observed changes in absor-
bance, A, were fitted to a single-exponential equation:

A=A (l—e*)+c &)

where A, is the amplitude of the absorbance change, & is the
observed pseudo-first-order constant and c is the absorbance at
zero time. Excess thiol reagent and ligands were removed by
passage over a Scphadex G-25 (Pharmacia, Uppsala, Sweden)
column. The samples were then titrated with Nbs, under either
native or denaturing conditions, as described above.
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Scheme 1  Mechanism for the ionization of an lon-pair forming thiolate

Ky, and K, are the mi P 1 of the proton from the thiol group. X,,
and K,, are the microscopic dissocialion constants of the proton from the positively charged
group. K, and K, are the macroscopic dissocialion constants of the proton trom the species
A and B respectively. ky and k; are Ihe second-order rate constants for the reaction of lhe
thiotate in the species B and C with MMTS respectively

pH studies

The pH dependence of the inactivation rate was obtained by
incubating the enzyme (0.5 #M, final concentration) with 5 M
MMTS ina Mes/Hepes/Ches buffer (cach at 30 mM), containing
1 mM EDTA and 25 mM KCl together with 600 mM trchalose
or 20¢, (v/v) glycerol. adjusted with KOH to the indicated pH
values. We attempted to perform the pH studies in the absence
of co-solutes, butl P, acruginosa BADH is rapidly inactivated at
pH values above 7.5 in the absence of these co-solutes. The
enzyme stability was determined by incubating it in the same
buffer at 30 °C and at the pH of interest and taking aliquots for
assay at pH 8.0 under standard conditions. The aliquots were
taken at different intervals, which were as long. at least, as the
incubation duration with the modifying rcagent. The order of
effectiveness of the co-solutes in preventing enzyme inactivation
at high pH was 600 mM trehalose > 20, (v/v) glycerol > 20v,,
(w/Vv) sucrose > 10°,, (w/v) poly(cthylene glycol). We thercfore
used trehalose or giycerol as the stabilizing co-solute. The pH
range in which the enzyme was stable for the incubation durations
and at the temperature employed in these experiments was
4.5-9.5 in the presence of trehalose or 5.5-9.0 in the presence of
glyeerol, The rate constant of inactivation. k.. was determined
over these pH ranges and the second-order rate constants, &, .
were calculated by dividing &, by the concentration of MMTS.
Results obtained for the pH dependence of ., were fitted to:

Ky = Uy K % TOPR=0I0) /(] 4 [QUR-RIY (6)
which was derived for a model with a single ionizable group.
where k,, and K, represent the second-order rate constants

for the plateau at high and low pH values respectively. For
testing the existence of an ion pair, the data were first fitted to:

Ky = (kg X 10VKA-0500 4 5 [QPH-0K 1)
/(I + lopk’,\-nn + Ionll—pl\‘u) (7)

where &k, and k. arc the second-order rate constants for the
modification of the thiolate in the species B and C respectively
(Scheme 1), pK, and pK,, arc the macroscopic pK values of the

nact

inact
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Scheme 2 Proposed mechanism tor the ionlzation of the esssential thiolate
of BADH from P. aeruginosa

K, Kg and K are the pic d of the species from A, B and C
tespectively. k,, k. and k, are the second-order rale constanis for the reaction of the thiolate
in the species B, C and D with MMTS respectively.

thiolate in species B and C respectively., and pK,, is the
microscopic pK of the thiol group in the ion pair (see Scheme 1).
Finally, the inactivation results were fitted with:

Ky = (kyy X 10PFaPH L Lo o x [QPH-PED)

/(| -+ lonknopk,\-zpll + ]0""“'"" + lonH-an) (8)

inact

which was derived for the mechanism depicted in Scheme 2; the
terms are as defined in Scheme 2.

RESULTS AND DISCUSSION
Kinetics of the inactivation of BADH by MMTS

Incubation of P. aeruginosa BADH with MMTS in buffer A at
pH 7.5 and 30 °C resulted in a time-dependent inactivation of the
enzyme (ollowing pscudo-first-order kinetics (Figure 1A). In the
absence of MMTS, under otherwise identical incubation condi-
tions, virtually no changes in enzymic activity were observed
during the experiment. The completely inactivated enzyme re-
covered 100¢,, of its initial activily when treated with excess
DTT (Figure 1A). The reactivation process also followed first-
order Kinetics.

To test for possible non-covalent binding of MMTS to the
enzyme before inactivation, we determined the dependence of
theinactivation rate constant on MMTS concentration. As shown
in Figure 1(B), the observed pscudo-first-order rate constant for
inactivation increased linearly with MMTS concentration. The
absence of curvature suggests that, over the concentration range
used, no significant E-MMTS complex accumulates during
inactivation. Under these experimental conditions, a second-
order rate constant of 1.4 x 10* M~ - s~} was obtained from the
slope of the plot in Figure 1(B). The loss of catalytic activity was
first-order with respect to MMTS (Figure 1C).

The inactivation of P. aeruginosa BADH by MMTS was
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Figure 1 Inactivation of P. aeruginosa BADH by MMTS

(A} Time course ol inactivation and reaclivahion by DTT Enzyme (0 4 ;M) was incubated with
5 #MMMTS a1 3¢ °C 1n 50 mM potassium phosphate dulter, pH 7 5, contaming 1 mM EDTA,
20% {v/v) glycerol and 25 mM KCI At the imes ndicated, aliquots were withdrawn and
assayed for remaining activity The pseudo-lirsi-order rale constant estimaled from a fil of the
data lo ean (1) was 049 £ 003 min~" After 30 mun of reaction, 20 mM DTT was added to
\ne 1nactivated engyme and the recovery of acivity was lollowed tor an additional 90 min. The
best it ol the reactivation data to eqn {4) gives an estimated reverse first-order rate constant
(k_,) 0l 0042 +0004 min~* The points are Ihe experimental data and the lines are the besl
' ot these dala Resulls are means+SEM lor three independent expenments. (B)
Dependence of Ihe rate constant for inaclivation on MMTS concentration. BADH was incubated
with (he indicated concentrations of MMTS as in (A) and assayed for remaining activity as 3
funchion ol time The observed pseudo-first-order rate conslants lor nactivation. &, were
#shimated by fiting the experimental data lo ean (1) Resulls are means+SEM for three
naependent expenments (C) Determination ot 1he reaction order on MMTS trom the dala i
(B). from eqn (3)

monitored by assaying both the NADP~-dependent und NAD*-
dependent activities under a variety of experimental conditions.
There was no significant difference in the rate of loss of the two
activities (results not shown).

Thiol quantification of BADH

Titration of purc BADH with Nbs, demonstrated the presence of
two exposed thiol groups per monomer (Table 1). In the presence
of 0.2¢,, SDS four thiol groups were titrated. in full agreement
with the primary structure of the enzyme [15]. Previous treatment
of BADH with 25 #M MMTS for 20 min, which led to a total
loss of enzyme activity, resulted in the modification of three thiol
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Table 1 Thiol quantification of active and MMTS-treated BADH

Native and MMTS:Irealed BADH (0.9 /M) were incubated with Nbs, in 50 mM phosphate
bulfer, pH B.0, containing 25 mM KCI, 1 mM EDTA and 20% (v/v} glycero!, thiol quantification
was performed as described in the Malerials ano methods section. For MMTS moditication, the
enzyme was preincubated wilth 25 M MMTS for 20 min in the absence and ihe presence of
the indicated ligands. Then the mixiure was gel-tiltered twice 10 remove MMTS and ligands and
used immediately for thiol quantification. The changes in A,,, were fitted 1o eqn (5). Where
noted, 20 mM betaine aldehyde (BA). 5 mM NADP* and 1.8 mM NADPH were presenl during
the MMTS inactivation but were absent during thiol quantificalion. Results are means + S.EM.
for two independent experimenis

No. of tniol groups per monomer

Addition Activity (% initial) -S§D§ +SDS

None 10041 21403 41403
MMTS 00400 00100 1.0+00
MMTS/0TT 100+2 23+00 43401
MMTS + BA 8+1 09501 09400
MMTS + NADP* 7642 08400 11401
MMTS + NADP* + BA 97 +3 11401 0.840.1
MMTS -+ NADPH + BA 96+1 08402 09401

groups because no cysteine residues could be titrated with Nbs,
in the absence of SDS and one was titrated in its presence. When
the preincubation duration with MMTS was extended up to
40 min, no cysteine residue could be titrated by Nbs, in either the
absence or presence of SDS, suggesting that the four cysteine
residues were accessible to the thiosulphonate reagent.

The effects of saturating concentrations of the aldehyde
substrate and dinucleotides on the number of accessible thiol
groups was investigated by treating the enzyme with 25 M
MMTS for 20 min in the presence of saturating concentrations
of NADP(H} and betaine aldehyde. alone or in combination.
Under these conditions, most of the enzyme activity was protected
against MMTS inactivation. After desalting to climinate MMTS
and ligands, Nbs, titration of the treated enzyme yielded only
one reactive SH group, both in the absence of SDS and in its
presence (Table 1). Because the protected enzyme retained most
of its initial activity, we conclude that this group belongs to the
essential cysteine residue, which was protected against MMTS
modification by the active site ligands. This result indicates that
the chemical modification of the cssential cysteine residue is
adequately measured by the loss of enzymic activity. In addition,
this finding shows that the binding of substrate, cither the
aldehyde or the dinucleotides, exposes an additional thiol group.
This is the same group that did not react with MMTS in the
absence of ligands but under otherwise identical conditions. This
cffect is most probably due to a ligand-induced conformational
change.

pH dependence of the inactivation of BADH by MMTS

The S-methylation of cysteine thiol groups with a reagent such as
MMTS is well characterized : it has been shown that the thiolate
anion is the reactive species [17). Consequently, the measurement
of the reaction rate as a function of pH can be used to determine
the pK values of the thiol group.

The reaction of MMTS with BADH was performed under
pscudo-first-order kinetics in a cationic buffer in the presence of
600 mM trchalose or 209, (v/v) glycerol, as described in the
Materials and methods section. As shown in Figure 2, the pH
profile obtained in the presence of glycerol seems shifted both
to the right and downwards when compared with that obtained
in the presence of trehalose, suggesting that glycerol causes a
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Figure 2 pH dep d-order rate
inactivation of P. aeruginosa BADH by MMTS

BADH (05 zM) was incubated with 5 #M MMTS at the indicated pH values. The bulier used
was 30 mM Mes/Hepes/Ches containing 1 mM EDTA and 25 mM KCI together with 20% (v/v)
glycerol () or 600 mM trehalose (@) Resulls are means from two independent experiments;
S.EM. values (less than 10% of means) are omitted, gven he semilogarilhmic nature of the
plot. The solid lines were obtained from a non-hinear least-squares it of the data 1o eqn (8).
The broken lings are the best non-finear it 1o eqn (7).

greater perturbation than trehalose in the pK of the thiolate
group, diminishing its reactivity. However, because we could not
determine the pKX of this group in the absence of a co-solute, we
cannot conciude whether these differences are due to solvent
perturbation or to specific co-solute effects.

In both profiles the second-order rate constant for the in-
activation of P. acruginosa BADH by MMTS decreased as the
pH of the incubation medium was lowered, reaching a plateau at
low pH values. Assuming that a protonated thiol is not reactive
towards MMTS [23], the theoretical line for the pH dependence
of ki, of a simplc thiol should reach zero at low pH. For
BADH. the pH profile of k., clearly deviates from that expected
for a simple thiol. However. the experimental duta can be fitted
to eqn (6). corresponding to a mono-sigmoidal profile in which
the protonated thiol group is still reactive towards MMTS (fit
not shown). The estimated valucs for the thiol pK in the
presence of trehalose or glycerol were 8.63£0.05 and 9.04 +0.03
respectively; the limiting second-order rate constants at
high and low pH values, &, and &, respectively, were 3.8 x 10°
and 60 M~* - s~' when trehalose was present, and 2.9 x 10* and
95 M~'-s7" in the presence of glycerol. Beeause at low pH the
thiol group is mostly protonated. whereas at high pH it is
deprotonated. these results indicate that the protonated thiol
is approx. 600-300-fold less reactive toward MMTS than the
thiolate. It is therefore highly unlikely that this represents a
reaction of the protonated thiol becituse it has been shown that
this form is approximately nine or ten orders of magnitude less
reactive with MMTS than the thiolate form [23]. Morcover, for
a model compound such as 2-mercaptocthanol, it is known that
the value of the sccond-order rate constant for reaction with
MMTS at pH values below pH 5.65 is constant and less than
6x 107 M-! - 57! [23]. The latter value is about five orders of
magnitude lower than those found by us for BADH inactivation
at low pH.

The most plausible reason for the existence of the platcau is
therefore that the essential Cys remained ionized in the pH range
explored and that the change in its reactivity was due to the
titration of another group, as has been found for scveral 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 Scheme 1. In this mechanism the macroscopic acid
dissociation constants for the thiolate in the ion pair, K, and the
free thiolate, X, are related to the microscopic acid dissociation
constants by the following relationships:

Ky=K,+K;,
Ky = Ky X Kyu/(Kyy + Kyy)

®
(10)

Eqn (9) predicts that the microscopic pX of the thiolate in the ion
pair, pK,,. should be higher than pX,; eqn (10) predicts that the
microscopic pK of the free thiolate is lower than pK,,.

Because this is a plausible mechanism, we attempted to fit our
data to eqn (7), which describes a reaction involving an ion-pair
system. Given the impossibility of obtaining experimental data at
low pH values because ol enzyme instability, we could not obtain
enough data to determine unequivocally the macroscopic pK and
reactivity of the thiolate in the ion pair, pK, and k, respectively,
in Scheme 1. Moreover, there is a mutual dependence between
parameters &, and pX, in eqn (7), so unless the valuc of pX,, is
determined by other means the value of k,, cannot be known for
certain, Given these uncertainties, we tentatively fitted the values
of pK,, pK,, and k,, manually, considering that the value of pK,,
should be slightly higher than that of pK,. Otherwise the pX for
the positively charged group, pK,,, would be unrcasonably low,
as deduced from eqn (9). Then we kept these parameters fixed to
obtain, by non-lincar regression, the macroscopic pK and the
reactivity of the free thiolate, pK,, and k. respectively in Scheme
1. The broken lines in Figure 2 show the fits when pK|, was set
at 4.02, pK, at 4.0 and k, at 500 and 215 M- s, in the
presence of trehalose and glycerol respectively. The estimated
values for &, and pK, were (3.940.14)x 10* M~ - s7* and
8.66+0.05 when trehalose was present, and (3.0640.15) x 10!
M- s and 9.07 £0.04 in the presence of glycerol. As can be
seen in Figure 2 (broken lines). at low and high pH a relatively
good fit was obtained with cqn (7) but several experimental data
in the pH range 5.5-7.5 clearly deviated from the theoretical line
resulting from this fit. The deviation was consistently present in
both data sets, those obtained in the presence of trehalose or
glycerol. These deviations of the experimental from the expected
values might indicate that the protonation status of a third group
was affecting the reactivity of the thiolate, as in the mechanism
depicted in Scheme 2. In P, acruginosa BADH, deprotonation of
this enzyme group scems to restrict sterically the accessibility of
the essential thiolate to the solvent, thus decreasing its reactivity,
whereas deprotonation of the positively charged residue increases
the reactivity of the essential thiol, by increasing its pA” (which in
turn increases its intrinsic reactivity) and/or its exposurc to the
solvent. Accordingly, our data wcre then best fitted to egn (8),
which was derived for the model in Scheme 2. We set pK, and &,
to the values given above, manually fitted pX, and k. and
obtained. by non-lincar regression, the values of pK,. and k. The
solid lines in Figure 2 show the fit to eqn (8); the estimated values
for the parameters are given in Tabic 2,

There have been numerous reports on the chemical modifica-
tion of the essential thiol group of aldchyde dehydrogenases
{30-35]. Moreover, the mechanism of the irreversible inhibition
of aldehyde dehydrogenases by disulfiram, a drug widely used in
aversion therapy for alcoholism, or its metabolites has been
proved to involve the modification of this essential group [36-40].
However, there have been few studies on the factors modulating
its reactivity. To the best of our knowledge these studics have
been conducted only on phosphorylating [26,29.41,42] and non-
phosphorylating [43] glyceraldehyde-3-phosphate  dehydro-
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Tahle 2 Second-order rate constants for the inactivation by MMTS and
macroscopic pX values of the essential thiolate

Resulls shown are parameters (means -+ S.EM.) eslimated from a fit of the inactivalion data
shown in Figure 2 (apoenzyme) 10 eqn (8) and those shown in Figure 3 (holoenzyme) 10 eqn
(7). Parameters hiled manually are those without S.EM

Rale conslants (M~ - s7") Macroscopic pX values

Enzyme form  Co-solule 4y ke Ky P, Ky PK;

Apoenzyme Trehalose 500 5 (383013 x10' 4 62 8634004
Glycerol 215 48 (286+003) x 10' 4 66 9014001

Holoenzyme Trehalose 5000 ~  (1.40+0.05) % 10° 4 - 7444010

genases, although possible mechanisms for the enhanced thiol
reactivity of the cytoplasmic sheep liver aldehyde dehydrogenase
have been discussed [44). Chemical activation of the thiol of
the essential Cys residue by ion-pair formation with a positively
charged residue has been found in some cases [26,42]. Our results
suggest that the macroscopic pK of the essential thiel in P.
acruginosa BADH is also lowered by ion-pair formation. Al-
though we could not precisely determine the extent of this
decrease, owing to experimental difficulties arising from enzyme
instability at low pH, we can conclude from our data that this pK’
should be 4 or lower. We do not vet know the identity of the
positively charged residue forming the ionic pair with Cys**®. On
the basis of a three-dimensional model of P. aeruginosa BADH
obtained from the crystal coordinates of cod liver BADH [45]
(model not shown), the only possible candidates are Lys* and
His**, which in the model are respectively 10 and 13 A from
Cys*™ (1A = 0.1 nm). Thesc residues seem too distant to be
involved in charge-charge interactions with the essential cysteine
residuc but we cannot rule out its participation because these
mcasurements were made on a model. Site-directed mutagenesis
experiments are under way to define whether any of these
residues are involved in the ion-pair formation.

It is known that the thiolate busicity, i.c. the thiol pK. affects
its intrinsic reactivity, measured here as the rate constant for
MMTS modification, &, in a way predicted by the Bronsted
equation:

(1

Considering the experimentally determined values for alkyl thiols
of 3.54 for logG and of 0.309 for /£ [27]. the reactivity of a simple
alkyl thiolate of pA 4.0 should be 5.9 x 10* M~! - 57!, whereas
that of a thiolate of pK 8.66 or 9.07 should be 1.6 x 10" or
2.2x10° M- st respectively. Thus the reactivity of Cys**
towards MMTS scems to be significantly lower than expected.
about 120-270-fold when forming an ion pair and about 40-70-
fold when it is a frec thiolate. The reactivity of protein thiols
depends not only on the fraction of the group in the thiolate form
or on the basicity of the thiolate but also on its accessibility, i.e.
whether is on the protein’s surface or buried. It therefore seems
that there is significant steric inhibition of the reaction of Cys®**
with MMTS that is partly relieved at high pH.

If the thiolate in species B and C were fully exposed to the
solvent, the measured reactivity of these species would be related
to the microscopic acid dissociation constants of the thiolate X,
and X,, by the relationship [28]:
ky =k (10" F0-0Ee) (12)
However, eqn (12) cannot be applied to P. aeruginosa BADH

owing to different steric effects of the protein environment on the
thiolate reactivity at low and high pH values. It is thercfore

log k= log G+/ipk
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Figure 3 pH dependence of the second-order rate constant of inactivation
of BADH by MMTS at saturating concentrations of NADP*

BADH (05 M) was incubated with 5 #M MMTS in the presence of 6 mM NADP* (added
1o the apoenzyme 2 min before treatment with MMTS) () at the indicaled pH values. Results
are means tom Iwo independent expeniments. S.E.M. values (less ihan 15% of means) are
omutied, gven the semiloganithmic nature of the plot. The line is the besl 1 ol the data to eqn
(7) Data from Figure 2, oblained in the absence of NADP* but under otherwise identical
experimenlal condilions, are included tor comparison ([]). Inse!: pH prohle of the 1atio of the
second-order rale constant abserved in the presence of NADP'. &,.. to the Second-order rate
constanl observed in s absence, & The line in the inset is the best it of the points to the
equahion for a single ionizable group.

impossible to calculate the pK for the free thiolate, pKX,,, even if
we assume that the pKin the ion pair, pX,,, is that estimated by
us.

Effect of dinucleotides on the reactivity of the essential cysteine
residue

To determine the pK of the essential thiol group in the binary
complex enzyme—dinucleotide, we investigated the pH depen-
dence (in the pH range 5.5-9.0) of the pseudo-first-order rate
constant of inactivation at saturating concentrations (6 mM)
of NADP-, which is about 100-fold the corresponding K, for
NADP* over the whole pH range studied. Incubations werc
performed in Mes/Hepes/Ches buffer plus 600 mM trehalose. as
described in the Materials and methods section. We found that
incubation of the enzyme with MMTS in the presence of NADP*
resulted in a biphasic loss of catalytic activity: a first phase with
a high thiolate reactivity was followed by a second phase with a
much lower reactivity (results not shown). The apparent pseudo-
first-order rate constant for inactivation and the amplitude of the
two phases were therefore estimated from a fit of the data to a
double-cxponential equation [eqn (2)]. Second-order rate con-
stants for inactivation were then determined by dividing those
estimates by the MMTS concentration. Figure 3 shows the pH
profile for the reactivity of the essential cysteine residue in the
enzyme-NADP* complex, as mecasured by the second-order rate
constant of the first inactivation phase. This profile shows clearly
that the thiolate in the holoenzyme is still chemically activated by
forming an ion pair with a positively charged residue, which on
deprotonation increases the pA of the thiol and consequently its
reactivity. In addition, in the presence of saturating concen-
trations of NADP* the reactivity of the thiolate increases signifi-
cantly at pH values of 8.0 and lower, in comparison with that
obtained in the absence of the dinucleotide. The binding of
NADP" largely eliminates the effect of the residue named YH in
Scheme 2 on the reacfiyjty of the essential thiolate, so the
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Figure 4 Effect ol NADH on the inactivation of BADH by MMTS

BADH (0.5 s#M) was inaclivated with 5 #M MMTS in the absence (i) or presence of 6 mM
NADH, which had been added to the enzyme 1 ((3). 15 (@). 30 (O). 60 (@) and 120 (O)
min before treatmenl wilh MMTS The bufler used was 30 mM Mes/Hepes/Ches. pH 8.0,
contaiming 1 mM EDTA, 25 mM KCI and 6500 mM trehalose. Results are means + S.E.M. for
\wo independent experiments The data obtained in the absence of dinucleotide were htted to
£an (1) and those obtained in the presence of dinucleolide were hitled to eqn (2). Insel: a plot
of the amplilude of the frst tnactivalion phase against ime

inactivation data obtained for the holoenzyme can be fitted to
eqn (7) by following the same procedure as above, i.e. by
manually fitting the reactivity and the pX for the thiolate in the
ion pair, k,, and pK,, and estimating by non-linear regression the
values of the reactivity and the pX of the free thiolate, which are
given in Table 2 as k, and pK,. respectively. The results of this fit
are given in Table 2. The estimated macroscopic pA for the free
thiolate is 1.2 pH units lower than that estimated in the absence
of NADI". Because this value should be higher than any of the
microscopic pA values of the two groups involved in ion pairing,
it sets a higher limit for the free thiolate p&A. The second-order
rate constant for moditication of the thiolate in the ion pair is
10-fold higher in the holoenzyme than in the apoenzyme, whereas
that for the free thiolate is 2.7-fold smaller. The later decreasc in
thiolate intrinsic reactivity is consistent with that expected if the
pK of the group is 1.2 pH units lower. in line with eqn (I1).
Quualitatively, the same activation effects were observed with
NAD* and NAD(P)H (rcsults not shown); they are therefore
not attributable to chemical activation by the positive charge of
NADP'. These findings provide evidence for a conformational
activation of the essential Cys** after dinucleotide binding.
suggesting that at pH values below 8.0 this binding triggers a
rearrangement of the active site, leading to a more "open’
conformation. The changes in thiolate reactivity were fully
reversed when the nucleotides were removed from the enzyme
preparation by desalting (results not shown).

It is interesting that as the pH was increased from 5.5 10 9.0 the
ratio between the second-order rate constant for inactivation in
the presence of NADP', k.. to that in its absence, k. pro-
gressively diminished until it reached approx. 0.7 at pH 9.0. The
pH profile of this ratio, shown in the inset of Figure 3. suggests
that the protonation of a group of pK 7.1640.07 is involved in
the rapid change in Cys**® reactivity promoted by dinuclcotide
binding. It scems that the rapid dinucleotide-induced rearrange-
ment of the active site, which result in a more ‘open’ con-
formation, requires that a certain group of the enzyme be
protonated.
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Table 3 Etfect of dinuclectides on the reactivity of the essential thiolate
and kinetics of the slow dinucleotide-induced conformational change

BADH (0.5 #M) was pr with 6 mM lor difterent durations and then
treated wilh 5 #M MMTS under the conditions given in the legend to Figure 4. The thiolale
reactivity of the two holoenzyme farms E° and E** 15 expressed as the second-order rate consiant
for the lrst and second phase ol inactivation respeclively. Results shown are parameters
estimated Irom a ht of the dala (means + S.EM for two independent expeniments) to egn (2)
The kinetics of the stow dinucleotide-induced conlormalional change is given as the first-order
rate constant of the two phases, 4., and K. for the change in the relative concentration of
E’ (see ine text for details). Eqn (2) was used lo lit these data.

Thiolate reactivity Conformational change

Nucleotide  hoprr (M1 -5 dep (MTU 87 ki (871 ke (87D
NAD* (43409 x 10 147 +30 84+12 19402
NADP* (5015 x 10! 123+43 158 4= 44 13400
NADH (5.040.1)x 10° 127433 85+ 32 09402
NADPH (73+1.1x10° 260420 183 +20 13402
slow
E + NAD(P)H ——== E-NAD(P)H === E-NAD(PH .- E"-NAD(P)H
high low
reactivity reactivity

Scheme 3 Proposed mechanism for the changes in the essential thiolate
reactivity elicited by binding of the dinucleotides to BAOH trom P. aeruginosa

E" and E" are dilferent holoenzyme conformalions wilh a high- and low-reactive essenlial
thiolate respectively.

Several reasons could account for the existence of the two
distinguishable inactivation rates in the whole pH range studied
when the dinucleotide-saturated BADH is treated with MMTS.
The enzyme preparation is homogeneous, so the presence of
isoenzymes cannot be the cause of this anomalous behaviour.
Because P. acruginosu BADH is dimeric, negative co-operativily
between the two active sites in the reaction with MMTS could
account for a biphasic inactivation process, i.c. modification of
the first active sitc by MMTS could lead to a decreased reactivity
of the second active site in the same BADH molecule. However,
this possibility seems unlikely because such co-operativity was
not observed in the absence of the dinucleotide. It is also possible
that binding of NAD(P)* or NAD(P)H triggers an additional,
and relatively slow, conformational change that eventually makes
the thiolate less accessible to the solvent. To test the latter pos-
sibility, reaction of the enzyme with MMTS was initiated after
different preincubation periods with NAD(P)* or NAD(P)H.
Figure 4 depicts the time course of inactivation by MMTS at
pH 8.0, with and without preincubation of the enzyme with
NADH. Similar results were obtained with the other three
dinucleotides (results not shown). We found that for each dinu-
cleotide the whole set of residual activity data could be fitted
to eqn (2), yiclding the values of second-order rate con-
stants for inactivation given in Table 3. As the preincubation
time increased, the amplitude of the first rapid inactivation phase
decreased, but the ratc constants for the two phases remained
unchanged. The minimal mechanism that accounts for these
results is that in Scheme 3, in which the holoenzyme, after
binding the dinucleotide, undergoes at least two conformational
changes, the first leading to a form, E’, with a very reactive
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thiolate followed by another conformational change resulting
in a form, E”, with a thiolate at least 40-fold less reactive
than the former. The relative concentrations of both forms are
given by the amplitudes of the two phases. The inset to Figure 4
shows the time course of the conformational change elicited by
NADH, as determined by the changes in the amplitude of
the first inactivation phase. The best fit of these data was obtained
by using a double-exponential equation, considering that at
zero time of preincubation 1007, of the holoenzyme is already
in the conformation E’. This indicates that the conformational
change leading to the initial increase in thiolate reactivity is
so fast that it cannol be resolved by standard procedures and
that the conformational change leading to a very unreactive
thiolate takes place in at least two steps, with the first-order
rate constants given in Table 3. The Kinetics of the conform-
ational changes triggered by the four dinucleotides tested are
qualitatively identical and quantitatively very similar, although
the conformational changes induced by NADP(H) seem to be
faster than those induced by NAD(H).

Tuken together, our results indicate that the binding of
dinucleotides has two effects on the reactivity of thiolate towards
MMTS: (1) a transitory increase in its reactivity at pH values
below 8.5, resulting from a very rapid conformational change,
and (2) a subsequent large decrease in reactivity as a result of a
slow conformational change. Marchal and Branlant [43] have
reported dinucleotide-induced changes in the reactivity of the
essential thiolate of the non-phosphorylating glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase from Streprococeus mutans, However,
their findings differ significantly from ours in that they observed
a rapid initial decrease in the reactivity of the thiokite on binding
of the dinucleotide, followed by a slow increase in its reactivity.

Both dinucleotide-induced conformational chunges are re-
versed on removal of the dinucleotide. The slow conformational
change is presumably rapidly reversed after binding of the
aldehyde 1o the holoenzyme, because the enzyme activity at
saturating substrate concentration was not affected by pre-
incubation of the ecnzyme with the dinucleotide (results not
shown). However. we were unable to measure the reactivity of
the essential thiol in the presence ol both substrates, given the
high level of protection against MMTS inactivation afforded
by the aldehyde.

We can speculate about the possible implications that our
findings on the modulation of the reactivity of the essential
thiolate at pH values around neutrality have for BADH activity.
The active-site conformation of the apoenzyme results in a low
reactivity of the essential thiol, even though most of it is as
thiolate. This *close’ conformation most probably protects the
apoenzyme from inactivation by oxidation. Accordingly, we
have found that P. aeruginosa BADH can remain active for a
long period after removal of the reductant used to protect it
against oxidation by ambient O,. The binding of the dinucleotide
rapidly increases Cys*® reactivity, most probably because of an
increase in the accessibility of its thiol group to the solvent. This
in turn results in an enhanced rate of thiohemiacetal formation
with the aldehyde substrate. Thus the rapid dinucleotide-induced
conformational change probably produces a holoenzyme with a
higher aflinity than the apoenzyme for betaine aldehyde. The
kinctic mechanism of P. ueruginosa BADH is consistent with this
proposil, because the dinucleotide is the preferred first substrate
[11}. In contrast, the high reactivity of the essential thiol group in
the holoenzyme might be deleterious because it increases the risk
ol oxidation of this group. Therefore the slow dinucleotide-
induced change. resulting in an enzyme conformation with an
almost unreactive essential thiol, would give substantial pro-
tection against holoenzyme inactivation. This protective effect
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might be relevant if the aldehyde concentrations are below those
required for enzyme saturation. Thus it seems that, to gain
protection against thiolate oxidation without compromising
catalytic efficiency, BADH from P. aeruginosa has evolved a
complex mechanism, involving several conformational rearrange-
ments of the active site, to suit the reactivity of the essential thiol
to the availability of dinucleotide and substrate.
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El segundo artxculo se. tltula "ngand-mduced conformatxonal changes of betaine aldehyde

om Ps eudomonas aerugmosa and Amaranthus hypachondnacus leaves

affectmg the reactlvny of the catalytlc thlol" y-fue’ ubhcado en. la rev1sta Chemico-

on]oglcal I‘“ eractloné En este articulo se present } araqlon de Ios cambios

conformacmnales mducxdos por los hgandos, no ol *“inu‘CIec')tidOS sino tambie’n

por- la betamé ldehxdo, de las enzimas BADH'

erugin aiy de 4. hypochondnacus

que afectan la reactividad de la cisteina esenc1a1 El estudlo se | hlZO -a valores de pH :

cercanos a los ﬁswloglcos 7.0 para la en21

probablemente se dé despues de que se haya umdo el nucleotldo

El comportamiento blfasxco del proceso “de ‘inactivacién de la enzima en presencia de los
dinucleédtidos y de la betama aldehldo no se-debe a la existencia de isoenzimas, ya que la
preparacion. de la en21ma es homogénea de acuerdo con los siguientes criterios: 1) los
perﬁles de elucxon de las cromatograf' as de afinidad (2',5'-ADP-sefarosa) y de exclusion
molecular revelan un solo plCO de proteina simétrico con una actividad especifica de BADH
constante 2) la electrofores:s en geles de acrilamida bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) de la preparacion de la enzima BADH pura muestran sélo una banda de

proteina; 3) los geles de isoelectroenfoque de la preparacion de la enzima BADH pura
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mostraron una sola banda de proteina con un pI de:S. 1 (Velasco-Garcxa et al., 1999) y 4)

s6lo se obtuvo una secuencia para la reglon amino termmal de la enzima (Velasco Garcna el

al., 1999). Otra posible exphcacmn aesta cmetlca blfaswa de mactxvacxon e ] que l '
BADH presentara cooperatividad negativa entre sus sitios activos en la r c on"con :

MMTS. En otras palabras, la mactxvacxon del primer o pnmeros smo(s) actlvo(s)’ por

MMTS pudiera produmr una disminucién en la reactividad de los otros smo actlvos no

modificados de la misma molecula de BADH. Sin embargo, este mecanlsm : ar

probable porque la amplltud de las dos -fases cambia a medxda'que se prolonga la

mcubacxon con~e llgand“' ) que suglere maés bien o un. camblo acional lento

1nducxdo por su umon (c ‘stija,en' la Figura 16A), 0 un espl azam nto de un

equllbl‘lO ex1stente entre dos formas la en21ma, que difieren en la reactxvxdad del tlolato

(como se muestra en la Flgura 16B) Los resultados a pH 7.0, en los que se observo la.
cinética bifasica de mactlvacmn en ausenc1a de ligando, parecen apoyar el segundo de estos
dos mecanismos (Figura 16B). Las dos formas de la enzima, E' con un tiolato muy reactivo
o mas accesible y E", con uni t'iolato menos reactivo o menos accesible, podrian estar
presentes in vivo, y cuandd se- lléva a cabo la preincubacion con‘cuaIQuier ligando se

produciria un desplazamlento lemo del equ111br10 hacia la: forma E" ‘Ambas formas serian

nma preferentemente La

; dos parece depender del

aicab covn lé forma de alta

ta es la mayoritaria a los

valores de pH estudlados, pero si solo uno de lossustratos se‘ une:y la reaccidn no se lleva a
cabo, el equlllbrlo se desplazaria hacxa la: forma no reactlva "protegida". Por ello los
cambios conformacionales propuestos para la BADH podrfan ser importantes no sélo para
el funcionamiento de la enzima sino también para su-proteccidn contra la oxidacion.

En experimentos de modificacion quimica de la BADH de amaranto por iodoacetamida
(Muiioz-Clares ef al., 2003) y disulfiram. (Velasco-Garcia er al., 2003) y de la enzima de

rifion de cerdo por disulfiram (Velasco-Garcia er al., 2003) también se observaron cinéticas
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de mactlvacmn bxfasncas en ausenc1a de llgandos tal y como se observa en la BADH de-P.

aeruginosa, lo cual suglere que este es un fenémeno que pudlera ser general en las BADHs

A

rapido

alta baja
reactividad reactividad
del tiolato del tiolato
B
Ligandos
E' — Eu

alta baja

reactividad reactividad

del tiolato del tiolato

Figura 16. Mecanismos propuestos para explicar la cinética bifasica y los cambios en
reactividad de la cisteina catalitica de la enzima BADH de P. aeruginosa inducidos por
la unién 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 podria ser xmportante para conferir a la enzima proteccion contra

una posible mactlvacmn por oxidacién del tlolato catalmco en un ambiente con oxigeno y/o

espemes reactlvas de oxigeno, como se dxscutlo amerlormente
. . ok fal A
BONIRSER|
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VIIL.2.2. Articulo I1.
“Ligand-induced conformational changes of betaine aldehyde dehydrogenase from

Pseudomonas aeruginosa and Amaranthus hypochondriacus leaves affecting the

reactivity of the catalytic thiol”
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Ligand-induced conformational changes of betaine aldehyde
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa and Amaranthus
hypochondriacus L. leaves affecting the reactivity of the
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Abstract

The reaction catalyzed by betaine aldehyde dchydrogenase (BADH) involves the nucleophilic attack of a catalytic
cysteinyl residuc on the aldehyde substrate. As a possible mechanism of regulation, we have studied the modulation by
ligands of the reactivity and/or accessibility of the essential thiol of the enzyme from the human pathogen Pseudomonas
aeruginosa and the leaves of the plant Amaranthus hypochondriacus (amaranth). In the absence of ligands, the kinetics
of inactivation by thiol modifying reagents of both enzymes were biphasic, suggesting the cxistence of two enzyme
conformers differing in the reactivity of their catalytic thiolate. Preincubation of P. aeruginosa BADH with the
coenzymes or the aldehyde prior to the chemical modification brought about active site rearrangements that resulted in
an important decrease in the inactivation rate. Amaranth BADH responded similarly to the preincubation with NADH
or betaine aldehyde but NAD™ elicited oppositc changes, increasing the rate of inactivation after prolonged
preincubation. In amaranth BADH, the different behavior of both coenzymes, and the observed biphasic inactivation
kinetics are consistent with the previously proposed iso kinetic mechanism, characterized by the existence of two
interconvertible apocnzyme forms, one able to bind NAD™ and the other NADH. Taken together, our results suggest
that ligand-induced conformational changes in BADH from the two sources studied might be important for both
proper enzyme function and protection against oxidation.

&, 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Kevwords: Betaine aldehyde dehydrogenase; Psewdomonas aeruginosa, Amaranthus hypochondriacus L.; Conformational changes;
Catalytic thiol reactivity: Chemical modification

1. Introduction

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH, E.C.
* Corresponding author. Tel.: +52-55-56225276; fax: -+ 52-

$5.56225329 1,2.1.8) catalyzes the irreversible oxidation of
E-mail address: clares@servidor.unam.mx' (R.A. Muiloz- betame.aldehyde to.glyCine betaine with the
Clares). concomitant reduction of NADP)* to
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NADP(H). In bacteria, algae, fungi, higher plants,
and animals this reaction is the final step in the
biosynthesis of the very efficient osmoprotectant
glycine betaine [1-6]. In most organisms, glycine
betaine is a non-metabolizable osmolite, which
accumulates to high concentrations to prevent
water loss and protect cellular components against
dehydration or high ionic concentrations [7]. In
contrast, glycine betaine is a metabolic intermedi-
ate in the catabolism of choline or choline
precursors in microorganisms such as Pseudomo-
nas aeruginosa [8) when they are grown in these
compounds as their sole carbon, nitrogen and
energy source. The BADH catalyzed reaction in
these bacteria fulfills an amphibolic function
providing both NADH and NADPH [9]. Since
osmotic stress [10] and choline or choline precur-
sors [11,12] are both present in the tissues infected
by the bacteria, it is conceivable that BADH is a
key enzyme in the establishment and growth of the
pathogen.

Although the physicochemical and kinetic prop-
erties of P. aeruginosa [9,13]) and amaranth leaves
[5,14] BADHs have been studied, little attention
has been devoted to the study of their possible
regulatory mechanisms, other than those involving
gene expression control by choline in P, aerugi-
nosa [8] and osmotic stress in amaranth [5,15]. So
far no mechanism for a short-term regulation of
these two BADHSs, or of any other, has been
described. There are no known cffectors of their
activity and both enzymes follow Michaelis Men-
ten kinctics for the aldehyde and the coenzyme
[5.9,13,14]. To investigate if BADH uactivity is
modulated in a medium- or short-term, we have
tested a possible mechanism of regulation invol-
ving ligand-induced conformational changes.

The reaction catalyzed by most aldchyde dehy-
drogenases known to date involves the nucleophi-
lic attack of a catalytic cysteinyl residue on the
aldchyde substrate [16]. This cysteine is & con-
served residue in all aldehyde dehydrogenases so
far scquenced [16). Alignment of the Pseudomonas
[17] and amaranth [15] BADH scquences with the
other aldehyde dehydrogenase sequences [18] in-
dicates that Cys286 and Cys294 are the conserved
cysteinyl residue in the bacterial and plant enzyme,
respectively, and likely to be the nucleophile
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involved in thiohemiacetal formation. Site-direc-
ted mutagenesis confirmed this supposition in the
case of the Pseudomonas enzyme Cys286 (Velasco-
Garcia and Muiioz-Clares, unpublished work).
The chemical modification of the catalytic cystei-
nyl residue is conveniently measured by the loss in
enzymic activity, which allowed us to investigate
the modulation of its reactivity by the binding of
ligands to the enzyme.

The reactivity of a protein thiol group is
determined mainly by three factors: (i) the fraction
of the thiol that is present as the thiolate form,
which depends on its pK; (ii) the intrinsic reactivity
of the thiolate, which is dependent on the basicity
of this group; and (iii) the accessibility of the
thiolate group to the solvent. It is then clear that
protein thiol groups are excellent reporters of their
protein environment and because of that we have
used the reactivity of the BADH essential thiol
group, measured as the rate constant of the
enzyme inactivation by chemical modification, to
asses ligand-induced conformational changes that
might be important in these enzymes activity.

By means of chemical modification with the
specific thiol reagent methyl methanethiosulpho-
nate (MMTS), it has been recently found that the
reactivity and/or accessibility of the thiol group of
the essential cysteine residuc of P. aeruginosa
BADH changed upon binding of the coenzymes
[19]. Here we report that in both cnzymes, at
physiological or ncar physiological pH values, all
binary enzyme-ligand complexes undergo similar
changes, which might be important for both
proper cnzyme function and protection against
oxidation.

2. Materials and methods
2.1. Enzyme purification and assay

BADH was purified to homogeneity from P.
aeruginosa PAO] strain and from amaranth leaves
by the rapid purification procedures reported
carlier [5,13}. In the case of the plant enzyme a
final step of purification through a Mono Q HR5
column (Pharmacia) connected to a HPLC system
(Waters) was included. The measurement of the
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dehydrogenase activity was performed spectro-

photometrically as reported elsewhere [5,13]. i
2.2. Chemical modification

Chemical modification of BADH by thiol-mod-
ifying reagents was carried out in the absence or
presence of ligands at 30 °C, under pseudofirst-
order conditions in the absence of low molecular
weight thiol compounds and under anaerobic
conditions. P. aeruginosa BADH, 0.5 uM mono-
mer, was modified with 5 utM MMTS, while 4 mM
jodoacetamide (IAM) was used with the amaranth
enzyme, 2.6 uM monomer. The inactivation med-
ium consisted of MES—HEPES-CHES buffer, 30
mM ecach, containing 1 mM EDTA, 25 mM KCl,
and 600 mM trehalose (Pseudomonas enzyme) or
10% (v/v) glycerol (amaranth enzyme). The effect
of ligands on BADH inactivation was investigated
by preincubating the cnzymes with the coenzymes
or betaine aldehyde for 1 or 30 min before addition
of the modifying recagent. At appropriate intervals,
aliquots of the reaction mixture were removed for
the measurement of enzyme activity by the stan-
dard assay. First-order analysis of the time courses
of inactivation were performed by nonlinear
fitting, using single or double exponential decay
cquations for monophasic or biphasic inactivation,
respectively.

3. Results and discussion
3.1. Reactivity of the catalytic thiol

The reactivity of the catalytic thiol was mea-
sured at physiological or near physiological pH
values, 7.0 and 8.0 for the Pseudomonas and
amaranth enzymes, respectively, using as specific
thiol modifying reagents MMTS for the bacterial
and 1AM for the plant enzyme. At pH 8.0, the pH
value prevalent in chloroplast under illumination
[20]. chemical modification of the catalytic thiolate
by MMTS was too rapid for the kinetics of
inactivation to bc observed by standard proce-
dures. Therefore we used 1AM, 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
constant 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 thosc of the bacterial enzyme
were not detected in the abscnce of ligands in a
previous study [19] for reasons not yet fully
understood. Several mechanisms may be respon-
sible for the existence of two inactivation rates.
Because both BADHSs 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 50%, or higher if the chemical modifica-
tion were faster than the conformational change
underlying the negative cooperative between the
two sites, Rather, this finding suggests that, under
the experimental conditions of inactivation, P.
aeruginosa 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
some unknown and unwanted modification during
the extraction or purification procedures.

3.2. Coenzyme-induced conformational changes
affecting reactivity andlor solvent accessibility of
the essential thiolate

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 rcagents after preincu-
bation of the enzymes with the ligands for 1 and 30
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Scheme 1. Reaction of MMTS and 1AM with protein thiols.

min. We have used small thiol reagents in order to
avoid as much as possible steric effects, and high
concentrations of ligands relative to their Km
values to assure saturating or almost saturating
conditions.
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FFig. 1. Effect of coenzymes on the reactivity of the catalytic
thiolate of P. acruginosa BADH. The enzyme., 0.5 M
monomers, was inactivated with 5 yM MMTS in the absence
(M) or presence of 6 mM NAD™ (A) or 6 mM NADH (B).
which have been added to the enzyme | (@) and 30 (A ) min
prior 10 the MMTS treatment. The buffer used was 30 mM
MES-HEPES-CHES, pH 8.0. containing | mM EDTA, 25
mM KCI and 600 mM trehalose. The lines are the best fit of the
inactivation data to the cquation for a single or double
exponential decay by nonlinear regression.
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Preincubation of P. aeruginosa BADH for 1 min
with either 6 mM NAD™* or 6 mM NADH, prior
to the chemical modification by MMTS, resulted
in an important reduction in the amplitude of the
first rapid phase of inactivation, which completely
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Fig. 2. Effect of coenzymes on the reactivity of the catalytic
thiolute of amaranth BADH. The enzyme, 2.6 p{M monomers,
was inactivated with 4 mM IAM in the absence (@) or presence
of 4 mM NAD ™ (A) or 4 mM NADI (B), which have been
added to the enzyme 1 (@) und 30 (A ) min prior to the IAM
treatment. The buffer used was 30 mM MES-HEPES-CHES,
pH 8.0, containing 1| mM EDTA, 25 mM KCi and 10% (viv)
glycerol. The lines are the best fit of the inactivation data to the
equation for a double exponential decay by nonlinear regres-
sion,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




R.A. Muiioz-Clares ¢t al, | Chemico-Biological Interactions 143-144 (2003) 129-137

Table 1

133

Effect of ligands on the reactivity* of the catalytic thiolate of P. acruginosa BADH

Ligand® kobat® (min™") kobea® (min~ ") Amplitude,® (%) Amplitude,® (%)
None 3.5+1.2 0.44 £0.00 329+5.7 67.1 455
NAD™* (1 min) 2.4¢ 0.0540.0 474+1.6 954410
NAD™ (30 min) - 0.0540.0 - 98.4 +0.9
NADH (1 min) 2,494 0.08+0.0 6.1:42.6 94.141.6
NADH (30 min) - 0.06+0.0 - 99.841.1

BA (1 min) 2.4¢ 0.26+0.2 17.544.8 82.544.0

BA (30 min) - 021400 - 101.5+1.3

" Reactivity towards 5 pM MMTS under the conditions described in Section 2.

¥ 1igands concentration was 6 mM for the coenzymes and 10 mM for betaine aldehyde, Within parenthesis are given the periods of
preincubation of the enzyme with the ligand prior to the chemical modification.

¢ Values +S.E. were estimated by a fit of the data shown in Fig. | and Fig. JA to the equation for a single or double exponential

decay.

¥ These values were fixed during the fitting procedure. BA, betaine aldehyde.

disappeared after a 30 min preincubation period
when only the second phase was observed (Fig. 1).
The ratc constant of the first phase was not
significantly affected by this treatment, while that
of the sccond phase was decreased 5-10 times in
the presence of the coenzymes (Table 1). Both
cffects of the preincubation with the nucleotides,
i.c. monophasic inactivation kinetics and a very
slow rate constant, result in an effective protection
of the bacterial enzyme against inactivation by
MMTS-modification of its catalytic thiolate. This
result contrasts with the NAD* and NADH-
clicited increase in enzyme inactivation by a
bulkicr reagent, disulfiram, observed in studies in
which the ligand and the modifying reagent were
added simultancously to the enzyme [21]. It is
likely, then, that binding of the coenzyme brings
about a rapid conformational change leading to a
higher exposure of the catalytic thiolate to the
solvent, cven though its reactivity is very much
diminished.

In the case of the amaranth BADH, preincuba-
tion with the oxidized or reduced coenzymes had
opposite effects on the kinctics of inactivation.
Preincubation with 4 mM NAD™ progressively
increased the extent of the first phase of inactiva-
tion, which exhibited a rate constant 10 times
smaller that in the absence of the dinucleotide. The
rate constant of the second phase was reduced to
zero; in fact, negative values were obtained during
the fitting procedure, so we fixed this value to zero
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(Fig. 2A and Table 2), Thus, NAD™* afforded the
amaranth ecnzyme a higher degree of protection
against inactivation at short times after its binding
than at longer times. In contrast, NADH pro-
tected the enzyme against inactivation mainly after
prolonged preincubation (Fig. 2B and Table 2).
The more important changes elicited by 4 mM
NADH in amaranth BADH inactivation by IAM
were an increase in the amplitude of the first rapid
phase after 1 min of preincubation, followed by an
important decrease when the reaction of chemical
modification of the enzyme was initiated after a
longer preincubation period with the coenzyme (30
min). The rate constant of the first phase was
decreased by preincubation with NADH, although
to a lesser cxtent than by preincubation with
NAD *, while that of the second phase was small
but clearly distinct from zero.

3.3. Betaine aldehyde-induced conformational
changes affecting reactivity andlor solvent
accessibility of the essential thiolate

The kinetics of P. aeruginosa BADH inactiva-
tion in the presence of betaine aldehyde were also
biphusic after short times of preincubation, as in
the case of the coenzymes, but they become
monophasic after a 30 min preincubation period,
with a pseudofirst-order rate constant character-
istic of the second slow phase (Fig. 3A and Table
1). This rate constant was about 2 times lower than
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Table 2
Effect of ligands on the reactivity® of the catalytic thiolate of 4. hypochondriucus BADH

Ligand® Kobst( X 10 (min™") kopsa( X 1073 (min~ 1) Amplitude,© (%) Amplitudes® (%)
None 294413 1241 22,044.3 78.04+3.8
NAD* (I min) 2843 o¢ 323413 66.8+1.2
NAD™* (30 min} 2744 ot 435426 56.542.6
NADH (I min) 130432 241 49.146.2 49.9+58
NADH (30 min) 95472 240 6.1+£24 94.0:42.3

BA (1 min) 44431 242 30.2416.2 70.3+17.0

BA (30 min) 37436 3l 1444121 84.84124

* Reactivity towards 4 mM TAM under the conditions described in Section 2.
b Ligands concentration was 4 mM in all cases. Within parenthesis are given the periods of preincubation of the enzyme with the

ligand prior to the chemical modification.

¢ Values +S.E. were estimated by a fit of the data shown in Figs. 2 and 3B to the equation for a single or double exponential decay.
¢ These values were fixed during the fitting procedure. BA, betaine aldchyde.

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
frec enzyme is mostly nonproductive and does not
involve interaction with the catalytic thiolate. A
similar conclusion has been reached clsewhere to

100
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Fig. 3. Effect of betaine aldechyde on the reactivity of the
catalytic thiolate of BADIL. P. aeruginosa BADH (A) or
amaranth BADH (B) were inactivated under the conditions
described in FFig. 1 or 2, respectively, in the absence (B) or
presence of betaine aldehyde, which has been added to the
enzyme | (@) and 30 ( a) min prior to the chemical modifica-
tion. The lines are the best fit of the inactivation data to the
equation for a single or double exponential decay by nonlinear
regression,
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explain the incrcased cnzyme 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 absence and their values did
not change with the length of the preincubation
period (Table 2). Although the transitory increasc
in the fast rapid phase of inactivation of amaranth
BADH clicited by betaine aldehyde and NADH is
not yet understood, cventually both ligands
brought about an cnzyme conformation more
resistant to inactivation by chemical modification.
Aguain, betaine aldehyde did not afford the total
protection expected from its interaction with the
catalytic thiolate to form the thiohemiacetal dur-
ing the first step of the catalytic cycle. Thus, as
discussed above for the bacterial enzyme, it seems
that betaine aldehyde in the absence of coenzyme
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binds to the enzyme in a nonproductive manner
that does not prevent chemical modification of the
thiolate. This conclusion agrees with the ordered
kinetic mechanism of amaranth BADH in which
betaine aldehyde is the second substrate [5],
indicating that it does not productively bind to
the free enzyme. However, high concentrations of
the aldehyde produce partial substrate inhibition,
which has been shown by classical kinetic studies
to be caused by the formation of a ternary enzyme-
NADH-betaine aldehyde complex, from which the
coenzyme can be released giving rise to an alter-
native, slower, reaction route [23). According to
this kinctic mechanism, betaine aldehyde at high
concentration would be able to bind to the same
enzyme form as NADH, and therefore produce
similar effects on the enzyme.

3.4. General discussion

It is interesting that in both BADHs 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, the rate con-
stants, although different to those observed in the
free enzyme, remained the same regardless of the
length of the preincubation period. These findings
suggest that the two putative enzyme conformers,
which we postulate give rise to the biphasic
inactivation kinetics because of their differing
reactivity towirds thiol modifying reagent, are at
equilibrium and that the ligands slowly shift this
cquilibrium towards the conform to which they
preferentially bind. In the case of the P. aeruginosa
BADH, both the coenzymes and the aldchyde
appear to bind to the same form, the one with the
less reactive thiolate, while in the case of the
amaranth cnzyme NAD™ scems to bind to a
different form than NADH and betaine aldehyde.
The different behavior of both coenzymes might
be related to the proposed iso nature of the kinetic
mechanism of amaranth BADH [14] depicted in
Scheme 2. According to this mechanism, the free
enzyme cxists in two inter-convertible forms, one
thut binds and releases NADH, and another that
binds NAD™. It may be speculated that both
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forms differ in the reactivity of their thiolatc 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 frec
enzyme would be in the form stabilized by NAD*
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 obscrved in steady-state kinetics. Under
non-catalytic conditions, as those of the experi-
ments described here, this isomerization step might
be much slower. Indeed, if it is the onc we are
observing in thc present expcriments, 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. Possible physiological implications of the
ligand-induced conformational changes

The reaction catalyzed by Psendomonas 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 evolved a mechanism, involving either
ligand-induced conformational changes or a li-
gand-induced shift of a preexisting equilibrium
between two enzyme conformers, which confers
protection 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 abundant 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. Iso ordered bi bimechanism of amaranth BADH. BA, betaine aldehyde. GB, glycine betaine.

unreactive, ‘protected’ form. Our findings indicate,
however, that this proposed mechanism of protec-
tion against oxidation does not apply for the
enzyme-NAD™*  complex of the amaranth
BADH. This complex is, likely, the most abundant
enzyme form in vivo, given the intrachloroplastic
levels of NAD ™, which are 10 times higher than
those of NADH [24], and the relative affinity of
the enzyme for their ligands {14.25]. In the short
term, the lower reactivity or accessibility of the
thiolate in this complex would be important for
protection against inactivation by oxidation, but if
the holoenzyme remains inactive for a longer
period, due for instance to a drop in the levels of
the substrate betaine aldechyde once the stressful
conditions are over, an increased oxidation would
be expected. The modification of the enzyme by
oxidation might be an important signal 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-
portant not only for proper enzyme function but
also for protection against oxidation.
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VIIL. 3. PAPEL DE LAS CISTEiNAS NO ESENCIALES DE LA BADH DE P.

aeruginosa

La mutagénesis sitio-dirigida ha sido de gran utilidad en esta parte de la investigacion, ya
que nos ha permitido complementar e interpretar los resultados que habiamos obtenido

previamente en experlmentos de modlﬁcacwn quimica durante la reahzacxon de mi te51s de

maestria y conocer el papel de las cxstemas no esencnales

Jue' 'osee la BADH Y que no‘son'esencxales para la

actividad, la Cys439 (nume

algunas BADHs c:jué 56n te as‘ de a.mmales

plantas en esta pOSlClOI‘l se encu

Leu. En las ALDHs la Cys439 'sélo se encuentra conservada en’ un 11 6%, yé que, al igual
que ocurre en las BADHs, en esta posmxon se encuentra mayorxtarlamente una valina
(77.2%). '

En lo que se refiere a las Cys377 y Cys353, esta ultima se encuentra conservada en un
58.5% en las BADHs y 44.8% en las ALDHs, mientras que, la C377 sélo se conserva en un
36.5 y12.4% en las BADHs y ALDHs, respectivamente, La C353 parece ser la mads
conservada de las tres cisteinas no esenciales tanto en las BADHs como en las ALDHs. -

Con el propésito de investigar si ;lasbisteinas no esenciales juegan algin papel en la

actividad y/o estabilidad de nuestra ‘nmma se obtuvieron las mutantes sencillas C353A,

cmca de mutagénesis sitio-dirigida. Cada una de

en forrna activa, lo que indica que ninguna de estas

cisteinas es crmca para: qu a elf‘plegamlento correcto de la proteina. Todas se
purificaron sig‘ﬁi“eﬁ"d‘o el ’dlmlento que el usado para la enzima silvestre. En
~cé]ulas a una cromatografia de intercambio idnico
: (Q'-‘fast Sepharose, Pharmacia, Uppsala, Sweden) y
as frac tividad de BADH se someten a una cromatografia de
afinidad 25ADP E acia Uppsala, Sweden). Las enzimas mutantes se unen a

la columna: de aﬁmdadry se: eluyen de ésta con el mismo gradiente de pH que la enzima

silvestre, lo cual nos mdlca que 1as cisteinas no estdn participando en el proceso de unién
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del nucleotxdo Sm embargo, encomramos que la act1v1dad de las mutantes C439A y C439SA

se aumenta entre 3y 1l veces cuando estas en21mas son. eluldas de la cromatograf' ia ,de '

mtercamblo idnico (Tabla V) con ‘una concentracm

encontramos que estas dos mutantes dxsmx uyen

como preparacxon de enz:ma pura en un amomguador

que contlene 20% sacarosa (p/v), EDTA 0.1 mM

Al modlﬁcar este amomguador aum

encontramos que manteman su act1v1dad _durante su: almacenam1ento ‘ Estos resultados'nos '

mdlcan que las mutantes de la Cys439 requ1

1:de un: mayo ‘concentracmn de potasw 0

de una fuerza ionica mayor para mantener su conformac:on activa.
VIL.3.1. Papel en la catilisis

Los valores de los parametros 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 Articulo III,
lo que nos indica que ninguna de las cisteinas estd involucrada en catélisis o en la unién de

los sustratos.
VIL.3.2. Papel ¢n la regulacién de la actividad

Los resultados de la modificacion quimica por compuestos comiinmente usados para
reaccionar con residuos de cisteinas vecinales obtenidos durante mi tesis de maestria, nos
hicieron pensar en la existencia de una pareja de cisteinas vecinales en la BADH de P.
aeruginosa. Por ejemplo, el tratamiento ‘vdé"lé,j'ehz;ima con un reactivo que se ha usado
repetidamente como especifico  para ‘dyitid'les‘;‘,jf‘:l;’arsenito-Z, 3-dimercaptopropanol (As-

rsible de la enzima. Una de las cisteinas de la

BAL), producia una inactivacién parcial-reve
pareja parecia ser la esencial, puesto que los sustratos protegian totalmente frente a esta
inactivacion. De existir estas cisteinas vecinales podrian estar jugando algin papel en la

regulacién de la actividad de la enzima, como es frecuentemente el caso de estos ditioles,
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por lo que en e'ste_‘t'rablajovcrelfmo‘s interesante investigar mas.a fondo esta posibilidad por

io-dirigida.

Tabla V. Puriﬁcacién“‘(‘(levlas enzimas BADH silvestre y de las mutantes de P.

aeruginosa
Paso de Proteina total Actividad Actividad Rendi-
purificacion total total especifica miento

(mg) (8)) (U/mg) (%)
Enzima silvestre
Extracto crudo 769 23513 30.5 100
Sefarosa-Q de flujo rapido 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 rapido 210 6921 32.9 106
2’, 5’~ADP-sefarosa 29 4008 138.2 61
C377A° : : - =
Extracto crudo 600 15763 - 1262 100 — ()
sefarosa-Q de flujo répido . 288 11847 - 411 75 ] %
2, 5’~ADP-sefarosa 43 7119 1655 ¢ 45 S e
C439A | S . Do
Extracto crudo , 312 6608 212 100 ‘3
Sefarosa-Q de flujo rapido - 169 17748 105.0 268 bxa
27, 5’-~ADP-sefarosa 34 6440 189.4 97 —
C4398
Extracto crudo 374 464 1.2 100
Sefarosa-Q de flujo rapido 153 5168 33.8 1114
2. 5’~ADP-sefarosa 24 2443 101.8 526

* Resultado de una purificacién tipica partiendo de 2.4 litros de cultivo bacteriano y usando

KCl 250 mM en el amortiguador de la cromatografia de afinidad.
® Resultado de una purificacién usando KCI 25 mM en todos los amortiguadores.
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Al tratar a las en21mas mutantes de las mstemas no esenmales, C353A C377A y C439A,
con As-BAL encontramos que todas ellas’ segulan mactxvandose y presentaban la misma
'cmetxca de” mactlvacxon que la enzima sﬂvestre (Fig. 17). La act1v1dad n to_das las enzimas

dlsmmuyo hasta alcanzar una meseta despues de 15 mm de i mcu )

quedéndose con

» una actividad residual entre el 65 y el 75% de la- 1mcxal E aJuste vde los datos

e\perlmentales a‘la ecuacién de una inactivacién rever51ble de’pn den, descrita en

Materlales y Metodos, permitio estlmar los 51gu1entes 7veloc1dad

5+ 0’ 14 mm ! para

de mactlvacwn aparente: 0.61 = 0.13 mm para la enzxma sxl "estre 0.8,

la mutante. C353A 1.83 £0.50 mm para la C377A y 1 12 + 0 18 mm I‘para la C439A.

100 B silvestre
— ® C353A
R A C377A
g ¥ C439A
S 80|
e
B i 4
Q
- ® @ e ®
T 60
b1 -
R
S 20
i
Q
- ¢

Y i T v T T T T T Y
0 20 40 60 80 100
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Figura 17. Inactivacién de la enzima silvestre y las enzimas mutantes de la BADH de
P. aeruginosa por As-BAL. Las enzimas (0.14 pM) se incubaron con As-BAL 250 uM. A
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas para determinar la actividad residual de las
enzimas. Los datos experimentales de inactivacion se ajustaron por regresion no lineal a la
ecuacion de una inactivacion reversible de primer orden, descrita en Materiales y Métodos.
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Estos resultados nos mdlcaron que no existe una pareja de c1stemas vec' ales enla BADH y

que los reactlvos para dmoles como el Cu(OP)z [J el As-BAL que'mactlvan anuestra

conclusién saba en que despues del tratamiento de la enzima con NEM en: presenma de

los ligandos; para proteger a la cisteina esencial, un tratamiento posterlor con MMTS ahora

en ausencia los llgandos, producia una inactivacién parcial con una constante de

inactivaCién ! iﬁanor que la encontrada cuando la enzima se inactivaba con MMTS sin el
tratarriienfo/ ;"'ptre'vio arriba mencionado. Cinéticas similares se observaron cuando la
modi'ﬁcaéié“n con MMTS se hacia en presencia de los ligandos. Al tratar a las enzimas
mutadas con MMTS en ausencia de ligandos se encontrd en todos los casos una cinética de
mactlvacmn monofasica (Fig. 18) con constantes de inactivacién de seudo-primer orden
muy parecxdas alasdela enznma 51lvestre. Los valores para estas constantes de inactivacion
de seudo-primer fueron: 3.20 +£ 0. 05 min?! para la en21ma silvestre, 5.44 + 0.05 min™ para la
mutante C353A, 4.88 £ 0. 01 mm para la. C377A y 2.55 + 0.23 min”' para la C439S. En
presencia del NADH, las: enzxmas mutadas en las mstemas no esenmales presentaron la
misma reactividad de la mstema catalitica hacia MMTS que ]a enzxma silvestre con una
cinética de 1nact1vac1on blfasxca (Flg 19), a excepc1on de la C377A que presenté una
cinética de mactwacxon monofaswa El valor de la constante de inactivacion de la primera
fase fue de 2.24 mm para las enzimas silvestre, C353A y C439A, mientras que el de la
constante de»iinact‘i'\;aai‘én de la segunda fase fue de 0.31 min™ para la enzima silvestre, de
0.41 min"‘para, la mutante C353A y de 0.83 min’' para la mutante C439S. La mutante
C377A se iﬁaciivé con una constante de inactivacion de seudo-primer orden de 1.20 min™'.

Estos resultados nos indican que la disminucion de reactividad de la cisteina esencial que
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encontramos en el trabajo de te51s de maestrla no se de be al efecto protect rde (Lvin/avcisteina
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Figura 18. Inactivacién de las enzimas silvestre y mutantes de BADH de P. aeruginosa
por MMTS. Las enzimas (0.5 pM) fueron dializadas en un amortiguador de fosfato de
potasio 50 mM, pH 8.0, con EDTA 1 mM, sacarosa 20% y KC] 250 mM, e incubadas con
MMTS 5 uM. A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas para determinar la actividad
residual de las enzimas. Los datos experimentales de inactivacion se ajustaron por regresion
no lineal a la ecuacion de un decaimiento exponencial sencillo.
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Figura 19. Efecto de]l NADH sobre la inactivacion de la enzima silvestre y la mutante
C439S de BADH de P. aeruginosa por MMTS. _.s enzimas (0.5 uM) fueron dializadas
en un amortiguador de fosfato de potasio S0 mM, pH 8.0, con EDTA 1 mM, sacarosa 20%
y KCI 250 mM, e incubadas con MMTS 5 uM en ausencia (ll) o en presencia (3d) 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 alicuotas para determinar la actividad residual de las
enzimas. Los datos experimentales de inactivacion en ausencia del dinucleoétido se ajustaron
por regresion no lineal a la ecuacion de un decaimiento exponencial sencillo y los obtenidos
en presencia del dinucledtido a la de un doble decaimiento exponencial.
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VIL.3.3. Papel en la estabilidad

Al sobreexpresar a las enzimas mutantes de BADH 'dé P aérugihosa'a' una temperatura de

37 °C, todas ellas se obtuvieron actwas con excepcmn de la mutante C439S, que no mostro

actividad. La electroforesxs en geles de: acrllamlda bajo condxcxones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) de esta mutant "'sob 'C an ‘mostré que parte de la enzima se

enconﬁraba ‘
forma inactiv

activa, :'a'u'n

snlvestre (Ta ab que la mutacién en esta posxc1on esta afectando

el plegamxento correcto o ] 'stabllldad de la en21ma plegada ‘

El dicroismo c1rcular Y la cromatograf' a de excluswn molecular mostraron que no existen
diferencias en cuamo a la estructura secundarxa y cuaternarla de las mutantes con respecto a
la enzima sﬂvestre (Flguras 2A y C del Amculo III). Sin embargo, en los espectros de
ﬂuorescencxa mtrmseca de los trlptofanos si se observaron diferencias importantes, ya que

las mutantes C439A y C439S presentaron un aumento del 35% y 59%, respectivamente, en

la mtensndad d

e ﬂuorescenCIa a: la_longltud de onda de maxima emisidn, con respecto a la
del / 1culo IIT), indicando de nuevo un papel estructural de

este resid'udrd cistei umento en la intensidad de fluorescencia en las mutantes

C439A y C439S posxblememe se deba a un dlstanc1am1ento de los apagadores de

fluorescencia del o los trlptofanos responsables de la emxslon A este respecto es interesante

que existe un residuo’ trlptofano, el W44O mmedxato a »la ste residuo podria alterar

su posicién en las mutantes y ser el ~requnsab »l’.rlm_jénto en la intensidad de
fluorescencia. e . S o
Por otra parte, no se observaron diferenciésgzimﬁdﬁantes entre la enzima silvestre y las
mutantes en el centro espectral de n1asé§f(;346j62: 'n'm), 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 cisteinas no esenciales en la estabilidad de la enzima se

determind’ la sensibilidad de las enzimas silvestre y mutantes a las altas temperaturas,
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(Figura 3 del Articulo III), a la d11u01on (Flgura SA del Artxculo ), a Ia exposmon a bajasr :
concentraciones de K* (Figura 5B del articulo 1Dy a agentes desnaturalxzantes como lak

las® mutantesf’

urea (Figura 4 del articulo III). Los resultados’ mostraron una’ vez mas’ u
C439A y C439S son mucho menos estables que la en21ma sﬂvestre. .

La mutante C439S se inactiva a 37 °C, una temperatura a la que tanto la® en21ma sﬂvestre

como las demds mutantes son estables. Ello eprxgg el qu o hubleramos logrado”

sobreexpresarla activa a esa temperatura. La inactivaci 1 ’,un proceso claramente, :

bifasico con una fase inicial rdpida seguida de una fase lenta. Este efecto de- mactxvacwn se’

revierte totalmente por la incubacién a 20 °C cIé Ia'eﬁiiﬁia ijtev1amente inactivada (Fig. 20).

120
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Figura 20. Cinética de inactivacion a 37 °C y de reactivacion a 20 °C de la mutante
C439S de BADH de¢ P. aeruginosa. La enzima (I mg/ml) se incubé a 37 °C en un
amortiguador de fosfato de potasio 10 mM, pH 6.9 con B-mercaptoetanol 10 mM, sacarosa
20% (p/v), EDTA 0.1 mM y KCI1 250 mM. A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas
para determinar la actividad residual de las enzimas. Los datos experimentales de
inactivacion se ajustaron por regresiéon no lineal a la ecuacion de un doble decaimiento
exponencial y los datos de reactivacién a la ecuacion de crecimiento exponencial.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La mcubacmn de las enzxmas sﬂvestre y mutantes a bajas concentracxones de K’r (25 mM)

mostré que las mutantes de la C439 se m ctlvan era de esperarse, ya que los

resultados dela purificacion usando” amomguadore , con’bajas concentracxones "de K* nos
sugerian una mayor dependencia de estas dos mutantes dé los jones K* o de la fuerza
i6nica. La enzima més inestable fue de nuevo aquelyl,a en la‘- que la C439 se habia mutado
por una serma (Figura 5B del Articulo III) ' o

Como se describié en antecedentes estudlos prev1os Von nuestro grupo de trabajo habian
mostrado que ]a enzima BADH de P, aerugmosa tiene un requerimiento estricto por los
iones K para. mantener su conformamon actwa (Velasco-Garcia et al., 1999).
Postenormente, se comprobé que en ausencia de K* la enzima se disocia a monémeros
inactij\"os, que se reasocian a tetrameros totalmente activos si se les afiade de regreso iones
K" a una concentracién cercana a la fisiolégica (Velasco-Garcia et al., 1999; Valenzuela-
Soto et al., 2003). Como esperabamos, en ausencia de iones K y en un amortiguador de
baja fuerza idnica la enzima C439S se disocid mas rapidamente hasta mondémeros, en
comparacion con la C439A, y ésta a su vez mas rapidamente que la silvestre (Figura 6 del
Articulo III). '

Cuando las enzimas se disociaron e inactivaron totalmente en ausencia“depot'a‘sio y después

se mcubaron durante 2.h a temperatura ambiente con KCI 250 mM;:la enzima silvestre

recupero su estructura tetramerlca en un 80% y su actmdad solo en’ un 45%, la mutante

C439A recupero su estructura tetramerica en un 38% y su actividad en un 22% y la C439S

solo recupero el 14%‘de su estructura tetramérica y ninguna actividad (Figura 7 del Articulo

[II). Esto nos_ uestra la existencia de tetrameros inactivos en las mutantes de la C439 yen
la enzima sflvestre. Posiblemente, se podria obtener una mayor recuperacion de la
estructura tetramenca, asi como de la actividad enzimatica, si se incubara durante mas
tiempo a las enzimas en presencia de potasio. Sin embargo, con estos resultados podemos
decir que la Cys439 no tiene un papel critico pero si importante para obtener la
conformacidn tetramerica, ya que las mutantes carentes de esta cisteina pueden seguir

asociandose de igual forma que:la enzima silvestre, aunque con mayor lentitud, y el

rendimiento de la enzima asociada’ correctamente es mucho mas bajo.
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Igualmente, la incubacién de'la enzima’con-urea mostro que las mutant la C439 son

menos estables que la en21ma "lvestré, ya Vqﬁie;l'af fhutﬁﬁté C43§A5 Vré‘dumo,de' .

mutante’ C439S ‘de 0. 57 M de urea’ ara- perder la"mitad de su act1v1dad,’ mientras_ que la

en21ma sﬂvestre requmo dei1.40-M: deiurea (Flgura 4, Articulo III).

En el modelo trldlmenswn de lalBADH de P. aeruginosa, la C439 de una subumdad se

encuentra en contacto co' I 1n10 de oligomerizacién de la otra subunldad en una

umdad dlmerlca y p d "formando un puente de hidréogeno con la K477 un residuo

altamente conse adoe las-ALDHs yen las BADHs. La distancia entre el atomo de azufre
de la: C439

basados en nuestro modelo, la mutante C439S, que tedricamente podrla reestablecer este

»K477 es ‘de 2 .83 A. Sin embargo, contrario a lo-que esperdbamos

pueme de hldrogeno con la K477 aunque la distancia entre estos resxduos se incrementa 0.3
A, resulto en una enzima atn mas mestable que la C439A.. Ez;plorando el modelo,
encontramos que en una confomiacién altel“nati'va‘\i c)iisté‘;'la 'p(')’s'ibilﬁi‘dad de que la C439
pudiera participar en una serie de interacciones hidrofébicas con otros residuos que la
rodean, lo que seria congruente con el hecho de que én el caso de la mayoria de las ALDHs,
incluidas las BADHs, no existe cisteina en esta posicion, sino que usualmente se encuentra
un residuo hidrofébico.

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 resndue for enzyme stablllty

‘que serd sometido en breve a la revista

Biochemistry para su posible pubhcacm L
En resumen, nuestros resultados muestran que la C439 es importante para la estabilidad de
la enzima, ya ‘q‘ube podria estar: fommdo un puente de hidrogeno con la K477 de la otra
subunidad en una unidad. dimérica, o bien participar en una serie de interacciones

hidrofdbicas entre las subunidades.
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VIL.3.4. Articulo IIL

(Manuscrito en preparacién)
" 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 residue for enzyme stability "
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Abstract

Betaine aldehyde déhydrogenase (BADH EC—’ —1 2 l 8)»froni the-human: pathogen

C439 is in a very

Jc;twejen‘ the monomers
C439A and C439S can be

explained by the perturbation of interactions bet'Wech{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 12 1. 8)

catalyzes the 1rrever51ble ox1dat10n of betalne aldehyde to glycine betame w1th the' B

concomitant reductlon of. NAD(P)t to’,NADP(H) (/-6). In most organlsms,ﬁ,

function, prov1dmg both NADH and NA P Smce cholme or holme precursors

(10,11) and osmotlc stress (12)?are presem : the tlssues mfected by the bacterla, it is

concelvable 1hapBAD the: establishment and growth of the pathogen

and thi;s bial agents. The development of selective

antimicrobis his ‘enzyme would require its extensive functional,

the aldehyde substrate (3). Although tlje only conserved Cys residue in the ALDH

superfamily, there are several o'tH dl’iés in these enzymes. In the past, it has been

proposed (/4-16) that some A ‘DH have a thiol vicinal to the essential one. This

proposal was made on the basxs of the 1nh1b1tory effects of arsenite and arsenite-thiol
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combinations, which are known to- react with' enzymes possessing vicinal -sulfhydryl

foldihg:df 1y

accordance with the kno'

codes | lBXS llEZO lEUH “W3 and 1BI9) and one BADH (30,

PDB codes 1A4S and lB W “thccyysteines exist as free thiOls. Site-

dlrected “mutagencsw C286 (Pseudomonas aeruginosa numbering)

lasco Garcla, R. and Mufioz-Clares, R. A.,

unpublishéicfi~ wo 22); we reported the characterization of the
’ as a thiolate at pH values well below.
ir gby chemical modification and Asitc-

ortanice .of the remaining, non-conserved, three cysteines:

9. ’Offh’e ALDV‘I-I'sﬂeq‘iicncesfrknown to date, these three Cys residues
BADHs>from Pseudomonas genus (P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens
and P. syrmgae) (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 as an ALDH but shares

55% of its amino acid sequence with proved BADHs (38) and has BADH activity (39).
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All three cystemes are also present m the trlmetllammobutyraldehyde dehydrogenase

monomer-monomer interface of dimeric units in ALDH proteins in general.
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MATERIALS AND METHODS
Reagents. Betaine aldehyde chloride, glycine betaine (inner salt), NAD(P),
NAD(P)H, DTNB, DTT, and MMTS were obtained from Sigma-Aldrich (Toluca,

Mexico). EDTA was from Merck-México (Naucalpan, Mexico). All other chemicals of

analytical grade wer ar sprliers

nd transformanon Slte-dlrected mutagenesis was

51te-d1rected klt (Stratagene, La Jolla, CA)

"C_ALn,that contains the full-length P.

elasco: ,érgi;ei,. R. and Mujfioz-Clares, R. A.,
lrlkngying subcloning into the XL10-Gold
en-used to ftrahsform the protein expression strain
“The oligonucleotides used:
CGGCACC3’ : : (Cys353A);

~ (Cys3TTA);
(Cysar9m) and
(Cys439S) were prepared by
mhe 'wild-type gene

Erpresszon and purtf ca!ton of recombma; BADH mutants. Escherichia

coli BL21(DE3) pL sS«(Stratagene) contam‘ g th full length P aeruginosa wild-type

BADH-encoding gcnc ~_or-mu‘tatcdr'BADH genes were selected for carbenicilin resistance

in LB broth contain 5g1;’"50:'tpg/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 °C
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until an O, D of 0 6 was reached:’ Then 0.1 mM of 1sopropyl ,B-D-thmgalactopyranosnde

a gregated to the culture ,T ll were grown for an additional 4 h period,

harvested by centrlfugatlon at 3, 000'>< g for 0 mm and then resuspended in 180 mL of 50
mM potassnum phosphate buffer (pH S contammg 20 mM p-mercaptoethanol. The
resuspended cells were de51 : n’l_c‘osmllatlon (90 s at 60 W) in a Branson-
(Danbury, Conn) somﬁer 4cell d ADH ’uvlld-type and mutants were purlﬁed to

homogenelty by th api

ocedure reported earlier (27), except that the KCI

affinity chromatography,

was 10-t1m S ;
’ buffer, pH 6.9, containing
_Bfr’nercaptoethanol (buffer
ﬁthe enzymes was assessed by
Cr ed: L(21). The enzymes do not
€ fﬁriatio Azgo/Azeo Which was ~2.0.
denj;aesie-G dye binding technique of

tein standard.

irlhe,irfnigration of the BADH proteins band
s and the lnteg:rity of the recombinant wild-type and
mutants enzymes,:the protems were electrophoretically transferred to nitrocellulose paper
with a B10Rad 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 1gG (conjugated to horseradish
peroxidase) at a dilution of 1:1,000 was used as the secondary antibody.
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Enzymattc assay -and kznetzc - j

commercial computing program formulated w1th ’hebalgorlthm of Marquardt (43). The
data set was globally fit to the initial veloc1ty equatlon for a sequential mechanism

v = V[A][BJ/(KiaK + Kb[A] + Ka[B] +[A] [B]) : 0,

where A is NAD(P)* and B is: bctéir.i,é ldehyde Ka and K} are the Michaelis-Menten

constants fOr"VN L'spectwely, and Kj;, is the dissociation

2

3)
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for blphasxc mactlvatlon E, and Eo are, respectwely, the actlvxty of the enzyme at tlmes t

and 0 k k| and kz are the observed pseudo ir

amphtudes of each phase.
Circular dichroisnvz.i The ci y nd the

mutant enzymes were obtained'*b

cuvette, ov‘er, the farfUV:‘~range

dichfoietn pe ll,, protems at a final
concerltfét um phosphate buffer, pH
6-9’;,6 tai ) ‘ collected at 1 nm intervals
with aban total of four scans were collected

The data are expressed in terms of

llipticities were converted to molar ellipticity by

4,
were Oob; is: observed lllptlclty ln degrees, mrw is the mean residue molecular weight
based on 4éb;ath1no'ac1ds,- 'c?»is the protein concentration in grams per milliliter, and / is
the path lenéth‘ of the cell in centimeters (43).

Intrinsic fluorescence. The protein intrinsic fluorescence was determined at 30 °C on a
LS50B luminescence spectrophotometer (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) from emission
spectra (5 nm bandwidth) recorded over a 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 pg/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 eccentncally in the cell compartment (46) The wavelength max1ma for the

dnfferent protems were determmed by takmg the ﬁrst derlvative of the mdrvrdual spectra

Szze excluszon chromatograp rary. structure of. the w11d type and the :

10 mM B-mercaptoethanol (buffer B) at a ﬂux of 0.4

mL/mm Cyt chrome c (12 5 kDa), chymotrypsmogen A (25 kDa), ovalbumm (45 kDa),

bovme serumealbumm (68 kDa), aldolase (158 kDa), catalase (240 kDa) and ferritin (450
kDa) (Boehringer Ingelhelrn Promeco, Mexico) were used as molecular weight standards.

Peak'deconvolution was achieved with Jandel PeakFit program Summation of the

deconvoluted components agreed very well w'th the observed | tlon proﬁles

he C439$ mutant at 37
g/mL Samples were

lty was determined

immediatel:"y’after? the treatment by the standard assay. .rI,nacttvatlonndata were fitted to the
equation for,a double exponential decay (equation 3). After 60 min of incubation at 37 °C
the partially inactivated enzyme was cooled to 20 °C 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:

E\/Eo = E</Eq + (1- E</EJexp(-kf) ),
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where El, Eo, and Eac are respecttvely the actxvnty of the enzyme at- tlme !, zero and at

kte constant of

arious.... .

Cont‘r,,oljs_‘s ¢

on enzyme acttvxty

The remammg actlvrty data of the thermal or urea denaturatlon experiments were fitted to

the followmg equatlon,

A4 /Ao x 100 C” (C” +~x") 2y (é), ‘

where C is: the T m or Cm, the temperature or urea concentration at whlch the enzyme is

mactwatedkby SO‘V vely Ao is the act1v1ty observed at 20 °C or 0 M urea; and 4,

is that measured at a-p iveg temperature or nonzero concentration of urea. X is the urea
concentratidg’ or temperature; and # is an adjustable parameter related to the cooperativity

of denaturati'oﬁkwith no physical meaning.
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St:alvaryirlity,:of; diluted enzymes. The recombinant wild-type and mutant BADHs were -

the wild-type and ‘mlut‘ant' enzymes were prepared on the basis of the coordinates of cod

liver BADH (PDB code 1BPW), 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 II ACCELRYS, Tokyo, Japan).

Subsequently, 4 'ler was constructed using the program O (48) and the energy of
the modeln:wasminim:i‘ze,d using the program CNS (49). Further mutations and structural
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analysrs were performed usmg O and Grasp The structures analyzed contamed a smgle

“x ptlo "of C439A and C439S mutants for whrch a

sed,;‘becaus‘efthe changes made involve a resrdue at the

soluble enéyme (r

All BADH mutants: were'successfully punﬁed to homogenerty, as judged by SDS-
PAGE, followmg the procedure used with the w1ld-type enzyme, which consisted of only
two steps: an ion exchange chromatography followed'by an affinity chromatography in 2°,
5’-ADP-Sepharose (27). To our surprise, the a_btii)ity 'of the C439A and C439S mutants
increased around 3 and 11-fold, respectivel‘y,‘s’after elution from the ion exchange

chromatography column, which is achieved with-250 mM KCIl. It was also noted that the
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: utfmt enzymes bound to the 2°, 5’-ADP-

m_utayryitk BADHS w
Kinetic parameter

given in Tébl c

The Kig valtié ’ Wild;type, while the Kj,

HoWéver, the ke and kcn/Km

for NAD* wa
values wefé,r ughl “w type for both the NADP*- and the
NADﬁdeﬁé :,eci»that the non essential Cys residues
are notmvolved eééSsaty for either catalysis or substrate
binding. e |

Chemical modtf éaiid BADHs The chemical modification of the
essential Cys resxdue of P. ‘bsde'ADﬁ ié conveniently measured by the loss in

enzymic activity, as’ prevnous]y reported' (22) We have found that the thiol group of this
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resndue ex1sts as a reactlve thlolate at a pH value as low as 5 5 (22) anc that 1ts react1v1ty

reincubation of the enzymes with Saturating NADH

p’rod‘uce:d’ the same changes in thiol reactivity towards this

nzymes (results not shown). Therefore, by these criteria,
ic ysre51due was found not to be affected by mutation of any
{Cys,-‘rlest‘dttee;'It-twas, however, affected either by the high ionic
,;lg 1 V_KC‘:I eoncentrations at which the chemical modification was

performed for the changes in reactivity trtggered by mcubatlon with the coenzyme were

much less pronounced than those prevxousl M KCI concentratton 22).

Structural properties of mu_t’c‘vt eonformational~‘ integrity of the
mutant enzymes was probed by circular dichr "ectfo,)scoby. The CD spectra of all of
them was almostldentlca t&lth pe enzyme (Figure 2A), indicating

EC)we found that the wild-type and

smgle sharp 'ak’ (Figure 2C), which corresponds to a

tetramer. However, the protem m insic uorescence showed differences in the tertiary
structure between Cys439 mutants and the wild-type enzyme, particularly in the case of

the C439S mutant. The observed 1ncreased in tryptophan fluorescence without any shift in
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emission Amax, 336 nm, (F:iggrreﬁﬂer)k'sugges@s;that these mutants have alterations in- the

bation period T, is 7 and 14 °C,

respéét‘iVel'y,j t:0 yme. _.Th_e' cooperativity of thermal

inactivation, f n 6, decreased in the same order as

the stablhty Denatura on 5 much less cooperative than the wild-

type, suggestmg that 51gn1ﬁcantly intéiactiOns are involved in maintaining the
native structure of these mutants

Urea denaturatton The stablllty of the wild-type and of the two C439 mutant

et}_,krrrrru‘ngdvbryrvmerasurmg‘ the dependence of enzyme activity on urea
concentratiénv.’Fo;' the wild-type enzyme and the C439 mutants the exponential loss in
activity at 2M 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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acnwty, CM, was 1 4 M for the wxld-type enzyme, and 0. 4 M and 0.5 M for C439A and

d?.r rate constant values
_,C4'3‘9A, respectively. At low

t‘ﬁ;‘st phases involving a proportion of

and oligomeric states. Previous works in our

group sho}vbyéd"rth:a’ity Pv.‘aeruginq.‘s"g‘:BADH'is quickly inactivated (2/) and dissociated (20)
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into monomers m the absence of monovalent catlons, such as: K or NH4 ; m a reversxble

,shqvgn jn Flgure 7A. In a similar

'io{iﬁéetinte completely by prolonged

éfore adding back 250 mM KCl, the wild-type enzyme

andwas eredominantly as tetramer (80%), the
”‘ri'ni)‘(ture of tetramers, dimers and monomers, and
':‘eﬁVity and was predominantly as dimers (41%) and
70 and 7D and Table 4).

ese exberiments summarized in Table 4, clearly show the greater

propensity of the 1C439 mutants to be dissociated at low ionic strength. Also, it is clear
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that a portion o ' tetramers offthese 'enzyndes were'inactive, which 'suggests that the

dlssocxatlon and'reassocxatlon processes are mdependent of K* actwatlon These ﬁndmgs ,

agree with-previous ones ‘which showed that the enzyme reassocxated 1n to tetramers when

d'by addmg NaCl, but that the recovery of enzyma 1c‘act1v1ty

jit. The possible formation of a
hydrogen "bAon“ txs observed in the model

(Figure 8D). T "439:ehdithe hydrogen atom of

K477 is shorter ptor ahgle isihelow 20°. Interestingly,
; ec:i"to date. The K477 residue also
stmctures (apo and holo forms) already
e:‘a’nal&sis of the electron density map shows
3 K477 bemg one of them exactly the one we

: ADH 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 m admon to the proposed w1th C439 both of

them between the Nz atom and the mam cham O atom from resrdues I431 and L434

DISCUSSION

This study has focused on the!'xmportance‘offthe'cystemethlol .groups of ‘P,

aeruginosa BADH , excludmg the essential Cys the reaction mechamsm

agenesrs produced fully

Single mutations of the

active enzymes with kinetic‘s: nd reactivity ¢ f thelr ssentlal throl group very sxmllar ‘to

the wild-type enzyme

Among all ‘VBADHS whose ammo ac1d sequence is known, C353 is: the most

conserved non essentlal cysteme resudue (Table 1) However substltunons at thls posmon '

are very dwerse Cys377 on the contrary, is substltuted only b' 'th. : hy ‘ phohxcfahphatlc

resrduesl d ¢ e frequently by V, whi ges iuch more stringent structural

: “h'ydrophobic environment,

rOphobic residues (L307, V310,

1352 and‘.V373 is ceiiso:the ]ateral chams of more volumetrlc
residues (su / vent In regard w1th C439 V'is
also the mostfr ' i ’llowed by L and I (table 1),
which suggest that :‘hydroph eractions are 1mportant in this protein region.
Sequence alig;’,rﬁé“?[ Ltjf:jls,"rncluding BADHs, showed that residues which
in the P, aeruginosa BADH rnodeyi‘ri,yare three dimensionally close to 5 A from the residue

C439 are highly conserved. Th‘is includes four residues, W440, W444, F280 and F281,

108




which.keep"bitsfaromatic charecter in all' ALDHs, and ‘may be related with electronic

movements through the‘ protem structure The global integrity of the sequence of thxs

reglon mlght'be ssentlall' for proper foldmg and thus has been largely maintained through

the course utlon although the 1dent1ty of individual residues, such as C439 1s not'

SO crltlcal a ong as the mutation is. conservatlve The most common re51due in ALDHs,,,,

it’ferences in stability found between the
‘e hydrogen bonding properties of Ser and
Cys are sufﬁcxently dlfferent to explam ‘the 1nstab111ty of C439 mutants. As shown in
several sxte—c_hrected 'mutagenesw studles (51-55), S and C are not conservative

replacements for each other as hydrogen bond donors.
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It requlres two putatlve mutatlons to change a C to a V codon vza exther F or: G

Two mutanons are: also requlted for a change of Cto L, via-For R and to I wa F and S

these ammo amd re51dues is
r 439 Therefore it appears that"

m C377 or_ C439 to these’ .

n. ,at,hways from_,thcrhydmphobxc

residues V or L to C in BADH remains to be invest;gated.‘f' :
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Table 1: Sequence conservation in the positions of cystein ,atfP,}a‘e}fugiﬁb.g‘a'th;ough

BADH seqnen‘ées‘ 1from_diffe‘f¢htf sqilfcgs,—With : asterisk are: ,rr‘i_arkgd vtv}_l’(:)s’e'BADHS ‘

possessihg'thé:fOur Cys residues preéent in‘P; a'térilgino'sa'BADH‘.

Organism Cys 286 | Cys 353 | Cys 377 | Cys 439
*BADH Pseudomonas aeruginosa QV+C+TN LL+C+GG TD+C+RD GI+C+WI
*BADH Pseudomonas putida QV+C+TN VL+C+GG TD+C+TD GI+C+WI
*BADH Escherichia coli QV+C+TN VL+C+GG TD+C+SD GI+C+WI
BADH Yersinia pestis QV+C+TN LL I GG TH+C+RD GI+C+WI
*BADH Xanthomonas axonopodis QV+C+TN LL+C+GG SD+C+TD GI+C+WV
BADH Xanthomonas campestris QV+C+TN LL F GG SD+C+TD GI+C+WI
BADH Putative Halomonas elongata QI+C+TN VL A GG TD+C+TD GI+C+WI
BADH Sinorhiczobium meliloti QV+C+5SN LV T GG AD V TD GT L WI
BADH Agrobacterium tumefaciens QV+C+5SN LI T GG AD V TD GT L WI
BADH Brucella melitensis QV+C+SN LA+C+GG AD V TD GT+C+WI
BADH Brucella suis QV+C+5SN LA+C+GG AD V TD GT+C+WI
BADH Mesorhizobium loti QI+C+SN LA+C+GG TG V TD GT+C+WI
BADH Sinorhizobium meliloti QI+C+5SN QM A PP TN V TD GT V WI
BADH Bacillus subtilis QV+C+SA LE T GG SN+C+NS GT V WI
BADH Streptomyces coelicolor QV+C+SA LR+C+GG DH+C+HR GT V WI
BADH Schizosaccharomyces pombe EA+C+TA CvV V GG TN V QT GM+C+SL
BADH Thermoplasma volcanium QL+C+ES IF Y QK DK V SE GT V WI
BADH Ralstonia solanacearum QT+C+SA LI A GG GN V KP GQ V DI
*BADH Gadus callarias (Baltic cod) QV+C+TN VL+C+GG DN+C+RD GT+C+Y1
BADH Caenorhabditis elegans QV+C+SN KL+C+GG TG I TP GN V YV
*BADH Takifugu rubripes {(pufferfish) QV+C+TN VL+C+GG DN+C+RD GT+C+YI
*BADH Homo sapiens QV+C+CN VL+C+GG TN+C+RD GT+C+F1I
*BADH 9A Mus musculus QV+C+CN VL+C+GG TN+C+RD GT+C+YI
*BADH Rattus norvegicus QV+C+CN VL+C+GG TN+C+TD GT+C+YI
BADH Bradyrhizobium japonicum QV+C+SA LV T GG AN V EH GT V WM
BADH Beta vulgaris QI+C+SA IL+C+GG sD I ST GA V Wv
BADH Atriplex hortensis QI+C+SA IL+C+GG TD I TT GA V wv
BADH Atriplex centralasiatica QI+C+5A IL+C+GG D I TT GA V WV
BADR Atriplex prostrata QI+C+SA IL+C+GG TD I TT GA V WV
BADH Atriplex centralasiatica QI+C+5SA IL+C+GG TD I TT GA V WV
BADH Spinacia oleracea QI+C+SA IL Y GG TD I ST GA V Wv
BADH Suaeda liaotungensis QI+C+SA IL+C+GG TD I TT GA V WV
BADH Amaranthus hypochondriacus QI+C+3A IL+C+GG SD V ST GI V WV
BADH Avicennia marina QI+C+SA IL+C+GG TD V KT GA V WV
BADH Arabidopsis thaliana QI+C+53SA VL+C+GG SN V TT GI V WV
BADH Triticum aestivum (Wheat) QI+C+SA IL T GG TD I NT GC I Wv
BADH Hordeum vulgare QV+C+SA IL H GG TG V ST GI V WI
BADH Orycza sativa (Rice) QV+C+SA IL Y GG TN V ST GI V WI
BADH Sorghum bicolor (Sorghum) QV+C+SA IL Y GG TD V 8T Al D --
Occurrence of Cys residues 100% 58.5% 36.5% 41.4%
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Table 2: Kinetic parameters® of P. aeruginosa BADH wild type and mutants

Ky Kwn Koy ke koo ko

YA (17 V) Y £ B VA ™'y
NADP'* -dependent reaction ‘
wild type 48+38 107+10 434433  648+24  3.0x10° 75 x 10°
C353A 58+ 12 67+8" 313430 394+16 29x 10 | 63x10°
C377A 11 165£21  57T6£62  435£26  13x10° 38x10°
C439A 70+ 12 70+8 206425 SI£17  36x10° 8.6x fos
C4398 77+16 60+ 10 }3724_&42 ' 3417'-:17 29x10° 47x10°
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Table 2 (continuation)

NAD" -dependent reaction

wild type 260+40 37537 355442 754341 L0x10°
C353A 74+10 15716 4191:42,.1.,151‘450'  1.'6,_>,< 108
C377A 9133 411%89 567i118402 J_rso k,  _4,;9;>,< 10°
C439A 25662 310:46 311i55   ';67"5£51" CLTx10°

C439S 372486 254+36 24344 39344 T.7x 10°

*Initial velocities were obtained in potassium phosphate buffer at 30 °c,:pH‘8.0,’_f;urjqe,r*m “conditic
Methods. Results shown the estimated parameters + the standard error and w'er'éf‘g‘stixh{étéd;;b)‘*ﬂé‘:ﬁ'tf" the initié_vl'::\"elocit:yfdata to

equation 1.
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Table 3: Thermal and chemical stability” of P. aeruginosa BADH wild-type and mutants

Buymes  TaCO n CaOD

n

Wild-type 50.7 % o’.3 549 ;£23.'2 S 14 £0.0 6.2+0.2
C353A 496+0.1 538+153 : i
C377A 46005 SL1t248 - .

C439A 437£03  207+23  04+00  22%01

c430s - 373%03

"Results ‘ShO‘WIVI‘ aréi;ﬁe'.,‘es
and were_'qb
equation 6T
respectivel);,' ’

cooperativity C ftl
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Table 4 Effect of P tass:um on the act1v1ty and the quaternary structure of P aeruginosa

W1ld-type and mutant- BADHs

Enzymes : tramer 'V'Dimer' | ' M'ovnorrierA
o R

Inactlvatloh by‘rett‘toval of K

Wlld-type 75 @)y 16 9

c430A 16.(10) 74 10

c43}9$f3-’ N ,"12.(0) ' 20 68

Reactlvatlon by 250 mM KCl

Wlld-type SR 80 (45) 14 6

cavA o 3002 29 32

cazos 150 41 44

*The enzymes were fully active and tetramerlc before removal of K* by quick gel

filtration. bRemoval of K* 1ons was: achleved as descrtbed in Materials and Methods. “The

percentage of: the initial actlwty assoc ,w;thj tetramer is given within parenthesis.

Dimers and monomers were devmded ‘act‘iv‘i"ty The enzymes were fully inactivated by

prolonged incubation in the absence of K The oligomeric state and enzyme activity were

determined after ~ 2 h incubation w1th 250 mM KCl.
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LEGENDS TO FIGURES

FIGURE 1: (A) SDS-PAGE (8% gel) of the purlﬁed w11d-type -and BADH mutants (0 44

pg of protein). Lanes: 1, M; standards,Z w1ld type, 3 C353A 4 C377A; 5, C439A and

6, C439S. The follo _m;g:f"

intrinsic_fluo

size exclusio

mutant BAD

(dashed an‘dfdétt‘e"d Hr

FIGURE 3: Th’efrﬁal‘
enzymes (200 p.g/mL) were. mcubated m‘buffer A at 37 °C in buffer A and the remaining
actlvxty was determmed -as a functlon of tlme by the standard assay. (B) The enzymes (1
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mg/mL) were mcubatedm buffer A at the mdlcated temperatures for 15 mln Data are the

mean value + S E M_iof two dlfferent expenments In B, S.E. M values have been omrtted

for clarlty but:were always;less than 8% of ‘the mean value, Wlld-type (SOlld square)

C353A (open square), C377A (SOlld c1rcle) C439A (open cucle) and C439S (solld

trlangle)

FIGURE 4: gprepe"nde‘nee of en;y'rneactivity on urea. ‘Sam'ple'is -"eontaining:_ 0.4 mg/mL

buffer A or (B) with' 25 mM potassxum phosphate uffer; pH. O » and mcubated at 20 °C

for the 1ndlca d lengths of t1me The remammg enzym actmtyr asa ﬁ.mcnon of time was

measured by,f_, e standard assay. Results are means + S E M of two different experiments,

FIGURE 6: Effect of K+ 1ons on BADH ollgomerlc state of wild-type and C439 mutant

proteins (2 mv./mL ch)fwer subjected t SECYm a Superdex 200 column immediately

after removal’ ron in Sephadex G25. Both kind of columns

were equilibrated ion profiles were monitored for protein and

for BADH activity. (A) Pret‘ernfelutro profiles; (B), (C), and (D) Peak deconvolution of

the elution profiles of wild:t‘ype,: C439AandC439S, respectively. The dashed lines, the
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dotted lines;;'and'-the .dashed: and. dotted lineé Showed the tetrameric, dimeric and

ime* y-.the’;Sta'ndard assay.

C439S (solid triangle). (B) Gel

nzymes with 25 'mM“KCl was performed as indicated in

Materlals,and Met ds.” The: ,dashed the;dotted and the dashed and dotted showed the
tetramerlc, dlmerlc and monomeric structure, respectively. Peak deconvolution was

achlevedeuh Jandel Peak Fit program.

FIGURE 8: -Three dimensional model of BADH tetramer. The model was constructed on
the basis of ‘t'he'erystal,cdordiuates of BADH from cod liver. In the panel A the spheres

show the four cystemyl residues (red C286 blue C353 'green C377 and magenta C439).

Stereo views show the env1ronment of C353 (p ellb_—‘1v3)-,:',1C3‘77 (panel C) and C439 (panel

D).
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VIII. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, las conclusiones de este trabajo son;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La c1ste1na esenmal de la-BADH de P. aeruginosa es reactlva en un mtervalo de pH

muy ampho, lo cual posiblemente pueda deberse ala formacxon de un. par 10mco con un

re51duo cargado posmvameme
idad de la cisteina esencial.

Los ligandos modulan la xj‘erao:::t’

Las c1ste1nas C353 C377 y C439.no’ esté.n mvolucradas en catallsls o en la union de los

sustratos

No existe una pareja de ‘c‘_iﬁs.t‘elé vecinales en la BADH e P ,Vae,r"ugiino&d.y

Las cisteinds no esenciales no:afectan. la. reactxvndad de I c15tema esenmal ni los

cambios en reactividad:pr ocados or la mcubamon con los nucleotldos

La C439 ‘s‘é,gncgcﬁ tra en la interfase mondmero-monémero de una unidad dimérica y es

un residuoii»rﬁ;j@iiy‘téﬂéparé 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
cisteina esenmal y su’ ex1stencla como tiolato en un amplio intervalo de pH, pero queda por
entender el mecanlsmo por el que se estabiliza el i6n tiolato, lo que arrojaria informacion
sobre el mecamsm qu1m1co de la reaccién catalizada por esta enzima, Con este fin seria
interesante” obtener las mutantes de los residuos-de la K96 y de la H333, alguno de los
cuales podrla estar mvolucrado en la formaclon de este par iénico, y del E252, propuesto en
la activacién de ,l(a cisteina esencial de otra’ ALDH, y determinar el efecto de estas
mutaciones sobre la reactividad de la cisteina esencial.

Es también mﬁy interesante dcterm(inar el mecanismo por el que se produce la modulacién
de la reactiVidad de ]a cisteinaESencial por los ligandos, y determinar si existen o no dos

formas en equlllbrlo de la en21ma Sx este es el caso, conocer en que se diferencian.

Queda abierta la pregunt de por que los reactivos para ditioles producen una inactivacion

en nuestra enzima que no posee' cisteinas vecinales.

En un futuro debera hacers e un. estudlo por mutagénesis sitio-dirigida del papel de los
residuos de ammoacxdos 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 mondmero-monémero de
una unidad dimérica. i

Finalmente, un objetivo. que pretéhdemQS'abordar en forma inmediata es obtener la
estructura tridimensional de-la BADH ‘de P. aeruginosa, la cual nos permitird conocer la
posicién real de las cisteinas y de lds‘reiéi‘c‘i’u'obs' de aminoacidos que participan en la catalisis

y en la estabilidad, asi como las interacciones que se dan entre ellos.
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EL PAPEL DE LOS RESIDUOS DE CISTEINA EN LA
ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS*

RESUMEN

La cisteina es uno de los residuos de aminodcidos menos
abundante en las proteinas. 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
funcion de las proteinas. Asi, los residuos de cisteina jue-
gan un papel impontante en la estabilidad, en el plegamien-
to, en la unién de metales, en la catdlisis enzimdtica y en la
regulacién de la actividad proteica. Esta revision presenta
un panorama general de estos papeles y de las diferentes
formas en las cuales se pueden encontrar los residuos de
cisteina de acuerdo a la funcién que estén llevando a cabo.

LILIAN GONZALEZ-SEGURA' v R0SARIO A. MUNOZ-CLARES?

ABSTRACTY

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
important 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 function carried out.

KEY WORDS: Thiol, thiolate, disulfide bridge, sulfemc

acid, S-nitrosylation, S-thiolation,

PALABRAS CLAVE: Tiol, tiolato, puente disulfuro,
dcido sulfénico, S-nitrosilacién, S-tiolacién.

INTRODUCCION

Se ha observado que la cisteina (Fig.
1) es uno de los residuos de aminod-
cidos menos abundantes en las pro-
tefnas, 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 funcién de las proteinas.
Asi, los residuos de cisteina juegan
un papel importante en la estabili-
dad, en el plegamiento, en la unién

de metales, en la catdlisis enzimética
y en la regulacién de la actividad
proteica.

Los diferentes estados de oxida-
cién del grupo tiol de los residuos de
cisteina son el dcido suifénico (-
SOH), el acido sulfinico (-SO,H), el
dcido sulfénico (-SO,H) y el puente
disulfuro (-S-S-). Tan(o la oxidacién
a dcido sulfénico como la que con-
lleva la formacién de un puente di-
sulfuro entre dos residuos de cistei-
na, son reversibles por agentes re-
ductores, mientras que los otros dos
estados de oxidacidn, dcidos sulfini-
co y sulfénico, no pueden ser reduci-
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dos a cistefna (Fig. 2). El dcido sul-
fénico es muy inestable y, si no se
encuentra en un ambiente apropiado
que lo proteja de la oxidacidn poste-
rior, facilmente se oxida irreversible-
mente a sulfinico o sulfénico, o for-
ma un puente disulfuro si estd cerca-
no a otro tiol (1).

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN LA ESTABILIDAD Y
EL PLEGAMIENTO DE LAS PROTEINAS
La cistefna es un aminodcido que
posee un grupo tiol muy reacfivo,
que no se ioniza a pH fisiol6gico y
que forma puentes de hidrégeno re-
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lativamente débiles, por lo que no
contribuye significativamente a la
estabilidad de las proteinas por me-
dio de enlaces salinos o de puentes
de hidrégeno. No obstante, si los
grupos tiol de dos residuos de cis-
teina de la misma cadena o de cade-
nas polipeptidicas diferentes estdn
préximos y en la orientacién ade-
cuada, pueden unirse por oxidacién
formando un puente disulfuro, que
es un enlace covalente fuerte. Estos
enlaces estabilizan la estructura na-
tiva de la proteina, haciéndola me-
nos susceptible a la degradacién por
proteasas y disminuyendo el nime-
ro de las conformaciones desplega-
das posibles caracteristicas del esta-
do desnaturalizado, el cual al dismi-
nuir de esta forma su entropia con-
formacional resulta energéticamen-
te mds dificil de alcanzar.

El papel de los residuos de cistei-
na en la estabilizacion de la estruc-
tura nativa de una proteina depende
de la localizacién de esta ltima.
Puesto que bajo condiciones nor-
males el ambiente en el interior de
las células es altamente reductor, las
proteinas intracelulares no depen-
den de puentes disulfuro para esta-
bilizar su conformacién nativa. Por
el contrario, si éstos llegan a for-
marse bajo una condicién de estrés
oxidativo, generalmente se altera la
estructura nativa de tal forma que se
pierde la funcién de la proteina. El
mantenimiento de los grupos -SH
de las proteinas intracelulares en su
forma reducida se lieva a cabo por
tiorredoxinas y glutation, de los que
hablaremos mas adelante. En el ca-
so de las proteinas extracelulares,
sin embargo, algunos residuos de
cisteina forman frecuentemente
puentes disulfuro, confiriendo una
estabilidad adicional a la proteina
en cuestion que le permite enfrentar
ambientes con condiciones mds ex-
tremas que las intracelulares.

En las células eucariontes, la for-

A)

B)

N

)

Figura 1. Estructura quimica (A) y modelo de la cisteina (B) y (C). En C) los carbonos es-
tdn representados por esferas blancas, el oxigeno por la esfera negra, el azufre por la gris

clara y el nitrégeno por la gris oscura.

macién de un puente disulfuro en
las proteinas nacientes que van a ser
exportadas ocurre en el reticulo en-
dopldsmico (RE), proceso que es si-
multdneo a la traduccién y que tie-
ne un impacto importante en el ple-
gamiento correcto de la proteina. El
plegamiento incorrecto de las pro-
teinas produce’ su retencién en el
RE y su posterior degradacién. En
el lumen del RE, todas las células
poseen la enzima Hamada protefna
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 formacién, reduccién e isomeri-
zacion 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 cisteina de
su sitio activo, en el motivo CXXC
caracteristico de toda la familia de
tioldisulfuro oxidorreductasas (3),

que forman un puente disulfuro y
que participan en la oxidacién de
las proteinas que se pliegan, como
se muestra en la figura 3. El proce-
so de isomerizacién involucra ci-
clos sucesivos de oxidacién y re-
duccién hasta que, por ensayo y
error, se llega a la formacién de los
disulfuros nativos, que son resisten-
tes a una posterior isomerizacién
por ser inaccesibles. La PDI discri-
mina entre los puentes disulfuro na-
tivos y no nativos, de manera que
isomeriza sélo los ditimos. La for-
macién de puentes disulfuro en cé-
lulas eucaridticas requiere, ademds,
de otra proteina denominada Erolp.
Esta es una glicoproteina asociada a
la membrana del RE que introduce,
en ¢l lumen de este dltimo, los equi-
valentes de oxidacién necesarios
para la formacién de un puente di-
sulfuro. La PDI se oxida a través de
un intercambio ditiol-disulfuro con
la Erolp, que queda reducida. Se
desconoce la proteina que lleva a
cabo la regeneracién del estado oxi-
dado al reducido de la Erolp (4).
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Figura 2. Estados de oxidacidn del grupo tiol de la cisteina.

En procariontes, la formacién 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-
cién de puentes disulfuro), el cual
consiste de por lo menos seis pro-
teinas 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,
s6lo que en el caso de la DsbA su
tnica funcién es la formacién de
puentes disulfuro, por lo que re-
quiere de otra proteina que actie
como disulfuro isomerasa, que es la
DsbC. La DsbD mantiene el estado
reducido de la DsbC La DsbE pro-
bablemente estd involucrada en la
transferencia de electrones para la
maduracién del citocromo ¢ en el
periplasma de Escherichia coli,
aunque su funcién biolégica perma-
nece ambigua y su estructura no ha
sido resuelta, y la DsbG funciona
predominantemente como reducto-
ra o como catalizadora de la isome-
rizacién de disulfuros.

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN MECANISMOS
DE REGULACION
Como ya hemos mencionado, la oxi-
dacion de los residuos de cisteina ge-
neralmente produce pérdida de la
funcién de las proteinas intracelula-
res. Sin embargo, existe un impor-
tante mecanismo de regulacién de
numerosos procesos celulares que se
basa en modificacién reversible por
oxidacién-reduccién especifica de
residuos de cisteina de proteinas in-
volucradas en la catdlisis, la expre-
sién génica, la transduccidn de seiia-
les, el plegamiento (chaperonas),
etc. Estas modificaciones incluyen la
formacién y ruptura de puentes di-
sulfuro, -ya sea de la misma proteina
o de disulfuros mixtos con otro tiol
como el glutation-, la formacién de
4cido sulfénico, o la S-nitrosilacién.
Actualmente, este mecanismo de re-
gulacién por modificacién covalente
reversible se considera equiparable,
en cuanto a su relevancia en el con-
trol biolégico, a aquellos que impli-
can otras modificaciones post-tra-
duccionales como fosforilacién, gli-
cosilacién o metilacidn.

Existen principalmente tres siste-

mas de regulacién que involucran
formacién-ruptura de puentes disul-
furo en las proteinas 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 proteinas
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 cisteina
en una secuencia altamente conser-
vada [-Tyr-Cys-Gly/Ala-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 proteinas, lle-
vando a cabo esta reaccién mucho
mds rdpidamente, por varios érde-
nes de magnitud, que el glutation
(GSH), o que el ditiotreitol (DTT),
un agente no fisiolégico reductor de
tioles y disulfuros (6). El potencial
de reduccién estdndar de la familia
de las tiorredoxinas se encuentra en
un intervalo de -0.124 a -0.270 V,
siendo la tiorredoxina de Escheri-
chia coli el miembro mas reductor (-
0.270 V). Por otra parte, los poten-
ciales de reduccién estindar 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 (FTR), que es
una proteina hierro-azufre, y la tio-
rredoxina. Este sistema funciona
como un mecanismo general de re-
gulacién de enzimas mediado por
luz en la fotosintesis oxigénica, que
estd presente en cianobacterias, al-
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gas eucardticas y plantas superio-
res. Las enzimas blanco poseen un
par de residuos de cisteina vecina-
les a la distancia y orientacién co-
rrectas para formar un puente disul-
furo. Durante el dia, los electrones
provenientes de la excitacién de la
clorofila se transfieren, via Fd y una
enzima hierro-azufre (la FTR), a
una tiorredoxina, la que una vez re-
ducida funciona en la reduccién de
la forma oxidada de la enzima blan-
co, llevdndola 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 NADP*/tiorredoxina la
reduccién de la tiorredoxina oxidada
no se lleva a cabo por la ferredoxina
sino por el NADPH, en una reaccién
catalizada por la NADP*-tiorredoxi-
na reductasa (NTR), la cual contiene
como grupo prostético el flavin ade-
nin dinucleétido (FAD) (Fig. 4 B).
El sistema NADP*/tiorredoxina es-
td presente en miiltiples compartimen-
tos celulares de una gran variedad de
organismos, estando involucrado en
procesos tales como el control de la
divisién y proliferacion celular, la ac-
cién hormonal, la replicacién del
ADN, la meiosis, el desarrollo em-
brionario temprano, la reparacién y
ensamble de proteinas y la germina-
cién de semillas (9). La regulacién por
oxidacién-reduccién es un mecanis-
mo general de control de los factores
de transcripcién como Fos, Jun y
OxyR, los cuales requieren residuos
de cisteinas libres para unirse al ADN.
El sistema NADP*/tiorredoxina re-
duce ademis especificamente una va-
riedad de protefnas blanco que tienen
puentes disulfuro intramoleculares,
como es el caso de los inhibidores de
a~amilasas y de tripsina, y de neuroto-
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Figura 3. Modelo del mecanismo de accion de las proteinas disulfuro isomerasa (PDI) y
Erolp presentes en el reticulo endopldsmico de eucariontes y de sus contrapartes de pro-

cariontes DsbA v DsbB (entre paréntesis).

xinas de diferentes venenos de vibo-
ra, escorpion y abeja. La reduccién de
los puentes disulfuro produce la inac-
tivacion de estas proteinas.

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 cominmente glutation
(GSH) (Fig. 4 C) (9). Las Grx son
proteinas pequeiias que pertenecen a
la superfamilia de las tiorredoxinas
y que tienen la secuencia del par de
residuos de cistefna del sitio activo
caracteristica de esta familia. Las
Grx son el componente clave de es-
te sistema, ya que pueden reducir di-
sulfuros de proteinas directamente
via sus dos tioles del sitio activo, los
cuales son convertidos a disulfuro
(9). La regeneracion de la Grx oxi-
dada se lleva a cabo por el GSH.

El GSH esta distribuido univer-
salmente en bacterias, plantas y ani-
males, y probablemente es el péptido
simple mids abundante. Su forma re-
ducida (GSH) contiene un tiol fun-
cional aportado por un residuo de
cisteina. El GSH funciona como un
agente reductor y su concentracién
en las células estd en el intervalo de
I a 10 mM. La forma oxidada
(GSSG) consiste de dos moléculas
de glutation unidas por un puente di-
sulfuro. La GR cataliza la reduccidn,
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
reaccién es muy importante en los
procesos metabdlicos y normalmen-
te produce una proporcién de
GSH:GSSG de miés de 100:1, 1o que
permite al GSH funcionar como un
agente reductor intracelular.

STIOLACION

Las cistefnas son los residuos de las
proteinas mdas facilmente oxidados.
Su oxidacién puede resultar en entre-
cruzamiento intra o intermolecular,
por formacién de puentes disulfuro, e
inactivacién de proteinas, lo que fi-
nalmente conduce a la muerte celu-
lar. La oxidaci6n irreversible de resi-
duos de cisteina en las proteinas pue-
de evitarse mediante una S-tiolacién,
un proceso mediante el cual los gru-
pos tiol de la proteina forman disul-
furos mixtos con tioles de bajo peso
molecular como el GSH. La S-tiola-
cién es una respuesta al estrés oxida-
tivo que estd fuertemente regulada
por factores celulares ain desconoci-
dos. Prueba de ello es que el trata-
miento de las cé€lulas con diferentes
agentes oxidantes produce diferentes
patrones de proteinas. S-tioladas, a
pesar de que las proteinas muestran
la misma sensibilidad a estos agentes
in vitro. La destiolacion se lleva a ca-
bo in vivo una vez que se supera el
estrés oxidativo, por la accién de una
glutarredoxina monotiol, que a dife-
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rencia de las glutarredoxinas clédsicas
ya descritas contiene séio un residuo
de cisteina en su sitio activo (10).

S-NITROSILACION

El 6xido nitrico (NO) es una molécu-
la sehal que regula muchos procesos
biolégicos a través de modular la ac-
tividad de una gran variedad de pro-
tefnas por medio de una reaccién de
S-nitrosilacién de los residuos de cis-
teina de sus blancos. Los compuestos
que llevan a cabo esta reaccién son
los productos de la oxidacién del NO
por el oxigeno molecular, el NO, y el
N,O,. Otros mecanismos por el que
los residuos de cisteina pueden nitro-
silarse es por transferencia directa de
un grupo NO desde otra proteina S-
nitrosilada o de un nitrosotiol como
el S-nitroglutation (GSNO). Existen
motivos consenso para la nitrosila-
cién de residuos de cisteinas especi-
ficos. Tanto la nitrosilacién como la
desnitrosilacién son reacciones no
catalizadas por enzimas. La nitrosila-
cién se favorece si el grupo tiol estd
en forma de tiolato o situado en un
ambiente hidrofébico. La desnitrosi-
lacién puede llevarse a cabo por re-
ductores celulares, cambios en el pH
o en la concentracién de O,, o por
translocacién de una proteina de un
compartimento celular que permita
un S-NO estable a otro que, por sus
condiciones redox, favorezca la des-
nitrosilacién. Por ejemplo, ciertas
caspasas mitocondriales estdn nor-
malmente inactivas por S-nitrosila-
cién de su residuo catalitico de cistei-
na, pero se activan cuando se liberan
al citoplasma, en respuesta a una se-
fial apoptética, y son desnitrosiladas,
contribuyendo asi al proceso de
apoptosis (11).

PARTICIPACION DE LOS RESIDUOS
DE CISTEINA EN LA FUNCION DE
LAS PROTEINAS

En el ambiente intracelular los resi-
duos de cisteina de las proteinas jue-
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Figura 4, Representacion esquemdtica de los sistemas de regulacién: A) ferredoxina/tio-
rredoxina; B) NADP+/tiorredoxina y C) glutarredoxina. Fd: ferredoxina, FTR: ferredoxi-
na-tiorredoxina reducrasa, Trx: tiorredoxina, NTR: tiorredoxina reductasa, GR: glutation
reductasa, Grx: glutarredoxina. Figura modificada de Buchanan y col. (8) y Holmgren (9).

gan un papel funcional mas que es-
tructural, participando en la unién
de metales, en la catdlisis enzimdti-
ca y en la regulacion de la actividad
de enzimas o de otras proteinas in-
volucradas en diversos procesos (ta-
les como el ciclo celular, la accién
hormonal, la replicacién del ADN,
la transcripcidn, la meiosis, el desa-
rrollo embrionario temprano, la re-
paracién y el ensamble de proteinas,
la germinacién de semillas, etc.),
como acabamos de ver.

UNION DE METALES
El grupo tiol de ia cadena lateral de
las cisteinas 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 catalitico.

Los dedos de zinc, cuya funcién es
unir ADN y ARN, se encuentran en
factores de transcripcién de euca-
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riontes, en receptores hormonales
nucleares, en enzimas del metabolis-
mo de los dcidos nucleicos, como to-
poisomerasas, en otras enzimas co-
mo la proteina cinasa C, en la subu-
nidad reguladora de la aspartato
transcarbamilasa y en proteinas anti-
virales. Existen diferentes tipos de
dedos de zinc, agrupados de acuerdo
al residuo de cisteina o histidina y al
nimero de estos residuos que inter-
vienen en la unién del ion zinc (12).

Entre las enzimas que poseen re-
siduos de cisteina en su sitio activo
para unir un dtomo de zinc se en-
cuentran las metaloproteinasas de
la matriz extracelular, que juegan
un papel importante en la degrada-
cidén tanto fisioldgica como patolé-
gica de esta matriz. Una actividad
incrementada de estas enzimas se
produce en enfermedades como ar-
tritis, cincer y esclerosis miiltiple,
por lo que son un blanco para el di-
sefio de firmacos frente a estas en-
fermedades.

Residuos de cisteina también
participan en la unién de las agru-
paciones hierro-azufre (Fe-S), que
son cofactores de proteinas que jue-
gan importantes papeles en el meta-
bolismo, la transferencia de electro-
nes y la regulacién de la expresién
génica (13).

Finalmente, otro ejemplo de c6-

mo los residuos de cisteina pueden
participar en la unién de metales es
el de las metalotioneinas, proteinas
pequeiias ricas en residuos de cistei-
na cuya biosintesis estd regulada por
los niveles de exposicién de un orga-
nismo a zinc, cobre, cadmio y otros
metales pesados y cuya posible fun-
cién es la desintoxicacién de estos
metales (14).

CATALISIS ENZIMATICA

En el sitio activo de algunas enzi-
mas se encuentra un residuo de cis-
tefna altamente reactivo responsa-
ble de la catdlisis nucleofilica, en la
que el sustrato es modificado por la
formacién de un enlace covalente
con la enzima para dar un interme-
diario reactivo.

Los grupos nucleofilicos de las
enzimas que cominmente funcionan
en la catdlisis 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 cisteina, que es el nucleéfilo mas
potente de los tres. Enzimas conoci-
das que usan el grupo tiol de un resi-
duo de cisteina en catdlisis nucleofi-
lica son: 1) las aldehido deshidroge-
nasas, que catalizan la oxidacidn
irreversible de los aldehidos depen-
diente de NAD(P)*; 2) las tiol pro-
teasas como la papaina y la brome-

TABLA 1
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laina, que prehidrolizan las proteinas
y favorecen la digestién 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 sintesis de arginina y pi-
rimidinas en los organismos superio-
res; 4) las peroxirredoxinas, enzimas
que destruyen el peréxido de hidré-
geno u otros peréxidos organicos 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 protein ti-
rosin fosfatasas, que estdn involucra-
das en los mecanismos de transduc-
cién de sefiales; 6) las poliquétido
sintasas, que producen una serie de
productos naturales que son usados
como antibidticos, agentes antican-
cerigenos, etc.; y 7) las tiol:disulfuro
oxidorreductasas, como las tiorredo-
xinas, glutarredoxina, la FTR, la
NTR, la GR, que, como hemos visto,
participan en la regulacién de la ac-
tividad de muchas protefnas intrace-
lulares manteniendo o recuperando
el estado reducido de sus cisteinas
(Tabla I).

El mecanismo de catilisis de las
aldehido deshidrogenasas, de las tiol

PROTEINAS QUE UTILIZAN AL TIOL DE UN RESIDUO DE CISTEINA COMO GRUPO NUCLEOFILICO

PROTEINAS

INTERMEDIARIO

Aldehfdo deshidrogenasas

Tiol proteasas

Carbamil fosfato sintetasas
Peroxirredoxinas (1 Cys)
Peroxirredoxinas (2 Cys)
NADH peroxidasas

Protein tirosin fosfatasas
Poliquétido sintasas
Tiol:disulfuro oxidorreductasas*

Tiohemiacetal

Tioéster
Tio€ster

Acido sulfénico
/}cido sulfénico y disulfuro
Acido sulfénico y disulfuro mixto

Tiol-fosfato

Tioéster

Disulfuro mixto

* Incluyen: Ferredoxina-tiorredoxina reductasa, NADP*-tiorredoxina reductasa, glutation
reductasa, PDI. DsbA, tiorredoxinas y glutarredoxinas.,

y— -
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proteasas y de las carbamil fosfato
sintetasas consiste en la formacién
de un intermediario covalente, deno-
minado acil enzima, que es resultado
del ataque nucleofilico del grupo tiol
del sitio activo sobre el carbono car-
bonilo del enlace susceptible -ya sea
aldehido, amida o éster- del sustrato.
El enlace covalente formado entre la
enzima-sustrato (tioéster) es poste-
riormente hidrolizado para liberar
los productos de la reaccién, como
se muestra esquemdticamente en las
figuras 5Ay 5 B (15).

En realidad es el ion tiolato (S°),
no la forma tiol (-SH), la especie
que es reactiva como nucledfilo,
por lo que la reactividad del residuc
de cisteina catalitico estd determi-
nada, ademds de por su accesibili-
dad al solvente, por la fraccion del
tiol que estd presente en la forma de
tiolato y por la reactividad intrinse-
ca de este tiolato. Los dos iltimos
factores dependen de la basicidad
del grupo tiol, es decir de su pKa. El
valor de pKu del tiol del residuo de
cisteina libre es de 8.9, y de ser és-
te el del residuo de cisteina cataliti-
co, las enzimas mencionadas ante-
riormente no serian activas a valo-
res de pH fisiolégicos. Se requiere
por lo tanto que el grupo tiol del re-
siduo de cisteina del sitio activo su-
fra una activacién inicial para que
esté presente en la forma de tiolato.
Esto implica que el ambiente del si-
tio activo esté disefiado de tal ma-
nera que la cistefna catalitica sea ac-
cesible y que su pKa esté considera-
blemente disminuido. Los estudios
de modificacién quimica realizados
con la papaina (16), revelaron que
una forma de activaciéon quimica
del tiol del residuo de cisteina esen-
cial es la formacién de un par i6ni-
co con un residuo de un aminodcido
cargado positivamente (histidina en
este caso). Este mecanismo de acti-
viacién del tiol catalitico se ha en-
contrado posteriormente en otras
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Intermediario

NAD(P)" + )

RCOH HB

Intermediario,

tiobster
R
' Desacilacion

RNH}

fel

Intermediario

tioéster

,[ancllaciéﬂ

RCONHR’ s
HB T—-
RCOO™ +
"
C)
0—o:; g
S, : s
N t s
i Y 1T -
FAD o FAD o FAD R
NADH + H* NADH + H° NAD
NAI;D:OO H'e intermediario
4 acido sulténico nap®

Figura 5. Mecanismo quimico de reaccion de las aldehido deshidrogenasas (A), de las tiol
proteasas (B) y de la NADH peroxidasa (C). Figura modificada de Farrés y col. (15) y Yeh

yceol. (19).

enzimas, como la betaina aldehido
deshidrogenasa (17). La formacién
de pares i6nicos provoca asi una
disminucién 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
cisteina catalitica estd mayoritaria-
mente en forma de tiolato. La loca-
lizacién del residuo de cisteina nu-
cleofilica 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 activacidn de los residuos de
cisteina catalitica, descrito en una
aldehido deshidrogenasa, utiliza a
un grupo carboxilo de un residuo de
glutdimico que toma el protén del
tiol convirtiéndolo en tiolato (18).
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En el caso de las peroxirredoxi-
nas de una cisteina, el tiolato cata-
litico realiza un ataque nucleofilico
sobre el peréxido, lo que resulta en
la formacién de dcido sulfénico (-
SOH) en el sitio activo. El 4cido
sulfénico es muy inestable y ha de
ser estabilizado, o de lo contrario se
oxida ripida e irreversiblemente a
sulfinico o sulfénico, lo que lleva-
ria a la inactivacién de la enzima.
La estabilizacién del sulfénico den-
tro de la cavidad del sitio activo de
estas enzimas puede llevarse a cabo
por un puente de hidrégeno intra-
molecular, por una accesibilidad al
solvente limitada, por la asociacién
con elementos apolares de la es-
tructura de la protefna, o por la
transferencia de carga del sulfenato
con el anillo del FAD deficiente en
electrones. El dcido sulfénico pos-
teriormente reacciona con el GSH
para regenerar la enzima activa
(Fig. 5 C). Existen otras peroxirre-
doxinas que poseen dos residuos de
cisteina en su sitio activo, por los
que se las conoce como peroxirre-
doxinas de dos cisteinas. En estas
enzimas, el tiolato de una de las
cisteinas forma el sulfénico al reac-
cionar con el peréxido 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-
tilisis similares, con formacién de
un intermediario sulfénico estable
en su sitio activo (19).

Las protein tirosin fosfatasas ca-
talizan la hidrélisis de fosfotirosina
liberando fosfato y el residuo de ti-
rosina. Su mecanismo de accién in-
volucra la formacién de un interme-
diario transitorio fosfoenzima, re-
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sultado del ataque nucleofilico del
tiolato del sitio activo sobre el gru-
po fosfato del sustrato, la fosfotiro-
sina de la protefna blanco,

En el caso de las poliquétido sin-
tasas el ataque nucleofilico del tio-
lato del residuo de cisteina cataliti-
co es sobre la coenzima A, formdn-
dose un intermediario acil-enzima.

En cuanto a las tiol:disulfuro oxi-
dorreductasas, su mecanismo de
reaccién consiste en un ataque nu-
cleofilico del tiolato de una de las
dos residuos de cisteina que forman
parte de su sitio activo sobre el di-
sulfuro que se va a reducir. Como
resultado de este ataque nucleofili-
co, se forma un disulfuro mixto con
un residuo de cistefna del sustrato.
Posteriormente, el otro residuo de
cisteina 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 cisteina presentes en muchas
proteinas ha cobrado gran impor-
tancia debido a que, como se ha
descrito anteriormente, éstos parti-
cipan en muchos aspectos de la es-
tructura y funcién de las proteinas.
En forma paralela, la modificacién
de las cistefnas con fines biotecno-
légicos o farmacolégicos estd sien-
do abordada por numeroso labora-
torios.

La facilidad con que los residuos
de cisteina pueden formar puentes
disulfuro inter o intramoleculares
en ambicentes oxidantes como es el
aire, y el papel que juegan al formar
puentes disulfuro en el manteni-
miento de la estructura nativa de
muchas protefnas, ya sea estabili-
zindolas o inactivdndolas, ha propi-

ciado el que protefnas con aplica-
ciones biotecnoldgicas, -particular-
mente en biocatélisis-, sean mani-
puladas por mutagénesis sitio-diri-
gida. En este tipo de estudios se in-
troducen residuos de cisteina que
formen puentes disulfuros donde no
los habia, y de esta manera se busca
incrementar la estabilidad de la pro-
tefna, o bien se reemplazan residuos
de cisteina no esenciales, evitando
asi inactivacién por formacién de
puentes disulfuro no deseados.

Como ejemplos de los estudios en
los que los residuos de cisteina han
sido considerados como un blanco
atractivo para compuestos con ac-
cién farmacoldgica, son aquellos
realizados con las aldehido 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
aldehido deshidrogenasa hepdtica
(ALDH2) modificando covalente-
mente su residuo de cisteina cataliti-
co. La inhibicién de esta enzima pro-
duce una elevacién de acetaldehido
después de una ingestién de alcohol,
lo que provoca nauseas, vomito, ta-
quicardia e hipotensién, por lo que
este farmaco se ha utilizado clinica-
mente desde hace 50 anos como tra-
tamiento del alcoholismo. En el se-
gundo caso, recientemente se ha en-
contrado que la modificacién quimi-
ca de un residuo de cisteina que se
encuentra en la interfase de la triosa
fosfato isomerasa de ciertos pardsi-
tos produce la inactivacién de la en-
zima por pérdida de su estructura
cuaternaria. Por esta razén, se estd
explorando la posibilidad de que es-
ta enzima sea un blanco para el dise-
fio de compuestos con accién farma-
colégica contra enfermedades para-
sitarias (20).
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